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Resumo 
 
 

RODRIGUES, Ana Luisa Leoncio. EXPRESSÃO HETERÓLOGA DA ENZIMA L-
ASPARAGINASE DE Fusarium proliferatum EM SISTEMA DE EXPRESSÃO 
Escherichia coli BL21(DE3). Brasília, 2023. Tese de Mestrado em Ciências 

Farmacêuticas. Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília. 
 
 
A L-asparaginase é uma enzima com propriedades de hidrólise da L-asparagina, um 

aminoácido essencial para células neoplásicas e não essencial para o organismo 

humano e síntese de células normais, já que o organismo humano possui capacidade 

de síntese desse aminoácido, sendo convertida em ácido aspártico e amônia. Essa 

enzima é amplamente utilizada no tratamento de doenças linfoproliferativas e 

linfomas, com destaque para a Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA), se tornando um 

dos principais agentes quimioterápicos dos últimos anos. A L-asparaginase 

atualmente aplicada nos esquemas terapêuticos são oriundas de microrganismos 

como Escherichia coli e Dickeya chrysanthemi, além da L-asparaginase PEGuilada 

que foi introduzida com o objetivo de diminuir a variedade de efeitos imunogênicos, 

neurotóxicos e de hipersensibilidade que os pacientes apresentam durante o 

tratamento oncológico, se tornando necessária a busca por novas fontes de produção 

da enzima. Portanto, esse trabalho avaliou a produção e atividade de L-asparaginase 

do fungo filamentoso do Cerrado brasileiro, Fusarium proliferatum, expressa em E. 

coli modificada pela deleção do gene nativo de L-asparaginase como hospedeira. A 

construção contendo o gene da L-asparaginase de F. proliferatum foi obtida utilizando 

o vetor de expressão pET-28a. A triagem de clones transformados resultou na seleção 

de um clone que foi utilizado ao longo de todo o trabalho, e a otimização de condições 

de cultivo revelou que a temperatura de 37 °C, utilizando uma concentração de 0.5 

mM de IPTG foi a mais adequada para produção da enzima. A proteína foi extraída 

por metodologia de rompimento celular utilizando sonicador e analisada por 

eletroforese em gel de SDS-PAGE e Western blot. Os resultados evidenciaram o 

potencial para a expressão de uma proteína recombinante originária de um organismo 

eucarioto em um organismo procarioto, ressaltando a necessidade de otimização de 

processos e a importância dessas pesquisas no avanço do desenvolvimento de 

produtos biotecnológicos. 

 

Palavras-chave: L-asparaginase; fungos filamentosos, leucemia linfoblástica aguda, 

proteínas recombinantes. 



Abstract 

 

L-asparaginase is an enzyme with hydrolytic properties targeting L-asparagine, an 

essential amino acid for neoplastic cells but non-essential for the human body and 

normal cell synthesis. The human body can synthesize this amino acid, converting it 

into aspartic acid and ammonia. Widely utilized in the treatment of lymphoproliferative 

diseases and lymphomas, notably Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL), L-

asparaginase has become one of the key chemotherapeutic agents in recent years. 

The L-asparaginase currently used in therapeutic regimens is derived from 

microorganisms such as Escherichia coli and Dickeya chrysanthemi. Additionally, 

PEGylated L-asparaginase has been introduced to reduce the variety of immunogenic, 

neurotoxic, and hypersensitivity effects observed in patients during oncological 

treatment, necessitating the search for new enzyme production sources. Hence, this 

study assessed the production and activity of L-asparaginase from the Brazilian 

Cerrado filamentous fungus, Fusarium proliferatum, expressed in E. coli modified 

through the deletion of the native L-asparaginase gene as the host. The construction 

containing the L-asparaginase gene from F. proliferatum was obtained using the 

expression vector pET-28a. Screening of transformed clones led to the selection of a 

clone used throughout the study, and optimization of cultivation conditions revealed 

that a temperature of 37 °C, with a concentration of 0.5 mM IPTG, was most suitable 

for enzyme production. Protein extraction employed cell disruption methodology using 

a sonicator and was analyzed through SDS-PAGE gel electrophoresis and Western 

blotting. Results highlighted the potential for expressing a recombinant protein 

originating from a eukaryotic organism in a prokaryotic organism, emphasizing the 

need for process optimization and the importance of such research in advancing the 

development of biotechnological products. 

 

Keywords: L-asparaginase, filamentous fungi, acute lymphoblastic leucemia, 

recombinant proteins. 
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1 Introdução 
 

Ao longo dos anos, as pesquisas acerca das aplicações da enzima L-

asparaginase (L-ASNase) na indústria farmacêutica têm demonstrado que sua 

utilização constitui uma alternativa eficaz no tratamento de diversas neoplasias, 

incluindo, entre elas, a Leucemia Linfoblástica Aguda e o Linfoma de Hodgkin 

(CACHUMBA et al., 2016). As células neoplásicas, por sua vez, não possuem a 

enzima L-asparagina sintetase, restringindo sua capacidade de produzir L-

asparagina. Isso, consequentemente, compromete a síntese de DNA nessas células. 

Assim sendo, os tumores recorrem à L-asparagina disponível no organismo para 

sustentar seu crescimento (VIMAL; KUMAR, 2017). O tratamento com L-ASNase visa, 

portanto, a redução da concentração de L-asparagina disponível, induzindo, dessa 

forma, a apoptose das células tumorais por deficiência desse aminoácido (FONSECA 

et al., 2021). Entretanto, é necessário destacar que o uso terapêutico da L-ASNase 

acarreta uma ampla variedade de efeitos adversos, que incluem hepatotoxicidade, 

nefrotoxicidade, disfunções no sistema nervoso central, pancreatite e 

tromboembolismo (POKROVSKAYA et al., 2022). 

Para manejar esses efeitos foram produzidas L-ASNases PEGuiladas, que 

fazem ligação covalente com um grupo polietilenoglicol e são bastante difundidas 

atualmente, mas também apresentam efeitos indesejáveis para o tratamento, tendo 

alguns pacientes apresentado resistência cruzada entre as formulações e ainda outros 

efeitos tóxicos (FONSECA et al., 2021). As L-ASNases produzidas em escala 

industrial que estão disponíveis no mercado atualmente são de origem bacteriana, 

sendo grande parte derivadas de Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, já que estes 

microrganismos são relativamente mais estáveis e fáceis de se modificar 

geneticamente (VIMAL; KUMAR, 2017). Dessa forma, há três tipos diferentes de L-

ASNase sendo produzidas, a enzima nativa derivada de E. coli, a enzima PEGuilada 

que também é proveniente da E. coli nativa e as isoladas de E. chrysanthemi, sendo 

as duas últimas as mais difundidas atualmente por apresentarem menos reações de 

imunosensibilidade e efeitos adversos semelhantes. Apesar disso, ainda há limitações 

quanto a sua toxicidade (WANG et al., 2021).  

Não obstante de existirem mais estudos a respeito da produção de L-ASNase 

por bactérias, pesquisas por outros microrganismos, como fungos, vêm ganhando 
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espaço e apresentando elevado potencial de produção e purificação de L-ASNase. 

Por serem organismos eucariotos os fungos representam uma vantagem em relação 

às bactérias, já que suas enzimas parecem ser mais semelhantes às de mamíferos, o 

que contribui para diminuição das reações adversas causadas pela L-ASNase 

bacteriana (GONÇALVES et al., 2016). 

A utilização de sistemas de expressão heteróloga em bactérias para produção 

de proteínas se tornou atrativo devido a sua habilidade de crescimento acelerado, alta 

densidade de substratos, genética bem caracterizada e uma grande variedade de 

vetores de clonagem e cepas hospedeiras (TERPE, 2006). O sistema de expressão 

pET foi descrito por (STUDIER, 1991) a partir da análise da atividade da lisozima T7, 

demonstrando uma variedade de aplicações e sua versatilidade. Dessa forma é 

possível que a expressão seja induzida utilizando uma cepa hospedeira (por exemplo 

E. coli) lisogenizada por um fragmento de fago, no caso o DE3, que codifica a DNA 

polimerase do T7, o gene bacteriófago e um indutor (SØRENSEN; MORTENSEN, 

2005). Ao longo dos anos os vetores plasmidiais foram se tornando uma ferramenta 

essencial para biologia molecular e a ciência como um todo, permitindo o avanço das 

técnicas biotecnológicas para produção de diversos produtos para saúde (NORA et 

al., 2019). 

Levando em consideração que as L-ASNases produzidas pelas bactérias 

causam reações adversas em grande parte dos pacientes que a utilizam, a busca por 

fontes novas de microrganismos para produção da enzima tem sido necessária. 

Dessa forma, os fungos veêm sendo estudados e identificados como potenciais 

produtores da enzima, com menor imunogenicidade e alta taxa de produção. Por isso, 

este trabalho tem como fundamento produzir e purificar uma L-asparaginase 

recombinante obtida de um fungo filamentoso isolado do Cerrado Brasileiro, Fusarium 

proliferatum, utilizando E. coli como sistema de expressão.  
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2 Revisão bibliográfica 
 

2.1 Leucemia    

 

A leucemia é uma condição patológica caracterizada por mutações genéticas 

somáticas nas células progenitoras hematopoiéticas localizadas na medula óssea, 

mais especificamente nas precursoras que não atingiram o estágio de diferenciação 

completo (Figura 1). Esse fenômeno desencadeia uma proliferação descontrolada e 

atípica de glóbulos brancos, resultando na progressiva substituição das células 

normais da medula óssea por uma população de células tumorais, resultando no 

acúmulo dessas células e impedindo a produção de células sanguíneas normais 

(VICENTE AUGUSTO DE CARVALHO, 2008). De acordo com a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) as leucemias são classificadas em linfoblástica e mieloide, podendo 

ainda ser divididas em agudas e crônicas. O Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

apresenta diversos tipos de leucemias, com destaque para os quatro principais, sendo 

eles a leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crônica, leucemia linfoblástica 

crônica e leucemia linfoblástica aguda. (INCA, 2023) 

 

Figura 1. Linhagens sanguíneas provenientes da medula óssea (Figura adaptada pela autora em 

“BioRender”). 
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Essas formas de leucemia são categorizadas de acordo com a taxa de 

progressão e a linhagem de células sanguíneas que o câncer se origina, onde as 

leucemias agudas se desenvolvem rapidamente, ao passo que as leucemias crônicas 

manifestam um desenvolvimento mais lento (NCI, 2022). Dessa forma, a leucemia 

mieloide acontece quando as células acometidas são granulócitos e monócitos e a 

leucemia linfoblástica quando os linfócitos são as células afetadas (SHAFIQUE; 

TEHSIN, 2018).  

No Brasil, segundo dados do INCA, cerca de 11.540 novos casos de leucemia 

surgiram no ano de 2022 e o número de mortes no ano de 2020 chegou a 6.738. No 

mundo, de acordo com dados do Global Cancer Observatory (“Global Cancer 

Observatory”, [s.d.]) os diagnósticos de leucemia em crianças e adultos jovens até 19 

anos chegou a ultrapassar 80 mil casos, que se concentraram em maioria na região 

da Ásia (Figura 2). Além disso, o câncer é uma das causas mais comuns de mortes 

em crianças depois de acidentes (WHITEHEAD et al., 2016), sendo a leucemia 

linfoblástica aguda correspondente a 30% dentre os tipos de câncer diagnosticados 

em crianças com menos de 15 anos (BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007). 

 

 

Figura 2. Número estimado de novos casos mundiais de leucemias no ano de 2020, nos sexos feminino 

e masculino, de 0 a 19 anos. (Disponível em: Global Cancer Observatory http://gco.iarc.com) 

 

2.2 Leucemia Linfoblástica Aguda 
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A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é um tipo de câncer que acomete as 

células progenitoras linfoides (Figura 3), sendo acumuladas em linfoblastos em 

diferentes estágios de maturação 

 

 

Figura 3. Células normais à direita e blastos celulares predominantes na leucemia linfoblástica aguda 

(Atlas de Histologia em Cores da PUCRS e NewsLab, 2019). 

 

Os fatores de risco associados a leucemia linfoblástica aguda não são 

totalmente esclarecidos, provavelmente a doença tem origem em interações entre 

exposições exógenas ou endógenas, fatores genéticos e aleatórios (INABA; 

GREAVES; MULLIGHAN, 2013). O pico de incidência geralmente ocorre dos 3 aos 5 

anos de idade, com maior prevalência em meninos do que em meninas, sendo a 

síndrome de Down e mutações nos genes associados a diferenciação celular e 

regulação transcricional, alguns dos fatores genéticos conhecidos que podem estar 

associados a um maior risco de desenvolvimento da LLA (HUNGER; MULLIGHAN, 

2015). Apesar disso, não somente fatores genéticos podem representar uma 

porcentagem atribuída ao desenvolvimento da LLA, levando em consideração que 

fatores externos ambientais podem também estar desempenhando um papel no 

desenvolvimento e aumento de casos da doença em crianças ao longo do tempo, 

como exposição a radiações e produtos químicos (WHITEHEAD et al., 2016).  

Em um estudo mais recente publicado em 2020, Inaba e Mullighan indicam 

alguns fatores de predisposição para desenvolvimento da LLA que estão associados 
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a alterações genéticas sutis, como síndromes constitucionais raras, como a síndrome 

de Down, ataxia-telangiectasia e síndrome de Li-Fraumeni, além de deficiência no 

reparo do DNA e mutações em linhagens germinativas (INABA; MULLIGHAN, 2020). 

Não obstante aos diversos estudos que procuram identificar as causas da LLA em 

crianças, a grande maioria das causas ainda não são esclarecidas. Algumas infecções 

crônicas também estão associadas ao desenvolvimento da doença, como HIV, vírus 

Epstein-Barr e malária (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021).  Dessa forma, a prevenção 

da LLA em crianças ainda é um desafio, levando à necessidade de serem realizados 

diagnósticos precoces, seguido de uma terapia eficaz, garantindo uma maior 

qualidade de vida e chances de sobrevivência aos pacientes.  

O diagnóstico da LLA, após relatos de sintomas como febre recorrente, 

petéquias, fraqueza, palidez, dispneia, nódulos linfáticos inchados e perda de apetite 

(NCI, 2022), é realizado através de um exame de sangue completo, onde é possível 

observar um aumento significativo de células brancas do sangue (SHAFIQUE; 

TEHSIN, 2018). Além disso, é essencial a análise e identificação morfológica dos 

linfoblastos e avaliação imunofenotípica da linhagem e do estágio de desenvolvimento 

dessas células (INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013).  

O tratamento da LLA é realizado em três estágios, podendo durar de 2 a 2,5 

anos, sendo eles: 1) Indução da remissão, correspondente a primeira fase do 

tratamento onde o objetivo é erradicar 99% das células leucêmicas tanto no sangue 

como na medula óssea e garantir ao paciente uma remissão e a volta dos parâmetros 

normais do organismo; 2) Consolidação ou intensificação, que tem como objetivo a 

consolidação ou intensificação do tratamento anterior para garantir que não haja 

restos de células doentes ou que sejam produzidas novas células leucêmicas por esse 

organismo; 3) Manutenção, a última fase, na qual o propósito é manter o organismo 

sem nenhum rastro de célula leucêmica, utilizando doses maiores do que nas duas 

primeiras fases e sendo uma fase crítica pois serve também para prevenir a recidiva 

da doença (NCI, 2022). A fase de indução geralmente inclui a administração de 

glicocorticóides como prednisolona ou dexametasona, vincristina e outro agente 

quimioterápico como a asparaginase e antraciclinas. Na fase de consolidação os 

medicamentos comumente utilizados são a dexametasona com ou sem antraciclina, 

mercaptopurina, metotrexato e uma dose mais alta de asparaginase por um período 

prolongado (PUI; EVANS, 2006). Enquanto na fase de manutenção as doses de 

metotrexato e mercaptopurina são aplicadas, podendo ou não utilizar dexametasona 
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e vincristina (PUI et al., 2012). 

 

2.3 L-asparaginase 

 

A L-asparaginase (EC 3.5.1.1) é uma enzima que possui propriedade de 

catalisar a hidrólise da L- asparagina, um aminoácido não essencial, sendo convertida 

em ácido aspártico e amônia, o que diminui sua concentração no plasma sanguíneo 

(CACHUMBA et al., 2016) (Figura 4). Essa enzima é amplamente utilizada no 

tratamento de doenças linfoproliferativas e linfomas, principalmente no tratamento de 

Leucemia Linfoblástica Aguda, se tornando um dos principais agentes quimioterápicos 

dos últimos anos, visto que a L-asparagina é um nutriente importante para o 

desenvolvimento das células malignas (GONÇALVES et al., 2016). As células 

leucêmicas da LLA não possuem capacidade de sintetizar L-asparagina, se tornando 

dependente de fontes externas para processos como síntese de seu DNA, RNA e 

proteínas, então com a presença de L-ASNase, o tumor é privado da L-asparagina 

necessária para seu desenvolvimento, levando-o à morte celular (EGLER; AHUJA; 

MATLOUB, 2016). Além da sua utilização na indústria de medicamentos, também é 

amplamente utilizada na indústria de alimentos para reduzir os níveis de acrilamida 

em alimentos previamente fritos ou assados, já que a acrilamida é uma substância 

neurotóxica e potencialmente cancerígena, formada a partir da interação da L-

asparagina com açúcares redutores presentes nesses alimentos (DUMINA et al., 

2021).  
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Figura 4. Mecanismo de ação da L-asparaginase contra células leucêmicas, convertendo o aminoácido 

L-asparagina em ácido aspártico e amônia. (Figura adaptada pela autora em “BioRender”) 

 

Os primeiros experimentos que identificaram a L-ASNase como inibidora de 

crescimento de determinados linfomas foram descritos pela primeira vez no ano de 

1953 por Kidd (KIDD, 1953) , onde o soro do porquinho-da-índia foi reconhecido pela 

sua capacidade antitumoral. Estudos posteriores confirmaram que a enzima seria 

responsável pela inibição do crescimento dos linfomas, através de ensaios de 

estabilidade, que comparavam o soro de animais recém-nascidos sem atividade de 

asparaginase com aqueles que possuíam atividade da enzima, confirmando que a 

presença da enzima estava diretamente relacionada com o grau de inibição do tumor 

(BROOME, 1963). Algum tempo depois foi identificado que a L-ASNase está 

amplamente distribuída (WRISTON; YELLIN; WASHINGTON, 1973), podendo ser 

identificada em animais como ratos, microrganismos como Pseudomonas e 

Saccharomyces (ARIMA et al., 1972), leveduras, algas e algumas plantas (RAMYA et 

al., 2012). A enzima produzida por bactérias, como E. coli, ganhou destaque devido 

ao seu grande potencial de atividade antitumoral.  

De acordo com experimentos de Schwartz et al. (1966), que caracterizou duas 

variantes de L-ASNase isoladas de E. coli e avaliou seu potencial de atividade 

antitumoral, ambas as enzimas foram eficazes em reduzir o nível de L-asparagina no 

meio. Esses estudos foram essenciais para iniciar a aplicação terapêutica da L-

ASNase no tratamento de tumores. Posteriormente, em novos estudos acerca da 

capacidade das bactérias de produzir L-ASNase, outras espécies foram sendo 
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identificadas como produtoras da enzima, como Erwinia chrysanthemi e Serratia 

marcescens, além de demonstrarem níveis significativos de atividade antitumoral  

(BROOME, 1963.; SCHWARTZ, 1966).  

Em outros ensaios, Mashburn e Wriston (1964) demonstraram a relação entre 

a atividade de L-asparaginase derivada de E. coli e o nível de inibição de tumores, 

mais especificamente linfosarcomas, em ratos. Os resultados demonstraram que, 

dependendo do número de unidades administradas, a enzima inibiu de forma eficaz o 

crescimento do tumor (MASHBURN; WRISTON JR, 1964). Posteriormente, 

analisando mais afundo as características da L-asparaginase de E. coli foi possível 

identificar a presença de dois tipos da enzima, a L-ASNase do tipo I e tipo II, que a 

depender das condições de crescimento, solubilidade em soluções e pH, 

desempenham resultados diferentes quanto sua atividade antitumoral. Ambas 

apresentam a capacidade de hidrólise da L-asparagina, em diferentes proporções, 

onde a L-ASNase do tipo II demonstrou atividade contra células leucêmicas, ao 

contrário da EC1 não apresentou toxicidade contra células tumorais (CAMPBELL, 

1953; BROOME, 1963.; SCHWARTZ et al., 1966). Além disso, se diferenciam também 

quanto a sua estrutura e origem na célula bacteriana, enquanto a L-ASNase do tipo I 

se apresenta como um dímero, a L-ASNase do tipo II forma um tetrâmero com 4 

subunidades idênticas (CASTRO et al., 2021). A L-ASNase do tipo II se encontra 

situada no espaço periplasmático, mais especificamente entre a membrana 

plasmática e o envelope celular de bactérias como E. coli, por outro lado a L-ASNase 

do tipo I está situada no citoplasma bacteriano (CEDAR; SCHWARTZ, 1968) (Tabela 

1). 

 

Tabela 1. Tipos de L-asparaginases bacterianas 

L-

asparaginase 

Localização Estrutura Afinidade 

por L-

asparagina 

Afinidade 

por L-

glutamina 

Atividade 

antitumoral 

Tipo I Citosol Dímero Baixa Alta Ausência 

Tipo II Periplasma Tetrâmero Alta Baixa Presença 

 

A partir dessas descobertas que tornaram a L-ASNase do tipo II, em um 

potencial agente antitumoral, outros experimentos foram sendo conduzidos, os quais 
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resultaram em regressões e remissões em doenças como LLA e alguns tipos de 

linfossarcomas. Nesse período, notou-se que a L-ASNase possuía um índice 

terapêutico superior a outros medicamentos que eram utilizados para tratar tumores, 

o que poderia interferir positivamente na diminuição da sua toxicidade (CROWTHER, 

1971). Hill et al., (1967) demonstraram resultados positivos quanto a atividade da 

enzima em animais e humanos, porém, apesar de não ter identificado nenhuma 

grande toxicidade aguda, observou o desenvolvimento de sensibilidade em pacientes 

após um mês de terapia, caracterizada por reações cutâneas como urticária. Apesar 

desses efeitos, os resultados positivos na inibição de tumores em animais levaram a 

um grande interesse da comunidade científica em desenvolver um novo medicamento 

contra doenças linfoproliferativas e abriu caminho para mais estudos acerca da 

atividade de L-ASNase. (HILL et al., 1967). 

A produção da enzima foi então amplamente estudada dentre os organismos 

produtores já conhecidos, geralmente microrganismos e em particular, bactérias Gram 

negativas como Escherichia coli, enquanto fontes animais e plantas não foram 

amplamente identificados como grandes produtores de L-ASNase (RAMYA et al., 

2012). Ao longo dos anos desde as primeiras aplicações da enzima bacteriana, as 

taxas de remissão e sobrevivência de pacientes com leucemia linfoblástica aguda 

aumentou consideravelmente (PIETERS et al., 2011). A primeira versão aprovada 

pelo FDA disponível industrialmente da L-asparaginase foi produzida a partir de E. coli 

em 1978, com o nome comercial Elspar (R) (Merck), se tornando um componente 

essencial no esquema terapêutico de crianças com LLA (LEW, 2020). Apesar desse 

grande avanço e da excelente produtividade da enzima por bactérias, esse vem sendo 

um problema de grande destaque devido ao desenvolvimento de reações alérgicas, o 

que interfere diretamente na resposta ao tratamento. As L-ASNase aprovadas pelo 

FDA para uso terapêutico são derivadas de proteínas exógenas que podem 

desencadear uma resposta imunológica, levando à formação de anticorpos anti-

asparaginase, o que pode diminuir a eficácia do tratamento em resposta à redução da 

atividade da enzima, resultando em efeitos adversos (KLEINGESINDS et al., 2023). 

Essas reações podem ser pancreatite, hemorragia, trombose, hiperglicemia, 

hiperlipidemia, disfunções hepáticas, reações alérgicas fortes e hipersensibilidade em 

pacientes pediátricos (KAWEDIA; RYTTING, 2014), cefaleia, vômitos, sonolência, 

letargia e até mesmo coma já foram descritos (GRAHAM, 2003). 

Assim, desde os anos 60 a L-ASNase é administrada em pacientes pediátricos 
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com LLA por via endovenosa ou intramuscular, sendo melhorada ao longo dos anos 

(PUI et al., 2012). Na busca pela diminuição dos efeitos adversos mencionados e 

melhora na progressão do tratamento, outras formulações foram sendo 

desenvolvidas, como a L-ASNase derivada de Erwinia chrysanthemi, que é a segunda 

opção para pacientes que apresentam hipersensibilidade ao medicamento derivado 

de E. coli, a L-ASNase PEGuilada, produzida por E. coli  e ligada covalentemente à 

uma molécula de polietilenoglicol (PEG) com o objetivo de diminuir a antigenicidade 

(GRAHAM, 2003) e com uma meia-vida maior do que as anteriormente utilizadas (LI 

et al., 2020), e as L-ASNase recombinantes, que utilizam modificações genéticas para 

produção da proteína de interesse em um hospedeiro (MAESE et al., 2021) (Tabela 

2).  

 

Tabela 2. Formulações de L-asparaginase disponíveis no mercado mundial 

L-

asparaginase 

Fabricante Origem Variante Referência 

Kidrolase ® EUSA Pharma E. coli nativa  (VAN 

TRIMPONT et 

al., 2022) 

Elspar ® Ovation 

Pharmaceuticals 

E. coli nativa  (PIETERS et 

al., 2011) 

Oncaspar ® Enson 

Pharmaceuticals 

Inc 

E. coli nativa PEGuilada (FERNANDEZ 

et al., 2014) 

Erwinase ® EUSA Pharma E. 

chrysanthemi 

 (VAN 

TRIMPONT et 

al., 2022) 

Leunase ® Sanofi-aventis E. coli nativa  (PIETERS et 

al., 2011) 

Spectrila ® Rentscheler 

Biopharma SE 

E. coli nativa Recombinante (VAN 

TRIMPONT et 

al., 2022) 

 

Ademais formulações mencionadas, existem estudos que sugerem que a 
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encapsulação da L-ASNase de E. coli proporciona aumento significativo da meia vida, 

além de diminuir as chances de desenvolvimento de reações imunológicas, porém 

essa formulação não foi aprovada pelos órgãos reguladores VAN TRIMPONT et al., 

2022). 

No Brasil, o Ministério da Saúde (MS) é responsável pela compra do 

medicamento e desde 2013 este era fornecido pela empresa MEDAC, representada 

pela Bagó no Brasil, com o nome Aginasa®, porém algum tempo depois a empresa 

alemã comunicou que não iria mais produzir o medicamento, levando à um 

desabastecimento do medicamento no país (MACIEL, 2017) . A partir de 2017 o MS 

passou a importar o medicamento chinês LeugiNase® (Bejin SL Pharmaceutical), 

porém pouco tempo depois passou a ser alvo de críticas devido a diversas 

irregularidades, sendo suspenso logo em seguida (MORAIS, 2017). 

Dessa forma, o medicamento atualmente utilizado, que possui registro na 

ANVISA e alto índice de eficácia com menor incidência de hipersensibilidade e 

melhores parâmetros farmacocinéticos (MEDAWAR et al., 2019), é a L-ASNase 

PEGuilada, Oncaspar, da Enson Pharmaceuticals Inc, garantindo o abastecimento e 

tratamento dos pacientes que necessitam do medicamento (COLON, 2018). As 

proteínas PEGuiladas tem menor imunogenicidade, ou seja, não induzem a síntese 

de anticorpos no organismo e permanecem na corrente sanguínea por mais tempo 

devido a sua degradação mais lenta, o que aumenta a meia-vida do medicamento, 

sem diminuir sua atividade antitumoral (KAFKEWITZ; BENDICH, 1983). Apesar do 

sucesso do medicamento, alguns centros de tratamento do país já enfrentaram 

problemas relacionados ao risco de desabastecimento gerado pelo alto custo do 

mesmo, já que os gastos de um único hospital chegaram a mais de 800 mil reais (G1 

TRIÂNGULO E ALTO PARANAÍBA, 2019). 

Adicionalmente, mudanças pós-traducionais podem provocar transformações 

na estrutura molecular da enzima, como é o caso da ligação da L-ASNase de E coli 

ao PEG, que teve sua meia-vida aumentada significativamente (CASTRO et al., 2021). 

Entretanto, levando em consideração que, apesar de haver manejos para os efeitos 

adversos causados pela L-ASNase bacteriana, como a PEGuilação mencionada 

anteriormente, ainda há grande interesse em desvendar novas formas de obtenção 

de uma enzima igualmente eficaz, porém menos tóxica. Por isso, outros 

microrganismos foram sendo estudados ao longo dos anos, objetivando uma melhora 

tanto nos sintomas relacionados a atividade de L-ASNase quanto na de glutaminase. 
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Já em 1971, De-Angeli e colaboradores investigaram uma L-ASNase produzida por 

Aspergillus terreus e seus resultados demonstraram que a enzima produzida pelo 

fungo filamentoso apresentou efeitos positivos contra tumores. Pouco tempo depois, 

Scheetz et al, (1971) identificou que a enzima produzida por Fusarium tricinctum 

diminuiu um tumor de linfosarcoma em ratos. Essas perspectivas levaram a busca de 

uma fonte eucariota para produção de uma L-ASNase que possui capacidade de 

hidrólise da L-asparagina com baixa atividade de glutaminase. (DE-ANGELI et al., 

1970; SCHEETZ; WHELAN; WRISTON, 1971). Essas buscas pela redução da 

antigenicidade, juntamente com aumento da meia vida da L-ASNase, impactam 

significativamente o tratamento de pacientes com LLA, podendo diminuir a 

concentração e frequência de administraão, bem como redução nos efeitos adversos 

mais graves (BECKETT; GERVAIS, 2019). 

Um fator também relevante quando se pretende avaliar a toxicidade associada 

ao uso de L-ASNase e é a sua atividade de glutaminase, já que além de atuar na 

quebra da L-asparagina em ácido aspártico e amônia, a enzima também participa, 

com menos afinidade, da quebra de glutamina em ácido glutâmico e amônia (CHAN 

et al., 2014). A glutamina é um aminoácido de grande abundância no corpo humano 

e participa de diversas fases do metabolismo, sendo o principal transportador de 

nitrogênio e servindo de substrato para divisão celular (OLLENSCHLAGER et al., 

1988). A atividade de hidrolisar a L-glutamina intrínseca à asparaginase pode gerar 

sintomas graves de pancreatite, trombose intracranial, hemorragias (MAHAJAN et al., 

2012), imunossupressão KAFKEWITZ; BENDICH, 1983) anafilaxia, disfunções 

cerebrais (DORIYA; KUMAR, 2016), disfunção hepática, convulsões, coagulação 

anormal (SUDHIR et al., 2014), todos associados à sua atividade combinada com os 

efeitos da L-ASNase derivada de bactérias. Em um estudo de Ollenschlager (1988), 

que comparou as concentrações plasmáticas de aminoácidos com as concentrações 

plasmáticas de proteínas sintetizadas pelo fígado em pacientes com LLA utilizando L-

ASNase de E. coli, foi identificado que o nível de L-glutamina no organismo desses 

pacientes estava muito abaixo do normal, gerando um distúrbio metabólico, o que 

pode indicar que, a queda brusca das concentrações de um aminoácido que participa 

da síntese de proteínas hepáticas, pode estar diretamente associada aos efeitos 

colaterais gerados pela depleção do aminoácido pela L-ASNase. (OLLENSCHLAGER 

et al., 1988). 

Em resumo, fatores como imunogenicidade, diretamente associada à atividade 
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de glutaminase, meia vida relativamente curta e alto custo para o Brasil quando se 

trata da necessidade de importação do medicamento, são as principais limitações 

relacionadas ao tratamento da LLA no país, portanto, sendo necessária e importante 

a busca por novas metodologias e microrganismos que possam proporcionar um 

medicamento mais eficaz e seguro, não somente nacionalmente, mas em proporções 

mundiais no futuro.  

 

2.3.1 L-asparaginase fúngica  

 

Na busca por novas fontes de L-ASNase, Doriya e Kumar (2016) isolaram 45 

espécies de fungos de diferentes fontes para avaliar a possível produção de enzimas 

industrialmente importantes, dentre elas, L-asparaginase e L-glutaminase, onde um 

desses fungos apresentou atividade de hidrólise da L-asparagina, sem atividade de 

glutaminase, reforçando o proposto por Shrivastava et al. (2012) de que a utilização 

de uma enzima derivada de um organismo eucarioto pode minimizar o 

desenvolvimento de reações imunológicas, já que os fungos possuem uma 

proximidade evolutiva maior com seres humanos do que as bactérias (SHRIVASTAVA 

et al., 2016).  

Algumas espécies de fungos endofíticos como Aspergillus oryzae e Aspergillus 

niger já são descritos como bons produtores de L-ASNase com baixa atividade de 

glutaminase e atualmente já são implementados na indústria de alimentos para 

diminuir a produção de acrilamida (PARASHIVA et al., 2023). El-Gendy e 

colaboradores (2021) avaliaram a produção extracelular da L-ASNase de Fusarium 

equiseti que demonstrou resultados relevantes quanto a produção da enzima e uma 

baixa citotoxicidade em células normais (EL-GENDY et al., 2021). Além disso, as 

espécies Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. já demonstraram em outros 

estudos serem potenciais produtores de L-asparaginase (BASKAR; RENGANATHAN, 

2012; EL-NAGGAR; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014; G.; MANAWADI, 2017). Em um 

estudo promovido por (SAEED et al., 2018) a enzima derivada do fungo filamentoso 

Aspergillus terreus foi produzida de forma recombinante em Escherichia coli e apesar 

de ter como resultado uma quantidade significativa de proteína recombinante, esta 

estava na sua forma inativa, agregada em corpos de inclusão, o que é comum a 

diversas proteínas recombinantes produzidas utilizando E.coli. Apesar desse 
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resultado, os corpos de inclusão podem ser uma forma interessante de purificar essas 

proteínas, que podem ser obtidas posteriormente após aplicação de estratégias de 

renaturação e purificação. Ainda de acordo com (SAEED et al., 2018) esses resultados 

são promissores e os mecanismos de engenharia genética desenvolvidos podem 

auxiliar na obtenção de uma enzima ativa. Os fungos filamentosos são 

microrganismos multicelulares de grande importância para produção de diversas 

enzimas comerciais e orgânicas, possuindo vantagens significativas em relação a 

outros sistemas de produção, como as bactérias, por secretarem facilmente um alto 

nível de enzimas (SU et al., 2012). 

Em uma revisão sistemática publicada por Souza e colaboradores (2017), 

novas espécies de diferentes fungos foram analisadas, como A. terreus, A. niger, A. 

oryzae, A. fumigatus, A, flavus, Cladosporium sp., Flammurina velutipes, Penicilium 

cyclopium e Rhizomucor mihei. De acordo com os resultados, a produção de L-

ASNase foi altamente influenciada pela composição do meio de fermentação, além 

dos fatores físicos como temperatura, pH, agitação, concentração de inóculo e tempo 

de fermentação, ou seja, cada organismo requer condições específicas para alcançar 

a máxima produção enzimática, o que leva a necessidade de otimização do processo, 

incluindo diferentes componentes de meio e parâmetros de cultivo (SOUZA et al., 

2017). 

Freitas et al. (2021) e o grupo de pesquisa do Laboratório de Produtos Naturais 

da Universidade de Brasília realizou experimentos com 21 fungos derivados do solo 

do Cerrado buscando identificar quais seriam produtores de L-ASNase. Dentre as 

espécies identificadas, o fungo Fusarium proliferatum se destacou quanto a produção 

da enzima e por sua baixa atividade de glutaminase, sendo interessante para 

prosseguir com estudos acerca da sua capacidade de produzir L-ASNase. 

Posteriormente, em experimentos realizados por Cardoso et al. (2023) o gene de L-

asparaginase de F. proliferatum foi sequenciado e expresso em um sistema heterólogo 

utilizando a levedura Pichia pastoris (Komagataella phaffi) como hospedeira, 

objetivando uma produção melhorada e em maior escala da enzima. Além disso, 

também foram demonstradas por meio de ensaios in sílico as características 

estruturais da proteína produzida por F. proliferatum, possibilitando a utilização de 

informações essenciais para a aplicação das metodologias demonstradas nesse 

trabalho (CARDOSO et al., 2023; FREITAS et al., 2021; SIQUEIRA, 2010).  
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2.4 Produção heteróloga de proteínas recombinantes 

 

A recombinação de proteínas é essencial para o desenvolvimento das espécies, 

auxiliando os microrganismos a sobreviverem em diferentes ambientes. Os estudos 

genéticos envolvendo bactérias ganhou destaque a partir dos anos 1950, quando 

diversos cientistas demonstraram que esses microrganismos possuíam capacidade 

de troca de material genético, sugerindo a possibilidade de que estas podiam trocar 

esse material genético não somente entre bactérias, mas também com espécies de 

outros gêneros (BORZANI et al., 2017). 

As técnicas de engenharia genética foram aprofundadas por Boyer e Cohen em 

1973 quando obtiveram um organismo funcional que possuía informações genéticas 

de diferentes espécies. Esse organismo foi produzido utilizando a bactéria Escherichia 

coli, que se tornou o principal hospedeiro para produção de proteínas recombinantes 

por já ser amplamente conhecida, possuir baixo custo de produção, crescimento 

acelerado e alta eficiência na expressão de DNA (KAUR et al., 2018). A ampliação 

dos conhecimentos acerca da manipulação genética torna a produção de sistemas 

recombinantes uma estratégia de obtenção de genes de interesse, podendo produzir 

linhagens de grande importância industrial.  

A maioria das proteínas produzidas por E. coli, inclusive a L-ASNase, e de outros 

microrganismos são produzidas no espaço periplasmático estando envolvidas na 

absorção de nitrogênio dos substratos, ao contrário das proteínas recombinantes que 

são geralmente produzidas no citosol (DE MOURA et al., 2020). Além disso, a 

produção de proteínas heterólogas extracelulares não é recomendada, pois, na 

maioria das vezes resulta em um nível de expressão muito baixo (PANDA, 2003). Os 

primeiros passos para produção de uma proteína recombinante incluem o isolamento 

de uma sequência de nucleotídeos da proteína de interesse, a clonagem dessa 

sequência e a expressão da sequência clonada em uma linhagem celular para sua 

produção. No caso de a proteína ser de origem eucariota, o mRNA é isolado e 

convertido em cDNA para gerar múltiplas cópias por PCR, que serão inseridas em um 

vetor para sua amplificação. Dessa forma, o DNA recombinante será mantido ao logo 

das divisões celulares da célula transformada, sendo traduzido e transcrito pelo 

hospedeiro (WALSH, 2014) A principal vantagem da produção de proteínas 

recombinante então é a capacidade de se utilizar um hospedeiro para obtenção de 

proteínas adequadamente preparadas a partir de um gene heterólogo, com 
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rendimento máximo, a baixo custo, que resultará em uma proteína recombinante de 

alta qualidade.  

Os procariotos desempenham um papel proeminente na produção de proteínas 

heterólogas devido à sua ampla exploração e conhecimento em termos biológicos, 

bioquímicos e fisiológicos. São especialmente vantajosos devido à sua capacidade de 

alcançar densidades celulares significativas em escalas industriais, como em 

biorreatores, em meio de cultura diversificados, e por meio da otimização de 

protocolos de engenharia genética que fazem uso de vetores de clonagem, genes 

regulatórios e promotores de expressão (GLICK; PATTEN, 2022).  

Para que ocorra a replicação eficaz do DNA recombinante na célula hospedeira, 

é necessário que o sistema de síntese de DNA do hospedeiro identifique e reconheça 

a sequência do DNA recombinante. Assim, para assegurar essa compatibilidade, 

vetores são empregados como portadores dessas sequências reconhecíveis. Em 

particular, os plasmídeos, que representam elementos genéticos 

extracromossômicos, incorporam origens de replicação capazes de reconhecer o 

DNA, permitindo sua reprodução independentemente da célula procariótica em 

questão. Esse mecanismo viabiliza a replicação bem-sucedida do DNA recombinante 

dentro da célula hospedeira (BORZANI et al., 2017).  

Um dos sistemas mais conhecidos e desenvolvidos para expressão de proteínas 

recombinantes em E. coli é o sistema pET. Nesse sistema, os genes são clonados 

nos plasmídeos sob controle de um promotor de transcrição com expressão induzida 

pela T7 RNA polimerase na célula hospedeira e um T7 terminador da transcrição 

(MIERENDORF et al., 1998). A expressão desse plasmídeo suporta altos níveis de 

transcrição em linhagens de E. coli que contenham o fragmento do fago lisogenizado 

DE3 que codifica a T7 RNA polimerase, por isso é considerado um promotor forte, 

além da presença de um operador lac adjacente ao promotor T7, que está presente 

para suprimir uma expressão não induzida, sendo a cepa BL21 de E. coli a mais 

utilizada para expressão proteica de rotina devido a modificações genéticas, como 

deficiência em proteases, que conferem a essa linhagem uma maior estabilidade 

(SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2008; SHILLING et al., 2020). As clonagens em E. coli 

podem ter sua transcrição induzida, onde o indutor se comportará como substrato da 

enzima codificada por determinado gene, e neste caso um dos indutores mais 

conhecidos para expressão de proteínas em E. coli é o operador lac¸ que é induzido 

por lactose, geralmente utilizando isopropil-tiogalactosídeo (IPTG) (BORZANI et al., 
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2017). O IPTG é um indutor forte, análogo à lactose, assim, quando adicionado ao 

meio, ele ativa o operador lac em sistemas de expressão gênica que utilizam E. coli 

como sistema de expressão. No entanto, em sistemas que utilizam a T7 RNA 

polimerase, o IPTG não desempenha um papel direto nessa ativação, já que a T7 

RNA polimerase é ativada por outros mecanismos, o que resulta em uma transcrição 

aumentada dos genes alvo e uma alta carga metabólica para a produção de proteínas.  

(WURM et al., 2016). Dessa forma, a expressão de genes heterólogos pode ser 

regulada pelo aumento ou diminuição da concentração de IPTG no meio de cultivo, 

contudo, essa superexpressão de proteínas recombinantes pode aumentar a 

toxicidade para a célula hospedeira ou gerar proteínas insolúveis, como é o caso dos 

corpos de inclusão (LI et al., 2022). 

Os plasmídeos são modificados pela inserção de genes de resistência à 

antibióticos com a finalidade de restringir o crescimento de células que não contenham 

esse plasmídeo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). No contexto dos vetores da série 

pET, são empregados os marcadores bla, para resistência a β-lactamases ou 

ampicilina, e kan para resistência a canamicina (MIERENDORF et al., 1998). Além do 

mais, é comum a introdução de um marcador adicional para detecção ou subsequente 

recuperação e purificação da proteína de interesse, como a cauda de histidina (His-

Tag), que geralmente é adicionada na porção N-terminal juntamente com um sítio de 

clivagem de trombina para permitir a remoção do marcador após purificação (LI et al., 

2022; MIERENDORF et al., 1998).  

Um componente que se encontra nos plasmídeos e desempenha um papel 

crucial na manipulação do DNA utilizado na síntese de proteínas recombinantes são 

as endonucleases de restrição, também chamadas enzimas de restrição. As 

endonucleases são enzimas que podem clivar moléculas de DNA em fragmentos 

aleatoriamente ou em locais específicos determinados pela sequência nucleotídica, 

dando origem a fragmentos de comprimento definidos, com extremidades 

determinadas pelos pontos de clivagem específicos de cada enzima (ARBER, 1978). 

Sua importância então, se dá pela sua especificidade de clivagem, pois apenas irá 

catalisar a sequência de nucleotídeos específica, clivando a ligação fosfodiéster, 

deixando livres as extremidades 5’ e 3’, que correspondem ao substrato da enzima 

DNA ligase, para que posteriormente outra sequência possa ser ligada 

covalentemente nessas extremidades (BORZANI et al., 2017; NATHANS; SMITH, 

1975). 
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As etapas empregadas na purificação dependem principalmente da localização 

das proteínas, sendo que, quando são expressas extracelularmente são mais fáceis 

de purificar, já que exigem menos etapas para separação dos outros componentes 

celulares do hospedeiro. Porém, para purificação de proteínas intracelulares, 

expressas no citosol, como as proteínas recombinantes, exigem um maior cuidado e 

atenção durante seu isolamento, uma vez que ainda possuem um rendimento menor 

em comparação com as proteínas produzidas no espaço periplasmático (GLICK; 

PATTEN, 2022; HARCUM, 2008; NILSSON et al., 1997).  

O processo de purificação de proteínas recombinantes é uma etapa essencial 

para o seguimento de aplicações nos processos downstream, e, como mencionado 

anteriormente, podem ser expressas com um marcador de afinidade adicionado à 

porção N ou C terminal, o que facilita a purificação utilizando a cromatografia de 

afinidade em uma etapa e detecção por Western Blot da proteína recombinante. A 

cromatografia de afinidade é um método que se baseia nas interações específicas e 

fortes entre um soluto e um ligante que é conectado a uma resina de suporte. Apesar 

de ser um método de alto custo, devido à essa afinidade específica, pode ser utilizada 

para produzir proteínas altamente purificadas em apenas uma etapa, o que é 

economicamente mais interessante do que a utilização de várias etapas de purificação 

(HARCUM, 2008).  

A ligação de um marcador é uma estratégia ideal para a realização de purificação 

por afinidade, uma vez que existe uma ampla gama de proteínas de fusão disponíveis, 

diferenciando-se em termos de tamanho e demonstrando interações seletivas com um 

ligante fixado em uma matriz cromatográfica. Um exemplo eficaz desse processo é a 

fusão de uma His-Tag à proteína de interesse e aplicação da cromatografia em uma 

coluna carregada com o íon metálico Ni2+, onde as histidinas presentes na superfície 

da proteína asseguram que apenas aquelas proteínas que a contêm possam interagir 

com a coluna. Isso, por sua vez, possibilita a recuperação de proteínas 

recombinantes, mesmo quando produzidas em quantidades limitadas. É importante 

ressaltar que em casos de produção de proteínas terapêuticas, essas Tags podem 

ser potencialmente imunogênicas, sendo necessário removê-las após etapas de 

renaturação.   

Este conjunto de elementos confere às proteínas recombinantes um dos 

principais progressos no campo da engenharia genética, permitindo a produção 

otimizada de uma variedade de compostos. Essa tecnologia tem o potencial de 
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impactar significativamente a indústria, resultando em avanços notáveis no tratamento 

de doenças, como o câncer, bem como na fabricação de produtos com diversas outras 

aplicações. 

 

2.5 Corpos de inclusão 

 

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli é o microrganismo mais comumente 

utilizado para produção de proteínas recombinantes de organismos eucariotos, porém 

diversos trabalhos já indicaram que os altos níveis de expressão desses genes 

heterólogos resultam na formação de proteínas agregadas, com influência de fatores 

como condições de crescimento, temperatura e o sistema de expressão selecionado 

(ARIÉ et al., 2006; BHATWA et al., 2021; KANE; HARTLEY, 1988). Corpos de inclusão 

representam estruturas intracelulares que se originam durante um rápido crescimento 

de cadeias polipeptídicas, resultando em agregados proteicos parcialmente 

enovelados ou inadequadamente dobrados, apresentando-se na forma de manchas 

hidrofóbicas que conduzem a formação de agregados amorfos (BOWDEN; 

PAREDES; GEORGIOU, 1991; SINGH et al., 2015; UPADHYAY et al., 2012).  

Essa alta taxa de expressão é favorecida por fatores como a utilização de um 

promotor forte, que aumenta a carga metabólica da célula, a otimização de códons, 

uma alta concentração de indutor, que gera um número elevado de cópias do gene 

alvo, porém, de certa forma quando há uma taxa de crescimento muito baixa corre-se 

o risco de perda do plasmídeo nas gerações seguintes (SINGH et al., 2015). Além 

disso, esse aumento excessivo na taxa de expressão da proteína recombinante é 

muitas vezes maior do que a própria célula pode suportar, diminuindo sua capacidade 

de gerenciar modificações e dobramento pós-traducional da proteína, tornando-a cada 

vez mais dobrada de forma inadequada, fazendo com que a proteína exponha 

resíduos hidrofóbicos que estavam armazenados em seu interior, resultando na 

formação dos agregados (BHATWA et al., 2021). 

Os corpos de inclusão são de natureza muito específica, consistindo 

principalmente da proteína recombinante de interesse, possibilitando a aplicação de 

procedimentos de purificação subsequentes para obtenção da proteína recombinante, 

que pode ser convertida a sua forma nativa através de processos de desnaturação e 

renaturação, uma vez que nessa conformação as proteínas assumem sua forma 
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inativa (MIDDLEBERG, 1996). Em um experimento realizado por Upadhyay e 

colaboradores (2012), onde a L-ASNase expressa por E. coli foi avaliada quanto a 

formação de agregados, foi identificado que diferentes proteínas possuem diferentes 

mecanismos de agregação durante a expressão recombinante, e que, a expressão da 

enzima em E. coli após indução com IPTG leva à formação de pequenos e vários 

agregados que se associam entre si para formar porções agregadas maiores, ou seja, 

podem ser classificados como corpos de inclusão clássicos, pois são densos, 

resistentes ao ataque de proteases e podem ser solubilizados com altas 

concentrações molares de agentes caotrópicos e desnaturantes (UPADHYAY et al., 

2012).  

A estratégia predominante para purificar proteínas que se encontram 

agregadas em corpos de inclusão envolve a purificação dos próprios corpos de 

inclusão, sua subsequente solubilização, refolding da proteína solubilizada e, por fim, 

a purificação através de métodos cromatográficos. A utilização de altas concentrações 

de agentes como ureia e hidrocloreto de guanidina, associados a solventes orgânicos 

como β-mercaptoetanol, que auxiliam a manter a proteína na sua conformação 

desnaturada, leva a completa desestruturação da estrutura da proteína, desfazendo 

os agregados, entretanto, em alguns casos pode ser que se a proteína for solubilizada 

eficientemente com baixas concentrações desses desnaturantes, não sejam 

necessárias etapas de renaturação. Nesse contexto, as etapas de solubilização e 

renaturação da proteína desempenham um papel crítico na obtenção de uma proteína 

funcional (SINGH et al., 2015). Vale ressaltar que as etapas posteriores, conhecidas 

como processos downstream, compõem uma parcela significativa da produção 

industrial de proteínas recombinantes, e os custos aumentam a cada etapa adicional 

que precisa ser realizada. Portanto, a implementação de etapas de purificação 

eficazes é de suma importância. 

Já foram desenvolvidas várias estratégias para reduzir a formação de corpos 

de inclusão em Escherichia coli, como a otimização das taxas de expressão, 

modificações pós-traducionais e ajustes nos vetores de expressão. Embora os corpos 

de inclusão possam parecer indesejáveis à primeira vista, sob uma perspectiva 

alternativa, eles podem ser considerados vantajosos. Isso ocorre porque, devido à sua 

seletividade, eles de certa forma facilitam o isolamento da proteína de interesse no 

citoplasma, que está principalmente agrupada nesses corpos de inclusão e podem ser 

recuperadas proteínas bioativas após solubilização (BHATWA et al., 2021; GASSER 
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et al., 2008). Dessa forma, os corpos de inclusão podem ser utilizados para produção 

comercial de proteínas terapêuticas, levando em consideração a aplicação de técnicas 

de fermentação para aumentar a densidade celular e melhorar a renaturação das 

proteínas para aumentar o rendimento das proteínas recombinantes (PANDA, 2003).  

Diante do exposto, embora a maioria das pesquisas sobre a L-ASNase tenha 

sido predominantemente focada em bactérias, os estudos com fungos estão 

ganhando destaque devido ao seu potencial de alta produção de proteínas bioativas. 

Por serem eucariotos, os fungos oferecem vantagens em relação às bactérias, já que 

suas enzimas são mais semelhantes às de mamíferos, o que reduz as reações 

adversas causadas pelo uso terapêutico da enzima. Os sistemas de expressão 

heteróloga tornam-se, assim, atrativos devido ao rápido crescimento, alta densidade 

de substratos e à variedade de vetores de clonagem disponíveis. Apesar da 

praticidade em obter quantidades satisfatórias de culturas bacterianas, é crucial 

considerar as limitações relacionadas ao uso terapêutico da L-ASNase derivada 

desses microrganismos, motivando, portanto, a busca por novas fontes. Sendo assim, 

este trabalho tem como objetivo produzir e purificar uma L-ASNase recombinante 

derivada de um fungo filamentoso, aproveitando os conhecimentos e as vantagens da 

E. coli como sistema de expressão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Objetivos  
 

3.1 Objetivos gerais 

 

Expressar a L-asparaginase do fungo Fusarium poliferatum, isolado do solo do 
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Cerrado Brasileiro, em Escherichia coli BL21 (DE3). Avaliar a sua produção e 

atividade.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Expressar o gene de L-asparaginase de F. proliferatum em E. coli BL21 

(DE3) utilizando vetor de expressão pET-28a (+); 

 Produzir e extrair a proteína de interesse; 

 Otimizar as condições de cultivo e extração proteica; 

 Purificar a proteína isolada e quantificar a atividade enzimática  
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4 Materiais e métodos  
 

4.1 Sequenciamento do gene de L-asparaginase de Fusarium proliferatum 

 

O fungo filamentoso Fusarium proliferatum¸ cuja enzima L-ASNase foi utilizada 

nesse trabalho, foi isolado do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, identificado 

morfologicamente por Siqueira (2010) e molecularmente por Freitas et al. (2021). 

Atualmente o fungo F. proliferatum é mantido na Micoteca do Laboratório de 

Enzimologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília como 

parte da rede SisBiota Brasil (Sistema Nacional de Pesquisa em Biodiversidade – 

CNPq) de fungos filamentosos com autorização de acesso e remessa de amostra de 

componente do patrimônio genético nº 010770/2013-05 e está sob supervisão do 

responsável pelo laboratório, Professor Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho.  

A sequência da L-ASNase do F. proliferarum foi obtida através do fragmento 

de PCR a partir do DNA genômico do fungo por Cardoso et al., (2023). A sequência 

resultante foi alinhada com auxílio do programa ClustaW (disponível em 

https://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html) e os primers foram sintetizados com 

base nas regiões gênicas com maior similaridade. O fragmento correspondente ao 

gene foi enviado para sequenciamento e, após obtenção da sequência completa foi 

possível realizar a expressão em E. coli (CARDOSO et al., 2023).  

 

4.2 Preparo de Reagentes e Soluções  

 

As soluções utilizadas durante todos os experimentos estão listadas nas 

Tabelas 3 e 4, juntamente com cada componente e informações importantes para sua 

produção. 

 

  

https://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html
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Tabela 3. Soluções tampão 

Tampão Materiais pH 

Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 50 mM e água 

ultrapurificada q.s.p 1 L 

8.6 

PBS  KH2HPO4 0,24 g, 

Na2CHPO4 1,44 g, KCl 0,1 g, 

NaCl 8 g, água destilada q.s.p 

1 L 

7.4 

Tris-Glicina Tris-base 125 mM, glicina 960 

mM e água ultrapurificada q.s.p 

1 L 

 

TBS  Tris-base 20 mM, NaCl 150 

mM e Água ultrapurificada 

7.6 

TBST  Tris-base 20 mM, NaCl 150 

mM, Tween-20 0,1%, água 

ultrapurificada q.s.p 1 L 

7.6 

Tampão de Amostra 

proteína 

Tris-HCl 0,5 M, SDS 20%, β-

mercaptoetanol 4%, Glicerol 

20%, Azul de bromofenol 0,1%. 

6.8 

Tampão de Amostra 

DNA 

Tris-HCl 200 mM, SDS 4%, β-

mercaptoetanol 4%, glicerol 

20%, azul de bromofenol 4%. 

6.8 

Tampão de 

transferência 

200 mL de Metanol, 5,8 g 

deTris-base, 0,37 g de SDS, 

2,9 g de glicina-HCl e água 

destilada q.s.p 1 L 

8.3 

Tampão de corrida Tris 125 mM, glicina 0,96 M, 

SDS 0,5% 

8.4 

Tampão de Lise Tris-HCl 50 mM, PMSF 1mM e 

EDTA 5 mM 

8.6 

Tampão TAE Tris-Base 0,04 M, 1,141 mL de 

Ácido Acético Glacial, EDTA 

0.5 M 

7.4 

Tampão de ligação NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, 

Ureia 8 M 

8.0 

Tampão de eluição NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, 

Ureia 8 M 

4.5 

Tampão de lavagem  NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, 

Ureia 8 M 

6.3 
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Tabela 4. Meio de cultivo líquido e sólido 

Meio de cultivo Massa Volume 

Triptona (Sigma) 10 g  

NaCl (Sigma) 10 g  

Extrato de levedura 

(Sigma) 

5 g  

Água destilada  q.s.p 1 L 

Ágar LB 1,4% 14 g q.s.p 1 L 

 

4.3 Soluções e Reagentes 

 

 Solução de Coomassie Blue R250 (GE Healthcare) 

1 tablete dissolvidos em 80 mL de água destilada 

120 mL de etanol 

 

 Solução descorante 

450 mL de metanol 

100 mL de ácido acético glacial 

q.s.p. 1000 mL de água destilada 

 

 Solução de Acrilamida/bisacrilamida 

58,4 g de acrilamida 

1,6 g de bis-acrilamida 

200 mL de água destilada 

Filtrar em membrana de 22 µm e refrigerar 

 

 Marcador LMW 

Solução de L-asparagina 0,1 M 

49,9 mg de L-asparagina (Sigma)  

2 mL de água ultrapurificada 

 

 Solução de hidroxilamina 1M 

Solução estoque de 2 M de hidroxilamina  
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278 mg de Cloridrato de hidroxilamina  

2 mL de água ultrapurificada 

Solução neutralizante: 

160 mg de NaOH 

2 mL de água ultrapurificada 

Solução de hidroxilamina 1 M é obtida pela mistura das duas soluções na 

proporção 1:1 e pH 7.0. 

 

 Solução de FeCl3/TCA/HCl 

Solução de FeCl3: 

10 mg de cloreto férrico 

100 mL de água ultrapurificada 

Solução TCA/HCL: 

5,45 mL de ácido clorídrico 37% 

20 mL de ácido tricloroacético 

100 mL de água ultrapurificada 

Misturar as duas soluções. 

 

 

4.4 Construção do vetor pET-28a (+) 

 

A construção do vetor e a expressão heteróloga da L-ASNase do fungo 

Fusarium proliferatum foi realizada por meio de uma parceria com a coordenadora do 

Laboratório de Enzimologia do Departamento de Biologia Celular do Instituto de 

Biologia (Universidade de Brasília), Professora Drª. Eliane Noronha, que solicitamente 

também cedeu o espaço físico do laboratório para realização desses experimentos. 

Após obtenção da sequência completa do fragmento correspondente ao gene de L-

ASNase F. proliferatum previamente identificado por Cardoso et al. (2023), a 

sequência foi códon otimizada para expressão em E. coli e encontra-se flanqueada 

por sítios de restrição para as enzimas XhoI e NdeI. À jusante do gene de L-ASNase 

foi adicionado um códon de parada a fim de impossibilitar a expressão da His-6-Tag 

na porção C-terminal. À montante do gene de L-ASNase, está localizado o promotor 

T7lac. Uma sequência nucleotídica correspondente a His-6-Tag, denominada cauda 

de histidina, foi adicionada na posição N-terminal e a mesma encontra-se fusionada 
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ao gene da L-ASNase com um sítio de clivagem de trombina para posterior remoção 

da cauda. Além disso, o vetor pET-28a (+) conta com uma sequência de nucleotídeos 

que confere resistência à canamicina, que vai atuar como agente de seleção. O gene 

de L-ASNase de F. proliferatum foi sintetizado e clonado no vetor pET-28a (+) foi 

sintetizado pela empresa GenOne Biotech (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Representação do vetor pET-28a (+) contendo o gene de L-ASNase_Fp. (Figura gerada pelo 
programa SnapGene Viewer) 

 

4.5 Preparo de células termocompetentes e transformação  

 

Uma colônia da cepa de E. coli DH10B, foi adicionada em 1 mL de meio Luria 

Bertani (LB) (KASVI) e mantida em agitação de 200 rpm, a temperatura de 37°C, 

durante um período de 16 horas. Após finalização da cultura, foi adicionado 1 mL da 

cultura crescida em 99 mL de meio LB e mantido nas mesmas condições de agitação 

e temperatura mencionados, por 4 horas. Separou-se a cultura em 2 tubos Falcon 

mantidos em banho de gelo por 20 minutos. Em seguida, esse conteúdo foi 
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centrifugado nas condições de 2000 x g, 4 °C por 10 minutos. Após descarte do 

sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 20 mL de solução gelada de cloreto de 

cálcio (CaCl2) 0,1 M e mantido em banho de gelo por 30 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e os pellets unidos e ressuspendidos em 5 mL de solução gelada de CaCl2 

0,1 M com glicerol 15%. Alíquotas de 200 µL foram transferidas para microtubos e 

armazenadas em freezer a -80 °C.  

Posteriormente, 200 µL dessas células competentes foram incubadas com 0,02 

µg de DNA plasmidial em banho de gelo por 30 minutos. Os sistemas de 

transformação foram incubados a 42 °C por 3 minutos e em seguida incubados em 

banho de gelo por 2 minutos. Aos tubos submetidos ao choque térmico foi adicionado 

900 µL de meio LB e manteve-se incubando por 1 hora a 37 °C. Essas amostras foram 

submetidas a centrifugação a 14000 rpm, por 30 segundos e 800 µL do sobrenadante 

foi descartado. Os 100 µL restantes corresponde as células transformadas que foram 

semeadas em placas de Petri, contendo meio LB ágar com 10 µL de canamicina (50 

mg/mL) e mantido incubando por 37 °C em estufa, overnight.  

 

4.6 Clonagem do vetor pET-28a (+) – L-ASNase em E. coli DH10B  

 

As células da linhagem de E. coli DH10B foram cedidas gentilmente também 

pela Professora Drª. Eliane Noronha, e foram transformadas conforme descrito no item 

4.4. Uma colônia foi selecionada para multiplicação do plasmídeo e cultivada em 20 

mL de meio LB, contendo 20 µL de canamicina (50 mg/mL), sob agitação de 200 rpm, 

a 37 °C, overnight. Em seguida, foi realizada a extração do DNA plasmidial, utilizando 

o Kit de Extração de DNA Plasmidial (Invitrogen), onde 1,5 mL da cultura foi coletada 

e centrifugada nas condições 8 000 x g, 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante 

descartado e mais 1,5 mL de cultura foi coletada e submetida a centrifugação nas 

mesmas condições. Na segunda etapa, foi adicionado 250 µL de tampão de 

ressuspensão contendo RNase A e o pellet foi ressuspendido até homogeneidade. Na 

fase de lise foi adicionado 250 µL de tampão de lise, misturando gentilmente até a 

solução estar homogênea e esta foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos. 

Em seguida, foi acrescentado 350 µL de tampão de precipitação e, após gentilmente 

misturada, a solução foi centrifugada a 12 000 x g, 4 °C, por 10 minutos. 

Posteriormente, o sobrenadante da etapa anterior foi adicionado a um tubo de 

lavagem e o conteúdo foi centrifugado nas mesmas condições por 1 minuto. Após 
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centrifugação, foi adicionado a coluna 500 µL de tampão de lavagem com etanol, que 

foi incubada por 1 minuto em temperatura ambiente e centrifugada novamente nas 

mesmas condições anteriores. Para remover o etanol foi adicionado 700 µL de tampão 

de lavagem, a coluna foi centrifugada novamente sob as mesmas condições e ao final 

a coluna foi encaixada a um novo tubo de lavagem e centrifugada novamente 

seguindo os mesmos parâmetros. O tubo contendo filtro foi descartado. Para eluição 

a coluna foi adicionada a um tubo de eluição limpo e 75 µL de água foram adicionados 

ao centro da coluna e permaneceu em incubação por 1 minuto em temperatura 

ambiente. Novamente, a centrifugação foi realizada a 12000 x g por 2 minutos para 

que fosse obtido o DNA plasmidial purificado no tubo de lavagem. A integridade do 

vetor foi analisada em gel de agarose 0,8% (0,4 g para 50 mL de tampão TAE) corado 

com 5 µL de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), e a confirmação foi feita utilizando 

reação de PCR.  

Para reação de PCR foi adicionado 1 µL de DNA molde (100 ng/ µL) e um 

controle negativo contendo apenas 1 µL de água destilada. Os primers foward e 

reverse, de sequências (5’-AGACCACGGGTTATCAGAGC-3’) e (5’-

GACGCTAGACAGCAGGTTCA-3’), respectivamente, foram utilizados na reação de 

PCR, com os respectivos reagentes e volumes descritos na Tabela 5. A amplificação 

foi realizada com as seguintes condições: desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, 

seguida por 30 ciclos repetidos de 94°C por 30 s, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min e 

extensão final a 72°C por 10 minutos. e após fim da reação de PCR, as amostras 

foram analisadas em gel de agarose 1,2% (0,6 g para 50 mL de tampão TAE), corado 

com 5 µL de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). 

O mesmo procedimento foi realizado com o vetor pet-28a para utilização como 

controle negativo. 
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Tabela 5. Soluções para reação de PCR 

Soluções Concentração Volume  

GoTaq® DNA Polymerase (Promega 

Corporations) 

5 U/ µL 0,1 µL 

Reaction Buffer (Promega 

Corporations) 

22mM 2 µL 

dNTPs (Promega Corporations) 20 mM 0,4 µL 

Primer foward 10 mM 2 µL 

Primer reverse 10 mM 2 µL 

MgCl2 1.65 mM 1,2 µL 

DNA molde  1 µL 

Água destilada autoclavada  20 µL 

 

4.7 Expressão do vetor pET-28a (+) – L-ASNase em E. coli BL21(DE3) e 

seleção de clones transformados 

 

A linhagem de E. coli BL21(DE3), com gene de L-ASNase nativa deletado, foi 

fornecida gentilmente pela empresa farmacêutica de pesquisa e desenvolvimento de 

processos biotecnologicos, ©BIOBREYER. O preparo de células competentes dessa 

linhagem foi preparado conforme descrito no item 4.4 e a partir do cultivo nas placas 

de Petri 10 colônias isoladas foram selecionadas para serem cultivadas em 20 mL de 

meio LB, contendo 20 µL de canamicina (50 mg/mL) e a extração do DNA e PCR 

foram feitas conforme descrito no item 4.5.   

 

4.8 Construção de banco de células 

 

Após confirmação da transformação um estoque de células de E. coli das 

linhagens DH10B e BL21 (DE3) foi preparado para criopreservação em freezer -80 

°C. Para esse estoque os clones transformados foram adicionados a 15 mL de meio 

LB em tubo Falcon de 50 mL, contendo 15 µL de canamicina (50 mg/mL) e mantidos 

sob agitação a 200 rpm, 37 °C, overnight. Quando o cultivo atingiu a OD (600) de 1.5, 

ou seja, a fase estacionária, essas amostras foram centrifugadas a 9000 rpm, a 4 °C, 

por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi 

ressuspendido em 1 mL de NaCl 0,85%. Uma alíquota de 12 mL do cultivo foi 

transferida para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada nas mesmas condições 

anteriores. O sobrenadante resultante dessa última centrifugação foi descartado e o 

pellet ressuspendido em 12 mL de meio de criopreservação, contendo 85% de meio 
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LB estéril e 15% de glicerol estéril. Essa solução foi dividida em porções de 500 µL 

em criotubos e armazenadas em freezer -80 °C. 

 

4.9 Extração de proteínas por sonicação 

 

Anteriormente à extração de proteínas dos 10 clones selecionados, foram 

preparados cultivos em tubos Falcon estéreis com 15 mL de meio LB, contendo 15 µL 

de canamicina (50 mg/mL) e 15 µL de células transformadas criopreservadas. Além 

disso, o pET-28a (+) foi cultivado nas mesmas condições para ser utilizado como 

controle.  Esses cultivos foram mantidos em shaker a 200 rpm, 37 °C, por 

aproximadamente 18 horas. Após esse período, foi mensurada a OD (600) de cada 

um para calcular o quanto seria utilizado desse pré-inóculo para preparo do cultivo.  

Para extração propriamente dita foram preparados cultivos contendo 30 mL de 

meio LB em Erlenmeyers autoclavados com 30 µL de canamicina (50 mg/mL) e 

mantidos em shaker sob agitação de 200 rpm, a 37 °C por 5 horas. Em seguida, foi 

adicionado 13,5 µL de IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida) na concentração de 

0,45 mM e mantido nas mesmas condições de cultivo overnight. As culturas crescidas 

foram centrifugadas em tubos Falcon de 50 mL a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C e o 

meio foi descartado. Uma alíquota de 10 mL de Tampão Tris-HCl 50 mM foi adicionada 

aos tubos e as amostras misturadas em agitadores tipo vórtex até completa 

homogeneização, estando prontas para extração celular de proteínas.  

A extração de proteínas foi realizada utilizando a metodologia de rompimento 

celular com ultrassom Sonicador Vibra Cell de ponteira VC-50 ¼. A ponteira do 

equipamento é mantida em contato na amostra que está no tubo Falcon de 50 mL 

submerso em gelo. Cada uma das amostras foi submetida a sonicação nos 

parâmetros 7 minutos, 30 segundos ON, 45 segundos OFF, com amplitude de 30% 

(COSTA-SILVA et al., 2018). Após lise celular, as amostras foram centrifugadas a 

10000 x g, por 10 minutos e a 4 °C. O sobrenadante transferido para um novo tubo é 

denominado fração solúvel e o pellet ressuspendido e misturado com tampão Tris-HCl 

50 mM é denominado fração insolúvel. 

 

4.10 Otimização das metodologias de rompimento celular  

 

Para avaliar qual método de rompimento celular apresenta maior eficiência e 
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resultado na lise celular, 5 métodos adaptados com diferentes tempos e pulsos foram 

executados. Após o ensaio de Western Blot o clone que apresentou banda mais 

intensa foi selecionado para a otimização e um pré-inóculo para cada método foi 

preparado como descrito no item 2.8. Em seguida, após realizar a leitura da OD600 e 

transferir o volume equivalente para uma OD600 de 0,1 foram preparados 5 inóculos 

em tubos Falcon, contendo 20 mL de meio LB suplementado com 20 µL de canamicina 

(50 mg/mL) e incubado em shaker a 200 rpm, 37 °C por 3 horas. A expressão foi 

induzida após esse período com 10 µL de IPTG 0,5 mM e incubou-se novamente sob 

as mesmas condições de agitação e temperatura por 18 horas.  

Após incubação, cada amostra foi centrifugada a 10000 x g, 4 °C por 10 

minutos, o meio foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em 10 mL de 

tampão Tris HCl 50 mM pH 8.6 e em seguida os métodos listados na Tabela 6 foram 

executados utilizando Sonicador Vibra Cell de ponteira VC-50 ¼.  

 

Tabela 6. Metodologias adaptadas de lise celular 

Método Tempo Pulso Amplitude 

(COSTA-SILVA 

et al., 2018)  

7 minutos 35 seg ON 

45 seg OFF 

30% 

(UPADHYAY et 

al., 2014)  

10 minutos 1 min ON 

1 min OFF 

30% 

(UPADHYAY et 

al., 2014)  

20 1 min ON  

1 min OFF  

30% 

(SINGHVI et al., 

2021)  

10 ciclos de 1 

minuto com 

pausa de 1 

minuto entre cada 

ciclo 

1 seg ON 

1 seg OFF 

30% 

(LIMA et al., 

2020)  

15 minutos 1 seg ON  

1 seg OFF 

30% 

  

 Ao final dos testes de lise celular as amostras foram centrifugadas a 10000 x g 

por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e denominado 

fração solúvel e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de tampão Tris HCl 50 mM pH 

8.6 e denominado fração insolúvel. As amostras foram posteriormente submetidas a 

quantificação de proteínas totais e precipitadas para análise em gel de SDS-PAGE. 
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4.11 Quantificação de proteínas totais  

 

A quantificação de proteínas totais extraídas conforme item 4.9 foi realizada 

utilizando a metodologia do ácido bicinconinico com o Kit de Ensaio de Proteínas BCA 

Pierce (Thermo Fisher Scientific). O reagente de BCA é uma mistura de bicinconinato 

(BCA) e sais de cobre. Em um meio alcalino, na presença de proteínas, as ligações 

peptídicas reduzem o Cu2+ a Cu1+, que por sua vez interage com o bicinconinato (BCA) 

formando um complexo colorido, que pode variar do verde ao roxo dependendo da 

concentração de proteínas presentes, onde a intensidade da cor é diretamente 

relacionada ao número de ligações formadas, ou seja, a quantidade de proteínas na 

solução (BROWN; JARVIS; HYLAND, 1989; SMITH et al., 1985). O ensaio se deu 

pela adição de alíquotas de 25 µL de cada uma das 10 amostras de proteínas 

extraídas e de 200 µL do reagente que foram adicionadas em triplicata em uma placa 

de 96 poços. A dosagem das proteínas totais está expressa em µg/mL. A absorbância 

da solução pode foi medida em espectrofotômetro no comprimento de onda de 562 

nm a temperatura de 37 °C por incubados por 30 minutos. Dessa forma, as proteínas 

foram quantificadas em µg/mL utilizando a equação da reta (y = 0,0011x + 0,0386) 

obtida pelas diluições da Albumina de Soro Bovino (BSA) em diferentes 

concentrações.  

 

4.12 Precipitação de proteínas por interação hidrofóbica com ácido 

tricloroacético 

 

O ácido tricloroacético (TCA) é um derivado do ácido acético, no qual os átomos 

de hidrogênio foram substituídos por átomos de cloro. A adição de TCA a soluções 

aquosas de proteínas resulta na desestruturação das ligações de hidrogênio 

presentes na solução, levando à diminuição da solubilidade das proteínas e à 

precipitação das mesmas (KOONTZ, 2014). Dessa forma, a partir dos dados obtidos 

na quantificação de proteínas foi utilizado TCA para precipitação de cada uma das 

amostras em microtubos por 18 horas, contendo o volume em µL correspondente a 

50 µg de proteína, e em seguida as proteínas precipitadas foram recuperadas por 

centrifugação nas condições 10000 x g por 10 minutos a 4 °C e lavagem com 1 mL de 

acetona. Esse processo foi repetido 3 vezes e ao final as amostras foram mantidas a 

temperatura de 25 °C para secagem da acetona. Após a lavagem, foi adicionado às 
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amostras uma mistura de 20 µL de tampão de amostra contendo β-mercaptoetanol 

para desnaturação das proteínas e estas foram mantidas em banho seco a 100 °C por 

5 minutos para secagem do β-mercaptoetanol e, em seguida, mantidas freezer -20°C 

para posterior análise em gel de SDS-PAGE. 

 

4.13 Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% 

 

As amostras proteicas foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12% contendo dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) que é uma técnica 

científica que utiliza um campo elétrico para separação de moléculas através de uma 

matriz de gel com base em suas propriedades eletrofísicas e químicas (KUMAR ROY; 

SENTHIL KUMAR; GURUSUBRAMANIAN, 2012). Os géis separador e concentrador 

foram preparados conforme protocolo adaptado de Marcelino & Grossi de Sá (2015) 

descrito na Tabela 7, utilizando solução de acrilamida e bisacrilamida para 

polimerização e formação da rede porosa, que na presença de persulfato de amônio 

forma o gel de SDS-PAGE, além da utilização do tetrametiletilenodiamina para 

manutenção da conformação desnaturada da proteína (MARCELINO; GROSSI DE 

SÁ, 2015).  

Os 20 µL das 10 amostras precipitadas como descrito no item 4.12 foram 

adicionadas aos poços formados no gel concentrador, juntamente com 10 µL de um 

marcador de baixo peso molecular (Low Molecular Weight GE Healthcare) contendo 

fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica 

(30 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e α-lactalbumina (14 kDa). Uma voltagem de 

150 a 250 V foi ajustada para corrida eletroforética e posteriormente os géis foram 

corados utilizando o Kit PlusOne Silver Staining (GE Healthcare) em diferentes etapas. 

Na primeira etapa, de fixação, o gel foi incubado em 50 µL de solução fixadora (100 

mL de etanol, 25 mL de ácido acético glacial, água destilada q.s.p 250 mL) por 30 

minutos em mesa agitadora a 100 rpm. Em seguida, a solução fixadora foi trocada por 

50 µL de solução sensibilizante (75 mL de etanol, 10 mL de tiossulfato de sódio, 17 g 

de acetato de sódio, água destilada q.s.p 250 mL) contendo 250 µL de 

glutaradialdeído e mantida sob as mesmas condições de tempo e agitação anteriores.  

Foram realizadas 3 lavagens com água destilada por cerca de 5 minutos e uma 

solução de nitrato de prata (25 mL de nitrato de prata e água destilada q.s.p 250 mL) 

foi adicionada por 20 minutos a 100 rpm, seguida de mais 2 lavagens com água 
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destilada, de 1 minuto cada, para em seguida, adicionar 50 mL da solução reveladora 

(6,25 g de carbonato de sódio e água destilada q.s.p 250 mL) com 40 µL de 

formaldeído para que fosse possível observar o surgimento das bandas. Essa reação 

foi interrompida utilizando solução de parada (3,65 g de EDTA-N22H2O e água 

destilada q.s.p 250 mL). Os géis corados com Coomassie Blue (GE Healthcare) foram 

banhados com a solução e mantidos sob agitação de 100 rpm overnight e em seguida 

foram lavados com solução descorante até que o gel ficasse transparente e as bandas 

perceptíveis.  

 

Tabela 7. Componentes para preparo de gel de poliacrilamida 

Material Gel Separador Gel Concentrador 

Água ultrapurificada 3,34 mL 3,65 mL 

Tampão Tris-HCl 0,5 M 

pH 6.8 

_____ 1,25 mL 

Tampão Tris-HCl 1,5 M 

pH 8.8 

2,5 mL _____ 

Acrilamida/Bisacrilamida 

30 % 

4 mL 1 mL 

SDS 10% 100 µL 60 µL 

TEMED (marca) 10 µL 6 µL 

Persulfato de amônio 

10% (APS) 

50 µL 30 µL 

 

 

4.14 Western blot 

 

Dos 10 clones analisados por SDS-PAGE, os 3 com bandas mais intensas 

foram selecionados para análise e confirmação por Western Blot, sendo eles o clone 

5, clone 6 e clone 10. Além disso, foi utilizado um controle negativo de amostras de E. 

coli BL21(DE3) clonadas com pET-28a (+) vazio. Inicialmente foi realizada uma corrida 

em gel de SDS-PAGE e em seguida, na etapa de transferência, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) do tamanho do 

gel de SDS-PAGE. Abaixo da membrana está um filtro de papel e o gel de SDS-PAGE 

é então posicionado acima da membrana, e acima dele outro filtro de papel (Figura 6). 
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Tanto os filtros de papel e a membrana devem ser mergulhados em tampão de 

transferência. O processo de transferência foi realizado em um sistema semi-seco, 

por 1 hora e 30 minutos, a 14 V.  Após a transferência, a membrana foi mergulhada 

em solução de bloqueio (leite em pó desnatado 5% (p/v) solubilizado em 5 mL de 

tampão TBST) durante 2 horas sob agitação de 25 rpm. Em seguida foi adicionado o 

anticorpo Anti-His Tag (Invitrogen) diluído 1:5000, por 1 hora sob agitação de 25 rpm. 

Para finalizar, a membrana foi submetida a 3 lavagens de 10 minutos utilizando 

tampão TBST e foi revelada por quimioluminescência.  

 

 

Figura 6. Camadas de filtro, membrana e gel, para realização do ensaio de Western Blot (Figura 
adaptada pela autora em “BioRender”) 

 

4.15 Quantificação da atividade enzimática de L-asparaginase  

 

4.15.1 Método do ácido L-aspartil-β-hidroxâmico (AHA) 

 

  No método utilizando ácido L-aspartil-β-hidroxâmico (AHA) o ácido aspártico 

gerado durante a hidrólise da L-asparagina é empregue como um substrato para 

avaliar a atividade enzimática na presença de hidroxilamina. Consequentemente, 

quando o ácido aspártico reage com a hidroxilamina em um meio contendo L-ASNase, 

ocorre a formação de β-hidroxamato aspártico. A interrupção da reação é realizada 

mediante a adição de cloreto férrico (FeCl3), ácido tricloroacético (TCA) e ácido 

clorídrico (HCl), resultando na formação de complexos com o β-hidroxamato aspártico, 

que manifestam uma coloração marrom a rosada. Para determinação da atividade 
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enzimática da L-asparaginase então foi utilizada a metodologia descrita por Drainas 

et al. (1977) com modificações (Tabela 8), aplicada as amostras de cada um dos 10 

clones cultivados, em triplicata. A mistura permaneceu incubada em banho-maria a 

37 °C por 30 minutos e em seguida foi adicionada a solução de FeCl3/TCA/HCl para 

interrupção da reação. Após esse período as amostras foram centrifugadas a 10 000 

rpm, a 4 °C por 5 minutos. Uma alíquota de 200 µL foi retirada para fazer a leitura em 

espectrofotômetro a 500 nm. (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977).  Para a 

construção da curva padrão (Figura 7) foi utilizado uma solução padrão de β-

hidroxâmato aspártico 5 mM. Uma unidade de asparaginase foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para formar um μmol β-hidroxamato aspártico por 

minuto. 

 

 

 

Figura 7. Curva padrão AHA para quantificação da atividade enzimática através da produção 
de β-hidroxamato. 
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Tabela 8. Ensaio de quantificação da atividade de L-asparaginase 

Reagente Volume 

Tris HCl 50 mM pH 8.6 1,5 mL 

L-asparagina 0,1 M 0,2 mL 

Hidroxilamina 1 M pH 7.0 0,2 mL 

Solução de cloreto férrico/TCA/HCl 0,5 mL 

 

 

4.15.2 Método do reagente de Nessler 

 

 A metodologia de detecção de atividade de L-asparaginase utilizando o 

reagente de Nessler quantifica a amônia presente no meio, baseada no mecanismo 

de ação da L-ASNase, que libera ácido aspártico e amônia quando realiza a hidrólise 

da L-asparagina. De acordo com Imada et al. (1973), uma unidade internacional (UI) 

de L-ASNase representa a quantidade da enzima que libera 1 µmol de amônia por 

minuto. Para esse ensaio, foram preparadas a curva padrão com uma solução de 

amônia 12mM (Figura 8) e as soluções listadas na Tabela 9, e o banho-maria foi 

estabilizado para 37 °C. Na Etapa 1 as soluções foram adicionadas em microtubo de 

5 mL, em triplicata e no branco da amostra, e foram mantidas por 5 minutos em banho-

maria a 37 °C. 500 µL de cada amostra de clone foi adicionado e os tubos foram 

agitados por inversão e mantidos no banho-maria por 30 minutos. As amostras não 

são adicionadas ao branco nessa fase do ensaio. Após esse período, foi adicionado 

100 µL de ácido tricloroacético (TCA) para interromper a reação. Nos tubos 

identificados como “branco” as amostras correspondentes foram adicionadas e em 

seguida o TCA, nas mesmas proporções já mencionadas. Os tubos foram agitados 

por inversão e centrifugados a 8 000 x g por 2 minutos. Na Etapa 2 novos tubos foram 

separados e as soluções listadas na Tabela 10 foram adicionas na ordem apresentada 

na tabela. Por último, os tubos foram agitados por inversão e após 1 minuto as 

absorbâncias foram medidas a 436 nm. (IMADA et al., 1973). 
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Figura 8. Curva padrão reagente de Nessler para quantificação da atividade de L-asparaginase através da 
concentração de amônia formada na reação. 

 

Tabela 9. Reagentes para Etapa 1 

Solução Volume Amostra Volume Branco 

Tris HCl 50 mM pH 8.6 1 mL 1 mL 

L-asparagina 100 µL 100 µL 

Água ultrapurificada 400 µL 400 µL 

 

 

Tabela 10. Reagentes para Etapa 2 

Solução Volume Amostra Volume Branco 

Água ultrapurificada 4,3 mL 4,3 mL 

Sobrenadante 200 µL 200 µL 

Reagente de Nessler 500 µL 500 µL 

Volume final 5 mL 5 mL 

 

 

4.16 Curva de crescimento bacteriano 

 

Anteriormente a otimização da produção de L-ASNase foi preparada uma curva 

de crescimento para avaliar o momento ideal de indução da expressão de acordo com 

a densidade ótica de cada tempo de cultivo. Inicialmente foi feito um pré-inóculo 
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contendo 15 mL de meio LB suplementado com 15 µL de canamicina (50 mg/mL) e 

50 µL de E. coli BL21 (DE3) contendo L-ASNase_Fp, que foi mantido em shaker sob 

agitação a 200 rpm, 37 °C, overnight. A OD600 foi medida e calculada para 0,1 

utilizando uma alíquota de 1 mL. Três cultivos em 100 mL de meio LB foram 

preparados, adicionando 100 µL de canamicina (50 mg/mL) e o volume de pré-inóculo 

correspondente a OD600 de 0,1. A cada 2 horas, durante 10 horas de cultivo, foi 

retirada uma nova alíquota de 1 mL para monitorar o crescimento celular medindo a 

densidade ótica a 600 nm e os valores foram adicionados em triplicata a uma tabela 

para obtenção da curva de crescimento.   

 

4.17 Otimização do cultivo de E. coli BL21 (DE3) em meio LB 

 

A otimização da produção de L-asparaginase foi iniciada preparando-se um 

pré-inóculo em 3 tubos Falcon de 50 mL contendo 20 mL de meio LB, 20 µL de 

canamicina (50 µg/mL) e 100 µL do estoque de E. coli BL21 (DE3) contendo L-

ASNase_Fp, que foi mantido sob 200 rpm de agitação em shaker, a 37 °C, overnight. 

A partir desse cultivo, foi coletado um volume correspondente a OD600 inicial de 0,1, 

transferido para Erlenmeyer contendo 210 mL de meio LB, 210 µL de canamicina (50 

mg/mL), mantido sob as mesmas condições de agitação e temperatura anteriores. 

Essa amostra foi dividida em 21 tubos Falcon de 50 mL, contendo 10 mL de meio LB, 

10 µL de canamicina (50 mg/mL), submetida a agitação de 200 rpm, 37 °C por 2,5 

horas, período no qual a OD600 atinge aproximadamente 75% da fase exponencial. 

Decorridas as 2,5 horas do início do cultivo, as culturas foram induzidas com 

diferentes concentrações de IPTG, sendo elas 0,1 mM, 0,5 mM e 1,0 mM, distribuídos 

conforme Tabela 11. Além da concentração do indutor, a temperatura também foi uma 

variante analisada, onde esse mesmo processo foi repetido em amostras com 

crescimento após indução de 20 °C. Dessa forma, o início do cultivo se deu a 37 °C 

e, após indução, 21 amostras permaneceram a 37 °C, enquanto outras 21 foram 

mantidas a 20 °C.  
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Tabela 11. Condições de otimização de tempo e concentração de indutor da produção de L-
asparaginase 

Amostra Tempo de cultivo (h) IPTG (mM) 

0 0 0.1 
0.5 
1.0 

1 2 0.1 
0.5 
1.0 

2 4 0.1 
0.5 
1.0 

3 8 0.1 
0.5 
1.0 

4 12 0.1 
0.5 
1.0 

5 20 0.1 
0.5 
1.0 

6 24 0.1 
0.5 
1.0 

 

A cada intervalo de tempo de cultivo especificado na Tabela 11, foram 

coletadas amostras, retiradas do agitador, e submetidas a uma centrifugação a 10.000 

x g, a 4 °C, por 10 minutos, com subsequente descarte do sobrenadante. O pellet 

resultante foi ressuspendido em 10 mL de tampão de lise. Posteriormente, as 

amostras foram sonicadas em um banho de gelo, utilizando a metodologia 

selecionada com base no método mais apropriado, conforme definido pela descrição 

no item 4.15. 

Após o processo de lise celular, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, 

a 4 °C, e divididas em frações solúveis e insolúveis. As frações foram então 

armazenadas a -20 °C. A quantificação das proteínas totais foi realizada, seguida pela 

precipitação e subsequente análise por eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

 

4.18 Concentração das amostras cultivadas a 20 °C  

 

As amostras das frações solúveis a 20 °C foram submetidas à concentração 
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utilizando uma coluna contendo uma membrana, que promove a separação de 

biomoléculas pelo tamanho quando sujeitas a centrifugação, com o objetivo de obter 

uma quantidade ampliada de proteínas solúveis para a subsequente avaliação da 

atividade enzimática da L-ASNase. Para iniciar este ensaio, foi preparado um cultivo 

contendo 200 mL de meio LB, ao qual foram adicionados 200 µL de canamicina (50 

mg/mL) e 50 µL de células BL21 (DE3) previamente armazenadas. O cultivo foi 

conduzido de acordo com as melhores condições estabelecidas, sendo iniciado a 37 

°C e com uma fase de crescimento de 12 horas após a indução com 0,5 mM de IPTG, 

a uma temperatura de 20 °C, mantido sob agitação a 200 rpm. Após esse período, o 

cultivo foi transferido para 2 frascos Falcon de 50 mL e submetido a uma centrifugação 

a 8.000 x g, a 4 °C, por 10 minutos. Esse processo foi repetido duas vezes, sendo 

que, a cada centrifugação, o sobrenadante foi descartado e adicionados mais 50 mL 

de cultivo a cada repetição do processo. Ao final, os pellets foram ressuspendidos em 

10 mL de tampão de lise e armazenado em a -20 °C. 

Utilizando Vivaspin 6, 10 kDa (Cytiva), as amostras de 10 mL anteriormente 

armazenadas foram submetidas a centrifugação a 6.000 x g, 4 °C por 30 minutos. 

Após centrifugação, 2 mL da amostra concentrada foi recuperada para realizar ensaio 

de atividade enzimática utilizando a metodologia do reagente de Nessler, conforme 

citado no item 4.13.2, e o conteúdo que atravessou a membrana foi descartado.  

 

4.19 Solubilização dos corpos de inclusão 

 

Os corpos de inclusão são comumente solubilizados por meio do uso de 

concentrações elevadas de agentes desnaturantes, como ureia (SINGH et al., 2015). 

Nessa metodologia de solubilização, foram testadas diferentes concentrações de 

ureia a fim de determinar a concentração na qual os corpos de inclusão se tornariam 

mais solúveis. Dessa forma, foi preparado um cultivo composto por 20 mL de meio 

LB, 20 µL de canamicina (50 mg/mL) e 10 µL de células BL21 (DE3) previamente 

armazenadas. Esse cultivo foi mantido sob agitação de 200 rpm, por 12 horas após 

indução com 0.5 mM de IPTG, a 37 °C.  Subsequentemente, o cultivo foi centrifugado 

a 10.000 x g, 4 °C por 10 minutos e o pellet resultante foi ressuspendido em 10 mL de 

tampão de lise e, então, submetido a sonicação para rompimento celular com o 

método estabelecido pelo ensaio descrito no item 4.15.  

Para solubilização, inicialmente foi preparado 200 mL de uma solução de ureia 
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9 M e 1000 mL de tampão Tris-HCl 50 mM. As amostras foram divididas conforme a 

Tabela 12 e mantidas em agitação de 100 rpm, a 25 °C por 4 horas. Posteriormente, 

foram submetidas a centrifugação a 12.000 x g, 4 °C, por 30 minutos, na qual 

sobrenadante foi recuperado e filtrado utilizando uma membrana estéril de PVDF 

(Merck) com poros de 22 µm. Uma alíquota de 15 µL foi combinada com 5 µL de uma 

mistura de β-mercaptoetanol e tampão de amostra, previamente preparada, e fervida 

em banho-seco por 5 minutos a 100 °C. Em seguida, as amostras solubilizadas foram 

submetidas a análise em eletroforese em gel de poliacrilamida.  

 

Tabela 12. Concentrações de reagentes e amostra para solubilização 

Concentração 

de ureia 

Volume de 

ureia 9 M 

Volume de 

amostra 

Volume de 

tampão Tris-

HCl 50 mM 

Volume final 

1 M 1,1 mL 1 mL 7,8 mL 10 mL 

2 M 2,2 mL 1 mL 6,7 mL 10 mL 

3 M 3,3 mL 1 mL 5,6 mL 10 mL 

4 M 4,4 mL 1 mL 4,5 mL 10 mL 

5 M 5,5 mL 1 mL 3,4 mL 10 mL 

6 M 6,6 mL 1 mL 2,3 mL 10 mL 

7 M 7,7 mL 1 mL 1,2 mL 10 mL 

8 M 8,8 mL 1 mL 0,1 mL 10 mL 

 

Após determinação da concentração de ureia apropriada foi preparado um 

cultivo de 200 mL de meio LB, suplementado com 200 µL de canamicina (50 mg/mL) 

e 50 µL de células BL21 (DE3) previamente transformadas. Após ser mantido sob 

agitação de 200 rpm, a 37 °C por 12 horas após indução com 0.5 mM de IPTG, uma 

alíquota de 50 mL do cultivo foi transferida para um tubo Falcon e centrifugada a 

10.000 x g, 4 °C por 10 minutos. Esta etapa foi repetida 4 vezes até que todo o cultivo 

fosse centrifugado. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 10 mL de tampão de lise e 

submetido a sonicação para rompimento celular com o mesmo método mencionado 

no ensaio anterior. Essa amostra foi então submetida a solubilização utilizando a 

concentração de ureia pré-determinada no ensaio anterior e posteriormente avaliada 

através de eletroforese em SDS-PAGE.  
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Anteriormente à solubilização, o conteúdo da fração insolúvel foi quantificado 

utilizando 0,5 mL de amostra, 0,5 mL de SDS 0,4% incubado por 30 minutos, a 200 

rpm e 25 °C. Após esse período, a amostra foi centrifugada a 16 000 x g, por 20 

minutos a 4 °C e uma alíquota de 0,5 mL foi retirada para quantificação utilizando 1 

mL do reagente de BCA. Essa quantificação foi realizada com o objetivo de se obter 

um rendimento do quanto de L-ASNase foi obtida desses corpos de inclusão após os 

ensaios de solubilização e purificação. De acordo com o Kit de Ensaio de Proteínas 

BCA Pierce (Thermo Fisher Scientific), o reagente não é afetado pela utilização de 

SDS, porém não é compatível com ureia em concentração acima de 3 M, portanto, 

após o ensaio de solubilização dos corpos de inclusão, 1 mL dessa amostra foi 

coletado e misturado a 9 mL de etanol gelado e mantido à temperatura de -20 °C para 

precipitação proteica. Em seguida, foi centrifugada a 10 000 x g, 4 °C por 20 minutos 

e mantida a temperatura ambiente para evaporação do etanol. Ao volume de 1 mL de 

amostra foi adicionado o mesmo volume de SDS 0,4% que foi submetido à agitação 

de 200 rpm, a 25 °C por 30 minutos, seguida de centrifugação a 16 000 x g, 4 °C por 

20 minutos e o ensaio de BCA foi realizado normalmente como descrito no item 4.9. 

Esse processo foi repetido após a purificação para obtenção do rendimento parcial de 

L-ASNase. 

 

4.20 Purificação de L-ASNase_Fp por cromatografia de afinidade 

 

A amostra que foi submetida a purificação foi previamente preparada utilizando 

um pré-inóculo contendo 30 mL de meio LB, 30 µL de canamicina (50m/mL) e 50 µL 

de uma cultura do banco de células. Em seguida, o pré-inóculo foi adicionado à um 

Erlenmeyer de 2000 mL contendo 500 mL de meio LB e suplementado com 500 µL 

de canamicina (50mg/mL). Esse cultivo foi realizado seguindo as condições 

estabelecidas anteriormente e o volume de 500 mL foi estabelecido para obtenção de 

um maior rendimento celular. Ao final das 12 horas após indução o conteúdo celular 

resultante desse cultivo foi obtido através de centrifugação nas condições de 10.000 

x g, por 10 minutos, a 4 °C até concentrar os 500 mL de cultivo, e em seguida foi 

ressuspendido em 10 mL de tampão de lise para ser submetido a rompimento celular 

previamente determinado e seguiu-se com a solubilização dos corpos de inclusão, os 

quais foram concentrados em 10 mL utilizando Vivaspin 6, 10 kDa (Cytiva) conforme 

realizado no item 4.17 e por último o concentrado foi purificado.  
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A purificação de proteínas recombinantes é amplamente realizada através da 

cromatografia por afinidade, então a purificação da L-ASNase_Fp foi realizada através 

dessa metodologia, utilizando tampões de mesma concentração de ureia, sem 

imidazol, apenas variando pH (purificação isocrática) e uma coluna His-Trap HP 

(Cytiva) de 5 mL carregada com sulfato de níquel (NiSO4) 0,1 M, já que a proteína 

está fusionada a uma cauda de histidina na posição N-terminal. As 4 bombas foram 

lavadas com etanol 20% e os tampões de ligação, lavagem e eluição foram 

posicionados nas respectivas válvulas de entrada, seguindo as instruções do 

programa UNICORN (Cytiva) e a coluna His-Trap HP (Cytiva) foi posicionada no 

sistema de cromatografia AKTA pure (Cytiva). Os 10 mL de amostra foram injetados 

com auxílio de uma seringa utilizando um Loop de 10 mL e os parâmetros de 

equilíbrio, aplicação da amostra, lavagem e eluição foram ajustados de acordo com a 

Tabela 13.  Além disso, frações de 10 mL de cada etapa foram coletadas em tubos de 

ensaio e a etapa de equilíbrio foi repetida ao final do ensaio nas mesmas condições 

anteriores.  

 

Tabela 13. Etapas da purificação 

Etapa Volumes de coluna (VC) Fluxo 

Equilíbrio 5 5 mL/min 

Injeção da amostra  0,250 mL/min 

Lavagem  10 2 mL/min 

Eluição  20  2 mL/min 

 

 Após a purificação, o conteúdo dos tubos de ensaio foi armazenado em tubos 

Falcon de 15 mL e alíquotas de 15 µL das fases de injeção, lavagem e eluição foram 

coletadas e adicionadas a um frasco contendo 5 µL de tampão de amostra e fervidos 

em banho-seco a 4 °C. Em seguida, foi realizada análise em gel de SDS-PAGE corado 

com Kit PlusOne Silver Staining (GE Healthcare). 

 

 

5 Resultados e discussão 
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5.1 Transformação de E. coli BL21(DE3) – L-ASNase_Fp com vetor pET-28a 

(+) 

 

A transformação das cepas de E. coli DH10B e BL21 (DE3) foi confirmada 

através de gel de agarose 0,8% (Figura 9), onde o DNA plasmidial contendo o gene 

de L-ASNase_Fp apresenta um tamanho de 6.607 pb. A metodologia de choque 

térmico auxilia no aumento da eficiência de transformação das células pelo 

mecanismo de criar artificialmente poros na membrana quando ocorre uma mudança 

de brusca de temperatura (DE-SOUZA; BRIGIDO; MARANHÃO, 2016). É possível 

observar na Figura 9 que em ambas as cepas o tamanho observado para o pET28-L-

ASNase_Fp, comparado ao marcador está abaixo de 6.000 pb, isso pode ser 

explicado pela tensão que é aplicada sobre a molécula de DNA quando este é 

submetido à ensaios de eletroforese em gel. De acordo com Gibson e colaboradores 

(2020), essa tensão pode levar tanto a diminuição quanto ao aumento do número de 

voltas que dupla hélice do DNA, formando torções super-helicoidais de 

aproximadamente 75% do seu tamanho original, ou seja, a estrutura do DNA fica mais 

compactada e pode passar mais facilmente pelos poros do gel de agarose. Por esse 

motivo também é possível visualizar outras bandas de tamanhos maiores. (GIBSON; 

OVIATT; OSHEROFF, 2020). 
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Figura 9. Gel de agarose 0,8% representando o tamanho do DNA plasmidial das cepas DH10B e BL21 
(DE3) após serem transformadas utilizando vetor pET-28a (+), comparado ao marcador de fragmentos 
de DNA de 10.000 a 500 pb. (A) Plasmídeo da cepa DH10B, de tamanho correspondente ao esperado. 
(B) PCR da linhagem de E. coli DH10B de tamanho correspondente ao fragmento analisado. (C) Gel 
de agarose 1,2% confirmando por PCR a extração do plasmídeo na cepa de BL21(DE3). 

 

  Após o ensaio de extração do DNA plasmidial e confirmação da inserção 

do vetor em ambas as cepas, a reação de PCR foi utilizada como método de 

confirmação de que o gene presente no vetor utilizado é o gene de L-ASNase_Fp. 

Através das Figuras 10 A e B é observado que tanto na cepa de DH10B e BL21 (DE3) 

as bandas se encontram na faixa esperada de 300 a 400 pb, já que o fragmento 

analisado utilizando os primers apresentam o tamanho esperado de 344 pb. Em 
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ambas as análises em gel de agarose também foram utilizados o vetor pET-28a (+) 

sem o gene de L-ASNase_Fp e a cepa DH10B (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Gel de agarose 1,2% representando o tamanho dos clones transformados, confirmando a 
transformação através da análise de fragmento de PCR. (A)  Gel de agarose após extração plasmidial 
dos 10 clones transformados, confirmando a etapa de extração através da análise do tamanho 
correspondente a aproximadamente 6.000 pb. (B) PCR dos 10 clones transformados, utilizando a cepa 
DH10B como controle positivo e o vetor pET-28ª (+) como controle negativo, confirmados através da 
análise do fragmento de 344 pb.  

 

5.2 Extração de proteína através de lise celular a partir da seleção de clones 

de E. coli BL21 (DE3) – L-ASNase_Fp  

 

Os clones transformados foram cultivados e submetidos a rompimento celular 

através da metodologia descrita por Lima et al., 2020, onde se utilizou um tempo de 

15 minutos, sendo ele 1 segundo ON e 1 segundo OFF, com amplitude de 30%. Em 

uma revisão publicada por Chand et al. (2020), foram listados diversos 

microrganismos produtores de L-asparaginase, dentre eles fungos das espécies 

Aspergilus, Penicilium e Cladosporium. Nesse estudo, os tamanhos moleculares dos 

monômeros de L-ASNase produzidas por essas espécies de fungos variaram de 30 

kDa a 91 kDa. Em outro estudo realizado por Saeed et al. (2018), o tamanho molecular 

de um monômero de L-asparaginase recombinante produzida por Aspergillus terreus 
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foi estimado em 42 kDa. Após ensaios de purificação, caracterização e estabilidade, 

El-Gendy et al. (2021) chegou a uma proteína extracelular produzida pelo fungo 

Fusarium equiseti com massa molecular de 45.7 kDa. Levando em consideração que 

a enzima está ativa quando sua estrutura forma um tetrâmero de quatro subunidades 

idênticas e o ensaio ocorreu em condições desnaturantes, foi utilizado um padrão de 

baixo tamanho molecular (Low Molecular Weight GE Healthcare) para analisar a 

presença do monômero da L-ASNase_Fp. De acordo com Cardoso et al., 2023, após 

análises in silico da enzima fúngica produzida de forma recombinante por Pichia 

pastoris (Komagataella phaffi), a estrutura monomérica da L-ASNase_Fp é de 46,4 

kDa. Como demonstrado no item 4.3 o vetor utilizado possui cauda de histidina, sítio 

de trombina, que aumentam sua massa molecular, dessa forma, a massa total a ser 

analisada passaria de 46,4 kDa para 48,6 kDa. (CARDOSO et al., 2023; CHAND et 

al., 2020; EL-GENDY et al., 2021; LIMA et al., 2020; SAEED et al., 2018). 

Subsequentemente, após os ensaios de rompimento celular, quantificação de 

proteínas totais e precipitação foi possível observar através da eletroforese em 

condições desnaturantes (SDS-PAGE) que nas frações solúveis (Figura 11 A e B) não 

há bandas predominantes na altura de 45 kDa, enquanto nas frações insolúveis 

(Figura 11 B e C) há bandas intensas nessa altura, podendo-se presumir que foi obtida 

a L-asparaginase de Fusarium proliferatum produzida por E. coli BL21 (DE3), e que 

esta está na sua forma insolúvel, em corpos de inclusão. 
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Figura 11. Géis de SDS-PAGE das frações solúveis (Gel A: clones 1-7 e gel B: clones 8 e 9) e insolúveis 
(gel B: clones 1-4 e gel C) de proteínas produzidas por E. coli BL21 (DE3) após indução com IPTG. (A) 
Ausência de bandas correspondentes à 45kDa na forma solúvel, indicando ausência da proteína de 
interesse. (B e C)  As bandas representadas a partir do Clone 1 indicam a presença da proteína de 
interesse na forma de corpos de inclusão na altura de 45 kDa, 

 

5.3 Confirmação da expressão de L-ASNase_Fp por Western blot 

 

A presença da sequência de histidina não apenas desempenha um papel 

significativo no processo de purificação, mas também facilita os procedimentos de 

detecção e quantificação das proteínas a ela vinculadas. A técnica qualitativa de 

Western blot é amplamente empregada como uma abordagem simplificada para a 

investigação da presença de proteínas, com foco nas interações intermoleculares, 

podendo contribuir de forma substancial para a detecção, purificação e isolamento de 

proteínas em uma matriz. Esse método, conforme relatado por Pillai-Kastoori et al., 

(2020), envolve a migração das proteínas separadas previamente por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) para 

uma membrana de nitrocelulose ou polivinilideno difluoreto (PVDF). A transferência 
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das bandas proteicas para a membrana é realizada mediante um processo de 

eletrotransferência, que envolve a imersão da membrana em um anticorpo específico 

(WALSH, 2015). Neste contexto, o anticorpo empregado no ensaio é o anticorpo 6x 

His Tag Antibodies (ThermoFisher Scientific), utilizado com o objetivo de reconhecer 

e se ligar à sequência de histidina presente na proteína. Isso, por sua vez, viabiliza a 

detecção das bandas proteicas na membrana no processo de revelação. (DENNIS-

SYKES; MILLERY; MCALEERY, 1985; PILLAI-KASTOORI; SCHUTZ-

GESCHWENDER; HARFORD, 2020). 

Como é possível observar na Figura 12, os clones 5, 6 e 10 apresentaram 

bandas nas frações insolúveis acima do marcador que representa o tamanho 

molecular de 40 kDa, indicando a presença da enzima L-ASNase_Fp. As amostras 

utilizadas como controle, contendo o vetor pET-28a (+) sem o gene de L-ASNase_Fp, 

não apresentaram bandas tanto na fração solúvel como na fração insolúvel, o que 

justifica ainda mais a presença da enzima nos clones transformados de forma 

recombinante, já que apesar de o vetor possuir a sequência de 6 histidinas, ela não 

está sendo expressa devido a ausência do gene de L-ASNase_Fp.   

 

 

Figura 12 Análise da presença de L-ASNase_Fp por Western Blot utilizando anticorpo Anti His-Tag.As 
bandas marcadas estão na altura entre 40 kDa e 55 kDa, confirmando a presença da enzima de 48,6 
kDa, analisada a partir dos clones 5, 6 e 10, na sua forma solúvel e insolúvel. Não foram observadas 
bandas nas amostras utilizadas como controle negativo, tanto nas frações solúveis quando nas frações 
insolúveis.  
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5.4 Otimização das metodologias de rompimento celular  

 

A partir do clone selecionado para dar prosseguimento ao trabalho, as 

metodologias de rompimento celular foram submetidas à análise por meio de 

eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12%. Na Figura 13 pode-se constatar que o 

método adaptado de Lima et al. (2020), nas condições de 15 minutos, 1 segundo ON, 

1 segundo OFF a uma amplitude de 30%, exibiu uma banda de densidade 

eletroforética mais acentuada, sugerindo uma quantidade de proteínas superior com 

relação aos outros métodos. Pode-se notar também que a metodologia empregada 

nos experimentos iniciais, adaptada de Costa-Silva et al. (2020), método 2, revelou 

uma menor eficiência em relação à metodologia selecionada para dar continuidade 

aos ensaios, método 5, enfatizando a importância de serem exploradas diferentes 

técnicas de extração proteica (COSTA-SILVA et al., 2020; LIMA et al., 2020)..   

 

 

Figura 13. Gel de SDS-PAGE a 12% revelando perfil eletroforético das metodologias de rompimento 
celular. Método 1: 7 minutos, 35 segundos ON e 45 segundos OFF, com amplitude de 30%; Método 2: 
10 minutos, 1 minuto ON e 1 minuto OFF, com amplitude de 30%; Método 3: 20 minutos, 1 minuto ON 
e 1 minuto OFF, com amplitude de 30%; Método 4: 10 minutos, 1 segundo ON e 1 segundo OFF, com 
intervalos de 1 minuto entre cada ciclo, amplitude de 30%; Método 5, de 15 minutos, 1 segundo ON e 
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1 segundo OFF, com amplitude de 30%. A última metodologia foi a que demonstrou maior intensidade 

de bandas, se destacando como método mais adequado para rompimento celular.  

 

5.5 Curva de crescimento microbiano  

 

Os parâmetros cinéticos de crescimento celular foram analisados com base na 

curva de crescimento representada na Figura 14. Até o período de 4 horas de cultivo, 

observa-se um aumento na medida da densidade ótica, indicando crescimento celular. 

Após esse ponto, se dá início a fase estacionária, caracterizada pela estabilidade do 

crescimento. Depois de se obter uma concentração elevada de células pode-se induzir 

a produção de determinada proteína recombinante, aprimorando seu rendimento, 

aumentando o nível de transcrição do seu gene (DONOVAN; ROBINSON; GLICK, 

1996). Dessa forma, o momento em que ocorre a indução da expressão tem impacto 

direto na produção de proteínas, por isso se dá a importância de otimizar as condições 

de expressão da proteína. 

Em alguns cenários, quando a indução ocorre no início da fase logarítmica, a 

taxa de crescimento pode ser aumentada. No entanto, se o momento de indução 

ocorrer mais próximo da fase estacionária o resultado pode ser um rendimento inferior 

devido à desaceleração do crescimento celular. Em experimentos conduzidos por 

Peng e colaboradores (2004) diferentes momentos de indução foram testados durante 

a fase exponencial, sendo observado um maior nível de biomassa nos cultivos 

induzidos na metade da fase exponencial. Portanto, esse período pode ser momento 

ideal para indução, como foi sugerido posteriormente também por Nor e colaboradores 

(2010). (NOR et al., 2010; PENG et al., 2004).  
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Figura 14. Curva de crescimento semilogarítmica da densidade ótica em função do tempo de amostras 
de E. coli BL21 (DE3) – L-ASNase_Fp. Os tempos de incubação variaram de 0 a 12 horas e a densidade 
ótica foi medida a cada 2 horas de cultivo.  

 

Assim, por meio do cálculo do logaritmo natural dos valores de densidade ótica 

obtidos da curva de crescimento representada na Figura 14 foi plotada a curva 

logarítmica ilustrada pela Figura 15, linearizando os dados e facilitando a visualização 

de em qual tempo seria adequado para indução. Então, foi estabelecido um momento 

apropriado para indução da expressão de 2 horas e 30 minutos de cultivo, quando a 

cultura atinge metade da fase log, a uma densidade ótica de 0,9.  

 

 

Figura 15. Curva logarítmica da densidade ótica em função do tempo. O momento de indução 
determinado na metade da fase estacionária é de aproximadamente 2 horas e 30 minutos.  
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5.6 Otimização das condições de cultivo de E. coli BL21 (DE3) – L-ASNase-

_Fp  

 

Após definidos os métodos de rompimento celular e tempo de indução da 

expressão com IPTG, foram otimizados os tempos de cultivo após indução, 

juntamente com a temperatura. Esses parâmetros foram avaliados por meio de 

eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12%. 

 

5.6.1 Cultivo a temperatura de 37 °C 

 

 Através da Figura 16, que representa as frações insolúveis em diferentes 

intervalos de cultivo após indução e distintas concentrações de IPTG, ressalta-se a 

presença de proteínas com tamanho molecular próximo de 45 kDa. É notável que as 

bandas solúveis, visualizadas na Figura 17, nessa mesma altura não apresentam a 

mesma intensidade, sugerindo que, sob essa condição de temperatura há formação 

de corpos de inclusão. Além disso, na Figura 16 é possível observar que a condição 

de 0.5 mM de IPTG e 12 horas após indução resultou em uma banda mais intensa, 

ou seja, com maior densidade de proteínas. No entanto, justamente por estarem na 

forma de corpos de inclusão típicos, a proteína de interesse encontra-se inativa, 

necessitando, portanto, passar por etapas de solubilização. 
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Figura 16. Perfil eletroforético das frações insolúveis cultivadas a 37 °C sob diferentes tempos após 
indução e concentrações de indutor. (A) 0 a 4 horas de cultivo, variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. 
(B) 4 a 12 horas de cultivo variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. (C) 12 a 24 horas de cultivo variando 
entre 0.1 e 1 mM de IPTG. Em todas as imagens se observa bandas na altura de 45 kDa, indicando a 
presença da enzima L-ASNase_Fp de 48,6 kDa produzida por E. coli BL21 (DE3), onde o cultivo de 12 
horas após indução com 0.5 mM de IPTG se destacou com maior produção de proteínas insolúveis.  
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Figura 17. Perfil eletroforético das frações solúveis cultivadas a 37 °C sob diferentes tempos após 
indução e concentrações de indutor. (A) 0 a 4 horas de cultivo, variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. 
(B) 4 a 12 horas de cultivo variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. (C) 12 a 24 horas de cultivo variando 
entre 0.1 e 1 mM de IPTG. Não são observadas bandas na altura de 45 kDa, indicando a ausência da 
enzima L-ASNase_Fp produzida por E. coli BL21 (DE3), indicando que a 37 °C não há formação de L-
asparaginase solúvel. 

  

Após essas análises, a condição de 0.5 mM de IPTG, 12 horas após indução, 

à temperatura de 37 °C foi selecionada para ser implementada nos ensaios 

subsequentes de solubilização e purificação, com o objetivo de se obter uma amostra 

de proteínas solúveis ativas.  

 

5.6.2 Cultivo a temperatura de 20 °C 

 

 Quando se utiliza um indutor para aumentar a expressão de proteínas 

recombinantes deve-se atentar ao fato de que uma alta expressão de proteínas 

aumenta a carga metabólica da célula, gerando um estresse devido a esse aumento 
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na síntese, portanto, resultando em uma resposta rigorosa a esse estresse, podendo 

ocasionar a formação dos agregados insolúveis conhecidos como corpos de inclusão 

(SANDÉN et al., 2003). Dessa forma, a utilização de uma menor concentração de 

indutor associada à uma menor temperatura de cultivo pode contribuir para a 

expressão de proteínas recombinantes mais solúveis (LI et al., 2022). 

 Conforme relatado por Donovan (1996), a produção de corpos de inclusão 

resultante da superexpressão é menos frequente quando as células são cultivadas à 

uma temperatura mais baixa, interferindo positivamente para o aumento da produção 

de proteínas solúveis. Isso sugere que, consequentemente, haverá um maior nível de 

pureza e atividade melhorada. (DONOVAN; ROBINSON; GLICK, 1996).  

 Dessa forma, um cultivo a 20 °C após indução foi preparado, avaliando as 

mesmas condições descritas a 37 °C, onde o início do cultivo se deu a essa 

temperatura que, em seguida, foi ajustada para 20 °C logo após indução com IPTG. 

Por meio de géis de poliacrilamida em condições desnaturantes representados pela 

Figura 18 é notável que a produção de proteínas insolúveis sofreu um decréscimo. 

Além disso, na Figura 19 é demonstrado que há uma maior densidade de proteínas 

expressas, confirmando o que foi apresentado por Donovan et al. (1996) 

anteriormente. (DONOVAN; ROBINSON; GLICK, 1996). 

Apesar de se utilizar temperaturas reduzidas de cultivo com o objetivo de 

minimizar a agregação das proteínas por meio da redução das interações hidrofóbicas 

envolvidas nessa agregação e diminuit a degradação dessas proteínas devido à 

diminuíção da atividade de proteases originadas de uma superprodução de proteínas 

por E. coli¸ essa estratégia se apresentou desvantajosa para a produção da proteína 

recombinante em questão, levando em consideração que, a redução na temperatura 

pode afetar as etapas de replicação, transcrição e tradução do DNA, levando a um 

menor crescimento microbiano e, consequentemente, a uma produção reduzida de 

proteínas (COSTA et al., 2014).  
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Figura 18. Perfil eletroforético das frações insolúveis cultivadas a 20 °C sob diferentes tempos após 
indução e concentrações de indutor. (A) 0 a 4 horas de cultivo, variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. 
(B) 4 a 12 horas de cultivo variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. (C) 12 a 24 horas de cultivo variando 
entre 0.1 e 1 mM de IPTG. Não são observadas bandas na altura de 45 kDa, demonstrando que com 
a diminuição da temperatura após indução, não houve formação de agregados insolúveis. 
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Figura 19. Perfil eletroforético das frações solúveis cultivadas a 20 °C sob diferentes tempos após 
indução e concentrações de indutor. (A) 0 a 4 horas de cultivo, variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. 
(B) 4 a 12 horas de cultivo variando entre 0.1 mM e 1 mM de IPTG. (C) 12 a 24 horas de cultivo variando 
entre 0.1 e 1 mM de IPTG. São notadas bandas na altura de 45 kDa, indicando a presença da enzima 
L-ASNase_Fp produzida por E. coli BL21 (DE3), reforçando que a diminuição da temperatura produziu 
proteínas solúveis. 

 

Considerando os resultados observados nos géis de SDS-PAGE, algumas 

condições foram selecionadas para serem submetidas a concentração utilizando 

Vivaspin 6, 10 kDa (Cytiva), como descrito no item 4.18, para posterior avaliação da 

atividade enzimática das proteínas solúveis produzidas.  

 

5.7 Concentração de proteínas solúveis cultivadas a 20 °C após indução 

 

Considerando que o volume inicial do cultivo foi 200 mL, e ao término da 

centrifugação o precipitado foi ressuspendido em 10 mL de tampão de lise, observou-

se uma concentração amostral de 20 vezes. Utilizando a coluna de ultrafiltração 
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Vivaspin 6, 10 kDa (Cytiva) foi recuperado um volume de 5 mL, resultando em uma 

amostra concentrada 2 vezes. Posteriormente o ensaio da quantificação da atividade 

enzimática utilizando reagente de Nessler, descrito o item 4.15.2, não demonstrou 

resultados significativos de atividade visto que as absorbâncias medidas a 436 nm 

variaram de 0,079 a 0,097, não sendo possível considerar esses valores significativos. 

Assim, esse ensaio foi considerado apenas qualitativo. 

De acordo com os resultados de ambas condições de cultivo realizados e 

analisados através da eletroforese e do ensaio de atividade correspondente às frações 

solúveis cultivadas a 20 °C, as frações insolúveis resultantes do cultivo de 12 horas 

após indução com 0.5 mM de IPTG a 37 °C foi selecionada para prosseguir com as 

etapas seguintes de solubilização e purificação.  

 

5.8 Solubilização de corpos de inclusão 

 

Um dos hospedeiros mais utilizados para produção de proteínas recombinantes 

é a E. coli, porém, quase todas as proteínas produzidas nesse sistema de expressão 

têm como resultado a formação de agregados insolúveis (SINGHVI et al., 2021). 

Esses agregados, conhecidos como corpos de inclusão, por sua vez, são subprodutos 

formados nos processos de síntese de proteínas bacterianas, formados 

principalmente no citoplasma, devido ao acúmulo de proteínas desenoveladas ou 

enoveladas de forma inadequada, que se depositam como massas amorfas insolúveis 

(GASSER et al., 2008).  

O resultado da solubilização dos corpos de inclusão de E. coli BL21 (DE3) – L-

ASNase_Fp representado pela Figura 20 demonstra que a partir de uma concentração 

de 6 M de ureia já são observadas bandas na altura de 48,6 kDa, indicando que as 

proteínas estão na sua forma solúvel e podem ser submetidas ao processo de 

purificação. A concentração selecionada para dar continuidade aos experimentos foi 

a de 6 M, já que não há diferença significativa em comparação com as bandas 

representadas pela concentração de 7 M e 8 M, além de que uma menor concentração 

de ureia pode melhorar o rendimento da proteína bioativa (SINGH et al., 2015). Dessa 

forma, a proteína pode ser purificada utilizando a coluna de níquel para cromatografia 

de afinidade e etapas de renaturação podem ser aplicadas para recuperação da 

proteína na sua forma ativa. Entretanto, as etapas de renaturação podem resultar em 
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um baixo rendimento da proteína na sua forma bioativa, necessitando uma produção 

aumentada da proteína recombinante (PANDA, 2003). A etapa de solubilização e de 

renaturação são etapas cruciais para recuperação de uma proteína na sua 

conformação tetramérica, por isso, utilizar as mais baixas concentrações possíveis de 

desnaturantes é o ideal (UPADHYAY et al., 2014). 

 

 

Figura 20. Gel de SDS-PAGE a 12% representando amostras de proteínas solubilizadas com diferentes 
concentrações de ureia. O extrato bruto foi comparado com as amostras solubilizadas e as bandas 
demarcadas representam a proteína recombinante, eficazmente solubilizada a partir de 6 M de ureia.  

  

 

5.9 Purificação da L-ASNase_Fp por cromatografia de afinidade  

  

A purificação isocrática da enzima L-ASNase_Fp através de cromatografia de 

afinidade utilizando His-Tag foi a técnica selecionada em condições desnaturantes. 

Isso decorre da incorporação de tampões contendo ureia a uma concentração de 8 

M, com a finalidade principal de evitar a agregação da proteína, mantendo-a 

desnaturada, otimizando a sua interação com a coluna de níquel. Levando em 

consideração que, a mudança de pH do meio interfere na carga da proteína, a etapa 

inicial, que emprega um tampão de ligação com pH 8.0 resulta na modificação da 
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carga da proteína, tornando-a negativamente carregada, favorecendo, dessa forma, a 

sua interação com o íon metálico que possui carga positiva. Na etapa subsequente, a 

redução do pH é realizada utilizando tampão de lavagem com pH 6.3, a fim de eliminar 

quaisquer ligações inespecíficas com outras proteínas que possam estar presentes, 

visando manter estritamente a proteína de interesse associada a coluna.  

Por fim, ao fazer uso tampão de eluição com pH 4.5, a carga da proteína é 

ajustada para uma polaridade positiva, não interagindo com a coluna e resultando na 

sua liberação. Dessa maneira, através da análise dos picos obtidos do cromatograma, 

conforme ilustrado na Figura 21, estão evidentes as etapas do processo descritas, 

com destaque para a etapa de eluição, onde foi avaliada a presença da L-ASNase_Fp 

por eletroforese em gel de poliacrilamida. Através da análise do gel, é possível 

confirmar a presença da proteína de interesse purificada de maneira eficaz pela 

metodologia aplicada.  

 

 

Figura 21. Cromatografia de afinidade (HisTrap HP 5 mL). Purificação isocrática da enzima L-
ASNase_Fp, indicando as diferentes condições de pH aplicadas em cada etapa, sem alteração na 
concentração dos tampões utilizados. 
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Figura 22. Gel de poliacrilamida de amostras coletadas após ensaio de purificação por cromatografia 
de afinidade. A seta em vermelho representa o extrato bruto contendo os corpos de inclusão 
solubilizados, enquanto a seta em amarelo representa a fração eluida purificada de L-ASNase_Fp. As 
demais bandas, representam frações coletadas nas outras etapas da purificação, como ligação e 
lavagem. 

 

Apesar de estar purificada, a proteína não apresentou resultados significativos 

quanto à sua atividade, após ser submetida a ensaios de quantificação de atividade 

utilizando as duas metodologias descritas neste trabalho no item 4.15. Esse resultado 

está associado também à conformação desnaturada da proteína, já que nas etapas 

de solubilização e purificação a mesma foi mantida sob condições desnaturantes com 

o objetivo de diminuir os agregados insolúveis. Dessa forma, para uma quantificação 

ideal da atividade da enzima seria necessário primeiramente submetê-la a etapas de 

renaturação, para atingir sua conformação tetramérica e bioativa. 

 Além disso, o teor de proteína foi calculado em cada etapa, anteriormente à 

solubilização, após solubilização e após purificação, para avaliar o quanto de proteína 

foi perdido durante os processos, com base nas concentrações inicial e final obtidas 

(Tabela 15). 
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Tabela 14. Teor de proteína L-ASNase_Fp em diferentes processos 

Etapa Teor de proteína 

(µg/mL) 

Volume (mL) Rendimento 

(%) 

Corpos de inclusão 

(Pré-solubilização) 

1224,77 10 100 

Solubilização 1118,43 10 91,3 

Purificação 236,43 10 19,26 

 

Um rendimento substancial de 19,26% foi alcançado por meio da aplicação da 

metodologia de quantificação de proteínas totais demonstrada no item 4.18.1, uma vez que 

a avaliação desse desempenho com base na atividade enzimática não foi viável devido à 

conformação desnaturada da proteína purificada. Um aspecto adicional a ser considerado 

é que, mesmo que na etapa de solubilização e o uso de tampões de purificação contendo 

ureia, a exposição completa da His-Tag pode não ter sido atingida devido a algumas 

proteínas que permaneceram agregadas, o que impediu a interação efetiva do marcador 

com a coluna de afinidade, potencialmente resultando em uma perda substancial da 

proteína de interesse. Além disso, o mal dobramento da proteína em amostras purificadas 

afeta sua atividade específica (SINGHVI et al., 2020). 

De acordo com Singh e Panda (2005) a principal razão para a baixa recuperação de 

proteínas bioativas a partir dos corpos de inclusão é atribuída principalmente à deterioração 

da estrutura secundária da proteína durante o processo de solubilização, sendo seu 

rendimento total permanecendo em torno de 15 a 25% do total de proteínas, o que 

futuramente constitui parte significativa do custo de produção de proteínas recombinantes 

a partir de E. coli, sendo um dos grandes desafios da produção de proteínas recombinantes 

(SINGH; PANDA, 2005). Apesar de diversos estudos demonstrarem que a presença do 

marcador de afinidade, como a His-Tag geralmente não afeta significativamente a função 

da proteína, podem acontecer alterações em sua estrutura geral e também influenciar na 

formação de agregados proteicos em proteínas recombinantes, sugerindo que seja 

interessante fazer uma análise da estrutura da proteína para confirmar ou excluir essa 

hipótese (ARAÚJO et al., 2000; DONG; CHEN; SUN, 2009; GLICK; PATTEN, 2022; LIU; LI, 

2022; ZUO et al., 2005).  

Uma abordagem que pode ser utilizada para melhorar a produção de proteínas 

bioativas seria a otimização de fatores como a utilização de engenharia genética na 

produção simultânea da proteína recombinante em conjunto com coadjuvantes 
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moleculares e moduladores de dobramento, que podem evitar a agregação das proteínas 

e mobilizar a catálise de eventos essenciais no processo de dobramento, como a 

formação das ligações dissulfeto, fundamentais para um correto enovelamento e 

produção de proteínas ativas (COSTA et al., 2014; WALSH, 2014). Um coadjuvante 

molecular amplamente conhecido são as chaperonas bacterianas, que possuem impacto 

significativo na expressão de proteínas, desempenhando papel crucial do processo de 

enovelamento das proteínas recombinantes, auxiliando na formação da estrutura 

tridimensional durante sua síntese e promovendo uma maior estabilidade e 

funcionalidade proteica (ALLEN; PHAN; WAKSMAN, 2009; DONG; CHEN; SUN, 2009; 

LEFIN et al., 2023; SINGH et al., 2015; WALSH, 2014).  

A forma de se obter uma L-asparaginase com atividade consiste então na 

necessidade de mantê-la na sua conformação tetramérica. Para isso técnicas de 

redobramento devem ser implementadas. O redobramento das proteínas é um processo 

que visa transformar essas proteínas desnaturadas em proteínas funcionais. 

Tradicionalmente, o processo conhecido como refolding é realizado por diluição ou 

diálise, que são os métodos mais aplicados em escala laboratorial, onde a proteína 

solubilizada pode ser diluída em um tampão de redobramento ou, no caso da diálise, há 

troca de solução em baixas concentrações ao longo de um período em intervalos 

regulares (RAJENDRAN; PUSHPAVANAM; JAYARAMAN, 2022; SINGHVI et al., 2020). 

Ambos os métodos apresentam desafios em escala industrial, como a baixa recuperação 

durante a diluição, alto consumo de soluções durante a diálise, gerando rendimento 

reduzido. Portanto, é essencial conhecer e explorar diferentes condições de 

enovelamento de proteínas, métodos bioquímicos e também os fatores intrínsecos à 

proteína estudada que podem interferir nesse processo. 
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6 Conclusão e Perspectivas 
 

O propósito do presente trabalho consistiu na avaliação do potencial 

biotecnológico de sintetizar uma proteína recombinante em um organismo alvo 

submetido a modificações genéticas, com o intuito de obter a enzima L-asparaginase, 

que possui elevado interesse no contexto industrial. A enzima foi produzida através da 

expressão do gene proveniente do fungo filamentoso Fusarium proliferatum, sendo 

inserido na linhagem de Escherichia coli, especificamente na cepa BL21(DE3), 

utilizando o plasmídeo pET-28a (+). 

A transformação bacteriana conduziu à seleção de 10 clones transformados, os 

quais foram avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blot. Dessa 

triagem, um clone em particular foi selecionado para a totalidade do estudo. A 

otimização da produção da L-asparaginase em meio líquido contendo canamicina 

resultou na melhor condição de cultivo tanto a 20 °C, quanto a 37 °C, em um período 

de 12 horas após indução com IPTG a uma concentração de 0.5 mM. Apesar de uma 

tentativa de diminuir a formação dos corpos de inclusão aplicando um cultivo a 

temperatura reduzida de 20 °C, não se obteve uma proteína com atividade enzimática.  

As etapas de solubilização e purificação foram realizadas utilizando a condição de 

cultivo a temperatura de 37 °C, com 0.5 mM de IPTG, na tentativa de se obter a 

proteína recombinante a partir dos corpos de inclusão, que foram eficazmente 

solubilizados utilizando uma concentração relativamente baixa de ureia e purificado 

utilizando apenas o método de cromatografia de afinidade devido a presença da cauda 

de histidina fusionada a porção N-terminal da proteína.  

Este estudo demonstrou que a proteína transformada foi produzida e purificada 

dentro das condições esperadas. Embora o rendimento tenha sido relativamente 

satisfatório, sugere-se a possibilidade de futuras otimizações no processo de cultivo e 

outras etapas, empregando diferentes abordagens no processo de expressão. 

Possíveis abordagens incluem o uso de meios enriquecidos para aumentar a 

densidade celular, a estabilidade plasmidial e exploração de diferentes plasmídeos da 

série pET com promotores menos potentes e a investigação de agentes indutores 

alternativos, como a lactose, para aumentar a produção de proteínas solúveis, além 

de modificações genéticas ou metabólicas e da utilização de coadjuvantes 

moleculares que possuem papel essencial nas etapas finais de obtenção da proteína. 

Isso ressalta a importância de se criar uma estratégia eficiente e economicamente 
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viável para produção de proteínas recombinantes, bem como do estudo da estrutura 

e das condições de produção dessas proteínas, que representam uma poderosa e 

eficaz alternativa para a produção de proteínas de interesse industrial, com relevância 

não apenas na área biotecnológica, mas também na saúde humana. 
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