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RESUMO 
 

Expressão heteróloga e purificação de uma L-asparaginase de Zymomonas 
mobilis 

 

Juliana Christina Castanheira Vicente Pereira 
 

Orientador: Rodrigo Volcan Almeida 

 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-
graduação em Bioquímica, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de 
Janeiro, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em 
Bioquímica.   

 
A L-asparaginase é uma enzima utilizada no tratamento da leucemia 

linfoblástica aguda e alguns outros tipos de câncer. O presente trabalho visou 
promover a expressão heteróloga da L-asparaginase da bactéria Zymomonas 
mobilis na levedura Pichia pastoris de forma constitutiva e na bactéria Escherichia 
coli de forma indutiva. Para os ensaios em P. pastoris, a transformação foi feita a 
partir da integração do plasmídeo pGAPZαZmA ao genoma da cepa da linhagem X-
33, e os transformantes foram cultivados em frascos agitados contendo meio de 
expressão BMGY; todavia, não foi detectada atividade enzimática nas amostras 
recolhidas. Para os ensaios em E. coli, foram utilizadas cepas da linhagem 
BL21(DE3) e JM109(DE3) contendo os plasmídeos pET26b/ans e pET28b/ans para 
expressão periplasmática e intracelular, respectivamente. A expressão foi realizada 
em frascos agitados contendo meio LB, utilizando lactose 10 g/L como indutor. A 
análise do meio de cultivo revelou atividades enzimáticas entre 0,070 e 0,128 UI/mL, 
resultados estes inferiores em relação aos encontrados anteriormente pelo grupo 
(1,3 UI/mL). Os ensaios de análise de atividade intracelular revelaram atividades de 
até 22,2 UI/mL (3684 UI/g de células) e 11,9 UI/mL (2221 UI/g de células) para as 
cepas de expressão periplasmática e intracelular, respectivamente. Com objetivo de 
purificação, a fração solúvel do conteúdo intracelular foi submetido a cromatografia 
de afinidade, obtendo-se um rendimento de 35,6% e fator de purificação igual a 24. 
As alíquotas que apresentaram atividade enzimática foram armazenadas a 4 e -20 
°C e submetidas a análises de estabilidade da atividade ao longo do tempo, 
revelando total decaimento da atividade enzimática em 7 dias de armazenamento a -
20 °C, e decaimento de até 82,4 % em 63 dias de armazenamento a 4 °C. Foi 
analisada a interferência que íons metálicos e outros compostos poderiam ter sobre 
a atividade da enzima, através do contato com os compostos estudados durante 10 
minutos antes da adição do substrato para dosagem de atividade. Dentre os 
possíveis interferentes estudados, o que promoveu o maior decaimento da atividade, 
de forma a extinguir a mesma, foi o Zn2+, enquanto que, na presença de EDTA, a 
atividade enzimática se manteve. 

 
Palavras-chave: asparaginase, expressão heteróloga, Escherichia coli, Pichia 
pastoris, purificação 



 

ABSTRACT 

 

Heterologous expression and purification of a L-asparaginase from 
Zymomonas mobilis 

 

Juliana Christina Castanheira Vicente Pereira 

 

Advisor: Rodrigo Volcan Almeida 

 

Abstract of Dissertation submitted to Programa de Pós-graduação em 

Bioquímica, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, as part 

of the requirements of the degree of Master of Science (M.Sc.). 

 
 
L-asparaginase is an enzyme used in the treatment of acute lymphoblastic 

leukemia and some other types of cancer. The present work aimed to promote the 
heterologous expression of L-asparaginase from bacteria Zymomonas mobilis 
constitutively in the yeast Pichia pastoris  and lactose-induced in bacteria Escherichia 
coli. For assays with P. pastoris, transformation was performed with the integration of 
plasmid pGAPZαZmA into an X-33 lineage strain’s genome, and clones were grown 
in shaken flasks with BMGY medium; nevertheless, no enzyme activity was detected 
in the taken samples. For assays with E. coli, strains from lineages BL21(DE3) and 
JM109(DE3) were used, carrying the plasmids pET26b/ans and pET28b/ans, for 
periplasmatic and intracellular expression, respectively. Expression was performed in 
shaken flasks with LB medium, using lactose 10 g/L for induction. Analysis of 
medium revealed enzyme activity between 0,070 and 0,128 UI/mL, which were lower 
than the results previously achieved by the group (1,3 UI/mL). Intracellular activity 
analysis assays revealed enzyme activities up to 22,2 UI/mL (3684 UI/g of dry mass) 
and 11,9 UI/mL (2221 UI/g of dry mass) for periplasmatic and intracellular expression 
strains, respectively. For purification, the soluble fraction of intracellular content was 
submitted to affinity chromatography, obtaining final activity recovery of 35,6% and 
24-fold purification. Aliquots that showed enzyme activity were stored at 4 and -20 °C 
and submitted to analysis of enzyme activity stability over time, revealing complete 
decay of activity in 7 days of storage at -20 °C, and decay up to 82,4 % in 63 days of 
storage at 4 °C. Analysis of interference of ions and other compounds over enzyme 
activity were performed, by means of the contact between enzyme and studied 
compounds throughout 10 minutes before addition of substrate for activity assay. 
Zinc promoted the biggest decay of activity among substances studied, whilst activity 
was maintained in presence of EDTA. 
 
 
 
 
Keywords: asparaginase, heterologous expression, Escherichia coli, Pichia pastoris, 
purification 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA 

 A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é o tipo de câncer mais comum na 

infância (NORDLUND e SYVÄNEN, 2017). É uma doença extremamente 

heterogênea, caracterizada por uma diferenciação anormal das células-tronco 

hematopoiéticas, levando a uma superprodução de linfoblastos e linfócitos, que 

possuem pouca eficiência no combate a infecções. Isso se deve ao fato de, ao 

contrário das células hematopoiéticas saudáveis, os blastos leucêmicos não 

possuírem uma forte e restrita regulação em termos de metilação do DNA, 

modificações químicas de histonas e expressão de RNAs não codificantes (FADERL 

et al., 2010; NORDLUND e SYVÄNEN, 2017; NCBI, 2017). Essas células doentes se 

multiplicam de forma a impedir a atuação dos blastos saudáveis, o que pode levar o 

paciente a ter maior tendência a infecções, anemia e sangramentos (NCBI, 2017). 

 Muito embora as causas da doença sejam muito pouco conhecidas 

(GUTIERREZ-CAMINO et al., 2017), enquadram-se no grupo de risco crianças 

expostas a raios X anteriormente ao nascimento, crianças expostas a radiação, as 

que já receberam tratamento quimioterápico anterior, bem como crianças portadoras 

de determinadas condições genéticas, tais quais síndrome de down, 

neurofibromatose tipo 1, dentre outras (NCBI, 2017). 

 As principais manifestações clínicas associadas à LLA incluem febre, 

sudorese noturna, perda de apetite e de peso, hematomas ou sangramentos 

frequentes, dispneia, tonturas, infecções, petéquias, dores nos ossos ou juntas, 

nódulos indolores localizados no pescoço, axilas, estômago ou virilha, dor na região 

abaixo das costelas, além de fraqueza, cansaço e palidez (FADERL et al., 2010; 

NCBI, 2017). 

 Embora seja uma doença muito comum na infância, os picos de frequência da 

mesma se encontram entre 2 e 5 anos e após os 50 anos de idade. O tratamento da 

LLA em adultos é desafiador, principalmente no que diz respeito à forma de 

tratamento – muitas das estratégias adotadas para o tratamento de crianças 

possuem eficiência muito inferior ao serem utilizadas em adultos (FADERL et al., 

2010). 
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1.2 A ENZIMA L-ASPARAGINASE 

 A L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) é uma enzima 

que catalisa a hidrólise do aminoácido L-asparagina, convertendo-o em L-aspartato, 

em uma reação que libera o íon amônio, conforme mostrado na figura 1.1. Essa 

função permite a utilização da enzima na indústria de alimentos, como um potencial 

agente de redução de formação de neurotoxinas durante fritura ou cozimento a 

120i°C (MOTTRAM et al., 2002; PEDRESCHI et al., 2008) e como componente 

biológico em biossensores para detecção de asparagina (ERDOGAN et al., 2014; 

VERMA et al., 2012), mas seu principal destaque é como agente antineoplásico, 

sendo um importante agente quimioterapêutico usado no tratamento da leucemia 

linfoblástica aguda, bem como de outros tipos de linfomas e doenças 

linfoproliverativas, como linfoma de Hodgkin, leucemia mieloide aguda, leucemia 

mielomonocítica aguda, leucemia linfocítica crônica, linfossarcoma, reticulossarcoma 

e melanosarcoma (BATOOL et al., 2016; NARTA et al., 2007), sendo o principal 

agente em protocolos de quimioterapias de combinação nos últimos 40 anos 

(AMYLON et al., 1999; NARTA et al., 2007; ORTEGA et al., 1977). 

 

Figura 1.1 – Reação de hidrólise da asparagina sob a ação da enzima L-asparaginase, convertendo-a 
a aspartato e liberando amônio. 

 

 O êxito da ação da enzima sobre as células cancerosas se deve ao fato de as 

mesmas, ao contrário das células saudáveis, não possuírem a enzima asparagina-

sintetase, responsável por converter o ácido aspártico em asparagina, na última 

etapa do mecanismo de síntese deste aminoácido. Desta forma, a única maneira 

das células doentes suprirem a necessidade da L-asparagina, um aminoácido 

essencial, é através do fornecimento pela corrente sanguínea. Portanto, uma 

depleção brusca do aminoácido no meio devido à ação da L-asparaginase acaba 
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levando à morte celular as células doentes, uma vez que o fornecimento através da 

corrente sanguínea não é suficiente para suprir uma depleção intensa. 

 

1.2.1 Contexto histórico 

 Os primeiros registros de observação da ação enzimática da asparaginase 

datam do início do século XX, quando Lang (1904) constatou que diversos órgãos 

de bois eram capazes de promover a degradação da asparagina, tendo amônia 

como um dos produtos. 

 Mais tarde, na década de 20, Clementi (1922) constatou, em suas pesquisas 

sobre desamidação enzimática em diferentes espécies animais, que no soro do 

porquinho da índia havia a presença da enzima. 

 Foi somente em 1953 que John G. Kidd notou, acidentalmente, que o soro de 

porquinho da índia (espécie não informada pelo autor), quando inserido 

intraperitonealmente, agia de maneira inibitória sobre linfomas subcutâneos 

induzidos em ratos e camundongos, efeito que não fora observado ao se utilizar o 

soro de cavalos ou de coelhos (KIDD, 1953). 

 No entanto, a relação entre a ação antitumoral do soro do porquinho da índia 

e a considerável concentração da enzima L-asparaginase no mesmo surgiu somente 

quase uma década depois, quando Broome (1961) realizou diversos experimentos, 

comparando a ação de amostras padrão de L-asparaginase sobre tumores induzidos 

em ratos à ação do soro de porquinho da índia, analisando também o 

comportamento de ambos à alteração do pH reacional e à imposição de aumento de 

temperatura. Dessa maneira, Broome verificou que havia um comportamento muito 

semelhante entre a enzima padrão e o soro do animal, o que corroborava a hipótese 

de que seria a asparaginase a responsável pela inibição do crescimento dos 

tumores. Ao realizar uma purificação parcial, ele percebeu que as frações com maior 

atividade asparaginásica correspondiam àquelas que também possuíam maior 

atividade antitumoral. 

 Posteriormente, Mashburn e Wriston (1964) constataram que uma 

asparaginase produzida pela bactéria Escherichia coli apresentava atividade 
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antitumoral semelhante à encontrada no soro de porquinho da índia, o que, somado 

aos experimentos de Campbell e Mashburn (1969), que conseguiram purificar a 

enzima bacteriana e realizar alguns testes clínicos em ratos, permitiu a possibilidade 

da produção da asparaginase em maior escala, viabilizando pesquisas que 

dependiam de maiores quantidades da proteína (NARTA et al., 2007). 

 Nesse mesmo período, a L-asparaginase de Escherichia coli parcialmente 

purificada foi utilizada experimentalmente em tratamentos de crianças e jovens com 

linfomas ou leucemia linfoblástica aguda, sendo possível notar uma regressão 

considerável de nódulos e percentual de linfoblastos nos pacientes, embora o 

tratamento não tenha sido suficiente para evitar o óbito (DOLOWY et al., 1966, HILL 

et al., 1967). A partir daí, a eficácia da enzima para o tratamento de leucemias, bem 

como possíveis maneiras de se contornar efeitos colaterais relacionados ao uso da 

mesma começaram a ser amplamente estudados (NARTA et al., 2006; OHNUMA et 

al., 1970). 

  

1.2.2 Características estruturais 

 A bactéria Escherichia coli sintetiza duas variações da enzima L-

asparaginase, chamadas convencionalmente de asparaginase tipo I (citosólica) e 

asparaginase tipo II (periplasmática). A asparaginase tipo II possui maior afinidade 

ao aminoácido asparagina quando comparada à tipo I, que possui afinidade em 

relação ao aminoácido glutamina equiparável à asparagina. Dessa forma, somente a 

primeira é utilizada como agente antineoplásico. 

 A estrutura quaternária da L-asparaginase tipo II é de um homotetrâmero 

composto por 4 sub-unidades idênticas na forma ativa da enzima, nomeadas sítios 

A, B, C e D, conforme mostrado na figura 1.2(a). O sítio ativo da L-asparaginase tipo 

II, composto pelo motivo Thr12, Tyr25, Ser58, Thr89, Asp90, Lys162, Asn248 e 

Glu283 (figura 1.2(b)) em Escherichia coli, se encontra entre as sub-unidades 

adjacentes A e C ou B e D (KOZAK et al., 2000; KOZAK et al., 2002). 
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Figura 1.2 – (a) Estrutura cristalográfica da L-asparaginase tipo II de Escherichia coli, evidenciando a 
estrutura quaternária da proteína e as suas sub-unidades A (em amarelo), B (em verde), C (em azul) 
e D (em vermelho) (adaptado de YUN et al., 2007); (b) sítio ativo da L-asparaginase tipo II de E. coli 

(SWAIN et al., 1993). 
 

1.2.3 Organismos produtores 

 Existe uma vasta gama de organismos produtores da L-asparaginase. A 

enzima é encontrada em bactérias, fungos filamentosos, leveduras, actinomicetos e 

algas unicelulares, sendo também possível ser encontrada em organismos 

pluricelulares, como vegetais e animais (BATOOL et al., 2016; FODA et al., 1980; 

IZADPANAH et al., 2014). Belviso et al. (2017) descreveram a existência de um 

domínio com atividade asparaginásica na enzima ASPG de seres humanos, 

demonstrando que a enzima era capaz de levar à morte células leucêmicas, tendo 

sido testadas as linhagens K562 (células imortalizadas humanas de leucemia 

mieloide crônica), NALM-6 (LLA derivada de células B humanas) e MOLT-4 (LLA 

derivada de linfócitos T humanos). Contudo, perceberam também que a ASPG 

possuía afinidade à asparagina consideravelmente inferior à das enzimas 

bacterianas. 

Existem diversas reações imunogênicas associadas ao uso terapêutico da 

enzima, conforme será abordado mais minuciosamente na seção segiunte. Nesse 

sentido, acredita-se que o uso de L-asparaginases provenientes de organismos de 

estrutura mais próxima à humana em relação às bactérias, como fungos 

filamentosos, leveduras e actinomicetos poderia ser uma alternativa com menor 

imunogenicidade (BATOOL et al., 2016). 
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1.2.4 Utilização para fins terapêuticos 

 As variantes da enzima L-asparaginase disponíveis para uso clínico para o 

tratamento da LLA são as enzimas nativas de Escherichia coli e Erwinia 

chrysanthemi, uma forma recombinante da asparaginase de Escherichia coli e ainda 

a enzima nativa de Escherichia coli associada ao polietilenoglicol, chamada PEG-

asparaginase (NARTA et al., 2006). A enzima pode ser utilizada sozinha, ou 

combinada com outros medicamentos, tais quais vincristina e glicocorticoides 

(SZYMANSKA et al., 2012). 

 Os principais problemas associados à utilização terapêutica da enzima estão 

relacionados à resposta imune do organismo do paciente, que pode se manifestar 

pela inativação silenciosa da enzima através da produção de anticorpos anti-

asparaginase (MELIK-NUBAROV et al., 2017; PIETERS et al., 2010) ou pela 

presença de sintomas de hipersensibilidade do organismo. Esses sintomas podem 

ser manifestações alérgicas cutâneas, tais quais urticária, eritemas no sítio de 

injeção, edemas, edema de Quincke, prurido e exantema cutâneo, bem como 

reações comprometedoras a outros órgãos ou ao sistema como um todo, como 

febre e anormalidades de homeostase (podendo levar a trombose e hemorragia do 

sistema nervoso central ou a trombose venosa periférica profunda), diabetes, 

leucopenia, pancreatite, anafilaxia sistêmica, crises de epilepsia, hemorragias, 

hiperglicemia, anormalidades no metabolismo de lipídeos e toxicidade hepática, com 

taxas elevadas de bilirrubina ou enzimas produzidas pelo fígado (BATOOL et al., 

2016; KURTZBERG, 2000; PIETERS et al., 2010). 

 Dessa maneira, desde a década de 70, a asparaginase de Erwinia começou a 

ser utilizada como forma alternativa à enzima de E. coli, em pacientes que 

apresentavam hipersensibilidade ao tratamento (BEARD et al., 1970; KURTZBERG, 

2000). A eficácia clínica da L-asparaginase de E. chrysantemi, no entanto, é inferior 

à de E. coli, ao se comparar as duas enzimas aplicadas na mesma dosagem e 

frequência (DUVAL et al., 2002). É importante ressalvar que, desde a década de 70, 

com a intensificação do uso terapêutico da enzima, revelou-se que as taxas de 

reações alérgicas à L-asparaginase de E. chrysantemi cresceram paralelamente à 

enzima de E. coli, em uma proporção de 75% (KURTZBERG, 2000). 
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 A associação da enzima ao polietilenoglicol (peg-lação), por sua vez, é uma 

opção que tem trazido melhores resultados em relação à tolerância pelos 

organismos dos pacientes (PASUT e VERONESE, 2009). A estratégia foi testada 

clinicamente pela primeira vez em 1984, sendo aprovada pelo FDA para o 

tratamento de pacientes com LLA que apresentaram hipersensibilidade às formas 

nativas da enzima em 1994 (KURTZBERG, 2000; PASUT e VERONESE, 2009). A 

baixa imunogenicidade associada à enzima peg-lada se deve ao fato de o 

polietilenoglicol conferir impedimento estérico, formando uma espécie de obstáculo a 

moléculas muito volumosas, como anticorpos ou enzimas de atividade proteolítica. 

No entanto, o polímero não bloqueia a aproximação do substrato, devido ao seu 

tamanho pequeno, o que possibilita a reação (PASUT e VERONESE, 2009). 

 A tabela 1.1 apresenta alguns dos preparos comerciais de L-asparaginase 

disponíveis para uso clínico ao redor do mundo. 
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Tabela 1.1 – Preparos comerciais de L-asparaginase (adaptado de ASCOM/ANVISA, 2017;  
BUSINESSWIRE, 2016; COMMITTEE FOR MEDICINAL PRODUCTS FOR HUMAN USE, 2015; 

DRUGS.COM; HOSPITAL PHARMACY EUROPE, 2016) 

Nome comercial Princípio ativo 
Países de registro do 

medicamento 

Kidrolase 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 

Eslovênia, Argentina, 
França, Israel, Equador 

Bulgária 

Leunase 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 

Malásia, Taiwan, 
Indonésia, China, Japão, 
Filipinas, Turquia, México, 
Austrália, Nova Zelândia 

Paronal 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
Bélgica, Países Baixos 

L-Asparaginaze 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
Lituânia 

LeugiNase 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
Brasil, China, Honduras, 

Peru, Índia, Paraguai 

L-Asperone 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
Georgia 

Laspar 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
África do Sul 

Celginase 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
Índia 

Spectrila 
L-asparaginase de 

Escherichia coli 
recombinante 

Alemanha; aprovado para 
tratatamento da LLA nos 

países membros da União 
Europeia 

Erwinase 
L-asparaginase de 

Erwinia chrysantemi 

Grécia, Alemanha, Países 
Baixos, Polônia, França, 
Nova Zelândia, Suécia 

Oncaspar 
L-asparaginase de 

Escherichia coli associada 
ao polietilenoglicol 

Países membros da União 
Europeia, Islândia, 

Noruega, Bielorrússia, 
Rússia, Ucrânia, Estados 
Unidos, Argentina, Brasil 
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 No Brasil, até o ano de 2011, a L-asparaginase para uso clínico era importada 

da empresa alemã Merck Sharp & Dohme, sob o nome comercial Elspar®. Entre os 

anos de 2011 e 2013, o Ministério da Saúde passou a importar a asparaginase sob o 

mesmo nome comercial, porém proveniente das empresas Lundbeck Inc. e OSO 

Biopharmaceutical Manufacturing LCC. No entanto, em 2012, a empresa 

Laboratórios Bagó do Brasil S.A., distribuidora nacional do medicamento, informou 

que, por problemas técnicos inerentes à fabricação do produto, suspenderia a 

comercialização do mesmo, e que os estoques até então adquiridos não seriam 

suficientes para o abastecimento do país por mais de seis meses (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2017). 

  Desta maneira, em 2013, foi aprovada pelo Ministério da Saúde, em caráter 

emergencial, a importação da L-asparaginase produzida pelo laboratório japonês 

Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd. em parceria com o laboratório alemão Medac GmbH, 

usando no Brasil o nome comercial Aginasa. Em 2014, contudo, o laboratório 

japonês interrompeu a produção da L-asparaginase, o que levou a Laboratórios 

Bagó do Brasil S.A. a oferecer como alternativa a asparaginase recombinante 

produzida pelo laboratório Medac GmbH, que utilizaria também o mesmo nome 

comercial Aginasa. O novo medicamento começou a ser importado em janeiro de 

2015; no entanto, devido à existência de 17 pendências em respeito à Relação da 

Diretoria Colegiada nº 55/2010, que dispõe dos requisitos para o registro de 

produtos biológicos, dentre as quais a falta de registro da asparaginase 

recombinante na Alemanha e a ausência de certificado de boas práticas de 

laboratório referentes à produção da mesma, houve a interrupção da importação da 

Aginasa e abertura de licitação para a contratação de novo fornecedor do 

medicamento. A LeugiNase, L-asparaginase produzida pelo laboratório chinês 

Beijing SL Pharmaceutical e distribuída pela empresa uruguaia Xetley S.A., foi a 

concorrente que apresentou menor preço e, consequentemente, a contratada pelo 

Ministério da Saúde, sendo a utilizada a partir de então (CENTRO INFANTIL 

BOLDRINI, 2017; LEGISLAÇÃO BRASILEIRA, 2010; MACIEL, 2017). 

 Em 2017, a mídia brasileira realizou uma série de denúncias contra a 

LeugiNase, levando a uma investigação que revelou uma série de supostas 

irregularidades em relação à distribuidora e ao medicamento em si. A análise de 



26 
 

espectrometria de massas realizada pelo Laboratório Nacional de Biociências 

revelou a presença de seis vezes mais contaminantes que o medicamento anterior 

Aginasa. Além disso, de acordo com as reportagens exibidas, a bula da LeugiNase 

cita um estudo clínico realizado com 815 crianças, sem especificar publicações ou o 

período em que o mesmo estudo fora realizado, além de apresentar a possibilidade 

de efeitos colaterais nunca antes observados ao se utilizar medicamentos contendo 

a L-asparaginase como princípio ativo. Apesar das denúncias e de ações do 

Ministério Público Federal solicitando o recolhimento da LeugiNase, o Ministério da 

Saúde continua distribuindo o medicamento (CENTRO INFANTIL BOLDRINI, 2017; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; VASSALO, 2017).  

 

1.2.5 Asparaginase de Zymomonas mobilis 

 Zymomonas mobilis é uma bactéria em forma de bastonete gram-negativa, 

anaeróbia facultativa e de rota obrigatoriamente fermentativa (ABUD, 2005; TOMA et 

al., 2002).  Uma bactéria capaz de se adaptar a meios de cultura empregando fontes 

de carbono simples, tais quais sacarose, frutose e glicose, possuindo a capacidade 

de catabolizar substratos a altas taxas específicas. No entanto, devido à 

obrigatoriedade da rota fermentativa, a maior parte do substrato é convertida em 

etanol, e o crescimento microbiano acontece de maneira lenta (ABUD, 2005; 

DOELLE et al., 1993;  TOMA et al., 2003). 

 Desde os anos 50, é descrita na literatura a utilização do caldo fermentativo 

de Z. mobilis para o tratamento de doenças em humanos e gado bovino. O caldo 

tem ação contra aftose e brucelose no gado, além de ser útil no tratamento de 

furúnculos, feridas purulentas e distúrbios intestinais e ginecológicos (ABUD, 2005; 

GONÇALVES DE LIMA, 1958). 

 Calazans et al. (1997) constataram  que a L-asparaginase produzida 

nativamente por Z. mobilis exibia atividade antitumoral, sendo capaz de promover a 

regressão de dois tipos de tumores (Sarcoma 180 e tumor de Ehrlich) em ratos de 

laboratório. Abud (2005) estudou as melhores condições de cultivo para a expressão 

nativa da L-asparaginase de Z. mobilis, modelando seu comportamento cinético e 

estimando seus parâmetros cinéticos teóricos. No trabalho de Abud, nas condições 
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de maior rendimento de expressão de L-asparaginase em frascos agitados, não 

foram obtidos valores de atividade específica superiores a 100 UI/g de células, 

valores esses muito baixos para uma produção em alta escala da enzima. 

 Einsfeldt (2014) realizou a clonagem da asparaginase de Z. mobilis em 

Escherichia coli de forma a obter clones capazes de expressar a enzima de maneira 

intracelular ou extracelular, sob controle do promotor do bacteriófago T7. A autora 

realizou cultivos em frascos agitados e em biorreator dos dois clones estudados, e 

foi capaz de avaliar as condições de cultivo da cepa de expressão extracelular em 

biorreator utilizando meio definido, por meio de planejamento experimental. Ao 

utilizar lactose como indutor da cepa extracelular em frascos agitados, Einsfeldt 

conseguiu rendimentos de até 1503 UI/g de células; nas condições de cultivo de 

ponto central proposto pelo planejamento experimental em biorreator, obteve um 

rendimento de 8357 UI/g de células. Baptista (2013) utilizou a mesma L-

asparaginase recombinante para a realização de testes citotóxicos e citostásticos 

em células Jurkat, células Reh e amostras primárias de pacientes diagnosticados 

com LLA, comparando a ação da enzima recombinante à de preparação comercial, 

obtendo resultados de morte celular bastante similares entre as duas enzimas 

testadas (EINSFELDT et al., 2016). 

 O trabalho anterior do presente grupo de pesquisa se dedicou à clonagem do 

gene de L-asparaginase de Z. mobilis na levedura Pichia pastoris de forma a 

expressar a enzima de maneira extracelular, sob controle do promotor constitutivo 

da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Os transformantes obtidos foram 

selecionados por resistência ao antibiótico Zeocina™, e os clones com maior 

resistência foram os escolhidos para a expressão da enzima. Todos os cultivos 

foram realizados em frascos agitados, utilizando meio complexo, com glicerol como 

fonte de carbono. O maior rendimento por grama de células obtido, foi de 2,94 UI/g, 

em cultivo em batelada simples com 4 horas de expressão, valor este muito inferior 

em relação aos encontrados para a expressão nativa em Z. mobilis e recombinante 

em Escherichia coli. Houve tentativa de crescimento em batelada com alimentação 

intermitente de glicerol, e não foi detectada atividade enzimática nos sobrenadantes 

resultantes deste processo. 
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1.3 PRODUÇÃO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

1.3.1 A levedura Pichia pastoris como plataforma de expressão 

 A expressão heteróloga em leveduras oferece uma série de vantagens, uma 

vez que combina os benefícios característicos dos microrganismos, como a 

facilidade de manipulação genética e o crescimento acelerado, à capacidade 

presente em eucariotos de realização de modificações pós-traducionais. A 

expressão em leveduras por vezes é mais vantajosa que em organismos 

eucarióticos pluricelulares, visto que possuem expressão mais econômica, alcançam 

rapidamente altas densidades celulares, e apresentam menor suscetibilidade a 

contaminações, em termos de pirógenos, patógenos e inclusões virais (ÇELIK e 

ÇALIK, 2012). 

 Nesse contexto, a levedura metilotrófica Pichia pastoris tem se mostrado 

como a mais popular dentre as leveduras como plataforma de expressão (CREGG et 

al., 2009). Os motivos por trás dessa popularidade residem na quantidade de 

benefícios oferecidos pela P. pastoris. Podem ser listados, por exemplo, o fato de a 

levedura não apresentar risco conhecido à saúde humana, a facilidade de 

manipulação a nível genético, a capacidade de atingir elevadas densidades 

celulares, bem como altas taxas de expressão, utilizando meios definidos 

econômicos e a tendência da levedura a exportar o que é produzido para o meio 

extracelular, o que pode facilitar quaisquer processos de purificação. Destacam-se 

também o fato de, ao contrário de leveduras como Saccharomyces cerevisiae, a P. 

pastoris preferir uma rota respiratória em vez de fermentativa, de forma a não 

aumentar os níveis de subprodutos indesejáveis, como etanol e ácido acético, e a 

capacidade de realização de modificações pós-traducionais como um eucarioto 

superior, tais quais glicosilação, formação de pontes dissulfeto e processamento 

proteolítico (ÇELIK e ÇALIK, 2012; CEREGHINO et al., 2002, CREGG et al., 2009; 

LI et al., 2007; MACAULEY-PATRICK et al., 2005). O primeiro polipeptídeo expresso 

de maneira heteróloga em P. pastoris aprovado pela Food and Drug Administration 

(FDA) para fins terapêuticos foi o ecallantide, utilizado para tratamento dos ataques 

súbitos característicos de angioedema hereditário (ÇELIK e ÇALIK, 2012). 
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 A classificação dos fenótipos de P. pastoris disponíveis para expressão 

heteróloga é baseada no tipo de consumo de metanol realizado. As cepas Mut+ 

possuem intactos os promotores dos genes AOX1 e AOX2, codificantes das 

enzimas álcool oxidases, sendo o primeiro mais fortemente induzido na presença de 

metanol, e o segundo consideravelmente mais fraco. Desta forma, as o fenótipo 

Mut+ utilizam o metanol da mesma forma que a nativa. As cepas MutS possuem o 

promotor AOX1 inativado e o promotor AOX2 intacto, o que faz com que elas 

utilizem o metanol de maneira mais lenta, crescendo em taxas menores na presença 

do álcool como fonte de carbono. O fenótipo Mut- se caracteriza pela deleção da 

função de consumo do metanol, visto que ambos os promotores – AOX1 e AOX2 – 

se encontram inativados (ÇELIK e ÇALIK, 2012; LI et al., 2007). 

 

1.3.1.1 Estratégias para expressão em Pichia pastoris 

 Todas as cepas de Pichia pastoris disponíveis como plataforma de expressão 

heteróloga são derivadas da cepa selvagem NRRL-Y11430 (ÇELIK e ÇALIK, 2012). 

Há uma numerosa diversidade de genótipos disponíveis, que são selecionados de 

acordo com a estratégia definida para o processo. Algumas cepas, por exemplo, são 

deficientes em alguns tipos de proteases, o que reduz a atividade proteolítica da 

levedura; é o caso das cepas SMD1168 e SMD1168H, que não possuem a enzima 

vacúolo peptidase A (pep4), responsável pela ativação da carboxipeptidase Y e da 

protease B1. Outras não são capazes de absorver algum nutriente ou sintetizar 

algum aminoácido essencial, função que é reposta juntamente com o gene inserido. 

Dessa forma, a seleção é realizada pela capacidade da levedura de crescer em 

meio deficiente da função deletada. As cepas KM71, GS115 e SMD1168, por 

exemplo, não contêm o gene histidina desidrogenase (his4), de forma que a seleção 

seja realizada pela capacidade de crescimento em meio sem suplementação de 

histidina (DALY e HEARN, 2005). 

 O conjunto de plasmídeos utilizados para expressão em Pichia pastoris é 

majoritariamente composto daqueles que possuem promotores induzidos por 

metanol, sendo o promotor AOX o mais frequentemente usado (MACAULEY-

PATRICK et al., 2005). A indução por metanol oferece a vantagem de uma 
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expressão fortemente regulada e a altos níveis, porém desvantagens como a 

dificuldade de monitoramento on-line da concentração de metanol no meio e os 

problemas associados à toxicidade e inflamabilidade do álcool podem tornar essa 

estratégia indesejada. De maneira alternativa, podem ser utilizados promotores que 

podem ser induzidos ou por metanol ou por algum outro composto, como o FLD1, 

promotor da enzima formaldeído desidrogenase de Pichia pastoris, e que pode ser 

induzido por metanol ou metilamina, e o PEX8, promotor de uma proteína de matriz 

do peroxissomo em P. pastoris, que pode ser induzido por metanol ou oleato 

(MACAULEY-PATRICK et al., 2005; PRIELHOFER et al., 2013; ÇELIK e ÇALIK, 

2012). Outra estratégia é a utilização de promotores com outras formas de indução, 

como o ICL1, regulado pela natureza da fonte de carbono utilizada para o 

crescimento, e o PH089, ativado pela limitação de fosfato disponível no meio de 

cultura (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; PRIELHOFER et al., 2013). 

 O uso de promotores constitutivos contorna a necessidade do uso de 

indutores e, consequentemente, dificuldades associadas aos mesmos, como gastos 

com estoque e transporte de grandes volumes de indutor e necessidade de 

realização de um processo fermentativo separado em etapas de crescimento e 

indução (QIN et al., 2011), além dos problemas já mencionados relativos 

especificamente ao metanol. Destaca-se, nesse contexto, o promotor GAP, que 

realiza o controle da expressão da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, 

sendo assim responsável por uma etapa-chave da via glicolítica. Os níveis de 

expressão constitutiva utilizando o promotor GAP podem ser comparáveis, ou até 

mesmo superiores aos obtidos pelo uso do promotor AOX (DALY e HEARN, 2005; 

PRIELHOFER et al., 2013; QIN et al., 2011). A produtividade usando esse promotor 

pode ser influenciada pelo controle da taxa decrescimento microbiano e pelo 

decaimento dos níveis de oxigênio no meio (PRIELHOFER et al., 2013). 

 Outro fator a ser considerado é a localização da proteína a ser expressa. Por 

vezes, é desejado que o produto da expressão heteróloga permaneça no meio 

intracelular; isso ocorre quando, por exemplo, a proteína nativa não passa por 

processos de secreção, e a realização de exportação para o meio extracelular no 

organismo hospedeiro poderia comprometer a estrutura e a função do produto pela 

adição ou remoção de etapas de modificações pós-traducionais durante esse 
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processo de exportação. No entanto, a expressão intracelular acaba por tornar mais 

trabalhosos processos de purificação, por exemplo, visto que a proporção da 

proteína de interesse em relação às outras proteínas no meio intracelular é inferior a 

quando a mesma é exportada, e há a necessidade de inserção de etapas de 

rompimento celular (DALY e HEARN, 2005; REES et al., 1999). Dessa forma, por 

vezes é mais vantajosa a exportação para o meio extracelular. Para isso, seleciona-

se o recurso de sinal de secreção específico a ser utilizado, que pode ser baseado 

no próprio sinal de secreção da proteína nativa, caso a mesma possa um, ou um dos 

peptídeos-sinal comumente usados para expressão em P. pastoris, como a pré-

sequência PHO1 derivada de Pichia pastoris e o fator α derivado de Saccharomyces 

cerevisiae (DALY e HEARN, 2005; DAMASCENO et al., 2011). 

 Os marcadores de seleção mais utilizados em P. pastoris são os de 

resistência aos antibióticos Blasticidina, Canamicina ou Zeocina™ (genes BsdR, 

KanR e ZeoR, respectivamente). Outra estratégia de marcação de seleção é o gene 

HIS4, que oferece a função histidina desidrogenase à levedura deficiente dessa 

função, de forma que somente transformantes sejam capazes de crescer em meio 

sem suplementação de histidina, conforme previamente mencionado (DALY e 

HEARN, 2005). No entanto, esta última é útil somente como marcador de seleção, 

ao passo que a primeira também pode ser utilizada para detectar eventos de 

incorporação de múltiplas cópias ao genoma. 

 A integração de multicópias do gene de interesse ao genoma da levedura é 

por vezes interessante, pois pode potencializar o aumento das taxas de expressão 

da proteína-alvo (DALY e HEARN, 2005), além de diminuir, proporcionalmente, a 

quantidade de proteínas de estrutura alterada caso haja algum tipo de mutação em 

um dos cassetes de expressão (ECKART e BUSSINEAU, 1996). Duas abordagens 

são conhecidas para esta finalidade: a primeira se baseia na inserção de um vetor 

que seja construído de maneira a já conter mais de uma cópia do gene, o que é feito 

através da repetição das etapas de clivagem e reinserção de uma sequência que 

seja flanqueada por enzimas de restrição de sítios complementares (conforme 

esquematizado na figura 1.3); já a segunda segue a estratégia de associar o cassete 

de expressão inserido a um gene que confira resistência a determinado antibiótico, 

como os anteriormente mencionados BsdR, KanR e ZeoR (exemplificado na figura 
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1.4). Dessa forma, quanto maior o número de cópias do gene integradas ao 

genoma, maior será também a quantidade de cópias do gene de resistência e, 

portanto, maior a concentração de antibiótico à qual a levedura será resistente 

(BRIERLEY, 1998; CREGG et al., 2009; DALY e HEARN, 2005). 

 

Figura 1.3 – Exemplo de procedimento de inserção de múltiplas cópias do gene através da 
construção de um vetor que contenha inúmeras cópias do cassete de expressão, por meio da 

repetição de procedimentos de clivagem do cassete de expressão por digestão com a enzima de 
restrição BamHI, linearização do plasmídeo utilizando a enzima BgIII e ligação dos dois fragmentos 

obtidos (adaptado de AW e POLIZZI, 2013). 
 

 

 

Figura 1.4 – Exemplo de integração do plasmídeo ao genoma do organismo hospedeiro, que pode 
ocorrer inúmeras vezes. Visto que o cassete de expressão que é inserido contém o gene de 

resistência ao antibiótico Zeocina, quanto maior o número de cópias, maior a concentração do 
antibiótico à qual o organismo se torna resistente (INVITROGEN, 2002, adaptado). 
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1.3.2 A bactéria Escherichia coli como plataforma de expressão 

 A bactéria Escherichia coli é a plataforma de expressão mais utilizada para a 

produção de proteínas recombinantes, sendo também o microrganismo 

majoritariamente selecionado para a expressão de aproximadamente 30% dos 

produtos atualmente aprovados para uso terapêutico (SHILOACH e FASS, 2006; 

SINGHA et al., 2017). 

 Os motivos por trás dessa preferência residem nas inúmeras vantagens que o 

microrganismo oferece, tais quais uma cinética de crescimento acelerada, a fácil 

obtenção de alta densidade celular em cultivos, com limite teórico na faixa de 200 

g/L em peso seco (LEE, 1996; SHILOACH e FASS, 2006), a possibilidade de 

utilização de componentes amplamente disponíveis e de baixo custo em meios de 

cultivo complexos e a facilidade de manipulação genética (ROSANO e 

CECCARELLI, 2014). 

 No entanto, é necessário pontuar-se as dificuldades relativas à expressão 

heteróloga em E. coli. Caso a proteína seja de origem eucariótica, por exemplo, é 

possível que o uso de códons, a estabilidade do RNA mensageiro e a força do 

promotor se apresentem como gargalos para a expressão. Deve-se também atentar 

para a possibilidade de um superexpressão vir acompanhada de uma sobrecarga 

metabólica, caracterizada pela depleção de precursores como aminoácidos e 

ribossomos, um aumento da demanda de energia e o início de processos de 

resposta celular a stress. Uma taxa de expressão muito elevada também pode levar 

à formação de corpúsculos de inclusão, ou seja, ao mau enovelamento da proteína 

devido à sobrecarga do maquinário celular com o processo de síntese proteica. É 

possível também que uma expressão em larga escala de uma proteína exógena 

venha acompanhada de altas taxas de atividade proteolítica, levando à degradação 

da proteína de interesse (ROSANO e CECCARELLI, 2014; SINGHA et al., 2017). 

 

1.3.2.1 Estratégias para expressão em Escherichia coli 

 Dentre os vetores utilizados para expressão em E. coli, devem ser destacados 

aqueles derivados do plasmídeo ColE1 nativo de Escherichia coli, o primeiro sistema 
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desenvolvido para a bactéria (BOLIVAR et al., 1977). Nesse grupo, inclui-se o 

sistema pET, amplamente utilizado, além dos sistemas pUC e pQE (LEE et al;, 2006; 

MINTON, 1984). No entanto, esses sistemas pertencem ao mesmo grupo de 

incompatibilidade, não sendo possível que sejam usados juntos. Para a realização 

da expressão de mais de uma proteína de interesse, é possível utilizar sistemas de 

expressão dupla ou tripla ou, ainda, combinar vetores, como é o caso do sistema 

pACYC/pBAD, que usa a origem de replicação p15A ori (CHANG e COHEN, 1978; 

GUZMAN et al., 1995). 

 O principal promotor utilizado para expressão em E. coli é o oriundo do 

operon lac, sendo seu componente-chave (MÜLLER-HILL, 1996). O promotor é 

reprimido na ausência do indutor, podendo este ser lactose ou composto sintético 

semelhante que não seja consumido como fonte de carbono, tal qual o isopropil β-D-

1-tiogalactopiranosídeo (IPTG); na presença do indutor, o promotor é desreprimido e 

há a expressão das proteínas. A concentração de glicose no meio também interfere 

no funcionamento do promotor – na presença de concentrações muito elevadas do 

açúcar, há uma redução da sensibilidade à regulação catabólica e, 

consequentemente, diminuição da transcrição do gene; no entanto, é necessária a 

presença de glicose em baixas concentrações para que haja expressão significativa 

dos genes que estão sob o controle desse promotor. Uma forma de contornar a 

repressão na presença de elevadas concentrações de glicose é a utilização do 

promotor lacUV5, que possui mutações na região promotora, tornando a expressão 

insensível à repressão catabólica (SILVERSTONE et al., 1970). 

 Os sistemas de expressão pET (Novagen) utilizam o promotor do bacteriófago 

T7. Para que os genes de interesse sejam expressos, é necessário que haja no 

meio intracelular a T7 RNA polimerase (T7 RNAp), capaz de reconhecer a região 

promotora do plasmídeo. Para tanto, é necessário que haja o fornecimento do gene 

codificante dessa polimerase, que pode estar inserida em outro plasmídeo ou 

localizada no genoma bacteriano em um profago. O profago λDE3 codifica a T7 

RNAp sob o controle do promotor lacUV5; desta forma, na presença de lactose ou 

composto sintético semelhante, há a indução da expressão da T7 RNAp, o que 

permite a transcrição dos genes de interesse presentes no plasmídeo epissomal 

(BANEYX, 1999). No entanto, em sistemas com múltiplas cópias e repressão 
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catabólica reduzida, é comum que seja observada a expressão das proteínas de 

forma basal, na ausência do indutor (ROSANO e CECCARELLI, 2014). O controle 

desse vazamento de expressão pode ser realizado pela introdução de um gene lacI 

modificado, chamado lacIQ, de forma a aumentar a expressão do repressor LacI 

(CALOS, 1978), ou da T7 lisozima, fornecida através de um plasmídeo pLysS ou 

pLysE, que é expressa em pequenas quantidades e é capaz de ligar-se à T7 RNAp, 

inibindo a expressão a partir do promotor T7 em um sistema não induzido 

(DUBENDORFF e STUDIER, 1991; STANO and PATEL, 2004). 

 Os marcadores de seleção mais utilizados para expressão em E. coli, em sua 

maioria, se baseiam na capacidade, conferida pelo plasmídeo utilizado, de a bactéria 

degradar o antibiótico, sendo assim resistente ao mesmo. É o caso da resistência à 

ampicilina, cloranfenicol e kanamicina (ROSANO e CECCARELLI, 2014; SHAW, 

1983; UMEZAWA, 1979). A maior desvantagem associada a esse tipo de resistência 

é o decaimento da concentração do antibiótico no meio, o que gera uma 

necessidade de reposição do mesmo conforme a sua degradação pela bactéria. 

Esse problema é contornado pelo uso de marcadores de resistência a tetraciclina, 

por exemplo, que se baseia na exportação ativa do antibiótico para o meio 

extracelular, sem a sua degradação (ROBERTS, 1996; ROSANO e CECCARELLI, 

2014). O uso de antibióticos, no entanto, é associado ao encarecimento dos 

processos, devido ao alto custo desses compostos, o que promove o incentivo ao 

desenvolvimento de sistemas plasmidiais livres da necessidade do uso de 

antibióticos. O conceito promissor de “plasmid addiction” se baseia na incapacidade 

de uma célula sobreviver sem o plasmídeo que contém o gene de interesse, devido 

a alguma modificação no DNA genômico que desperte essa necessidade (PEUBEZ 

et al., 2010; ROSANO e CECCARELLI, 2014; ZIELENKIEWICZ e CEGLOWSKI, 

2001). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 O objetivo geral do presente trabalho é a expressão da enzima L-

asparaginase recombinante de Zymomonas mobilis em frascos agitados, bem como 

a sua recuperação e purificação. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 São objetivos específicos deste trabalho: 

 Realizar a clonagem do plasmídeo pGAPzαZmA na levedura Pichia pastoris 

X-33 e a expressão heteróloga da enzima L-asparaginase de Zymomonas 

mobilis pela levedura em frascos agitados; 

 Expressar a enzima L-asparaginase heteróloga de Zymomonas mobilis em 

Escherichia coli e investigar a localização celular da enzima expressa; 

 Avaliar estratégias de recuperação da enzima recombinante do meio 

intracelular – por lise celular ou permeabilização por choque osmótico; 

 Purificar a enzima recombinante por cromatografia de afinidade a níquel; 

 Realizar ensaios de estabilidade da enzima purificada ao longo do tempo de 

armazenamento; 

 Avaliar o efeito da presença de interferentes na atividade da enzima 

recombinante purificada.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MEIOS DE CULTIVO 

 Para os cultivos de Escherichia coli recombinante, foi usado meio líquido 

complexo Luria-Bertani (extrato de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L e cloreto de sódio 

10 g/L). Para os cultivos de Pichia pastoris, foram utilizados os meios líquidos 

complexos YPD (extrato de levedura 1%, peptona 1%, glicose 2%) e BMGY (extrato 

de levedura 1%, peptona 2%, glicerol 1%, YNB 1,34 g/L, tampão fosfato de potássio 

pH = 6,0 0,1 M e biotina 1,25 g/L). 

 Os crescimentos em placas de petri utilizaram os mesmos meios Luria-Bertani 

(LB) e YPD acrescidos de ágar 2%. Também foi usado meio YPDS (extrato de 

levedura 1%, peptona 1%, glicose 2%, sorbitol 1 mM, ágar 2%) na etapa de 

clonagem em Pichia pastoris. 

 

3.2 PLASMÍDEOS 

 No presente trabalho, para expressão em Escherichia coli, foram utilizadas, 

para expressão da L-asparaginase recombinante de Zymomonas mobilis de forma 

periplasmática e intracelular, as construções pET26b/ans e pET28a/ans, 

respectivamente, estudadas por Einsfeldt (2014). Ambos os vetores (pET26b 

(Novagen) e pET28a (Novagen)) possuem o promotor do bacteriófago T7 RNA 

polimerase e marcador de resistência ao antibiótico canamicina. O vetor pET26b 

possui ainda a sequência sinalizadora pelB nativa de Erwinia carotovora, 

responsável por exportação da proteína recombinante para o espaço periplasmático. 

Em ambas as construções havia uma sequência de cauda poli-histidina visando a 

purificação da enzima, e sítios de restrição para as enzimas NcoI e XhoI, 

flanqueando o gene da L-asparaginase. 

 Para os estudos em Pichia pastoris, foi utilizada a construção pGAPzαZmA, 

previamente estudada pelo grupo. A construção possui o gene de L-asparaginase de 

Z. mobilis inserido no vetor pGAPzαB (Invitrogen™), que contém o promotor da 

enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, que permite a expressão constitutiva 

da enzima recombinante e marcador de resistência ao antibiótico Zeocina por meio 
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da sequência Shble. A construção ainda continha a sequência sinalizadora fator α de 

Saccharomyces cerevisiae, uma cauda poli-histidina visando posterior purificação e 

sítios de restrição para as enzimas XhoI e XbaI, flanqueando o gene da L-

asparaginase, e para a enzima AvrII, permitindo a linearização do plasmídeo para 

transformação em P. pastoris. O mapa da construção descrita encontra-se na figura 

3.1. 

 

Figura 3.1 – Mapa da construção pGAPZαZmA, evidenciando as regiões do promotor, do gene de L-
asparaginase otimizado para Pichia pastoris, da sequência sinalizadora e da cauda poli-histidina, bem 

como os sítios de restrição utilizados (gerada pelo software SnapGene
®
). 

 

 

3.3 CEPAS 

 Foram utilizadas as cepas de Escherichia coli das linhagens BL21(DE3) 

(genótipo: F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 

sam7 nin5])) e JM109(DE3) (genótipo: endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–, 

mk
+), relA1, supE44, λ–, Δ(lac-proAB), [F´, traD36, proAB, lacIqZΔM15], lDE3), e a 

cepa de Pichia pastoris da linhagem X-33. 

 A tabela 3.1 evidencia as linhagens e transformações utilizadas neste 

trabalho. 
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Tabela 3.1 – Linhagens e transformações utilizadas nos experimentos deste trabalho 

Microrganismo Linhagem Plasmídeo inserido 

Escherichia coli BL21 pET26b/ans 

Escherichia coli BL21 pET28a/ans 

Escherichia coli JM109 pET26b/ans 

Pichia pastoris X-33 pGAPzαZmA 

 

3.4 EXTRAÇÃO PLASMIDIAL 

 Realizou-se um cultivo de um estoque de Escherichia coli da linhagem JM109 

contendo o plasmídeo pGAPzαZmA por meio da adição de 50 µL do estoque a 5 mL 

de meio LB contendo Zeocina na concentração de 50 μg/mL. O cultivo foi mantido a 

37°C sob agitação de 250 RPM por 16 horas. Em seguida, o meio com células foi 

centrifugado e as células decantadas foram submetidos ao protocolo de extração 

plasmidial da QIAGEN (catálogo número 27104), utilizando o kit QIAprep Spin 

Miniprep, conforme descrito na figura 3.2. 
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Figura 3.2 – Procedimento de extração plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep, da QIAGEN 

 

3.5 LINEARIZAÇÃO PLASMIDIAL 

 Para que o plasmídeo pudesse ser inserido na cepa X-33 de forma a se 

incorporar no genoma por recombinação homóloga, conforme explicado no item 

1.3.1.1, ele teve de ser linearizado por meio da clivagem em um sítio de restrição na 

região promotora. O plasmídeo utilizado possui o promotor GAP, que contém nessa 

região um sítio para clivagem com a enzima de restrição AvrII. 

 O procedimento se deu através da adição, a um tubo de 200 µL, do material 

genético a ser linearizado, juntamente com a enzima AvrII, da empresa New 
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2
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A solução rompe 
paredes e 

membranas 
celulares, liberando 

para o meio o 
material genético 

(genoma e 
plasmídeos), que é 
desnaturado devido 

ao pH alcalino 
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England Biolabs Inc e o tampão CutSmart, da mesma empresa. O sistema foi 

incubado a 30°C por 16 horas. 

A digestão foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose 1%. Para 

tanto, foram aplicados no gel a amostra digerida e o plasmídeo sem digestão. 

Também foi injetado no gel o padrão Generuler 1kb DNA Ladder da empresa 

Fermentas™, a fim de se poder estimar os tamanhos dos fragmentos de DNA. A 

eletroforese ocorreu com voltagem fixa de 85 V, por 45 minutos, ao final dos quais o 

gel foi imerso em solução de brometo de etídio 1 µg/mL por 15 minutos, e analisado 

sob luz ultravioleta. 

Após a confirmação, o DNA foi separado da enzima presente no meio através 

do procedimento de precipitação com etanol, que se deu pela adição de acetato de 

sódio 3 M, pH 5,2 ao material digerido, de forma que o acetato tivesse concentração 

final igual a 0,3 M. Foram também adicionados 2 mL de etanol absoluto, e o sistema 

foi incubado a -80°C pelo período de 3 horas. Em seguida, o material foi 

centrifugado a 4°C, com rotação de 9800 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, e o material genético foi submetido a duas lavagens com solução de 

etanol 70%, através de ressuspensão, centrifugação e descarte do sobrenadante. O 

etanol remanescente foi removido através de centrifugação a vácuo, e o material 

genético precipitado foi ressuspendido em água padrão Milli-Q. 

 

3.6 CLONAGEM 

3.6.1 Preparo da cepa de Pichia pastoris eletrocompetente 

 Adicionou-se 500 µL do estoque celular de Pichia pastoris X-33 previamente 

armazenado a -80°C a 500 mL de meio YPD em frasco de volume total de 2 L, e o 

cultivo foi mantido a 30°C sob agitação de 250 RPM, até que a densidade óptica a 

600 nm atingisse valor entre 1,3 e 1,5. Em seguida, o sistema foi resfriado por 

imersão em banho de gelo, e centrifugado a 4°C e 1500 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, e as células decantadas foram submetidas a duas 

lavagens com água padrão Milli-q e duas lavagens com solução de sorbitol 1 M, 

através de ressuspensão, centrifugação e descarte do sobrenadante. Ao final das 



42 
 

lavagens, as células decantadas foram ressuspendidas em solução de sorbitol 1 M, 

de forma que o volume final fosse igual a 1,5 mL, que foram transferidos para um 

tubo de 2,0 mL. O tubo foi mantido em gelo para que seu conteúdo fosse usado no 

mesmo dia. 

 

3.6.2 Transformação em Pichia pastoris 

 Foi adicionado a 1,5 mL da alíquota contendo a cepa X-33 eletrocompetente 

todo o material genético previamente linearizado. Em seguida, a suspensão foi 

transferida para uma cubeta previamente resfriada, e o conjunto foi submetido a um 

pulso elétrico (voltagem de 2 kV, capacitância de 25 µF e resistência de 200 Ω). 

Imediatamente após o pulso, foi adicionado à cubeta 1 mL de solução de sorbitol 1 

M, e a suspensão obtida foi transferida para um tubo de 15 mL, que por sua vez foi 

incubado a 30°C por uma hora. 

 Após a incubação, a suspensão celular foi plaqueada em meio YPDS sólido 

contendo Zeocina® na concentração de 100 µg/mL, e as placas contendo os 

transformantes foram mantidas a 30°C por alguns dias, até que se desenvolvessem 

colônias isoladas para crescimento em meio líquido. A cepa não transformada foi 

utilizada para controle positivo, através do plaqueamento em meio YPDS livre de 

antibiótico, e para controle negativo, através de plaqueamento em meio YPDS 

contendo Zeocina® na mesma concentração usada para as placas com 

transformantes. Foram selecionadas, aleatoriamente, 30 colônias, que foram 

inoculadas em tubos de 50 mL contendo 5 mL de meio YPD líquido com 

Zeocina® 100 µg/mL. Os tubos foram protegidos da luz e incubados a 30°C, sob 

rotação constante de 250 RPM. Foi também inoculada, em duplicata, a cepa X-33 

não transformada, nas mesmas condições que as outras, a fim de servir como 

controle negativo para o antibiótico. Os transformantes que cresceram foram 

estocados em glicerol 20% à temperatura de -80°C. 
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3.6.3 Preparo da cepa de Escherichia coli quimiocompetente 

 Para as duas linhagens de Escherichia coli utilizadas, foi realizado o 

procedimento de preparo de células competentes para transformação térmica 

utilizando cloreto de cálcio. 

 Primeiramente, a partir de um pré-inóculo em meio LB incubado a 37°C sob 

agitação de 200 RPM por aproximadamente 16 horas, a cepa foi inoculada em 300 

mL de meio LB em um frasco de 2 L, de forma que a densidade óptica inicial do 

inóculo fosse de aproximadamente 0,1. O sistema foi mantido a 37°C sob agitação 

de 200 RPM até que sua densidade óptica a 600 nm se encontrasse entre 0,3 e 0,5. 

Em seguida, o meio com células foi centrifugado a 4°C e 3830 g, e o sobrenadante 

foi descartado. As células decantadas foram, então, ressuspendidas em 30 mL de 

solução de transformação (CaCl2 100 mM, acetato de sódio 20 mM, pH = 6,5), e a 

suspensão foi incubada em gelo por 30 minutos, ao final dos quais foi realizada nova 

centrifugação, nas mesmas condições que a anterior. O sobrenadante foi descartado 

e as células foram ressuspendidas em 3,2 mL de solução de transformação 

adicionada de 0,8 mL de solução de glicerol 80%. A nova suspensão celular foi 

aliquotada em volumes de 200 µL e armazenada a -80°C. 

 

3.6.4 Transformação em Escherichia coli 

 A 200 µL de células competentes, foi adicionado 1 µL da suspensão contendo 

o plasmídeo de interesse. O sistema foi mantido em contato com gelo por 30 

minutos, de forma a promover a interação entre o DNA e as células. Em seguida, foi 

realizado o choque térmico, através da exposição do sistema à temperatura de 42ºC 

por 90 segundos, e retorno imediato para o gelo, no qual permaneceu por mais 10 

minutos. Adicionou-se, então, ao sistema 0,8 mL de meio LB, e o conjunto foi 

incubado a 37°C sob agitação orbital durante o período de uma hora. 

 As células transformadas foram, então, plaqueadas em meio LB sólido 

contendo o antibiótico kanamicina na concentração de 50 µg/mL, e mantidas a 37°C 

por 16 horas. O crescimento das colônias nas placas ao longo do tempo foi 
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comparado a um controle negativo, que consistiu no plaqueamento de células não 

transformadas em meio LB sólido com antibiótico, e a controle negativo, constituído 

de meio LB sólido livre de antibiótico plaqueado com células não transformadas. 

 As colônias isoladas de transformantes que apresentaram crescimento foram 

inoculadas em 5 mL de meio LB líquido contendo kanamicina 50 µg/mL por 

aproximadamente 20 horas, e armazenadas em glicerol 20% a -80°C. 

 

3.7 CULTIVO EM FRASCOS AGITADOS PARA EXPRESSÃO DA L-

ASPARAGINASE 

3.7.1 Pichia pastoris 

 Para cada transformante analisado, foi realizado um pré-inóculo adicionando-

se 5 mL de meio YPD contendo o antibiótico Zeocina® na concentração de 100 

µg/mL e 100 µL do estoque de células a um tubo de 50 mL. O tubo foi incubado por 

16 horas a 30°C, sob agitação de 250 RPM. Após esse tempo, foi realizado o 

inoculo de frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio BMGY, através da adição de 

alíquotas a partir dos pré-inóculos, de forma que a densidade óptica do inóculo a 

600 nm fosse igual a 0,1. O cultivo foi incubado a 30°C com agitação constante de 

250 RPM por períodos de 16 a 22 horas, tempo após o qual se realizou o preparo da 

amostra para dosagem da atividade enzimática extracelular. 

 

3.7.2 Escherichia coli 

 Foi realizado primeiramente um pré-inóculo, adicionando-se 10 µL do estoque 

de células a 10 mL de meio Luria-Bertani complementado com glicose 5% (p/v) 

contendo o antibiótico canamicina na concentração de 50 µg/mL. O pré-inóculo foi 

mantido a 37°C sob agitação constante de 200 RPM, pelo período de 16 horas, ao 

final do qual foi utilizado para inocular 50 mL de meio LB contendo kanamicina 50 

µg/mL, através da adição de 1 mL do mesmo ao novo meio. O cultivo foi incubado a 

37°C sob agitação de 200 RPM, até que a densidade óptica a 600 nm do meio 

atingisse o valor de 1,0, valor no qual o crescimento teria seguramente atingido a 

fase exponencial (Einsfeldt, 2014). Em seguida, o cultivo foi induzido pela adição de 
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lactose a partir de uma solução 100 g/L, de forma que a concentração final do 

açúcar no meio fosse igual a 10 g/L, e incubado nas mesmas condições do 

crescimento por 4 horas. Após esse período, a amostra foi preparada para dosagem 

de atividade enzimática. 

 

3.8 PREPARO DA AMOSTRA PARA DOSAGEM DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

EXTRACELULAR 

 O meio com células foi submetido a centrifugação a 4°C. Para as cepas de E . 

coli, a centrifugação foi feita a 6000 g por 40 minutos, enquanto que, para as cepas 

de P. pastoris, foi utilizada rotação de 8000 g por 10 minutos. O material decantado 

foi descartado, e o sobrenadante foi filtrado em membrana de poro 0,22 µm. O 

sobrenadante filtrado foi, então, submetido a lavagens com solução de manitol 0,55 

g/L por meio de centrifugações a 4000 g e 15 °C utilizando membranas de 

ultracentrifugação com limite nominal de massa molecular (NMWL) igual a 10 kDa. 

Este último procedimento foi também utilizado para concentrar as amostras em 10 

vezes. As amostras processadas foram guardadas a 4 °C em tubos de 2,0 mL. 

 

3.9 PREPARO DA AMOSTRA PARA DOSAGEM DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

INTRACELULAR 

 Foi realizada centrifugação de 1 mL do meio com células a 4°C e 13000 g por 

5 minutos em microcentrífuga Sorvall™ Legend™ Micro 17R, da empresa Thermo 

Fischer Scientific. O sobrenadante foi descartado e o material decantado foi lavado 

com solução tampão fosfato de sódio (0,02 M, pH 7,3) através de três sequências de 

ressuspensão na solução tampão, centrifugação e descarte do sobrenadante. Em 

seguida, o material decantado foi mais uma vez ressuspendido no mesmo tampão, e 

as células em suspensão foram rompidas através de submissão a ultrassom, em 

cinco ciclos de 10 segundos, e amplitude de 30% (potência de 10 W). Para análises 

da fração solúvel, o material lisado foi submetido a centrifugação nas mesmas 

condições que as descritas no início deste subitem. 
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3.10 PERMEABILIZAÇÃO DA PAREDE CELULAR BACTERIANA PARA 

LIBERAÇÃO DO CONTEÚDO PERIPLASMÁTICO 

 Na tentativa de se extrair a enzima presente no periplasma celular, foi 

realizado um procedimento de choque osmótico, conforme realizado por Ewis e Lu 

(2005), de acordo com a figura 3.3. 

 Para tanto, as células correspondentes a 1 mL de cultivo foram previamente 

lavadas com solução tampão Tris-HCl (20 mM, pH 7,5) através de três sequências 

de ressuspensão em tampão, centrifugação e descarte do sobrenadante. Ao final do 

processo, o meio reacional foi centrifugado a 12000 g, e o sobrenadante, no qual 

estaria o conteúdo extraído do periplasma, foi analisado. 

 

Figura 3.3 – Procedimento de choque osmótico segundo Ewis e Lu (2005), onde “solução hipotônica” 
se refere a solução tampão Tris-HCl (20 mM, pH 7,5), e “solução hipertônica” corresponde a tampão 

Tris-HCl (20 mM, pH 7,5), sacarose 20% e EDTA 0,5 mM. 

 

3.11 DOSAGEM DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 A dosagem de atividade da L-asparaginase seguiu o método de Tabacco 

(1979), que quantifica a atividade enzimática de forma indireta, através da dosagem 

do íon amônio liberado na conversão da asparagina em aspartato, conforme 

mostrado na figura 3.4. 
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Incubação em gelo 
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por 10 minutos 



47 
 

 

Figura 3.4 – Reação de hidrólise da asparagina sob a ação da enzima L-asparaginase, convertendo-a 
a aspartato e liberando amônio. 

 

 Conforme é possível observar, as quantidades de aspartato e amônio 

liberados na hidrólise enzimática da asparagina estão em proporção equimolar. 

Dessa forma, a definição de uma unidade de atividade enzimática (UI) da L-

asparaginase é definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de 

amônio por minuto a 37°C em pH igual a 7,3. 

 O procedimento consistiu na adição de 50 µL de uma solução L-asparagina 5 

g/L em tampão fosfato de sódio (20 mM, pH 7,3) a 50 µL da amostra a ser dosada, 

adequadamente diluída no mesmo tampão, de forma que enzima e substrato 

permanecessem em contato, à temperatura de 37°C, por 30 minutos, tempo ao final 

do qual a reação foi pausada através da adição de 10 µL de ácido tricloroacético 1,5 

M a 40 µL do meio reacional. Foram também realizados controles do tampão (100 

µL de tampão fosfato), L-asparagina (50 µL de solução de asparagina e 50 µL de 

tampão fosfato de sódio) e da amostra (50 µL da amostra em 50 µL de tampão 

fosfato), que foram colocados sob as mesmas condições que as misturas reacionais. 

Em seguida, cada conjunto foi submetido a adição de reagentes complexantes 

visando a detecção do amônio liberado de forma colorimétrica. 

 Primeiramente adicionou-se 2 mL do primeiro reagente (Reagente 1), 

composto de EDTA dissódico 1,35 mM, nitroprussiato de sódio 3,4 mM e salicilato 

de sódio 60 mM. A reação foi agitada, e foram adicionados 2 mL do outro reagente 

(Reagente 2), composto de hidróxido de sódio 150 mM e hipoclorito de sódio 4,8 

mM. Houve nova agitação, e o conjunto foi incubado a 37°C por 5 minutos, de forma 

a permitir completar a reação de complexação entre a cloramina, formada pela 

reação entre o amônio (convertido em amônia na presença de meio básico) e o 

hipoclorito, e o salicilato de sódio (conforme mostrado na figura 3.5), formando um 
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composto de coloração azulada que pode ser quantificado por espectrofotometria a 

600 nm. 

 

Figura 3.5 – Reação de complexação ocorrida na análise de atividade enzimática, em que a 
cloramina e o salicilato de sódio formam um composto de coloração azulada na presença do 

nitroprussiato 

 

 As absorbâncias obtidas foram comparadas com curva analítica feita a partir 

de soluções padrão de sulfato de amônio, de forma a quantificar a quantidade, em 

micromols, de amônio liberado na reação enzimática. O cálculo da atividade foi 

realizado a partir da seguinte equação: 

          (    ⁄ )  
        
        

 

 Onde: 

“Abs600nm” é o valor de absorvância encontrado; 

“fc” é o fator de conversão dado pelo coeficiente angular da curva-padrão de 

amônio; 

“t” corresponde ao tempo de reação, igual a 30 minutos; 

“V” é o volume, em mililitros, de amostra analisada, igual a 0,02 mL; 

“C” corresponde a quantas vezes a amostra foi concentrada no procedimento de 

lavagem, assumindo um valor igual a 10 vezes. 
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3.12 DOSAGEM DE PROTEÍNAS TOTAIS 

 As amostras foram submetidas a quantificação de proteínas totais segundo 

Bradford (1976). Para tanto, adicionou-se a 10 µL de cada amostra a ser analisada, 

adequadamente diluída, 190 µL do reagente de Bradford (corante Comassie G-250, 

metanol, ácido fosfórico e água). O reagente de Bradford, de cor castanho-

avermelhada, adquire coloração azulada na presença de proteínas, devido à 

interação, através de forças de Van der Waals e interações hidrofóbicas, entre 

cadeias laterais básicas ou aromáticas de proteínas e o corante, deslocando o 

equilíbrio do mesmo para uma forma aniônica, que absorve fortemente no 

comprimento de onda de 595 nm (ZAIA, 1997; ThermoFisher Scientific). A reação foi 

realizada em placa de 96 poços de fundo chato e mantida sob proteção da 

luminosidade por aproximadamente 5 minutos, ao final dos quais foi realizada a 

leitura da absorbância dos complexos formados a 595 nm. Cada amostra foi medida 

em triplicata. 

 As absorbâncias obtidas foram comparadas a uma curva analítica realizada 

com soluções de albumina do soro bovino (BSA, BioRad) de concentrações 

conhecidas, variando de 0 a 0,6 mg/mL em água Milli-Q, submetidas ao mesmo 

tratamento e condições que as amostras analisadas. 

 

3.13 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 

 A fim de verificar a presença, nas amostras obtidas, de proteínas de massa 

molecular semelhante à L-asparaginase de interesse, as mesmas foram submetidas 

a eletroforese em gel de poliacrilamida. Para tanto, as amostras foram diluídas de 

forma a serem aplicadas no gel com teor proteico semelhante, e a cada uma delas 

foi adicionado tampão de amostra (Tris-HCl 60 mM pH 6,8, 10% de glicerol, 5% β-

mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromofenol) na proporção de 1 

volume de tampão para cada 4 volumes de amostra diluída. Os conjuntos foram 

aquecidos até a fervura por 5 minutos, e aplicados em gel (Tampão Tris-HCl pH 8,8 

0,375 M, mix de acrilamida 12%, dodecil sulfato de sódio 0,1%, persulfato de amônio 

0,1%, N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina 2,64 mM), bem como uma alíquota do 

padrão de massas moleculares PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 
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kDa. Os géis foram imergidos em tampão de corrida (3 g/L de Tris Base, 14,5 g/L de 

glicina, 0,1 g/L de SDS e pH 8,3) (LAEMMLI, 1970) e a eletroforese foi realizada com 

voltagem fixa de 200 V. Os géis obtidos foram corados com Coomassie Blue R-250 

por aproximadamente um dia, e descorados com água destilada. 

 

3.14 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM COLUNA DE NÍQUEL 

 Com o intuito de se obter uma amostra mais pura da L-asparaginase 

recombinante, foi realizada uma etapa de cromatografia em coluna carregada com 

sulfato de níquel. A cauda de histidina presente na porção carboxi-terminal da 

enzima faz com que a mesma possua alta afinidade ao níquel imobilizado, visto que 

os grupos doadores de elétrons do anel imidazólico dos resíduos de histidina 

formam ligações covalentes coordenadas com o íon metálico (BORNHORST e 

FALKE, 2000). 

 O preparo da amostra para a cromatografia se deu pela expressão em frascos 

agitados, conforme o item 2.7.2, de 200 mL de cultivo, divididos em 4 frascos com 

50 mL de meio cada. Após as 4 horas de expressão, o meio com células foi 

centrifugado a 4°C e 6000 g por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e as 

células decantadas foram lavadas com fosfato de sódio (20 mM, pH 8,5) por meio de 

sucessivas ressuspensões com a solução, centrifugação a 4°C e 6000 g e descarte 

do sobrenadante, sendo por fim ressuspendidas com 5 mL de fosfato de sódio (20 

mM, pH 8,5). As células presentes foram, então, submetidas a 50 ciclos de 

ultrassom, com duração de 10 segundos cada e intervalos de 20 segundos entre os 

ciclos, com amplitude de 30% (potência de 10 W). O conjunto foi centrifugado, e o 

sobrenadante foi filtrado em filtro de poro 0,22 µm, para que pudesse ser injetado na 

coluna. 

 A cromatografia foi realizada no sistema de cromatografia ÄKTA Prime Plus, 

utilizando coluna HiTrapTM 1 mL Chelating HP, e gradiente de imidazol, de 0 a 500 

mM, para eluição da coluna. Foram coletadas as frações correspondentes a picos no 

cromatograma. 
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 As frações coletadas foram submetidas a diálise em solução tampão fosfato 

de sódio (20 mM, pH 7,3), a fim de se retirar o imidazol do meio e manter a enzima 

no pH utilizado nos ensaios de atividade enzimática. 

 

3.15 ANÁLISES DE ESTABILIDADE DA ENZIMA PURIFICADA 

 Os ensaios de preservação da atividade enzimática da enzima purificada ao 

longo do tempo de armazenamento foram realizados através da dosagem, conforme 

o item 2.11, de amostras da enzima mantidas em duas diferentes condições de 

temperatura, sendo estas -20 e 4°C. Esses ensaios foram realizados semanalmente, 

durante um período total de 63 dias. 

 

3.16 INTERFERÊNCIA DA PRESENÇA DE METAIS E OUTROS COMPOSTOS 

NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 A fim de se analisar se íons metálicos e outros reagentes presentes no meio 

reacional afetariam a atividade da L-asparaginase, foram realizados testes na 

presença de alguns metais. Foram testados os sais cloreto de cálcio, sulfato ferroso, 

cloreto de potássio, cloreto de magnésio, sulfato de níquel e cloreto de zinco, além 

de EDTA (etilenodiamino tetra-acético) e imidazol. 

 O procedimento se deu pela adição, a 25 µL de amostra contendo a enzima, 

de 25 µL de solução 2 mM em tampão fosfato de sódio (20 mM, pH 7,3) do suposto 

interferente, e incubação a 37°C do conjunto por 10 minutos. Em seguida, adicionou-

se ao meio reacional 50 µL de solução de asparagina 5 g/L no mesmo tampão, e 

seguiu-se o protocolo de dosagem de atividade enzimática conforme item 3.11. Para 

realização de controle negativo, a solução de suposto interferente foi substituída por 

tampão fosfato de sódio (20 mM, pH 7,3). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ENSAIOS RELATIVOS À ENZIMA RECOMBINANTE DE Pichia pastoris 

 O trabalho anterior do presente grupo de pesquisa (PEREIRA, 2015), 

conforme descrito no item 1.2.5, dedicou-se à clonagem e expressão da 

asparaginase de Zymomonas mobilis na levedura Pichia pastoris de maneira 

constitutiva. Os 2 clones selecionados nesse trabalho, com base na seleção por 

resistência ao antibiótico Zeocina® na concentração de 1000 µg/mL, foram 

submetidos a crescimento em batelada simples e batelada alimentada com glicerol, 

e os sobrenadantes dos meios de cultura foram submetidos a análise de atividade 

enzimática, revelando valores de atividade e rendimento muito pequenos, frente aos 

valores da enzima nativa (ABUD, 2005) e às análises feitas por Einsfeldt (2014) da 

enzima recombinante expressa em Escherichia coli. 

 No presente trabalho, os outros 15 clones obtidos por Pereira (2015), foram 

separados em grupos, de acordo com a resistência às diferentes concentrações de 

Zeocina® (100, 200 e 500 µg/mL). A justificativa para a utilização de transformantes 

com menor resistência ao antibiótico e, consequentemente, com um menor número 

de cópias do gene de interesse integradas ao genoma, residiu na hipótese de que os 

clones anteriormente selecionados possuiriam tantas cópias do gene ZmA que 

estariam fora de uma faixa que a literatura descreve como limite para a expressão 

da proteína de interesse, acima da qual o aumento do número de cópias pode levar 

a um decréscimo da expressão (HOHENBLUM et al., 2004; PAREKH, 1995). 

Dessa maneira, cada grupo foi submetido a crescimento em frascos agitados, 

conforme item 3.7.1, realizados em duplicata para cada clone. Ao final de 22 horas 

de crescimento, foi realizada a análise de atividade enzimática do meio extracelular, 

conforme descrito nos itens 3.8 e 3.11. 

 Não foi detectada, entretanto, atividade enzimática em nenhum dos 

transformantes estudados nesse ensaio, o que descarta a hipótese de que seria o 

suposto número de cópias demasiadamente elevado do gene de interesse o 

responsável pela baixa expressão da enzima. 
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Desta forma, foi realizada nova clonagem do gene ZmA em Pichia pastoris, 

conforme descrito no item 3.6.2. Foram escolhidas, ao acaso, 30 colônias isoladas 

resistentes, após a transformação, à concentração de 100 µg/mL de Zeocina® em 

meio YPDS sólido. A partir dessas 30 colônias, foram realizados 30 propagações em 

meio YPD líquido contendo Zeocina® 100 µg/mL, dando origem a 30 novos estoques 

de Pichia pastoris recombinante. 

 Os 30 clones obtidos foram submetidos a cultivo em batelada simples em 

frascos agitados durante o período de 16 h, conforme descrito no item 3.7.1. Ao final 

do cultivo, foram coletadas amostras para preparo e dosagem da atividade 

enzimática extracelular, conforme itens 3.8 e 3.11. Não foi detectada atividade 

enzimática para nenhum dos 30 novos clones. 

 A enzima L-asparaginase é extremamente sensível à temperatura, podendo 

sofrer perdas bruscas de atividade caso exposta à temperatura ambiente ou mais 

elevada durante longos períodos de tempo (ULU et al., 2016). A utilização de 

estratégia de expressão constitutiva, embora reduza os problemas associados ao 

custo e ao manuseio do metanol, por exemplo, associa a expressão da proteína de 

interesse ao crescimento celular, o que pode não ser desejado nesta situação – tal 

associação faz com que seja necessário que se chegue a elevadas concentrações 

de células no meio de cultivo para que se tenha também uma alta concentração do 

produto de interesse. Dessa forma, a enzima que é supostamente expressa desde o 

início do crescimento celular permanece no meio de cultivo durante todo o 

crescimento, sendo submetida durante esse tempo à temperatura do cultivo – no 

caso de estudo, 30 °C – podendo sofrer desnaturação e inativação. A utilização, 

portanto, de expressão induzida pode talvez ser mais adequada ao processo, visto 

que a enzima só será submetida à temperatura de cultivo durante o tempo de 

indução. Ferrara et al. (2006) realizaram a expressão da enzima L-asparaginase 

recombinante de Saccharomyces cerevisiae em Pichia pastoris, utilizando indução 

por metanol. A expressão da enzima em frascos agitados levou a rendimentos de 

até 562 U/gcel após 5 horas de indução. A construção utilizada pelos autores 

continha a sequência sinal fator α derivado de Saccharomyces cerevisiae de 

endereçamento para o meio extracelular, todavia a enzima expressa ficou retida no 

meio periplasmático. Nguyen et al. (2014) realizaram a expressão heteróloga da L-
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asparaginase de Erwinia chrysantemi em Pichia pastoris, fazendo uso de duas 

linhagens de expressão diferentes – X-33 e SMD1168. Os autores afirmaram que a 

enzima expressa foi exportada para o meio extracelular em ambas as linhagens, e 

que obtiveram atividades enzimáticas iguais a 3,3 UI/mL para a cepa X-33 e 1,8 

UI/mL para a cepa SMD1168. A apresentação dos resultados obtidos pelos autores, 

no entanto, com grandes barras de erro e falta de clareza na identificação das 

amostras, não refletem as conclusões apresentadas. 

 Foram encontrados poucos artigos na literatura sobre expressão heteróloga 

de L-asparaginase em Pichia. Para a realização deste trabalho, uma busca pelos 

termos “asparaginase” e “Pichia” retornou apenas os trabalhos citados acima, o que 

pode ser um indicativo de uma possível dificuldade de se produzir esse tipo de 

enzima em Pichia. 

 

4.2 ENSAIOS RELATIVOS À ENZIMA RECOMBINANTE DE Escherichia coli 

4.2.1 Análise da atividade enzimática extracelular dos clones de Escherichia 

coli 

 Foram realizados ensaios de cultivo, indução e dosagem da atividade 

enzimática do meio de cultivo, conforme descrito no item 3.11, de um estoque da 

cepa BL21(DE3)/pET26b/ans transformada durante a realização do presente 

trabalho (identificada como BL21 pET26b/ans (1)), dois estoques da cepa 

BL21(DE3)/pET26b/ans transformada por Einsfeldt (2014), oriundos de diferentes 

laboratórios (BL21/pET26b/ans (2) e (3)), e um estoque da cepa JM109 DE3 

também transformada com o mesmo plasmídeo (JM109/pET26b/ans). 

 A tabela 4.1 mostra os valores de atividade enzimática, em UI/mL de meio de 

cultivo, e de rendimento por massa seca celular (UI/gcel), da fração extracelular dos 

cultivos realizados. 
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Tabela 4.1 – Atividade enzimática extracelular das cepas de Escherichia coli analisadas 

Amostra 
Concentração de 

células (g/L) 
Atividade 
(UI/mL) 

Rendimento 
(UI/gcel) 

BL21 pET26b/ans (1) 10,080 ± 0,009 0,003 ± 0,010 0,280 ± 0,001 

BL21 pET26b/ans (2) 5,880 ± 0,003 0,08 ± 0,07 12,918 ± 0,012 

BL21 pET26b/ans (3) 6,020 ± 0,005 0,09 ± 0,05 14,708 ± 0,009 

JM109 pET26b/ans 7,90 ± 0,02 0,004 ± 0,009 0,524 ± 0,001 

 

 Os valores de atividade, em UI/mL, encontrados para as cepas BL21 

pET26b/ans (1) e JM109 pET26b/ans, podem ser estatisticamente considerados 

iguais a zero, visto que os valores de erro superam os das médias de atividade 

encontradas. 

 É possível perceber que os valores de concentração celular ao final da 

indução se apresentaram bastante diferenciados entre si, variando de 5,9 a 10,1 g/L 

(densidade óptica final a 600 nm em torno de 3,0, após tempo de crescimento total 

igual a 7 horas, incluindo os períodos anterior e posterior à indução). Esses valores 

também são consideravelmente superiores aos encontrados por Einsfeldt (2014), 

que não foram superiores a 1 g/L na expressão em frascos agitados, com indução 

por lactose. Uma vez que o método utilizado não leva em consideração a densidade 

óptica inicial dos cultivos após o inóculo, e sim o volume de meio contendo células 

utilizado para inocular, essa disparidade de valores de concentração celular final 

pode ser justificado por diferentes concentrações de células no início do cultivo, 

levando a diferentes padrões de crescimento. 

 A literatura descreve cultivos em batelada simples em frascos agitados nos 

quais a densidade óptica atingiu valores tão elevados quanto ou maiores que os 

encontrados no presente trabalho, em tempos de crescimento celular semelhantes. 

Tao et al. (1999), por exemplo, chegaram a densidades ópticas a 600 nm  em torno 

de 3,0, após 6 horas de crescimento, ao realizarem o cultivo da cepa Escherichia 

coli da linhagem MG1655 em frascos agitados, utilizando meio de cultivo LB 

suplementado com glicose. Browning et al. (2017), ao expressarem hormônio de 
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crescimento humano de forma heteróloga em E. coli em frascos agitados, 

alcançaram densidades ópticas a 600 nm superiores a 2,5 para os cultivos sem 

indução, e a valores entre 2 e 2,5, para os cultivos induzidos com IPTG, após um 

período de 8 horas de crescimento. Larentis et al. (2011) realizaram a expressão da 

adesina de superfície pneumocócica A recombinante (rPsaA) de Streptococcus 

pneumoniae em E. coli, com a avaliação dos parâmetros de concentração do indutor 

IPTG, temperatura de cultivo e tempo de indução através da técnica de 

planejamento experimental de delineamento composto central. Nos experimentos de 

tempo de indução igual a 6 horas, chegou a valores de densidade óptica iguais a 

3,23 a 600 nm; ao avaliarem os parâmetros de tempo de cultivo e concentração de 

cloreto de sódio no meio utilizando planejamento experimental composto central de 

face centrada, Larentis et al. (2012) chegaram à densidade óptica de 7,72 a 600 nm 

ao serem utilizadas as condições de 7 horas de cultivo (início da fase exponencial da 

bactéria) e concentração de cloreto de sódio no meio igual a 0. 

 É também possível notar que as cepas de BL21 (2) e (3), oriundas 

originalmente do mesmo estoque, apresentaram atividades enzimáticas superiores 

aos valores encontrados para as cepas transformadas neste trabalho – tanto a de 

linhagem BL21 quanto a de linhagem JM109. 

 A tentativa de uso como plataforma de expressão da cepa JM109, 

comumente utilizada apenas para propagação plasmidial, teve como justificativa 

resultados anteriormente observados pelo grupo de pesquisa, em que a cepa JM109 

se mostrou melhor produtora de determinada molécula de interesse, quando 

comparada a linhagens de Escherichia coli descritas na literatura como melhores 

plataformas de expressão, como a TOP10 e a BL21 (CARNEIRO, 2014). 

O maior valor de atividade encontrado, igual a (0,089 ± 0,053) UI/mL, com 

rendimento de (14,708 ± 0,009) UI/g de células, para a cepa BL21 (3), foi 

consideravelmente inferior aos encontrados por Einsfeldt (2014) ao expressar em 

frascos agitados, que chegaram a valores de atividade iguais a 1,36 UI/mL. Outros 

experimentos realizados com a mesma cepa pelo presente grupo de pesquisa 

também levaram a valores de atividade muito baixos em relação aos encontrados 

por Einsfeldt (2014). 



57 
 

Percebe-se que as cepas que apresentaram maior crescimento celular 

(BL21(DE3)/pET26b/ans (1) e JM109 (DE3)/pET26b/ans) foram as que também 

apresentaram menor valor de atividade por meio de cultivo. Tal fenômeno pode ser 

explicado pela relação entre uma possível menor quantidade de plasmídeos no meio 

intracelular, o que reduziria a expressão da enzima, a um menor desvio do 

maquinário celular para a expressão, levando a um maior crescimento celular. 

Larentis et al. (2011), em seu planejamento experimental da expressão em frascos 

agitados da adesina de superfície pneumocócica A recombinante (rPsaA) de 

Streptococcus pneumoniae em E. coli, atingiram valores superiores de concentração 

celular após 6 horas de indução para os cultivos em que a concentração do indutor 

IPTG era menor (absorbância a 600 nm igual a 3,23 para 0,1 mM de IPTG e igual a 

1,91 para 1 mM do indutor, a 20 °C; absorbância a 600 nm igual a 1,95 para 0,1 mM 

IPTG e igual a 1,58 para 1 mM do indutor). 

 

4.2.2 Análise da atividade enzimática intracelular dos clones de Escherichia 

coli 

 Foram realizados ensaios de cultivo, indução e rompimento das células para a 

análise da atividade enzimática intracelular não somente para o clone de expressão 

citoplasmática (BL21 pET28b/ans), mas também para os transformantes utilizados 

no ensaio anterior (item 4.2.1). 

 A tabela 4.2 mostra os valores de atividade enzimática da enzima presente no 

meio intracelular dos clones estudados após 4 h de indução com lactose 10 g/L, em 

frascos agitados. 

Tabela 4.2 – Atividade enzimática presente no meio intracelular dos clones estudados 

Amostra 
Concentração de 

células (g/L) 
Atividade 
(UI/mL) 

Rendimento 
(UI/gcel) 

BL21 pET26b/ans (1) 10,080 ± 0,009 0,048 ± 0,007 4,782 ± 0,001 

BL21 pET26b/ans (2) 5,880 ± 0,003 18,3 ± 1,5 3109,5 ± 0,2 

BL21 pET26b/ans (3) 6,020 ± 0,005 22,18 ± 2,14 3684,7 ± 0,4 

JM109 pET26b/ans 7,90 ± 0,02 5,22 ± 0,08 660,42 ± 0,04 

BL21 pET28a/ans 5,360 ± 0,006 11,91 ± 1,08 2221,7 ± 0,2 
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 Conforme se pode observar, os valores de atividade enzimática intracelular se 

mostram consideravelmente superiores aos encontrados para a atividade 

extracelular. Os valores de atividade intracelular encontrados para os clones 

contendo o plasmídeo pET26b/ans, os quais, segundo Einsfeldt (2014), teriam sua 

produção da enzima recombinante majoritariamente exportada para o meio 

extracelular, superam os valores de atividade intracelular da cepa contendo o 

plasmídeo pET28a/ans, de expressão exclusivamente citoplasmática. Todos os 

valores de atividade intracelular encontrados superam os descritos por Einsfeldt 

(2014) para a cepa contendo o plasmídeo pET28a/ans, que chegaram a 7,6 UI/mL 

(7630 UI/gcélula). Logo, a partir desse resultado, o clone BL21 pET26b/ans (3) foi o 

escolhido para os ensaios subsequentes. 

 Buscando compreender a distribuição da enzima no interior das células, 

realizou-se a medição da atividade enzimática do produto total da lise celular e do 

sobrenadante do produto lisado. Para tanto, foram feitos três cultivos concomitantes, 

em condições idênticas, em frascos agitados. A figura 4.1 contém os dados 

levantados nesses ensaios, evidenciando a proporção entre os as atividades do 

produto total da lise celular e de sua fração solúvel. 

 

Figura 4.1 – Proporção entre as atividades, em UI/mL, das frações solúvel e insolúvel do produto 
intracelular. 

 Conforme se pode notar, a atividade da enzima presente na fração solúvel 

representa apenas (28 ± 2) % da atividade total presente no meio intracelular, o que 

sugere que a maior parte da asparaginase não se encontra solúvel no citosol, mas 

0,0

5,0

10,0

15,0

20,0

25,0

30,0

A
ti

v
id

a
d

e
 e

n
z
im

á
ti

c
a
 (

U
I/
m

L
) 

Extrato total Fração solúvel



59 
 

sim na fração de membrana das células, o que inclui o periplasma celular e 

possíveis formas associadas a corpos de inclusão. 

 Dessa maneira, é possível levantar a hipótese de que o endereçamento para 

o meio periplasmático esteja de fato acontecendo, mas, ao contrário do constatado 

por Einsfeldt (2014), a enzima não escape para o meio extracelular, permanecendo 

no periplasma. Uma outra possibilidade é a de que, na realidade, a quantidade de 

asparaginase expressa nos experimentos de Einsfeldt tenha se acumulado também 

no espaço periplasmático, mas que a expressão tenha sido muito superior, de forma 

que uma quantidade significativa de enzima tenha sido extravasada para o meio 

extracelular; no entanto, uma vez que Einsfeldt não relata dados de atividade 

enzimática intracelular com transformantes contendo o plasmídeo pET26b/ans, não 

é possível comprovar esta hipótese. 

 O sistema pET26b, utilizado nesse trabalho, possui em sua extremidade N-

terminal uma sequência sinal pelB, que segue um mecanismo de secreção mediado 

por translocação periplasmática (KOSTER et al., 2000; MERGULHÃO et al., 2005). 

A secreção extracelular associada a esse mecanismo é uma etapa complexa que 

exige a ação de 12 a 16 proteínas, cujas funções individuais ainda são 

desconhecidas (LORY, 1998; MERGULHÃO et al., 2000; PUGSLEY et al., 1997; 

SANDKVIST, 2001). Dentre as possíveis causas, segundo a literatura, para o 

extravasamento do conteúdo periplasmático para o meio extracelular estão a 

formação de membranas externas individuais durante o processo de divisão celular, 

a perturbação das membranas durante o processo de produção de proteínas 

recombinantes e o aumento da pressão osmótica devido ao acúmulo da proteína 

recombinante no meio periplasmático, forçando o transporte através da membrana 

externa (HASENWINKLE et al., 1997; MERGULHÃO et al., 2004; MERGULHÃO et 

al., 2005; PUGSLEY et al., 1997; SLOS et al., 1994). 

 A literatura mostra que o uso da sequência pelB para sinalização da proteína 

recombinante para o meio periplasmático pode levar tanto ao extravasamento da 

mesma para o meio extracelular quanto à retenção no periplasma. Better et al. 

(1993), Zambonelli et al. (2003) e Murkherjee et al. (2004) relataram, em expressões 

de anticorpos, fosfolipase D e anticorpos de cadeia simples (scFv), respectivamente, 

utilizando a sequência pelB, a presença da proteína no meio de cultivo. Por outro 
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lado, Barth et al. (2000), Oelschlaeger et al. (2003), Bayly et al. (2002). Schäffner et 

al. (2001) e Chatel et al. (1999) – estes últimos utilizando o plasmídeo pET26b – 

relataram que o uso da mesma sequência sinalizadora levou à retenção das 

proteínas recombinantes no espaço periplasmático, sendo necessárias etapas de 

extração da enzima para a realização dos demais ensaios, como etapas de 

purificação. 

 

4.2.3 Permeabilização da parede celular por choque osmótico 

 Foi realizado um cultivo em duplicata, conforme descrito em materiais e 

métodos para os ensaios de permeabilização da parede celular, segundo o 

procedimento de choque osmótico descrito no item 3.10, a fim de liberar o conteúdo 

periplasmático. Parte do material celular foi também rompido por lise, de forma a ser 

possível comparar a quantidade de enzima total à liberada pelo choque osmótico. 

Os resultados relativos aos ensaios de lise celular por ultrassom e choque osmótico 

são apresentados nas tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente, e na figura 4.2. 

Tabela 4.3 – Atividade enzimática das amostras obtidas pelo procedimento de lise celular por 
ultrassom 

Amostra Atividade (UI/mL) Rendimento (UI/gcel) 

Extrato total 
 

17,1 ± 0,7 (27,8 ± 2,8) x 10² 

Fração solúvel 
 

4,9 ± 1,5 (8 ± 2) x 10² 

 

Tabela 4.4 – Atividade enzimática das amostras obtidas pelo procedimento de choque osmótico 

Amostra Atividade (UI/mL) Rendimento (UI/gcel) 

Extrato total 
 

10 ± 3 (16 ± 4) x 10² 

Fração solúvel 
 

1,03 ± 0,00 166 ± 10 
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Figura 4.2 – Rendimentos, em UI/gcel, das atividades enzimáticas das amostras obtidas nos 
procedimentos de lise celular e choque osmótico 

 

 Compreende-se que, caso o procedimento de choque osmótico fosse 

satisfatório, o conteúdo periplasmático seria extravasado para o meio reacional, 

permanecendo solúvel ao final do procedimento. 

 Conforme se pode observar nas tabelas 4.3 e 4.4 e na figura 4.2, os valores 

dos rendimentos, em UI/gcel, dos sobrenadantes dos produtos de choque osmótico 

correspondem a apenas 6% dos rendimentos dos produtos totais de lise. Dessa 

forma, pode-se considerar que o método não foi eficiente para os objetivos 

desejados neste estudo. 

 Nota-se também que os valores de rendimento do extrato total do 

procedimento de choque osmótico correspondem a 56,7 % dos rendimentos dos 

produtos de lise, o que evidencia que, dentre os procedimentos estudados, a lise 

celular é o que disponibiliza maior quantidade de enzima para análise. É possível 

que a localização intracelular da enzima solúvel, portanto, seja predominantemente 

citoplasmática, e apenas uma parcela seja endereçada para o periplasma celular, 

visto que se obtém maior atividade enzimática quando há rompimento das células. 

Pode-se supor, ainda, que tenha havido perda na atividade enzimática para um dos 

ensaios durante a realização do choque osmótico, mas os dados fornecidos pela 

análise não são suficientes para validar tal afirmação. 
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 Ferrara et al. (2010) realizaram procedimentos de extração do conteúdo 

periplamático de asparaginase recombinante em levedura, conseguindo uma 

recuperação de 85% da enzima, ao utilizar estratégia de choque térmico seguido de 

extração com tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,0, e de 100% ao realizar 

extração alcalina utilizando solução de fosfato de sódio contendo cisteína. 

 

4.2.4 Influência da composição do meio na expressão da L-asparaginase 

 Os ensaios desta seção se destinaram à observação paralela da ação de dois 

parâmetros na expressão da L-asparaginase – o tipo de meio utilizado, sendo 

testados os meios Luria-Bertani (LB) comum e com quantidade reduzida de sais 

(“low salt”), e a presença do indutor, lactose, na concentração de 10 g/L. Para isso, 

foram realizados cultivos em batelada em frascos agitados utilizando os dois meios; 

metade dos frascos foi induzida com lactose 10 g/L, conforme descrito no item 3.7.2, 

e a outra metade não foi induzida. Foram retiradas amostras de cada frasco no 

momento da indução, e após 2 e 4 horas após a adição do indutor. A tabela 4.5 

apresenta os dados relativos a esse experimento, enquanto a figura 4.3 apresenta, 

graficamente, os valores de rendimento apresentados na tabela 4.5. 

Tabela 4.5 – Concentração celular, atividade enzimática e rendimento (YP/X) dos cultivos em frascos 
agitados sob diferentes condições, após 0, 2 e 4 horas de indução por lactose 10 g/L 

Amostra 
Concentração 
celular (g/L) 

Atividade 
(UI/mL) 

Rendimento 
(UI/gcel) 

0 h de 
indução 

LB 
comum 

Sem indução 2,948 ± 0,006 0,056 ± 0,002 18,839 ± 0,001 

Com indução 2,955 ± 0,003 0,056 ± 0,002 18,791 ± 0,001 

LB 
Low Salt 

Sem indução 2,978 ± 0,004 0,049 ± 0,008 16,479 ± 0,003 

Com indução 3,053 ± 0,006 0,050 ± 0,003 16,471 ± 0,001 

   
   

 
  

 
  

2 h de 
indução 

LB 
comum 

Sem indução 6,260 ± 0,002 0,592 ± 0,014 94,637 ± 0,002 

Com indução 5,280 ± 0,002 7,0 ± 0,5 1331,78 ± 0,09 

LB 
Low Salt 

Sem indução 5,800 ± 0,002 1,08 ± 0,05 186,530 ± 0,009 

Com indução 5,060 ± 0,001 7,1 ± 0,7 1401,65 ± 0,13 

   
   

 
  

 
  

4 h de 
indução 

LB 
comum 

Sem indução 7,190 ± 0,003 2,8 ± 0,4 382,49 ± 0,06 

Com indução 5,980 ± 0,003 16,6 ± 1,6 2772,14 ± 0,2 

LB 
Low Salt 

Sem indução 7,070 ± 0,004 4,0 ± 0,2 562,63 ± 0,03 

Com indução 5,520 ± 0,002 14,8 ± 1,0 2688,57 ± 0,18 
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Figura 4.3 – Rendimentos, em UI/gcel, das atividades enzimáticas dos cultivos realizados, nos meios 
LB comum e low salt, após 0, 2 e 4 horas de indução com lactose 10 g/L. 

 

 Nota-se que o crescimento celular e a atividade enzimática da L-asparaginase 

intracelular são praticamente indiferentes à mudança de meio de cultivo de LB 

comum para o meio com menor quantidade de sais. Observa-se que os cultivos em 

condições semelhantes, variando apenas o meio utilizado, apresentaram, em todos 

os tempos estudados, concentração celular final e atividade enzimática também 

semelhantes. 

 Percebe-se também que a concentração final de células nos cultivos não 

induzidos se mostra superior (entre 17 e 22 %) à dos cultivos em que a lactose foi 

adicionada como indutor. Isso pode ser explicado, mais uma vez, pelo desvio do 

maquinário celular para a expressão da enzima recombinante, diminuindo as taxas 

de crescimento celular. 

 O efeito da indução por lactose no que diz respeito à expressão da L-

asparaginase, no entanto, se mostrou diferente do que era esperado nos cultivos 

não induzidos. Diferentemente do que foi observado por Einsfeldt (2014), houve 

vazamento de expressão na ausência do indutor, com atividade enzimática entre 17 

e 27% em relação aos cultivos induzidos. Essa disparidade pode ser explicada pelo 
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fato de Einsfeldt ter analisado somente a atividade enzimática do meio extracelular 

nos cultivos com a cepa BL21(DE3)pET26b/ans, não sendo capaz, portanto, de 

perceber esse vazamento. 

 Conforme explicado no item 1.3.2.1, a estratégia de utilização do promotor T7 

pode levar, de fato, à expressão basal da enzima de interesse na ausência do 

indutor, conforme observado neste trabalho. Em situações em que essa expressão 

basal comprometesse os objetivos dos experimentos, poderia ser utilizada a 

estratégia de uso do plasmídeo pLysS ou pLysE para co-expressão da T7 lisozima, 

que é expressa a taxas baixas e se liga à T7 RNA polimerase, inativando-a e 

evitando a expressão da enzima de interesse na ausência do indutor; no entanto, o 

presente grupo de trabalho não julgou necessário o uso desse artifício, visto que, no 

momento da indução, a expressão da L-asparaginase  é praticamente nula. 

 

4.2.5  Purificação da L-asparaginase de E. coli por cromatografia de afinidade 

Foi realizada a cromatografia de afinidade em coluna de níquel, conforme 

descrito no item 2.14. O cromatograma obtido, conforme mostrado na figura 4.4, 

revelou a presença de 3 picos de absorbância, nas concentrações de 124, 215 e 320 

mM de imidazol. As frações correspondentes a esses picos, bem como o material 

inicialmente não adsorvido à coluna (“flow-through”) e o correspondente à lavagem 

da coluna (“lavado”), foram coletadas em tubos de 2,0 mL, em volumes de 1,4 mL, e 

o material de cada tubo foi submetido a análises de atividade enzimática e dosagem 

de proteínas totais. A tabela 4.6 contém os dados da cromatografia, enquanto a 

figura 4.5 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras 

de cada tubo. 

 Neste trabalho, as amostras coletadas foram nomeadas numa forma “Fx.y”, 

onde “x” corresponde ao pico (1, 2 ou 3) e “y” corresponde ao número do tubo, na 

ordem em que foi usado na coleta. 
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Figura 4.4 – Cromatografia em coluna de níquel do extrato enzimático presente no meio intracelular 
correspondente a 200 mL de cultivo após 4 horas de indução com lactose 10 g/L 
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Tabela 4.6 – Resultados da purificação em coluna de níquel 

AMOSTRA 
Atividade total 

(UI) 
Quantidade total de 

proteínas (mg) 
Atividade específica 

(UI/mgprot) 
Rendimento 

(%) 
Fator de 

Purificação 

Lisado 591 ± 110 72,8 ± 1,4 4,9 ± 1,5 100 1 

Flow-Through 18,7 ± 0,8 11,00 ± 0,20 1,02 ± 0,08 3,16 0,21 

Lavado 31,6 ± 2,4 9,6 ± 0,7 2,0 ± 0,3 5,35 0,41 

  
 

 
  

 
  

 
 

  

Fração 1                   
(124 mM 
imidazol) 

F1.1 0,35 ± 0,07 0,068 ± 0,009 3,08 ± 1,3 0,06 0,63 

F1.2 0,73 ± 0,08 2,21 ± 0,10 0,20 ± 0,04 0,12 0,04 

F1.3 0,69 ± 0,08 1,94 ± 0,12 0,22 ± 0,04 0,12 0,04 

F1.4 0,44 ± 0,10 0,84 ± 0,06 0,32 ± 0,13 0,07 0,06 

  
 

 
  

 
  

 
 

  
Fração 2                    
(215 mM 
imidazol) 

F2.1 0,70 ± 0,08 0,163 ± 0,008 2,6 ± 0,5 0,12 0,53 

F2.2 0,55 ± 0,05 0,085 ± 0,003 3,9 ± 0,6 0,09 0,80 

  
 

 
  

 
  

 
 

  

Fração 3                    
(320 mM 
imidazol) 

F3.1 24 ± 4 0,106 ± 0,011 133 ± 45 3,99 27,37 

F3.2 37 ± 4 0,202 ± 0,014 111 ± 22 6,33 22,80 

F3.3 44 ± 15 0,299 ± 0,008 88 ± 51 7,44 18,14 

F3.4 62 ± 7 0,28 ± 0,03 130 ± 37 10,42 26,79 

F3.5 38 ± 3 0,154 ± 0,001 149 ± 20 6,47 30,65 

F3.6 5,4 ± 0,9 0,037 ± 0,000 89 ± 24 0,92 18,20 
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Figura 4.5 – SDS-PAGE dos resultados da purificação por cromatografia de afinidade, corado com 
Coomassie Blue R-250. As amostras aplicadas foram padronizadas pela concentração de proteínas. 

Colunas: 1 – Padrão de massas moleculares (PageRuler ™ Prestained Protein Ladder); 2 – 
Sobrenadante correspondente ao material lisado; 3 – Flow-through; 4 – Lavagem da coluna; 5 – F1.1; 
6 – F1.2; 7 – F1.3; 8 – F1.4; 9 – F2.1; 10 – Padrão de massas moleculares; 11 – Padrão de massas 
moleculares; 12 – Sobrenadante correspondente ao material lisado; 13 – F2.2; 14 – F3.1; 15 – F3.2; 

16 – F3.3; 17 – F3.4; 18 – F3.5; 19 – F3.6; 20 – Padrão de massas moleculares. As bandas dos 
padrões de massas correspondentes às massas de 35 e 45 kDa estão indicadas na figura 

 

 Conforme se pode notar pela tabela 4.6, uma pequena parte da enzima não é 

adsorvida à coluna, de forma que as atividades enzimáticas totais do flow-through e 

do lavado, somadas, correspondam a 5,7% da atividade da amostra inicial. A 

utilização de mais de uma coluna, em série, poderia reduzir esse fenômeno, uma 

vez que haveria mais superfície disponível para a adsorção do produto perdido nas 

primeiras etapas da cromatografia. 

Nota-se também que a fração 3, correspondente à porção do gradiente igual a 

320 mM de imidazol, é a que retém os maiores valores de atividade enzimática, o 

que sugere que a enzima é eluída nessa concentração de imidazol. Essa hipótese é 

sustentada pelo que é apresentado na figura 4.5, que mostra bandas bastante 

intensas para as amostras correspondentes à fração 3 na altura entre 35 e 45 kDa, o 
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que possivelmente corresponde à asparaginase em estudo, cujo monômero tem em 

torno de 37,8 kDa de massa. A mesma figura mostra que essa mesma fração possui 

poucos outros compostos, de forma que não se enxergue claramente outras bandas 

senão as que se acredita que correspondam à L-asparaginase; por outro lado, as 

outras frações coletadas na região do gradiente de imidazol não apresentam uma 

quantidade significativa de proteínas na altura supostamente correspondente à 

asparaginase, o que ratifica a sugestão de que a enzima é eluída somente a 320 

mM de imidazol. É importante ressaltar que, embora os valores de atividade total e 

rendimento relativos às amostras recolhidas da fração 3 isoladamente não sejam 

muito altos, ao serem somados resultam em 210 UI de atividade total e 35,6% de 

rendimento para essa mesma fração, com fator de purificação igual a 24. 

 A tabela 4.6 também mostra que a soma dos rendimentos de todas as 

amostras coletadas correspondem somente a 44,66% da atividade enzimática total 

presente na amostra inicial, o que indica que mais da metade da atividade é perdida. 

Tal fenômeno pode ser justificado por uma possível perda de atividade enzimática 

nos processos de purificação, que não é realizada com controle da temperatura, e 

diálise, ou pela perda da própria enzima, que pode ficar adsorvida a coluna de 

maneira a não ser eluída com o imidazol utilizado. Nota-se que há também uma 

perda de 63% da quantidade total de proteínas em relação ao conteúdo 

originalmente lisado. 

 O uso do pH 8,5, diferente do utilizado para a dosagem de atividade 

enzimática (igual a 7,3), pode também ter interferido na perda da atividade da L-

asparaginase. No entanto, ensaios anteriores a este trabalho mostraram que não há 

sucesso na purificação da enzima ao se utilizar valores de pH próximos ao usado na 

dosagem de atividade. Deve-se ressaltar, também, que o valor de pH igual a 8,5 não 

se encontra na região de tamponamento do fosfato de sódio, o que deixa a solução 

suscetível a mudanças bruscas de pH na presença de compostos que possam 

acidificar ou alcalinizar o meio.  

 É importante ressaltar que, para fins de utilização da enzima como 

biofármaco, uma única etapa de purificação não é suficiente, sendo necessária a 

confirmação da inexistência de componentes que podem ter ação tóxica ou inibitória 

no organismo de um paciente; portanto, para dar prosseguimento à pesquisa, são 
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necessárias outras etapas de purificação, que garantam, de fato, um altíssimo grau 

de pureza à enzima.  

 Girão et al. (2016) realizaram a purificação da L-asparaginase recombinante 

de Saccharomyces cerevisiae em Pichia pastoris, através de um processo dividido 

em três etapas – o conteúdo a ser purificado foi primeiro submetido a 

ultracentrifugação e então sofreu dois processos cromatográficos em sequência, 

sendo o primeiro de exclusão molecular e o outro de troca iônica. Os autores 

conseguiram um produto final com fator de purificação igual a 10,9, e rendimento de 

51,3%.  

 

4.2.6 Ensaios de estabilidade da enzima purificada 

 Uma vez que, conforme foi mostrado no item 4.2.5, as amostras coletadas da 

fração 3 apresentaram elevada atividade enzimática e perfil eletroforético bastante 

semelhante, as sub-frações F3.2 a F3.6 foram colocadas em um mesmo tubo. A 

amostra F3.1 não foi acrescentada às demais devido ao fato de o gel de 

polacrilamida (figura 4.5) revelar, nessa mesma amostra, a presença de outras 

bandas além da supostamente correspondente à asparaginase. Dessa maneira, com 

a finalidade de facilitar o estudo, a amostra F3.1 passou a ser chamada de F3.I, 

enquanto que a mistura das demais sub-frações passou a ser chamada de F3.II. 

 As amostras F3.I e F3.II foram as selecionadas para os demais ensaios 

descritos neste trabalho. 

 Conforme descrito no item 3.15, parte dos volumes das amostras F3.I e F3.II 

foi armazenada a 4 °C, enquanto a outra parte foi armazenada a -20 °C. 

Periodicamente, alíquotas dessas amostras foram recolhidas e submetidas a análise 

de atividade enzimática, em um período de até 63 dias. Os valores de atividade 

enzimática residual das quatro amostras analisadas ao longo do tempo encontram-

se na tabela 4.7, e seus perfis de comportamento de atividade enzimática percentual 

são exibidos na figura 4.6. 
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Tabela 4.7 – Atividade enzimática residual das amostras F3.I e F3.II, armazenadas, cada uma, às 
temperaturas de -20 e 4 °C, ao longo do tempo 

Tempo 
(Dias) 

F3.I (-20 °C) 
(UI/mL) 

F3.I (4 °C) 
(UI/mL) 

F3.II (-20 °C) 
(UI/mL) 

F3.II (4 °C) 
(UI/mL) 

0 13,5 ± 2,4 13,5 ± 2,4 31 ± 3 31 ± 3 

7 - 12,1 ± 0,7 - 43 ± 3 

13 0,0 ± 0,7 12,1 ± 1,7 0 ± 3 38 ± 12 

21 0,0 ± 0,7 7,99 ± 1,04 0 ± 3 29,6 ± 1,1 

26 0,0 ± 0,7 7,3 ± 0,4 0 ± 3 29 ± 3 

34 0,0 ± 0,7 6,7 ± 0,4 0 ± 3 22,7 ± 2,7 

42 0,0 ± 0,7 3,6 ± 0,4 0 ± 3 11,5 ± 0,8 

56 0,0 ± 0,7 2,6 ± 0,4 0 ± 3 - 

63 0,0 ± 0,7 2,4 ± 0,5 0 ± 3 - 

 

 

Figura 4.6 – Percentual de atividade enzimática residual, em relação aos valores referentes a 0 dias 
de armazenamento, das amostras F3.I e F3.II, em diferentes condições de armazenamento, ao longo 

do tempo de estocagem 

 

Conforme se pode notar, as atividades enzimáticas das amostras expostas à 

temperatura de armazenamento igual a -20 °C tiveram uma queda brusca de 

atividade enzimática, com inativação total em menos de duas semanas de 

armazenamento. Para a amostra F3.I, houve decaimento de até 82,4% de atividade 
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após 63 dias de armazenamento a 4 °C, enquanto que a amostra F3.2 apresentou 

decaimento de 63,3% após 42 dias de estocagem à mesma temperatura. 

A amostra F3.II, conforme se observa na tabela 4.7 e na figura 4.6, sofre, ao 

longo da primeira semana de armazenamento a 4°C, um acréscimo de 

aproximadamente 38% de atividade enzimática. Einsfeldt (2014) também relatou 

aumentos relativos de atividade enzimática ao longo do tempo de conservação, 

embora esses aumentos tenham se mostrado mais sutis, chegando a um aumento 

de 7% entre o segundo e o terceiro dia de armazenamento a 4 °C em solução 

contendo sorbitol como agente de preservação. 

Percebe-se também que a amostra F3.II, supostamente com menor teor de 

contaminantes em relação à amostra F3.I, permaneceu com maior percentual de 

atividade enzimática residual ao longo de todo o tempo analisado, o que pode 

indicar que uma amostra mais pura pode levar a uma maior conservação da 

atividade enzimática. No entanto, devido à pequena quantidade de material 

proveniente da cromatografia, apenas uma alíquota de cada amostra foi usada para 

cada temperatura analisada; dessa maneira, o resultado observado foi decorrente de 

análises de amostras únicas, o que não garante reprodutibilidade.  

É importante relatar que o decaimento da atividade enzimática observado no 

presente trabalho difere muito do que foi relatado por Einsfeldt (2014). A autora 

relatou uma atividade residual, ao utilizar o extrato enzimático obtido a partir do meio 

de cultivo lavado e ressuspendido com solução tampão fosfato de sódio 20 mM pH 

7,3, igual a 90 % após 69 dias de armazenamento a 4 °C e a 63 % após o mesmo 

tempo de armazenamento, a -20 °C. Ao utilizar os açúcares sorbitol e manitol como 

agentes de preservação, atingiu atividades residuais ainda mais elevadas, chegando 

a 98,0% após 92 dias de armazenamento a -20 °C, utilizando manitol 0,55 g/L. 

Uma possível hipótese que pode explicar a disparidade de resultados entre o 

presente trabalho e o de Einsfeldt é a possibilidade de a proteína recombinante de 

Zymomonas mobilis permanecer mais estável na presença dos componentes 

presentes no meio de cultivo do que de forma mais pura, na presença somente do 

fosfato de sódio e interferentes em baixas concentrações. Outra possibilidade é a de 

que, uma vez que havia somente um frasco para cada amostra, o constante 
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manuseio, realizado de forma semanal, para realização das análises de atividade, 

tenha levado a uma desestabilização da estrutura da proteína devido a constantes 

alterações de temperatura. No entanto, existe pouco material publicado sobre 

estabilidade de enzimas recombinantes (EINSFELDT, 2014), o que dificulta a 

confirmação dessa hipótese. Larentis et al. (2011), em um dos poucos trabalhos 

abordando essa questão, armazenaram a enzima recombinante PsaA de 

Streptococcus pneumoniae em tampão PBS, e relataram que não houve perda 

significativa da proteína após 36 meses de armazenamento a 4 °C e a -70 °C. Esses 

dados, entretanto, são relativos à concentração da proteína no meio (confirmada por 

densitometria em gel SDS-PAGE), e não à conservação de atividade. 

Também pode-se supor que a etapa de diálise das amostras provenientes da 

cromatografia não tenha sido completamente concluída, de forma que as amostras 

ainda contivessem imidazol residual, o que poderia comprometer a atividade 

enzimática, conforme será discutido no item 4.2.7. 

 

4.2.7 Efeito da presença de interferentes na atividade enzimática 

 Conforme explicado no item 3.16, amostras da enzima da fração mais pura da 

cromatografia de afinidade foram submetidas a análise da atividade enzimática após 

contato em solução com possíveis interferentes, a fim de se analisar se e de que 

forma a presença desses compostos afetaria a atividade enzimática da L-

asparaginase. A figura 4.7 mostra a atividade residual da asparaginase após o 

contato com os compostos analisados. 
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Figura 4.7 – Atividade residual percentual da enzima purificada após 10 minutos de contato com 
possíveis interferentes, em concentração igual a 1 mM 

 

 Percebe-se que, à exceção do EDTA, que não alterou significativamente a 

atividade enzimática, todos os compostos analisados promoveram um decaimento 

na atividade da L-asparaginase, sendo o mais brusco o cloreto de zinco, que 

promoveu uma perda total da atividade enzimática. Os valores percentuais de 

atividade enzimática residual foram iguais a 58,5, 36,2, 20,0, 13,5, 12,6 e 11,5 % na 

presença de CaCl2, KCl, FeSO4, MgCl2, NiSO4 e imidazol, respectivamente. 

 Moorthy et al. (2010), em sua pesquisa de caracterização da L-asparaginase 

extracelular de uma espécie de Bacillus isolada de solos, constataram que o contato 

com EDTA provocava decaimento da atividade enzimática, enquanto que o íon Mg2+ 

provocava aumento de atividade. Os autores ainda relatam que, em estudos 

anteriores, a presença dos íons Ca2+, Fe2+, Mg2+ e Ni2+ não provocaram alteração na 

atividade da L-asparaginase (MOHAPATRA et al., 1995 apud MOORTHY et al., 

2010). 

 Belviso et al. (2017) constataram que a atividade asparaginásica da proteína 

ASPG, encontrada em humanos, sofre aumento na presença de MgCl2, e 

decaimento na presença de EDTA, ZnCl2, KCl, CaCl2 e FeSO4. 

 A asparaginase recombinante de Zymomonas mobilis, ao contrário dos 

exemplos supracitados, sofre interferência negativa do íon Mg2+, e positiva da 

presença do EDTA. Nota-se que diferentes asparaginases se comportam de 

maneiras distintas em relação aos componentes que podem estar presentes no meio 
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reacional, o que possivelmente está intrinsecamente relacionado à estrutura da 

enzima e a possibilidade de ativação ou inativação de sítios ativos por meio da 

interação com os componentes do meio. 

 A figura 4.7 revela que a atividade enzimática sofre quedas bruscas, 

reduzindo seu valor a 12,6 e 11,2 % na presença de sulfato de níquel e imidazol, 

respectivamente. Uma vez que o tipo de análise escolhido não promove a 

recuperação da enzima sem a presença do interferente estudado, não é possível 

saber se os decaimentos de atividade provocados são reversíveis ou não. Supondo 

que haja alguma irreversibilidade, ainda que parcial, na ação do sulfato de níquel 

sobre a atividade enzimática da asparaginase, por exemplo, o processo 

cromatográfico utilizado seria intrinsecamente responsável pelo decaimento da 

atividade enzimática dos produtos obtidos. O efeito seria semelhante caso essa 

suposição também se aplicasse ao imidazol, visto que a eluição da coluna é 

realizada pela imposição de gradiente de imidazol. 

 Por outro lado, a ação inibitória do imidazol sobre a atividade da asparaginase 

sustenta a hipótese, apresentada no item 4.2.6, de que, caso a diálise realizada 

tenha sido ineficiente, de forma que as amostras continuassem contendo imidazol 

residual, isso possivelmente seria um fator que colaboraria para o acelerado 

decaimento, em relação a trabalhos anteriores, da atividade enzimática ao longo do 

tempo. 
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5 CONCLUSÕES 

No presente trabalho, o gene de L-asparaginase de Zymomonas mobilis foi 

clonado em Pichia pastoris sob o controle do promotor GAP para expressão 

constitutiva. A construção continha uma sequência de sinalização para exportação 

para o meio extracelular. Foram realizados cultivos em frascos agitados de todos os 

transformantes provenientes do trabalho anterior (PEREIRA, 2015) e os obtidos 

neste trabalho; no entanto, não foi detectada atividade enzimática no meio de cultivo 

de nenhum transformante.  

Foi também realizada a expressão da L-asparaginase recombinante de Z. 

mobilis em Escherichia coli em frascos agitados, com indução por lactose 10 g/L e 

tempo de indução igual a 4 horas, conforme realizado por Einsfeldt (2014). Foram 

analisadas as expressões das construções BL21(DE3)/pET26b/ans e 

JM109(DE3)/pET26b/ans, de expressão periplasmática, e BL21(DE3)/pET28a/ans, 

de expressão intracelular. Observou-se que os valores de atividade do meio de 

cultivo concentrado das cepas contendo o plasmídeo pET26b/ans foram muito 

baixos (máximo de 0,128 UI/mL) quando comparados aos encontrados por Einsfeldt 

(2014) nas mesmas condições de expressão, que chegaram a 1,3 UI/mL. Percebeu-

se que as cepas contendo o plasmídeo de expressão periplasmática apresentavam 

L-asparaginase no meio intracelular com alta atividade, chegando a 22,18 UI/mL, 

valor este consideravelmente superior ao encontrado para a cepa de expressão 

intracelular (11,91 UI/mL). 

O procedimento de lise celular por ultrassom se mostrou mais eficiente que o 

choque osmótico para recuperação da enzima presente no interior das células de E. 

coli, visto que os valores de atividade das frações solúveis relativas à lise e ao 

choque osmótico foram iguais a 4,9 e 1,03 UI/mL, respectivamente. Com isso, 

levantou-se a hipótese de que a enzima presente no interior das células seja 

predominantemente citoplasmática, e apenas uma parcela seja exportada para o 

periplasma. 

Observou-se que existe um vazamento de expressão na ausência do indutor, 

o que foi evidenciado pela atividade enzimática diferente de zero nos cultivos não 

induzidos após 2 e 4 horas do momento da indução. Esse vazamento, no entanto, 
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não foi maior que 27% em relação aos cultivos induzidos. Percebeu-se também que 

a mudança do meio LB comum para LB “low salt” não ocasionou diferenças 

significativas nos valores de crescimento celular e atividade enzimática. 

Foi realizada a purificação da asparaginase recombinante por cromatografia 

de afinidade a níquel, obtendo-se rendimento de 35,6% e fator de purificação igual a 

24. O material purificado foi submetido a análises de estabilidade de atividade 

enzimática, revelando perda total de atividade após 7 dias de armazenamento a -20 

°C, e perda considerável da atividade enzimática ao longo de dois meses de 

armazenamento a 4 °C, com atividade residual igual a 17,6 % após 63 dias de 

estoque. 

 A L-asparaginase recombinante apresentou queda de atividade enzimática na 

presença dos íons Ca2+, Fe2+, K+, Mg2+, Ni2+ e Zn2+ e do imidazol, na concentração 

de 1 mM, após 10 minutos de contato com esses compostos em solução. A 

presença do EDTA não levou a alterações significativas da atividade enzimática. 
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Os ensaios com a levedura Pichia pastoris não levaram à expressão da 

enzima de interesse, e deixaram algumas questões ainda em aberto. Análises 

futuras de amplificação do gene incorporado à levedura por reação de PCR (reação 

em cadeia da polimerase) serão necessárias para a verificação da presença do gene 

de interesse no genoma das leveduras transformadas, bem como o número de 

cópias. 

Ensaios futuros com a L-asparaginase recombinante de Z. mobilis em E. coli 

deverão também visar a purificação de maior quantidade de material, de forma a 

viabilizar maior número de análises, bem como a investigação dos motivos que 

levaram à rápida queda na atividade enzimática após a purificação e o estudo da 

estabilidade da enzima purificada na presença dos açúcares sorbitol e manitol como 

agentes de preservação. Poderão também ser realizados ensaios de interferência 

com a posterior remoção dos compostos adicionados, de forma a se determinar a 

reversibilidade do efeito imposto pelos mesmos. 

A L-asparaginase é uma enzima utilizada para fins terapêuticos. É importante 

a realização de ensaios citotóxicos e citostásticos com a enzima purificada, 

comparando os resultados com aqueles encontrados por Baptista (2013) com o meio 

de cultivo concentrado. 

Poderão também ser realizados estudos a respeito da possibilidade de 

associação da enzima ao polietilenoglicol, estratégia que, conforme explicado 

anteriormente, é utilizada para se reduzir a imunogenicidade da enzima.  
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