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Bioquímica.  

 A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma neoplasia maligna do sistema 

hematopoiético caracterizada pela alteração do crescimento e proliferação das células 

linfoblásticas na medula óssea com consequente acúmulo de células jovens 

indiferenciadas. A enzima L-asparaginase é usada como agente antineoplásico na 

quimioterapia da LLA e possui grande interesse para a medicina e para a comunidade 

científica. As enzimas utilizadas no tratamento da LLA são obtidas através das bactérias 

Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, ambas as formas nativas causam 

hipersensibilidade clínica e reações alérgicas agudas. Este medicamento é considerado 

estratégico para o Sistema Único de Saúde (SUS), sem produção de biossimilares no 

País e para aplicações clínicas depende de importação. Por esses motivos, a busca de 

novas fontes de asparaginase e a construção de genes para o aumento da expressão de 

forma recombinante são notavelmente atrativas. Neste trabalho, o gene ASP3 que 

codifica a asparaginase II em de S. cerevisiae foi clonado em E. coli utilizando os 

vetores pET28a (expressão intracelular) e pET22b (expressão extracelular). A 

confirmação do gene foi realizada por sequenciamento de DNA e a proteína 

recombinante foi confirmada por espectrometria de massas. A expressão da 

asparaginase, em frascos agitados, para a construção com pET28a-ASPII foi maior, 

quando se considera a atividade total obtida (atividade extracelular somada à atividade 

no pellet), apresentando 240,15 UI/g de célula, enquanto que para pET22b-ASPII, foi 

obtido o valor total de 209,5 UI/g de célula. Em experimentos preliminares de 
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purificação, a enzima extracelular obtida com a construção pET22b-ASPII não 

apresentou atividade enzimática. No entanto, a asparaginase II intracelular solúvel 

obtida através da construção pET28a-ASPII foi purificada por afinidade e apresentou a 

atividade específica de 7,85 UI/mg de proteína . O fato de a proteína ter sido purificada 

com atividade enzimática sugere que a glicosilação não desempenha papel essencial na 

atividade da asparaginase II de S. cerevisiae. A massa molar da subunidade da enzima 

em gel desnaturante foi de aproximadamente 38 kDa, enquanto a forma nativa, estimada 

por cromatografia de exclusão molecular em Superdex 200, foi de 178 kDa, sugerindo 

uma estrutura tetramérica para a proteína, como ocorre para as enzimas de E. coli e E. 

chrisanthemi. Esse valor difere do obtido para a asparaginase II recombinante expressa 

em P. pastoris, que foi de 136 kDa. O ponto isoelétrico (pI) estimado foi de 4,3, 

próximo ao pI da proteína expressa em P. pastoris e da proteína nativa de E. coli, 4,5. A 

enzima recombinante apresentou baixa atividade glutaminásica, o que possibilita a sua 

utilização como medicamento por apresentar menor risco de efeitos tóxicos durante a 

terapia contra o câncer. Também apresentou atividade antitumoral dose-dependente em 

testes com as linhagens celulares leucêmicas K562 e Jurkat, com IC50 de 3,63 e 1,77 

UI/mL, respectivamente. O conjunto dos resultados indica a asparaginase II de S. 

cerevisiae recombinante expressa em E. coli como um potencial medicamento a ser 

desenvolvido para o tratamento da LLA. 
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Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant neoplasia of the hematopoietic 

system characterized by altered growth and proliferation of lymphoblastic cells in the 

bone marrow, with consequent accumulation of undifferentiated young cells. The 

enzyme L-asparaginase is used as an antineoplastic agent in the chemotherapy of ALL 

and is of great interest to medicine and the scientific community. The enzymes used in 

the treatment of ALL are obtained by Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. 

However, both native forms cause clinical hypersensitivity and acute allergic reactions. 

This enzyme is a product considered strategic in prospective studies in the area of 

Public Health in Brazil, without production of biosimilars in the country and for clinical 

applications depends on importation. For these reasons, the search for new sources of 

asparaginase and the construction of genes to increase expression in a recombinant way 

are remarkably attractive. In this work, the ASP3 gene that natively expresses 

asparaginase II in small concentrations by S. cerevisiae was cloned in E. coli using the 

vectors pET28a (intracellular expression) and pET22b (extracellular expression). Gene 

confirmation was performed by DNA sequencing and the recombinant protein sequence 

was confirmed by Mass Spectrometry. The expression of asparaginase in stirred flasks 

for the construction with pET28a-ASPII was higher when considering the total activity 

obtained by ammonium dosing (extracellular activity added to pellet activity). For the 

pET28a-ASPII construct, this value was 240.15 IU/g cell, while for pET22b-ASPII, the 

total value was 209.5 IU/g cell. In preliminary purification experiments, the 
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extracellular enzyme obtained with the pET22b-ASPII construct showed no enzymatic 

activity. However, the soluble intracellular asparaginase II obtained through the 

pET28a-ASPII construct was affinity purified and presented a specific activity of 7.85 

IU mg-1 of protein. The fact that the protein has been purified with enzymatic activity 

indicates that glycosylation does not appear to play an essential role in asparaginase II 

activity, which makes E. coli to be used as a recombinant asparaginase II expression 

system. The molar mass of the subunit in denaturing gel enzyme was approximately 38 

kDa, while the native form, estimated by exclusion chromatography on Superdex 200, 

was 178 kDa, suggesting a tetrameric structure, such as those of E. coli and E. 

chrysanthemi. This molecular mass differs from the recombinant asparaginase II 

expressed in P. pastoris which was 136 kDa. The estimated isoelectric point (pI) was 

4.3, approximate to the pI of the asparaginase II expressed in P. pastoris and native E. 

coli protein, 4.5. The recombinant enzyme showed low glutaminase activity, which 

makes it possible to use it as a drug because it presents a lower risk of toxic effects 

during cancer therapy. It also showed antitumor activity against the K562 and Jurkat 

cell lines in a dose-dependent manner with IC50 of 3.63 and 1.77 IU/mL, respectively. 

Therefore, due to these results the recombinant asparaginase II expressed in E. coli has 

promising characteristics for use as a medicament for the treatment of ALL. 

 

Key words: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL), asparaginase II, Saccharomyces 

cerevisiae, ASP3 gene, Escherichia coli. 

 

 



 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Leucemia Linfoblástica Aguda 

 

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna, caracterizada 

pelo acúmulo de células linfoblásticas imaturas na medula óssea, sendo os sinais e 

sintomas apresentados pelos pacientes resultantes de graus variáveis de anemia, 

neutropenia, trombocitopenia e infiltração dos tecidos por células leucêmicas (Kebriaei 

et al., 2003). A LLA é o tipo de câncer mais comum na infância (INCA, 2014). 

Globalmente, 3 em 100 mil indivíduos podem adquirir ou desenvolver a doença, 

principalmente em idades menores que seis anos (Grigoropoulos et al., 2013).  

Embora a causa da LLA seja desconhecida, é improvável que a transformação 

leucêmica seja resultante de um evento único, mas do acúmulo de múltiplos processos 

envolvendo interações complexas entre a susceptibilidade do indivíduo, danos 

cromossômicos causados pela exposição a agentes químicos ou físicos e provavelmente 

à incorporação de informações genéticas virais transmitidas às células progenitoras 

susceptíveis (Kebriaei et al 2003).  

A chance de cura na LLA tem aumentado e aproxima-se de 80%, sendo este 

avanço decorrente da melhora no diagnóstico, identificação de fatores prognósticos e 

utilização de tratamentos adaptados ao grupo de risco de cada paciente (Vila et al., 

2003). Em países desenvolvidos, 70 a 80% das crianças recém-diagnosticadas 

apresentam uma sobrevida livre de doença prolongada, sendo que a maioria desses 

pacientes alcança a cura (Pui et al., 2001). 

 

1.2. Função da asparaginase no tratamento da LLA 

 

A descoberta e desenvolvimento da enzima asparaginase como agente 

antineoplásico teve início em 1953, quando Kidd observou a inibição do crescimento de 

tumores induzidos em ratos e camundongos depois do tratamento com soro de 

porquinhos da Índia (Kidd, 1953). Posteriormente, Broome (1961) relacionou 

definitivamente a propriedade antitumoral do soro do porquinho da índia à atividade da 

L-asparaginase e, em seguida, uma asparaginase foi isolada de E. coli B, a qual era mais 

eficiente em induzir a morte de células leucêmicas (Mashburn & Wriston, 1963, 1964). 

Após extensos estudos clínicos, a asparaginase foi adotada em diversos protocolos 
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quimioterápicos para o tratamento de doenças hematopoiéticas malignas, leucemia 

linfoblástica aguda e linfomas não Hodgkin, tendo sido introduzida no mercado em 

1978. As formulações são utilizadas por via intravenosa ou intramuscular, geralmente 

associadas a agentes alquilantes e outros antagonistas metabólicos (Müller & Boos, 

1998).  

O substrato da enzima L-asparaginase é a L-asparagina, um aminoácido que 

possui papel importante na biossíntese de proteínas, DNA e RNA (Rytting, 2012). 

Particularmente, é nutriente crítico para as células cancerosas, em decorrência do 

aumento da taxa de proliferação e do processo metabólico nessas células (Luhana et al., 

2013). A L-asparaginase catalisa a hidrólise de asparagina em ácido aspártico e amônia, 

levando à depleção de asparagina disponível para certas células tumorais, que são 

incapazes de produzir esse aminoácido (Figura 1A). A ação da L-asparaginase não afeta 

o funcionamento das células saudáveis, pois estas podem produzir seus próprios 

suprimentos do aminoácido, não necessitando obtê-lo através da dieta (Figura 1B). 

Diferente das células normais, as células malignas geralmente possuem baixos níveis de 

asparagina sintetase e não conseguem regular positivamente o gene desta enzima 

durante as condições de depleção da asparagina, sintetizando este aminoácido 

lentamente. Dessa forma, a célula tumoral deverá obter o aminoácido através da 

corrente sanguínea. A administração de asparaginase degrada as reservas de L-

asparagina no plasma, impedindo, portanto, que as células tumorais assimilem o 

aminoácido, provocando a morte destas (Kiriyama et al., 1989; Moola et al., 1994; 

Soares et al., 2002; Narta et al., 2007; Abbas et al., 2015).   

Além de tratar a LLA, a asparaginase também pode ser usada no tratamento de 

outras doenças leucêmicas, como doença de Hodgkin, a leucemia mielomonocítica 

aguda, linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma (Durval et al., 2002).  

A L-asparaginase apresenta também importante aplicação na indústria de 

processamento de alimentos através da sua utilização na prevenção da formação de 

acrilamida, que é liberada durante a fritura de alimentos. A acrilamida apresenta um 

risco à saúde devido ao seu potencial carcinogênico (Hendriksen et al., 2009; Mingmei 

et al., 2013). 
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Figura 1 – A) Reação de hidrólise da L-asparagina pela L-asparaginase (adaptado de 

Narta et al., 2007); B) Esquema da ação da L-asparaginase na corrente sanguínea 

contra as células tumorais (adaptado de Shrivastava et al., 2015). 
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A L-asparaginase é obtida através das bactérias Escherichia coli ou Erwinia 

chrysanthemi (Silverman et al., 2001; Muller et al., 2001). Atualmente existem três 

preparações utilizando asparaginase no mercado: a asparaginase nativa de E. coli, a 

asparaginase de E. coli modificada com polietilenoglicol (Pegasparagase; Oncaspar®; 

Enzon, Inc., Bridgewater, NJ, EUA) e a asparaginase nativa de E. chrysanthemi; 

(Erwinase® (Ipsen – Speywood Pharmaceuticals Ltd, UK). As preparações nativas 

obtidas de E. coli são fornecidas sob diferentes marcas como Medac® (Kyowa Hakko, 

Kogyo, Japão), Crasnitin® (Bayer AG, Leverkusen, Alemanha), Leunase® (Sanofi-

Aventis, Paris, França) Paronal®, e Kidrolase® na Europa e na Ásia (Boos et al., 1996; 

Ahlke et al., 1997).  

A asparaginase bacteriana é a única enzima aprovada pela FDA para a terapia 

humana (Appel et al., 2010). No entanto, uma significativa porcentagem de pacientes 

tem apresentado reações imunológicas durante o tratamento utilizando a asparaginase 

nativa de E. coli (Dellinger & Miale, 1976; Evans et al., 1982). Adicionalmente, o 

paciente pode desenvolver resistência ao medicamento. A medicação provoca diversos 

efeitos colaterais, entre os quais pancreatite, reações anafiláticas e o agravamento de 

disfunções hepáticas. Além desses problemas, um fator limitante do uso de asparaginase 

é a sua curta meia-vida no sangue, cerca de 30 horas para a enzima de E. coli, tornando 

necessárias aplicações sucessivas. Assim, a utilização da asparaginase está restrita ao 

ambiente hospitalar com acompanhamento médico rigoroso.  

A enzima oriunda de Erwinia chrysanthemi, de custo muito mais alto e de meia-

vida mais curta (15,6 horas) (Asselin et al., 1993), é empregada como terapia alternativa 

à de E. coli devido às diferenças nas especificidades imunológicas, para minimizar os 

efeitos colaterais em pacientes hipersensíveis (Müller e Boos, 1998, Aghaiypour et al., 

2001, Vrooman et al., 2010). Para Pasut & Veronese (2009), ambas as formas nativas 

causam hipersensibilidade clínica e reações alérgicas agudas.  

Dentro deste quadro de hipersensibilidade, a L-asparaginase de E. coli 

conjugada ao polietilenoglicol (PEG) é uma opção como medicamento de primeira 

escolha, já que o PEG é utilizado para proteger os sítios antigênicos na superfície da 

proteína, além de aumentar a meia-vida plásmica do biofármaco para 5,73 dias (Asselin 

et al., 1993). Abuchowski e colaboradores (1979) fizeram o acoplamento da enzima ao 

PEG, que resultou em imunogenicidade reduzida sem alterar a propriedade 

antineoplásica da enzima. Essa proteína com PEG foi testada em modelo animal e 

apresentou uma reduzida formação de anticorpos comparada com a forma nativa, e um 

aumento significativo da meia vida da enzima (Yoshimoto et al., 1986). No entanto, 
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alguns trabalhos mostraram que a PEG-asparaginase não é muito superior à 

asparaginase de E. coli nativa na indução da primeira remissão da LLA. Além disso, 

estudos farmacológicos indicaram que a PEG-asparaginase é eficaz em reduzir os níveis 

de asparagina plasmáticos, mas não é capaz de causar tal redução nos níveis desse 

aminoácido no fluido cérebro-espinhal (Avramis et al., 2005; Masetti & Pession, 2009). 

O custo atual da PEG - asparaginase é maior do que o da forma nativa da enzima, mas 

as visitas menos frequentes aos serviços de saúde e a redução da incidência de 

complicações imunogênicas tornam o custo global do tratamento próximo ao do que 

utiliza preparações com a proteína nativa (Narta et al., 2007). 

Segundo alguns autores (Kotzia; Labrou, 2005; Prakasham et al., 2007), para 

utilização da L-asparaginase como um elemento chave no tratamento da LLA, a enzima 

deve ser desprovida de atividade glutaminase, pois esse aminoácido é a principal forma 

de transporte de nitrogênio no sangue e também uma doadora de grupamento amina 

para muitas reações biossintéticas. Um declínio prolongado nos níveis plasmáticos de 

glutamina prejudica uma variedade de funções bioquímicas, especialmente as do fígado 

(Derst et al., 2000). A toxicidade das asparaginases bacterianas de E. coli e de E. 

chrysantemi é parcialmente atribuída ao fato dessas enzimas apresentarem também 

atividade glutaminásica, sendo esta menos pronunciada na enzima de E. coli. Algumas 

asparaginases são reportadas com baixa ou livres de atividade glutaminase, tais como a 

de Erwinia carotovora (Wink et al., 2010) e a de Bacillus subtilis (Mingmei et al., 

2013).  

Várias tentativas têm sido feitas para produzir a L-asparaginase livre de 

atividade glutaminásica e para prolongar a meia-vida da enzima, visando garantir uma 

implementação bem sucedida ao tratamento da LLA (Ali et al., 2015). Por isso, é 

necessário identificar os resíduos de aminoácidos na L-asparaginase que desempenham 

a função de contribuir para a estabilidade da enzima, especificidade e imunogenicidade 

(Ali et al., 2015). Estudos realizados a partir da comparação da sequência de 

aminoácidos e da estrutura dos cristais da enzima L-asparaginase de E. chrysanthemi 

com outras sequências de aminoácidos de fontes bacterianas demonstram que a 

substituição dos aminoácidos glutamina e asparagina no centro ativo com Glu63 e 

Ser254, respectivamente, pode diminuir a atividade glutaminase da L-asparaginase 

(Aghaiypour et al., 2001). Por outro lado, Parmentier e colaboradores (2015) 

forneceram evidências de que a atividade glutaminase da L-asparaginase é essencial 

para a sua citotoxicidade contra as células leucêmicas. Como a glutamina atua como um 

doador do grupo amino para a enzima asparagina sintetase para a biossíntese de novo da 
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L-asparagina, então a clivagem da glutamina, pela L-asparaginase também ajudaria a 

manter a redução do nível de asparagina e assim contribuiria para o efeito terapêutico da 

L-asparaginase (Zeidan et al., 2009).  

As propriedades nativas das enzimas podem ser alteradas para as necessidades 

industriais de várias maneiras, desde modificações químicas simples, como bio-

conjugações, até abordagens avançadas de engenharia baseadas em informações 

estruturais de proteínas. A estratégia adotada para a modificação varia de proteína para 

proteína, dependendo da propriedade que é focada. A estabilidade estrutural da proteína 

pode ser alcançada pela alteração da estrutura primária da proteína através de 

ferramentas de engenharia de proteínas para identificar os resíduos de aminoácidos 

favoráveis e desfavoráveis em uma posição particular da proteína e essa substituição 

pode resultar no aumento nas propriedades funcionais desejadas da proteína (Vidya et 

al., 2017). Modificações realizadas nas posições 176 (Y176F) e 66 (W66Y) da L-

asparaginase de E. coli resultaram em variantes com elevada atividade glutaminase e 

apresentaram maior citotoxicidade contra células leucêmicas. Portanto, apesar da sua 

atividade de glutaminase, a eficácia terapêutica da enzima pode ser melhorada através 

de tais mutações (Mehta et al., 2014). A L-asparaginase de E. coli contém até 10% de 

atividade glutaminase. No entanto, as asparaginases de Pyrococcus furiosus, 

Pseudomonas otitidis e Enterobacter cloacae não possuem nenhuma atividade 

glutaminase, sendo que a de P. otitidis apresentou atividade contra células cancerígenas 

de forma comparável à enzima de E. coli comercial (Bansal et al., 2010; Campbell et 

al., 1967; Husain et al., 2016). Estudos microscópicos e análise do ciclo celular 

sugerem que a enzima de P. otitidis induz morte celular por apoptose. Nesse estudo foi 

observada a perda do potencial de membrana mitocondrial, sugerindo que a enzima 

induz a morte celular pela via intrínseca de ativação da apoptose. Verificou-se também 

que essa enzima não é tóxica para as células não cancerosas humanas FR-2 e para 

linfócitos do sangue humano (Husain et al., 2016b). 

Para o sucesso da utilização da enzima terapêutica é necessária a sua elevada 

afinidade ao substrato (baixo valor de Km), diminuição ou ausência de efeitos colaterais 

ou imunológicos e meia vida prolongada no plasma para diminuir a frequência de 

administração do medicamento (James et al., 1966; Nagarethinam et al., 2012; 

Parmentier et al., 2015). Os valores Km de L-asparaginases de diferentes 

microrganismos variam principalmente de 0,01 mM a 12 mM (Prajna et al., 2016). Os 

valores de Km e Vmáx para a asparaginase II de S. cerevisiae são de 0,35 mM e 57,8 

μmol/min/mg, respectivamente (Dunlop et al., 1978). A enzima expressa por Erwinia 
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sp. possui Km de 0,22 mM (Borkotaky e Bezbaruah, 2002). Já a asparaginase de E. 

chrysanthemi (Erwinase) e de E. coli (Kidrolase) possuem Km de 0,09605 e 0,03306 

mM, respectivamente (Phillips et al., 2013). Já a asparaginase recombinante de E. coli 

K-12 possui os valores de 2,58 para Km e 256 UI/mg para o Vmáx (Upadhyay et al., 

2014).  

Outros requisitos são primordiais para a utilização da L-asparaginase no 

tratamento da LLA, tais como: o sangue humano possui pH ótimo de 7,4, uma enzima 

que possui Km com valor mínimo sob tais condições de pH seria o ideal para sua 

atividade máxima, bem como à temperatura de 37ºC, que é favorável para humanos (Ali 

et al., 2015).  

Algumas considerações importantes devem ser feitas em relação à utilização da 

asparaginase em humanos. A conversão da asparagina por essa enzima aumenta a 

concentração de ácido aspártico e amônia na corrente sanguínea, podendo ocasionar a 

diminuição do pH sanguíneo. Entretanto, o efeito da mudança do pH no sangue é algo 

ainda a ser explorado e mais estudos precisam ser feitos para neutralizar o efeito do 

ácido aspártico na corrente sanguínea (Ali et al., 2015). Já o aumento da amônia na 

corrente sanguínea pode ocasionar a hiperamonemia, que acarreta o quadro de 

encefalopatia, podendo levar ao coma e até a morte (Clay & Hainline, 2007). A 

hiperamonemia sintomática não é mencionada nas recentes revisões da toxicidade ao 

tratamento com asparaginase (Muller e Boos 1998; Earl 2009; Rytting 2010). 

A hiperamonemia foi observada em pacientes pediátricos submetidos à enzima 

PEG-asparaginase. Devido à meia-vida prolongada da PEG-asparaginase, as 

concentrações de amônia podem não voltar ao normal antes da próxima administração 

da dose e a toxicidade pode ser acumulada (Katja et al., 2013; Nussbaum et al., 2016). 

Nussbaum e colaboradores (2016) descreveram a hiperamonemia em um paciente 

tratado com a asparaginase de Erwinia (não peguilada). Pouco se sabe sobre o 

mecanismo exato através do qual a asparaginase causa hiperamonemia. Normalmente, a 

amônia é removida rapidamente da circulação por ser incorporada à glutamina no 

cérebro e nos músculos, e depois é convertida em ureia através do ciclo da ureia no 

fígado (Lockwood et al., 1979). 
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1.3. Asparaginase no Brasil 

 

Por mais de 30 anos, os hospitais do SUS adquiriram diretamente o 

medicamento Elspar, produzido pela Merck Sharp & Dome e, posteriormente, pelo 

laboratório Lundbeck, contendo asparaginase de E. coli não peguilada. Com a 

descontinuidade de sua produção em 2013, ocorreu o desabastecimento do 

medicamento (Ministério da Saúde, 2018). O Ministério da Saúde passou a adquirir a 

asparaginase e suprir os hospitais a partir de 2013, com o medicamento Aginasa, 

produto da empresa alemã MEDAC, representado pela Bagó. Esta, por sua vez, em 

2016 comunicou a descontinuidade da produção mundialmente. Sem nenhuma empresa 

com registro no Brasil, foi realizada uma cotação internacional e o vencedor foi o 

Laboratório chinês Beijing S L Pharmaceutical Co, com o medicamento Leuginase, que, 

entretanto, sofreu diversas críticas quanto à sua qualidade e eficácia (Ministério da 

Saúde, 2018).  

Com o registro no País, em 2017, do medicamento Oncaspar (PEG-asparaginase 

de E. coli), os hospitais oncológicos habilitados pelo SUS voltaram a ser responsáveis 

pela compra de asparaginase. A falta da asparaginase registrada no mercado entre 2013 

e 2017 é uma situação infelizmente não rara, visto que diversas medicações antigas e 

relativamente de baixos custos, mas essenciais aos pacientes com câncer, têm sido 

retiradas do mercado brasileiro e mesmo mundial.  

A produção desse biofármaco no Brasil permitiria que o País ficasse menos 

vulnerável à instabilidade da economia internacional e a outros problemas de 

importação referentes à conservação e manutenção dos produtos a partir das condições 

ideais de temperatura. Diminuiria também o risco de o País ser surpreendido pela 

suspensão da produção de um medicamento por um laboratório privado internacional, 

fato recorrente no Brasil (agencia.fiocruz.br, 2013). Havia uma expectativa para o ano 

2015 do Ministério da Saúde (MS) de produzir nacionalmente a L-asparaginase 

disponibilizando-a para o SUS, com o investimento anual de R$ 18 milhões na compra 

do produto (agencia.fiocruz.br, 2013). No entanto, ainda não houve avanços 

significativos na absorção dessa tecnologia. 

 

 

 

 

 

https://agencia.fiocruz.br/
https://agencia.fiocruz.br/
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1.4. Asparaginases 

1.4.1. Asparaginases de E. coli e de E. chrysanthemi 

 

Dois tipos de L-asparaginases bacterianas foram identificados: tipo I e tipo II 

(Campbell et al., 1967). As L-asparaginases do tipo I são expressas constitutivamente 

no citoplasma e catalisam a hidrólise de L- asparagina e de L-glutamina, enquanto as L-

asparaginases do tipo II são secretadas para o espaço periplasmático das membranas 

bacterianas e apresentam maior especificidade em hidrolisar L-asparagina (Campbell et 

al., 1967; Cedar & Schwartz, 1968; Ali et al., 2015). A L-asparaginase Tipo II de E. 

coli e de Erwinia é utilizada nos tratamentos antitumorais (Campbell et al., 1967; Cedar 

& Schwartz, 1968; Kozak et al., 2000). De acordo com Duval e colaboradores (2002), a 

L-asparaginase de E. coli é mais eficaz na clivagem da L-asparagina do que a L-

asparaginase de Erwinia durante ao tratamento de LLA infantil. 

A asparaginase de E. coli (L-asparagina amidohidrolase EC 3.5.1.1) possui 

quatro subunidades idênticas A, B, C, e D, sendo uma proteína homotetramérica (Kozak 

et al., 2002), apresentando massa total de 136 – 150 kDa (Aung et al., 2000, Girão et 

al., 2016). Uma subunidade, contendo em torno de 336 aminoácidos, consiste em dois 

domínios α/β que são conectados pelas sequências ligantes. A interação entre as regiões 

N e C terminal dos monômeros adjacentes formam o sítio ativo. O domínio N-terminal 

compreende os resíduos 1-190 e está ligado ao domínio C-terminal menor (213-326) 

por um grande ligante (191-212) (Figura 2A). Os monômeros são capazes de 

associarem-se firmemente uns com os outros, formando dímeros íntimos caracterizados 

por uma extensa interface entre as subunidades que são mantidas juntas por várias 

interações, principalmente van der Waals e interações eletrostáticas (Figura 2B).  

Portanto, o tetrâmero de asparaginase pode ser tratado como dímero de dímeros porque 

o sítio ativo é criado pelas subunidades A e C ou B e D, onde cada um dos dímeros 

possui dois centros ativos, cada qual formado por cadeias laterais de aminoácidos das 

subunidades intimamente relacionadas aos encontrados em homodímeros (Figura 2C). 

Apesar dos dímeros conterem todos os elementos estruturais e grupos funcionais para 

criar um ambiente sítio-ativo completo, a enzima ativa é sempre um tetrâmero, e essa 

formação pode ser observada com a sobreposição de duas asparaginases de E. coli e E. 

chrysanthemi na Figura 2D (Swain et al., 1993, Lopes et al., 2015). O sítio ativo das 

asparaginases de E. coli e E. chrysanthemi é composto por resíduos de treonina, 

aspartato e lisina (Kim et al., 1988).  
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As asparaginases bacterianas possuem duas regiões altamente conservadas: a 

primeira inclui o resíduo de treonina 12 e a segunda inclui os resíduos de treonina 89 e 

aspartato 90 que fazem parte do sítio ativo. Outro resíduo que apresenta alto grau de 

conservação é a lisina 162 que também participa no mecanismo de catálise das 

asparaginases bacterianas. As maiores diferenças entre essas enzimas estão nas regiões 

de alças e regiões localizadas na superfície da molécula (Sanches et al., 2007). 

Figura 2. Aspectos estruturais da asparaginase bacteriana. A) Representação dos 

monômeros da asparaginase de E. coli, composto pelos domínios N-terminal e C-terminal 

unidos por um linker. B) Superfície molecular do dímero da enzima de E. coli nativa 

(EcA) com os monômeros em cores diferentes. C) Estrutura quaternária homotetramérica 

de EcA. D) Superposição de estruturas cristalográficas de asparaginase de E. coli e E. 

chrysanthemi. Gráficos moleculares foram gerados pelo software PyMOL 

(http://www.pymol.org) e as coordenadas 3ECA (E. coli) e 107J (E. chrysanthemi) do 

PDB (http://www.rcsb.org) (Modificada de Lopes et al., 2015). 

 

http://www.rcsb.org/
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A análise da massa molecular em gel de SDS-PAGE da enzima recombinante de 

E. coli AS1.357, expressa em E. coli, possui 36 kDa, mesmo tamanho observado para a 

proteína nativa (Wang et al., 2001). A faixa de pH e temperatura para a permanência da 

atividade é de 4,5 a 11,5 e 37°C, respectivamente (Stecher et al., 1999). Já a L-

asparaginase recombinante de Erwinia carotovora apresentou 39 kDa e pI de 9,04 

(Wink et al., 2010).  

  

1.4.2. Asparaginases de outras fontes 

 

A asparaginase é encontrada em uma variedade de organismos incluindo 

animais, células vegetais, leveduras, fungos e bactérias (Wang et al., 2001; Mishra, 

2006). No entanto, as propriedades destas enzimas variam de organismo para organismo 

(Narta et al., 2007) e nem todas as L-asparaginases apresentam atividade antileucêmica 

(Van Den Berg, 2011). Na maior parte dos microrganismos, a L-asparaginase é 

encontrada como intracelular ou periplasmática. Há espécies que expressam a L-

asparaginase com as formas periplasmática e citoplasmáticas no mesmo microrganismo 

(Schwartz et al., 1966).  

A expressão da L-asparaginase recombinante já foi reportada utilizando as 

seguintes plataformas de expressão: E. coli (Khushoo et al., 2004; Oza et al., 2011), P. 

pastoris (Ferrara et al., 2010) e Bacillus subtilis (Mingmei et al., 2013).  

Na figura 3 pode ser observado o alinhamento de aminoácidos das asparaginases 

de E. coli com outras asparaginases de microrganismos distintos, incluindo a 

asparaginase II de Saccharomyces cerevisiae. O alinhamento da sequência de 

aminoácidos das asparaginases de E. coli, E. chrisanthemi, apresentou 37,9 e 43,7 % de 

identidade, respectivamente, com a asparaginase II de S. cerevisiae (Girão, 2017). 
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Figura 3. Alinhamento da sequência de aminoácidos de diferentes asparaginases 

microbianas. As sequências conservadas estão marcadas em cinza. Os resíduos de 

aminoácidos envolvidos na formação do tetrâmero na asparaginase de E. coli tipo II 

estão mostradas em negrito. Resíduos de aminoácidos presentes na interface B/C ou 

A/D estão sublinhados. Resíduos de aminoácidos presentes na interface B/A ou D/C 

estão pontilhados. Resíduos de aminoácidos presentes em todas as interfaces estão 

sublinhados por uma linha dupla. Os resíduos importantes para a catálise estão 

marcados por *. As sequências mostradas são: E. coli II - asparaginase II de E. coli, A. 

glutam II - glutaminase-asparaginase (Tipo II) de Acinetobacter glutaminasificans, Er. 

chry. II - asparaginase (Tipo II) de E. chrysanthemi, S. cere II - Asparaginase (Tipo II) 

de S. cerevisiae, B. sub. I - asparaginase (Tipo I) de Bacillus subtilis e E. coli I - 

asparaginase (Tipo I) de E. coli (Adaptado de Verma, 2007; apud D’Andrea, 2012). 
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L-asparaginase também foi relatada em Zymomonas mobilis. O gene sintético 

otimizado para os códons de uso em E. coli foi clonado e expresso nesta bactéria. A 

enzima foi expressa tanto extracelular quanto intracelular com rendimento de 0,13 

UI/mL e 3,6 UI/mL, respectivamente. A enzima extracelular apresentou atividade 

antileucêmica em células cancerígenas (Einsfeldt et al., 2016). 

Dash e colaboradores (2016) descreveram a asparaginase de Actinomycetales 

bacterium com cerca de 57 kDa. A enzima foi purificada com atividade específica de 

204,37 U/mg com 3,5% de rendimento. A enzima purificada apresentou atividade 

máxima em pH 10,0 e estabilidade em pH 7,0 a 9,0, sendo ativada por manganês e 

fortemente inibida por bário. 

Uma espécie de Streptomyces ginsengisoli, isolada de sedimentos de rios de 

várias regiões na Índia, foi avaliada quanto a produção extracelular da enzima L-

asparaginase. Para isso, foram realizados estudos de otimização do crescimento e 

produção da L-asparaginase que resultou em torno de 3,23 μmol/mL/min de 

produtividade enzimática. O efeito de várias condições de cultivo na produção de L-

asparaginase foi estudado. Das condições testadas, a glicose, seguida de amido e a 

peptona serviram como boas fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, para a 

produção máxima da enzima em pH 8 (Deshpande et al., 2014). 

A L-asparaginase de Streptomyces tendae foi expressa de forma nativa com 

ótimos rendimentos em meio de cultura com pH inicial 7,0 a 30°C por 72 h. A enzima 

foi purificada por precipitação com sulfato de amônio, filtração em gel de Sephadex G-

100 e CM-Sephadex G-50. Após análise por eletroforese, a massa molecular da enzima 

foi registrada como 97,4 kDa (Kavitha &Vijayalakshmi, 2010). 

A asparaginase I de semente de Phaseolus vulgaris foi purificada e livre de 

atividade glutaminásica, o que pode reduzir a possibilidade de efeitos colaterais durante 

a terapia antineoplásica. A enzima mostrou boa estabilidade em uma ampla variedade 

condições fisiológicas como pH e temperatura (Mohamed et al., 2015). Esta enzima 

possui atividade in vitro e baixa imunogenicidade in vivo (Mohamed et al., 2016). 

Em Arthrospira platensis a L-asparaginase foi identificada predominantemente 

na região citoplasmática e sua produção pode ser induzida pelo emprego de condições 

combinadas de estresse com delineamento experimental que estudou os seguintes 

fatores: nitrogênio, ferro, cloreto de sódio e temperatura) (Prihanto & Wakayama, 

2014). 

Fungos filamentosos são outra fonte potencial de L-asparaginases. Os seres 

humanos estão mais intimamente relacionados a fungos em comparação com bactérias. 
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Assim, as chances de reação imunológica contra asparaginases de fungos poderia ser 

menor. Adicionalmente, estes microrganismos excretam a asparaginase, o que facilita o 

processo de purificação da enzima (Shrivastava et al., 2012; Batool et al., 2016). 

Penicillium digitatum foi utilizado para a produção de L-asparaginase extracelular. A 

enzima foi purificada cerca de 61 vezes e, em seguida, o estudo cinético mostrou que o 

valor de Km da enzima era de 1×10⁻⁵ M. O pH e a temperatura ótimos para a enzima 

foram 7,0 e 30°C, respectivamente (Shrivastava et al., 2012).  

A produção da L-asparaginase foi investigada nos fungos filamentosos 

Aspergillus tamarii e Aspergillus terreus. Os fungos foram cultivados em meio 

contendo diferentes fontes de nitrogênio. A. terreus apresentou o maior nível de 

produção de L-asparaginase (58 U/L) quando cultivado com prolina a 2%. Ambos os 

fungos apresentaram o menor nível de produção de L-asparaginase na presença de 

glutamina e ureia como fontes de nitrogênio. Estes resultados sugerem que a produção 

de L-asparaginase por fungos filamentosos está sob regulação de nitrogênio (Sarquis et 

al., 2004). 

A L-asparaginase purificada a partir de microrganismos marinhos revelou 

excelente atividade e estabilidade em uma variedade de valores de pH. Possui alta 

afinidade pela asparagina e ausência de atividade glutaminásica. Por isso, destaca-se o 

potencial das L-asparaginases de fontes marinhas no tratamento da leucemia com 

efeitos colaterais minimizados. A termotolerância de algumas dessas enzimas também 

sugere seu potencial para aplicação no processamento de alimentos, convertendo 

asparagina em ácido aspártico durante o processo de cozimento e prevenindo a 

formação de acrilamida. No entanto, mais estudos são necessários para implementar a 

produção de L-asparaginase a partir de fontes marinhas (Izadpanah et al., 2018). 

O genoma humano é conhecido por codificar pelo menos três enzimas que 

podem hidrolisar a L-asparagina. A primeira enzima é chamada de lisofosfolipase que 

possui a função de hidrolisar lisofosfatidilcolina ligado à asparagina. Essa enzima tem 

alta homologia com a L-asparaginase bacteriana. A segunda é uma enzima chamada de 

aspartilglucosaminidase, que é lisossomal, e possui 60% de similaridade com a 

sequência de aminoácidos da asparaginase de planta. Tem baixa afinidade ao 

aminoácido L-asparagina, como substrato (Km de10-3 M), e funciona na degradação de 

glicoproteína pela clivagem de grupos de carboidratos ligados à L-asparagina. A terceira 

enzima é uma L-asparaginase humana (hASNase3). É semelhante à asparaginase de 

planta e também possui homologia estrutural com a L-asparaginase de E. coli. Nessa 
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enzima, a treonina desempenha um papel crucial na atividade da L-asparaginase 

(Nomme et al., 2014).   

 

1.4.3. Asparaginases de S. cerevisiae 

 

As asparaginases de uma variedade de leveduras têm sido estudadas, 

especialmente as que são produzidas por S. cerevisiae, que são codificadas pelos genes 

ASP1 e ASP3 (Dunlop et al., 1978; Bon et al., 1997). 

A cepa S288c de S. cerevisiae possui 5 genes (ASP) para expressão de isoformas 

da asparaginase. Uma única cópia do gene ASP1 está presente no cromossoma IV e 

quatro cópias do gene ASP3, organizadas em tandem, estão localizadas no cromossoma 

XII (Jones, 1977a, b; Dunlop et al., 1978; Sinclair et al., 1994). Os dois loci 

relacionados aos genes que expressam a asparaginase, nomeados como ASP da levedura 

são evolutivamente relacionadas com os genes ASP de E. coli, que igualmente possuem 

distintas localizações das proteínas expressas: ASP I no citosol e ASP II na parede 

celular. No entanto, ambos os genes de levedura e bactéria são mais semelhantes entre si 

do que seus organismos homólogos, sugerindo que os genes que expressam as 

asparaginases eucarióticas e bacterianas provavelmente evoluíram por independentes 

eventos de duplicação (Sinclair et al., 1994). 

O gene ASP1 é altamente conservado entre espécies de leveduras. Já o locus 

para o gene ASP3 é exclusivamente presente em S. cerevisiae (Altschul et al., 1997). 

Provavelmente, esse gene foi transferido horizontalmente ou uma relação muito 

próxima de Wickerhamomyces anomalus (normalmente conhecido como Pichia 

anomala e Hansenula anomala) para S. cerevisiae (League et al., 2012).  

O gene ASP1 codifica uma asparaginase intracelular chamada de asparaginase I 

(Dunlop e Roon, 1975; Jones, 1977B). Essa enzima foi clonada e expressa em E. coli e 

purificada com atividade específica de 196,2 U/mg. A enzima purificada apresentou 

citotoxicidade para a linhagem celular leucêmica MOLT-4 (Costa et al., 2016).  

O gene ASP3 codifica a asparaginase II periplásmica (Kim et al., 1988). 

Considerando algumas propriedades bioquímicas e físico-químicas das duas isoformas 

de asparaginase produzidas por S. cerevisiae, a asparaginase II apresenta maior 

viabilidade para ser utilizada como medicamento, pois seu Km é menor, sua 

estabilidade é maior e seu pH e temperaturas ótimos são próximos às condições 

fisiológicas (Dunlop et al., 1978). 
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A asparaginase II apresenta 362 resíduos de aminoácidos (incluindo o peptídeo 

sinal) e sua massa molar deduzida por bioinformática é de 38 kDa (Protparam - 

http://web.expasy.org/protparam/). Apresenta uma sequência sinal de 25 resíduos de 

aminoácidos em seu N-terminal, que encaminha a enzima para o espaço periplásmico, 

onde é clivada (Dunlop et al., 1978). Não foram encontradas na literatura informações 

sobre a massa molecular da proteína nativa. 

No entanto, a asparaginase II recombinante expressa em P. pastoris foi 

purificada com atividade enzimática de 51 %, atingindo-se um grau de purificação de 11 

vezes em relação ao extrato bruto. A atividade específica da enzima purificada foi 204,4 

UI/mg, comparável à do medicamento Elspar (225UI/mg). Essa proteína recombinante 

apresentou duas isoformas de 48,6 e 44,6 kDa. Devido a presença de duas proteínas, 

foram observados dois valores de pH ótimo, um em pH 7,2 e outro em pH 9. A 

temperatura ótima, medida em pH 7,2 e em pH 9 foi de 46○C. No entanto, a atividade 

enzimática medida a 37○C apresentou resultados pouco abaixo da temperatura de 46○C, 

aproximadamente 92% em pH 7,2 e 90% em pH 9. A massa molecular da enzima 

nativa, estimada por cromatografia de exclusão molecular, foi de 136 kDa, sugerindo 

ser uma proteína com estrutura trimérica ou tetramérica (Girão et al, 2016). 

Em relação ao sítio ativo da asparaginase expressa por S. cerevisiae, a mesma 

possui os mesmos resíduos de treonina, aspartato e lisina que as enzimas de E. coli e E. 

chrysanthemi (Kim et al., 1988). 

Por ser originada de um eucarioto, espera-se que a asparaginase II de S. 

cerevisiae apresente potencial imunogênico inferior ao das enzimas bacterianas. 

Contudo, seus níveis de produção são bastante baixos (115 UI/g de célula) (Ferrara et 

al., 2006), tornando atraente a clonagem do gene ASP3 em outras plataformas de 

expressão visando aumentar os níveis de expressão. 

 

1.5. Produção de proteínas recombinantes em E. coli 

 

Não há dúvida de que a produção de proteínas recombinantes em sistemas 

microbianos revolucionou a bioquímica. Os dias em que foram necessários quilogramas 

de tecidos animais e vegetais ou grandes volumes de fluidos biológicos para a 

purificação de pequenas quantidades de uma determinada proteína praticamente 

desapareceram. Todo pesquisador que embarca em um novo projeto que precisará de 

uma proteína purificada, pensa imediatamente em como obtê-lo de forma recombinante. 

A capacidade de expressar e purificar a proteína recombinante desejada em grande 
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quantidade permite sua caracterização bioquímica, seu uso em processos industriais e o 

desenvolvimento de bens comerciais (Rosano & Ceccarelli, 2014). 

E. coli é um dos organismos de escolha para a produção de proteínas 

recombinantes. Sua maquinaria celular é bem estabelecida e se tornou a plataforma de 

expressão mais popular. Por essa razão, existem muitas ferramentas moleculares e 

protocolos disponíveis para a produção de alto nível de proteínas heterólogas, como um 

vasto catálogo de plasmídeos de expressão, um grande número de cepas modificadas e 

muitas estratégias de cultivo (Rosano & Ceccarelli, 2014).  

A utilização de E. coli como organismo hospedeiro é bem conhecida, possui 

pequeno tempo de duplicação (20 minutos), altos níveis de expressão de proteínas 

heterólogas, crescimento em meio de cultura de baixo custo, disponibilidade de um 

grande número de vetores de clonagem e de cepas hospedeiras, acúmulo rápido de 

biomassa e simples processo de escalonamento (Terpe et al., 2006; Sezonov et al., 

2007). 

A superexpressão de proteínas recombinantes em E. coli frequentemente resulta 

na formação de corpos de inclusão inativos, insolúveis. Estes corpos de inclusão, que 

contêm as proteínas recombinantes numa forma altamente enriquecida, podem ser 

isolados por separação sólido/líquido. Após a solubilização, as proteínas ativas podem 

ser geradas através de um processo de reenovelamento adequado. Na última década, 

estratégias e métodos específicos foram desenvolvidos para reenovelar proteínas 

recombinantes ativas a partir de corpos de inclusão. Desenvolvimentos recentes no 

procedimento de renaturação incluem a inibição da agregação durante o reenovelamento 

pela aplicação de aditivos de baixo peso molecular e técnicas de renaturação (Fang and 

Huang 2001). 

Há várias estratégias para aumentar a expressão solúvel em E. coli incluindo o 

tipo de estirpe hospedeiro, a temperatura de expressão da proteína recombinante, o 

tratamento com choque térmico, estresse pela adição de etanol antes da indução da 

proteína e adição de osmólitos (sacarose, sorbitol, glicerol, glicina, Triton X-100) (Yu et 

al., 2016; Mohammadinezhad et al., 2018).  

A taxa de produção microbiana de proteínas e compostos bioativos depende 

amplamente dos fatores de crescimento ou necessidades nutricionais e das condições 

ambientais que variam de organismo para organismo, incluindo pH, temperatura, 

aeração, tempo de fermentação, etc. Depende da natureza do microrganismo 

selecionado para a produção. Pode-se otimizar os parâmetros do processo e os 

componentes do meio para um melhor rendimento do produto desejado no biorreator. 
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Nem todas as proteínas nativas possuem propriedades ideais para sua aplicação em 

processos industriais. As propriedades funcionais de cada proteína precisam ser 

caracterizadas após o processo de purificação e melhorias adicionais nas características 

podem ser alcançadas principalmente através de engenharia de proteínas e engenharia 

de células hospedeiras para melhor expressão de proteínas recombinantes (Vidya et al., 

2017). 

 

1.6. O projeto Asparaginase 

 

Para superar a baixa produção de asparaginase II em S. cerevisiae, em trabalhos 

anteriores de nosso grupo de pesquisa, o gene ASP3 (região correspondente aos 

aminoácidos 33 a 362) foi expresso com sucesso na levedura metilotrófica P. pastoris 

sob o controle do promotor do gene AOX1, obtendo-se uma enzima periplásmica que 

mostrou ser glicosilada, de acordo com as propriedades intrínsecas desta levedura de 

glicosilar proteínas extracelulares. O rendimento enzimático por massa celular seca para 

a cepa recombinante de P. pastoris atingiu 800 U/g, sete vezes maior do que o obtido 

para S. cerevisiae. Posteriormente, o cultivo em biorreator com alta densidade celular 

resultou em um rendimento volumétrico de 85.600 U/L e produtividade volumétrica 

global de 1083 U/Lh (Ferrara et al., 2006).  

Foram desenvolvidos dois processos para a extração da enzima periplásmica 

produzida pela linhagem de P. pastoris recombinante: tratamento da biomassa com 6 

ciclos de congelamento/descongelamento seguido de extração com tampão fosfato, com 

recuperação de asparaginase em torno de 85% e de extração alcalina em presença de 

cisteína, com valores de recuperação de atividade na faixa de 90 % com 2 horas de 

tratamento. O extrato bruto da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante 

mostrou-se estável à estocagem por dez meses em congelador (Ferrara et al., 2010). 

A asparaginase recombinante expressa em P. pastoris foi purificada à 

homogeneidade por cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex G-200, 

seguida de cromatografia de troca iônica em coluna Mono-Q, obtendo-se recuperação 

de 51,3 % de atividade e atividade específica de 204 UI/mg. A massa molecular 

estimada foi de 136 kDa (em condições nativas) e 48,6 kDa e 44,6 kDa (sob condições 

redutoras), sugerindo uma estrutura oligomérica. A principal diferença entre os 

monômeros parece ser o seu grau de glicosilação (Girão et al., 2016). Possui ponto 

isoelétrico de 4,5 e atividade máxima a 46°C e pH 7,2, retendo 92 % da atividade a 
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37°C. Análises por dicroísmo circular e de fluorescência mostraram que a enzima 

possui a estrutura predominantemente α-hélice com a contribuição de folha β e que 

permanece estável até 45°C em pH 6 a 10 (Girão et al., 2016; Girão, 2017). Mesmo 

após desglicosilação, a atividade enzimática não aumentou. Os resultados de 

fluorescência para fosfoproteínas sugerem que essa enzima não é fosforilada (Girão, 

2017). 

Foi desenvolvida uma metodologia escalonável de purificação com as seguintes 

etapas em sequência: cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl Sepharose CL-

4B e cromatografia de troca iônica em coluna Capto-Q. Após essas etapas, a análise por 

SDS-PAGE demonstrou homogeneidade para as frações contendo asparaginase. Com o 

uso desta metodologia de purificação, a recuperação da atividade enzimática foi de 

66,1%, atingindo-se um grau de purificação de 4,1 vezes em relação ao extrato bruto. A 

atividade específica da enzima purificada foi de 336,9 UI/mg (Girão, 2017). 

Em testes in vitro, a asparaginase recombinante de S. cerevisiae inibiu a 

proliferação de células leucêmicas K562 (Girão et al., 2016), mostrando seu potencial 

para uso terapêutico. 

Adicionalmente, foi desenvolvida uma formulação inovadora para a 

asparaginase que apresentou atividade contra células leucêmicas Jurkat equivalente à da 

enzima comercial e retenção de 82% da atividade enzimática após 37 dias de estocagem 

a 4 °C. Encontra-se em fase de redação o pedido de patente para o processo. 

Portanto, o conjunto de resultados obtidos até o momento indica que as 

características da asparaginase II de S. cerevisiae podem resultar em uma alternativa 

para a terapia em pacientes que desenvolveram hipersensibilidade ao tratamento da 

LLA com enzimas nativas ou recombinantes bacterianas.   

 

2. JUSTIFICATIVAS 

 

Apesar de efetiva para a terapia da LLA, as asparaginases de E. coli e de E. 

chrysanthemi apresentam limitações relacionadas à sua origem bacteriana, podendo 

provocar sérias reações imunológicas. Além disto, provocam diversos efeitos colaterais, 

associados em parte à capacidade das asparaginases bacterianas de hidrolisar também a 

glutamina. Outro fator limitante é a sua curta meia-vida plasmática, tornando 

necessárias aplicações sucessivas. 



 20 

No Brasil, a asparaginase integra a lista de produtos estratégicos para o Sistema 

Único de Saúde. Trata-se de medicamento importado, sendo esta uma posição 

desconfortável, considerando a dependência do mercado externo e tecnológica, que tem 

causado, não raramente, desabastecimento do produto no País. Ressalta-se que o 

princípio ativo do medicamento disponível no mercado brasileiro, até o início deste ano, 

era a asparaginase livre (não peguilada) de E. coli. 

A eficácia da L-asparaginase foi discutida nos últimos 40 anos e a busca de 

outras fontes de asparaginase visando o desenvolvimento de um biofármaco 

alternativo/inovador tem sido objeto de interesse em todo o mundo. Não obstante, um 

substituto ideal para a enzima ainda não foi desenvolvido (Ali et al., 2016). A 

disponibilidade de um grande número de novas L-asparaginases com propriedades 

antigênicas variadas pode levar a estudos comparativos quanto à relação entre estrutura, 

atividade, imunogenicidade e propriedades anticancerígenas, o que, por sua vez, pode 

levar ao desenvolvimento de novos medicamentos e regimes terapêuticos 

personalizados baseados em cada requisito individual (Prajna et al., 2016). 

A busca de novas asparaginases ainda é importante para clínicos e 

biotecnologistas. Além disso, a busca de fontes naturais e a produção de novas formas 

modificadas de asparaginases por engenharia de proteínas e tecnologias genéticas são 

provavelmente as abordagens mais poderosas para melhorar os potenciais terapêuticos 

da enzima (Covini et al., 2012).  

A asparaginase II de S. cerevisiae, codificada pelo gene ASP3, é uma enzima 

periplásmica glicosilada, que apresenta elevada estabilidade, pH e temperatura ótimos 

próximos às condições fisiológicas. Por ser originada de um eucarioto, espera-se que 

apresente potencial imunogênico inferior ao das enzimas bacterianas. Contudo, seus 

níveis de produção são bastante baixos (115 UI/g de célula), tornando atraente a 

clonagem do gene ASP3 em microrganismos hospedeiros visando aumentar os níveis de 

expressão. Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, o gene ASP3 (região 

correspondente aos aminoácidos 33 a 362) foi clonado com sucesso na levedura 

metilotrófica P. pastoris sob o controle do promotor AOX1, obtendo-se uma enzima 

periplásmica que mostrou ser glicosilada, de acordo com as propriedades intrínsecas 

desta levedura de glicosilar proteínas extracelulares. A enzima expressa em P. pastoris 

apresentou atividade antiproliferativa contra células de leucemia mieloide crônica K562, 

mostrando seu potencial para uso terapêutico. 
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É conhecido que a glicosilação exerce influência na estrutura, função, 

imunogenicidade e estabilidade da molécula, fatores esses de grande relevância para 

uma proteína terapêutica. A presença da porção glicídica em proteínas em geral 

aumenta a sua estabilidade, sendo por vezes crucial para garantir a conformação 

espacial correta da molécula e, por conseguinte, a sua atividade biológica. Por outro 

lado, a glicosilação pode ser fonte de efeitos imunogênicos. 

Assim, existe interesse de realizar a clonagem do gene ASP3 em E. coli visando 

a obtenção de uma proteína não glicosilada, de acordo com as propriedades intrínsecas 

das bactérias de não realizarem modificações pós-traducionais. 
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3. OBJETIVOS 

3. 1. Objetivo geral 

 

Expressar a asparaginase II de Saccharomyces cerevisiae em Escherichia coli a partir da 

clonagem do gene ASP3. 

 

3. 2. Objetivos específicos 

 

 Comparar a expressão do gene ASP3 em E. coli a partir de duas construções 

plasmidiais: pET28a (expressão intracelular) e pET22b (expressão extracelular); 

 

 Desenvolver uma metodologia de purificação que preserve a atividade específica da 

proteína recombinante purificada; 

 

 Determinar massa molar, pI e atividade glutaminásica da asparaginase II de S. 

cerevisiae expressa em E. coli. 

 

 Avaliar a atividade antitumoral da proteína recombinante em ensaios de atividade in 

vitro utilizando células de linhagens cancerígenas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Microrganismos utilizados  

As linhagens de S. cerevisiae e E. coli utilizadas nesse trabalho encontram-se descritas 

abaixo.  

 S. cerevisiae - S288c (utilizada para extração de DNA genômico) 

RE1006: MATa can1-100 his3-his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-52. 

 

 E. coli 

DH5α: utilizada para a propagação e amplificação plasmidial. ø80 lacZM15 recA1 

endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk- mk+) SupE44 relA1 deoR (lac ZYA – arg I) u169 

(Amersham Biosciences, USA). 

 

BL21 (DE3): utilizada para a expressão da proteína recombinante {(F-ompT hsdSB (rB- 

mB-) recA1 gal dcm_(DE3) (lacI lac UV5-T7 gene 1 ind1 Sam7 nin5)} (Novagen, 

USA). 

 

4.2. Meios e soluções 

 

Meio Luria-Bertani (LB): triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L. O 

pH foi ajustado para 7,0. Para o preparo de meio sólido, 1 L do meio LB líquido foi 

acrescido de 15 g de ágar bacteriológico. Posteriormente, o meio foi esterilizado em 

autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi estocado a 25°C. 

 

Meio TB: triptona 12 g/L; extrato de levedura 24 g/L; glicerol 4 mL/L; K2HPO4 12,54 

g/L e KH2PO4
 2,54 g/L. O pH foi ajustado para 7,0. Posteriormente, o meio foi 

esterilizado em autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi estocado a 25°C. 

 

Meio YPD: extrato de levedura 10g/L, peptona 20 g/L e dextrose 20 g/L. 

Posteriormente, o meio foi esterilizado em autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi 

estocado a 25°C, pH 6,0. 
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4.3. Plasmídeos  pET28a(+)  e pET22b(+)   

 

Os vetores de expressão do sistema pET (Novagen) utilizados no presente 

trabalho foram o pET28a (+) (Figura 4), para expressão citoplasmática e que possui o 

cassete de resistência à canamicina, e o vetor pET22b (+) (Figura 5), para expressão 

extracelular e que possui o cassete de resistência à ampicilina. O vetor pET22b possui 

uma sequência sinalizadora (peptídeo sinal) pelB (peptídeo sinal nativo de Erwinia 

carotovora), que auxilia a exportação da proteína para o espaço periplasmático, de onde 

poderá ser secretada para o meio de cultivo através de transporte passivo.  
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Figura 4. Mapa do vetor de expressão pET-28a (+) mostrando as regiões de 

clonagem e expressão. Apresenta uma origem de replicação bacteriana (ori), um centro 

múltiplo de clonagem ou polylinker que contém os sítios de restrição enzimática, gene 

que confere resistência a canamicina (Kan) e promotor T7 lac (fundido ao operador do 

gene lac) o que possibilita a indução da expressão da proteína recombinante por 

isopropil-ß-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG). 
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Figura 5. Mapa do vetor de expressão pET-22b (+) (Novagen) mostrando as regiões 

de clonagem e expressão. Apresenta uma origem de replicação bacteriana (ori), um 

centro múltiplo de clonagem ou polylinker que contém os sítios de restrição enzimática, 

gene que confere resistência à ampicilina (Ap) e promotor T7 lac (fundido ao operador 

do gene lac) o que possibilita a indução da expressão da proteína recombinante por 

isopropil-ß-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG). Também pode ser visualizada a 

sequência gênica pelB que sintetiza o peptídeo sinal que facilita a exportação da 

proteína recombinante para o periplasma da célula. 
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4.4. Extração genômica de S. cerevisiae 

 

 Uma colônia da levedura S. cerevisiae (S288c) foi inoculada em 3 mL de meio 

YPD e cultivada a 28°C a 250 rpm por 24 horas. Quatrocentos microlitros dessa cultura 

foram adicionados a 40 mL de meio YPD em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL. As 

células foram cultivadas por 24 horas, 250 rpm a 28°C. Depois do crescimento, as 

células foram coletadas por centrifugação a 5.000 rpm por 5 minutos em temperatura 

ambiente e ressuspendidas em tampão SE (sorbitol 0,9 M, EDTA 10 mM, pH 7,5). Em 

seguida, 100 μL de solução de liticase (Sigma) foram adicionados à amostra, 

incubando-se por 1 hora a 37°C. A suspensão foi centrifugada (5.470 xg por 5 minutos à 

temperatura ambiente) e as células foram ressuspensas em 3 mL de tampão TE20 (Tris-

HCl 10 mM (pH 7,5), EDTA 20 mM) acrescido de 0,5 mL de SDS 10%. A mistura foi 

incubada por 30 minutos, em seguida foi adicionado acetato de potássio 5 M (pH 8,9) e 

incubada no gelo por 30 minutos. A suspensão foi centrifugada (15.120 xg por 10 

minutos a 4°C) e o precipitado foi descartado. Ao sobrenadante foi adicionado um 

volume de clorofane e após uma leve homogeneização, a mistura foi centrifugada a 

5.470 xg por 10 minutos. A fase aquosa, menos densa, foi recolhida para um novo tubo, 

recebendo 2,5 volumes de etanol 100%. Após ser incubada à temperatura ambiente por 

5 minutos, a mistura foi centrifugada a 15.120 xg por 15 minutos a 4°C. Depois da 

centrifugação, o precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 0,5 mL de 

tampão TE mais 5 μL de RNAse A (Invitrogen, 10 mg/mL). O DNA total de levedura 

foi guardado a 4°C para uso ou a -20°C para estoque. 

 

4.5. Iniciadores de DNA utilizados nas clonagens  

 

Os iniciadores de DNA foram adquiridos da empresa Exxtend solução em oligos 

(http://www.exxtend.com.br/). Foram construídos a partir da sequência do gene que 

expressa a asparaginase II, depositado no GenBank: BK006945.2, selecionando-se a 

sequência de nucleotídeos correspondente aos aminoácidos 33 a 362. Os primers 

desenhados foram: Senso 5’ CGCATATGCCATCAATCAAAATTTTTGGT 3’ e Anti-

senso 5’ CGCTCGAGTTAACCACCGTAGACGCCAGA 3’. A região de inserção dos 

sítios de restrição está sublinhada com as enzimas NdeI e XhoI, respectivamente, as 

quais foram adicionadas para facilitar a clonagem do gene nos vetores de clonagem em 

E. coli.  

 

http://www.exxtend.com.br/
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4.6. Amplificação do gene ASP3 de S. cerevisiae 

 

O gene ASP3 de S. cerevisiae, que codifica a enzima asparaginase II, foi 

amplificado por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA 

genômico, utilizando a enzima e protocolo da Taq DNA polimerase Platinum 

(Invitrogen), e os iniciadores descritos no item 4.5. O programa utilizado para a 

amplificação foi: desnaturação inicial a 94ºC por 3 minutos seguido pela 

desnaturação a 94ºC por 1 minuto e anelamento a 68ºC por 1 minuto e extensão a 

72ºC por 1 minuto com o total de 35 ciclos. A extensão final prosseguiu a 72ºC por 10 

minutos e o fragmento amplificado do gene foi visualizado através de eletroforese em 

gel de agarose 1%. 

 

4.7. Digestão do DNA com enzimas de restrição 

 

Para a digestão dos plasmídeos ou produtos de amplificação com enzimas de 

restrição, foram feitas misturas de reação em volumes de 20 μL (no caso de análise de 

restrição) ou 100 μL (para preparação dos vetores e insertos para os experimentos de 

clonagem e subclonagem), digerindo-se 2 ou 20 μL de DNA, respectivamente. A 

digestão foi realizada em períodos de 2 a 4 horas, a 37ºC. As enzimas utilizadas 

(descritas no próximo parágrafo) foram da Life Technologies com seus respectivos 

tampões de reação. Para estes procedimentos foram usados os protocolos descritos por 

Sambrook et al., 1989 e também o protocolo do fabricante das enzimas de restrição. 

Para a confirmação dos clones, os plasmídeos extraídos foram submetidos à 

digestão com as enzimas utilizadas nas etapas de clonagem. Para liberação do gene 

ASP3 presente no vetor pET28a, foram utilizadas as enzimas de restrição NdeI e XhoI. 

Para o vetor pET22b, foram utilizadas as enzimas de restrição NcoI e XhoI. As digestões 

foram incubadas a 37ºC por 2 horas e o resultado visualizado através de eletroforese em 

gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio. 

 

4.8. Separação e recuperação dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de 

agarose 

 

Em todos os casos de clonagem, tanto o fragmento do vetor como os insertos 

foram separados em géis de agarose (Ultra pure da Life Technologies), preparados em 
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concentração de 0,8 ou 1% em tampão TAE 1X (Tris-acetato 8 mM, EDTA 0,2 mM, 

pH 8,0) e corados com brometo de etídio na concentração de 0,1 μg/mL. 

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados sob luz UV. As bandas 

de interesse foram cortadas com bisturi e colocadas em microtubos de 1,5 mL. A 

recuperação do DNA foi realizada utilizando-se o kit Gel Extraction (QIAGEN), 

seguindo o protocolo do fabricante. 

 

4.9. Ligação do fragmento de DNA no vetor pET28a 

 

Todas as ligações do vetor de clonagem com o inserto de interesse foram feitas 

em um volume de 20 μL com 1 unidade da T4 DNA Ligase (Life Technologies) a 16ºC, 

por 18 horas. Metade do volume de reação foi utilizada para a transformação de células 

competentes DH5α. O restante foi armazenado para fazer uma análise eletroforética da 

ligação ou para posterior transformação, quando necessário. Após a ligação do gene 

ASP3 no vetor pET28a, o plasmídeo foi nomeado de pET28a-ASPII. 

 

4.10. Subclonagem do gene ASP3 em pET22B  

 

Após a confirmação do gene ASP3 por sequenciamento, o inserto 

correspondente foi removido da construção pET28a-ASPII com as enzimas NcoI e XhoI 

e ligado no vetor pET22b para expressão da proteína recombinante para o meio 

extracelular com o auxílio do peptídeo sinal pelB. Após a ligação do gene ASP3 no 

vetor pET22b, o plasmídeo foi nomeado de pET22b-ASPII. 

 

4.11. Preparo de células eletrocompetentes de E. coli 

 

Uma colônia de E. coli DH5α ou BL21 (DE3) foi coletada e inoculada em 5 mL 

de meio LB, sem antibiótico, o qual foi incubado a 37°C, durante 18 horas a 200 rpm. 

Em seguida, uma alíquota de 3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de LB e 

incubada a 37°C, 250 rpm até atingir densidade ótica a 600 nm (DO600 nm) entre 0,5 e 

0,6. Uma vez alcançada a DO, a cultura foi resfriada em gelo por 30 minutos e 

redistribuída em seis tubos tipo Falcon com 40 mL de cultura em cada. Cada cultura foi 

centrifugada a 2.419 xg durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Para a 

lavagem do precipitado celular, foram adicionados 40 mL de solução de glicerol 10% 

estéril e refrigerada. Os tubos foram novamente centrifugados a 2.419 xg por 20 
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minutos a 4ºC e o sobrenadante descartado. Esse processo de centrifugação e lavagem 

foi repetido mais três vezes e, após a última lavagem, o precipitado celular foi unificado 

e ressuspenso em 1 mL da solução de glicerol 10%. Alíquotas de 80 μL foram estocadas 

em freezer a -80°C. 

 

4.12. Transformação de E. coli (DH5α e DE3) com os plasmídeos pET28A-ASPII e 

pET22B-ASPII e extração plasmidial 

 

As construções pET28a-ASPII e pET22b-ASPII foram utilizados para 

transformar células eletrocompetentes de E. coli DH5α e DE3 preparadas de acordo 

com o protocolo descrito no item 4.11. As transformações das cepas foram realizadas 

através de eletroporação em aparelho eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad), 

utilizando o protocolo descrito em seguida. Cubetas para eletroporação de 0,2 cm (Bio-

Rad) e alíquotas de células eletrocompetentes foram mantidas em gelo por cerca de 5 

min. Posteriormente, 3 a 5 μL de produtos de ligação, consistindo no fragmento de 

DNA ligado ao vetor de clonagem correspondente, ou plasmídeos purificados, foram 

incubados com 50 μL de células eletrocompetentes e mantidos em gelo por mais 5 

minutos. Em seguida, a suspensão de células foi transferida para a cubeta e a 

eletroporação realizada utilizando o programa EC2 do aparelho. Imediatamente após a 

eletroporação, foram acrescentados à cubeta 1 mL de meio LB líquido sem antibiótico e 

as células eletroporadas foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL. A cultura foi 

incubada a 37°C por 1 h a 200 rpm. Em seguida, as células foram plaqueadas em meio 

seletivo LB-ágar 1,5% contendo o antibiótico para o qual o vetor inserido e/ou a cepa 

confere resistência. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. 

Para purificação dos plasmídeos, as colônias de transformantes em DH5α foram 

selecionadas e crescidas em 5 mL de LB com os respectivos antibióticos a 37°C, 200 

rpm por 16 horas. Para a extração de DNA plasmidial, foi utilizado o kit QIAprep Spin 

Miniprep (Qiagen). A separação do DNA plasmidial ocorre através de uma membrana 

de sílica presente dentro da coluna. Para realizar as extrações foram utilizados 5 mL da 

cultura de célula DH5α contendo o DNA plasmidial. Todas as etapas foram realizadas 

conforme o protocolo do fabricante. A eluição do plasmídeo aconteceu pela adição de 

32 μL de água ultrapura estéril a 60ºC. A solução contendo DNA plasmidial foi 

estocada a -20ºC. 
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4.13. Análise de colônias/clones transformantes pela reação em cadeia da 

polimerase – PCR 

 

A partir de uma colônia ou de 1 mL de crescimento recente em meio líquido dos 

clones selecionados, o conteúdo foi colocado em tubos de 1 mL e centrifugados. O 

pellet foi ressuspenso em 100 µL de água ultrapura (Sigma), aquecido por 10 minutos a 

99ºC e depois centrifugado a 27.260 xg por 1 minuto. Dois µL do sobrenadante foram 

utilizados para detecção da presença do gene da asparaginase II (ASP3) utilizando o 

protocolo da PCR descrito no item 4.6, utilizando-se os iniciadores descritos no item 

4.3. Como controle positivo foi utilizado o DNA genômico de S. cerevisiae. O 

fragmento amplificado do gene foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 

1%. 

 

4.14. Sequenciamento de DNA 

 

Os sequenciamentos de DNA foram realizados pela Plataforma de 

Sequenciamento de DNA da Fundação Oswaldo Cruz. A reação de sequenciamento foi 

realizada segundo o método de término de cadeia de Sanger modificado (Sanger et al., 

1977), empregando dideoxinucleotídeos marcados com fluoróforos. As reações foram 

realizadas em volume final de 10 μL contendo 3,2 pmol de oligonucleotídeo iniciador, 

aproximadamente 200 - 250 ng do produto da PCR purificados/plasmídeo e 4 μL do 

reagente DYEnamic ET Sequence Premix Terminator (DYEnamic ET Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences). O programa utilizado foi o seguinte: 30 

ciclos de 94°C por 30 seg, 56°C por 30 seg, 60°C por 30 seg. 

 

 

4.15. Expressão da asparaginase II em E. coli BL21 (DE3), utilizando as 

construções pET28a-ASPII e pET22b-ASPII 

4.15.1. Expressão em pequena escala (3 mL) 

 

Para verificar a expressão da proteína recombinante, foram utilizadas as 

linhagens de E. coli BL21 (DE3) competentes, obtidas por transformação, conforme 

descrito no item 4.12. Colônias isoladas em placas de Petri contendo meio LB ágar 

foram inoculadas em 3 mL de meio LB suplementado com canamicina (40 μg/mL) 

quando utilizando o vetor pET28a-ASPII e ampicilina (100 μg/mL) para a construção 
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com o pET22b-ASPII. A cultura foi incubada a 37°C a 200 rpm, até obtenção da 

DO600nm de 0,5. Um mL da cultura foi armazenado em tubo tipo Eppendorf para 

controle de células não induzidas. Ao volume restante da cultura foi adicionado IPTG 

(concentração final de 1 mM), incubando-se a seguir nas mesmas condições por um 

período adicional de 3 horas. Um mL foi coletado para controle de células induzidas. Os 

controles de não-indução e indução foram centrifugados por 1 minuto a 27.260 xg e ao 

pellet foram adicionados 80 μL de água ultrapura e 20 μL de tampão de amostra de 

proteína (azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, 

Tris-HCl 50 mM pH 6,8). As amostras foram fervidas por 15 minutos e aplicadas em 

gel de SDS-PAGE a 12% (10 μL de cada amostra). 

Para aumentar a solubilidade da proteína ativa desejada utilizando a construção 

pET28a-ASPII, foram realizadas variações nas concentrações de IPTG e com a 

diminuição da temperatura. Foram estudadas as culturas, induzidas com 0,1, 0,5 e 1,0 

mM de IPTG a 15°C, 20°C, 28°C e 37°C com adição de 5% de glicose. No entanto, 

apenas sob condições IPTG 0,1 mM de 15°C com 5% de adição de glicose foram ideais 

para a expressão solúvel de asparaginase II recombinante (dados não mostrados). 

 

4.15.2. Expressão em frascos agitados (1 L) 

  

Para a preparação dos cultivos em frascos agitados, foi utilizado um estoque de 1 

mL de cada clone de E. coli BL21 (DE3) transformado com os plasmídeos pET28a-

ASPII e pET22b-ASPII, separadamente, armazenados em glicerol 20% a -80ºC. Os 

clones foram pré-inóculados em 50 mL de meio LB contendo os respectivos 

antibióticos e incubados a 37ºC, 250 rpm por 16 horas. Após o crescimento celular, o 

volume foi inoculado em 1 litro de meio TB com o respectivo antibiótico em frasco 

Erlenmeyer de 4 L. A cultura contendo E. coli BL21 (DE3) pET22b-ASPII ficou a 250 

rpm a 37ºC até atingir a Abs600nm de 0,6-0,9 sendo então adicionado IPTG com a 

concentração final de 1 mM. O meio foi incubado nas mesmas condições por 20 horas. 

Após a indução, as células foram coletadas por centrifugação (5.470 xg por 15 minutos 

a 4 °C). O pellet celular foi congelado a -20ºC para posterior análise. O sobrenadante da 

cultura foi armazenado a 4ºC para posterior análise da exportação da proteína para o 

espaço periplasmático e extravasamento desta para o meio extracelular.  

A cultura contendo E. coli pET28a-ASPII foi mantida a 37ºC, 250 rpm até 

atingir DO600nm de 0,5 - 0,6 e as células foram induzidas com IPTG na concentração 
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final de 0,1 mM e adição de glicose na concentração final de 5%. A cultura foi incubada 

à temperatura de 15ºC, 250 rpm por 20 horas. Após esse período, as células foram 

coletadas por centrifugação (6.000 rpm por 15 minutos a 4°C). 

Para a cultura contendo E. coli pET22b-ASPII a indução foi conduzida com 

IPTG (1 mM). O meio foi incubado nas mesmas condições por 20 horas. Após a 

indução, as células foram coletadas por centrifugação (5.470 xg por 15 minutos a 4 °C). 

O pellet celular foi congelado a -20ºC para posterior análise. O sobrenadante da cultura 

foi armazenado a 4ºC para posterior análise da exportação da proteína para o espaço 

periplasmático e extravasamento desta para o meio extracelular.  

O pellet celular (ambas as construções pET28a-ASPII e pET22b-ASPII) foi 

armazenado a -20ºC para posterior análise (quantificação de proteínas e dosagem de 

atividade enzimática). No caso do cultivo com pET28a-ASPII, o sobrenadante da 

cultura foi descartado, por não apresentar expressão extracelular, confirmado por SDS-

PAGE e análise enzimática. Já para a expressão utilizando pET22b-ASPII, foram 

recolhidos 10 mL do sobrenadante da cultura para quantificação de proteínas e dosagem 

de atividade enzimática e o volume restante foi estocado a 4ºC para posterior 

purificação. 

 

4.16. Lise celular e obtenção dos corpúsculos de inclusão da cultura utilizando a 

construção pET28a-ASPII 

 

O pellet celular da construção pET28a-ASPII, obtido conforme descrito no item 

4.13, foi descongelado e homogeneizado em tampão de fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0 

na relação de 10 mL de tampão para cada grama de pellet celular (peso úmido). Em 

seguida, a suspensão bacteriana foi lisada a 800 bar por 10 minutos utilizando-se 

homogeneizador de alta pressão APLAB-10 Arte Peças. Após a lise celular, o material 

foi centrifugado para clarificação do material a 47.936 xg por 30 minutos a 4ºC. A 

seguir, o sobrenadante, denominado fração solúvel e o pellet, contendo os corpúsculos 

de inclusão (CIs) foram congelados a -20ºC para posteriores análises. 

 

4.17. Reenovelamento (refolding) da asparaginase II expressa por E. coli pET28a-

ASPII 

 

  Os corpúsculos de inclusão (CIs) foram diluídos em 20 mL de tampão de 

lavagem de CIs (fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0, sacarose 20%, solução comercial de 
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inibidor de protease 1 mg/mL (Sigma), lisozima 1 mg/mL (Sigma) e incubados por 2 

horas em temperatura ambiente. Os CIs lavados foram centrifugados a 47.936 xg a 4ºC 

e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado três vezes com o tampão 

fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0 mais solução de inibidor de protease (Sigma) 1 mL/g e 

na quarta vez foi diluído em 1 mL de tampão fosfato de sódio 0,02 M, que foi usado na 

solubilização e reenovelamento.  

Os CIs contendo asparaginase II (1 mL) foram solubilizados em 9 mL de tampão 

de solubilização (ureia 4 M; fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0; β-mercaptoetanol 0,02 M, 

solução de inibidor de protease (Sigma) 1 mL/g, NaCl 0,01 M) por 1 hora sob agitação 

em temperatura ambiente. A asparaginase solubilizada foi centrifugada a 47.936 xg por 

30 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi filtrado através de filtro 0,22 µm (Millipore). A 

proteína solubilizada foi submetida ao reenovelamento em reator químico, utilizando 90 

mL de tampão de reenovelamento (ureia 4M; fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0; arginina 

0,1 M, NaCl 0,01 M) por diluição em um fluxo de 0,1 mL/minuto a 4ºC. Após a 

diluição, o reenovelamento prosseguiu por mais 2 horas. Em seguida, centrifugou-se a 

47.936 xg por 30 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e dialisado (membrana de 

10 kDa) em tampão de diálise I (ureia 0,5; fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0) por 4 horas 

a 4ºC, sendo depois alterado para o tampão de diálise II (fosfato de sódio 0,02 M, pH 

7,0) por mais três vezes com intervalos de 4 horas. A proteína dialisada foi concentrada 

por ultrafiltração com membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e 

centrifugação a 2.419 xg por 40 minutos a 4ºC. Parte do volume obtido foi utilizada 

para realizar análise por SDS-PAGE e para determinar a atividade da proteína 

reenovelada. O restante foi usado para quantificação de proteína e purificação.  

 

4.18. Purificação por afinidade a íons imobilizados (IMAC) 

 

A purificação da asparaginase expressa em E. coli pET22b-ASPII foi realizada 

utilizando a coluna HisTrap (GE). Para a preparação da coluna foi realizada uma 

lavagem com solução contendo fosfato de sódio 0,02 M, NaCl 0,5M e de EDTA 0,05 

M, seguida da lavagem com volume de tampão fosfato de sódio 0,02 M correspondente 

a 5 vezes o volume de coluna. A coluna foi carregada com íons níquel pela a aplicação 

de NiSO4 0,1 M e, para a retirada do excesso de níquel, a coluna foi lavada com tampão 

fosfato de sódio 0,02 M. 
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O material obtido após a lise celular ou a partir do meio de cultura foi aplicado à 

coluna com uma solução de imidazol 0,04 M em fosfato de sódio 0,02 M pH 7,4. Após 

a passagem do extrato, a proteína foi eluída com um gradiente de 0 a 0,5 M de imidazol. 

 

4.19. Purificação da proteína após o reenovelamento 

 

Após todas as etapas do reenovelamento da asparaginase II expressa por E. coli -

pET28-ASPII, a proteína concentrada foi purificada por troca iônica utilizando a coluna 

de 5 mL Capto DEAE (GE). A amostra permaneceu em tampão fosfato de sódio 0,02 

M, pH 7,0. A coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampão fosfato de sódio 0,02 M, 

pH 7,0. As proteínas que interagiram com a coluna foram eluídas com gradiente de 

NaCl (0 a 1 M) em tampão fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0. 

 

4.20. Purificação da asparaginase solúvel expressa por E. coli  pET28a-ASPII 

 

Foram realizados dois processos distintos para a purificação da asparaginase, a 

primeira tentativa foi utilizada a purificação por troca iônica.   

A fração solúvel foi purificada utilizando a coluna de troca iônica de 5 mL 

Capto Q (GE). A amostra permaneceu em tampão fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0. A 

coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampão fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0. As 

proteínas que interagiram com a coluna foram eluídas com gradiente de NaCl (0 a 1 M) 

em tampão fosfato de sódio pH 7,0.  

Para a purificação por afinidade, a fração solúvel foi aplicada à coluna com uma 

solução de imidazol 0,04 M em fosfato de sódio 0,02 M pH 7,4. Após a passagem do 

extrato, a proteína foi eluída com um gradiente de 0 a 0,5 M de imidazol. 

 

 4.21. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio – 

SDS-PAGE 

 

Para a análise da expressão da proteína intracelular foram retiradas amostras de 

1 mL antes da indução e ao final cultivo (3 horas de indução para expressão em 3 mL de 

meio LB e 20 horas para expressão em 1L em meio TB). Estas amostras foram 

centrifugadas por 1 minuto a 26.260 xg à temperatura ambiente. As células foram 

ressuspensas em tampão de amostra para proteína. As amostras foram incubadas a 99ºC 

por 15 minutos e aplicadas em gel de SDS-PAGE a 12% (acrilamida 29%, N, N’ -
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metilenobisacrilamida 1% em água deionizada). A corrida foi realizada por 90 minutos 

com voltagem de 120 V em tampão de corrida (Tris Base 3 g/L, glicina 14,5 g/L, SDS 

0,1 g/Le pH 8,3) (Laemmli, 1970). O gel foi corado com Coomassie Blue R-250 0,25% 

e descorado com ácido acético 10% e metanol 50%. Após descorar, o gel foi 

fotografado para posterior análise. 

Para a análise da expressão da asparaginase, amostras dos sobrenadantes dos 

cultivos, dos sobrenadantes obtidos após lise celular e da proteína obtida após 

reenovelamento foram centrifugadas e os sobrenadantes foram concentrados 10 vezes 

em unidades de ultrafiltração com membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e 

por centrifugação a 2.419 xg por 40 minutos a 4ºC. As amostras foram preparadas com 

80 μL deste sobrenadante e 20 μL do tampão de amostra para proteína, sendo seguidos 

os mesmos procedimentos para aplicação em gel 12%. 

 

4.22. Quantificação de proteína por Bradford 

 

A quantificação de proteína total foi realizada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976) em microplaca de 96 poços. Após incubação à temperatura ambiente 

por 5 minutos foi realizada a leitura de Abs595nm das amostras utilizando o equipamento 

SpectraMax (Molecular Devices). A partir da curva padrão elaborada com proteína 

albumina do soro bovino - BSA (Bio Rad) foram determinadas as concentrações de 

proteína total das amostras. 

 

4.23. Análise da atividade asparaginásica 

 

A análise da atividade asparaginásica foi realizada conforme descrito por 

Einsfeldt (2014), com algumas modificações. A atividade enzimática foi mensurada 

através da hidrólise de asparagina em aspartato e amônio (Dunlop et al., 1980), sendo 

que uma unidade internacional de L-asparaginase (UI) é definida como a quantidade de 

enzima capaz de liberar 1 μmol de amônio por minuto a 37 °C e pH 7,4 (Guo et al., 

2002; Kurtzberg, 2000). 

Para realizar as análises de atividade da enzima obtida de forma intracelular ou 

potencialmente no periplasma, foram utilizadas as células provenientes de 1 mL de 

cultivo que foi centrifugado a 27.260 xg por 1 minuto em temperatura ambiente, e 

depois adicionado 1 mL de tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,4 gelado.  
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Para realizar as análises de atividade da enzima obtida no sobrenadante do 

cultivo (expressão extracelular), o sobrenadante, após lise celular e a parte final do 

reenovelamento, foi concentrado 10 vezes utilizando unidades de ultrafiltração com 

membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e centrifugações a 2.419 xg por 40 

minutos a 4ºC. A amostra proveniente do meio de cultura livre de células foi 

previamente dialisada em tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,4.  

  As reações foram realizadas com 50 μL da amostra adicionados a 50 μL de 

asparagina 5 g/L. A solução de asparagina foi preparada em tampão fosfato de sódio 

0,02 M, pH 7,4. Foram realizados controles para a confirmação da ausência de íons 

amônio no tampão, na amostra e para a determinação do valor de absorbância 

correspondente à molécula de asparagina, uma vez que esta também reage com os 

reagentes formadores de cor, independentemente do tempo de reação, mas dependente 

do número de moles de asparagina. Logo, o valor de absorbância correspondente ao 

controle de asparagina foi utilizado como branco para o cálculo da atividade enzimática. 

O tampão referente ao controle foi preparado com 100 μL, o controle de 

asparagina foi preparado com 50 μL de asparagina 5 g/L e 50 μL de tampão fosfato 0,02 

M pH 7,4 e os controles de amostra foram preparados com 50 μL de amostra e 50 μL de 

tampão fosfato 0,02 M pH 7,4. Todos os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. 

Imediatamente após este tempo, 40 μL da reação e dos controles foram adicionados a 40 

μL de TCA (ácido tricloroacético) 1,5 M. A estes 80 μL resultantes foram adicionados 2 

mL do Reagente 1 (salicilato de sódio 60 mM, nitroprussiato de sódio 3,4 mM e EDTA 

dissódico 1,35 mM). A mistura foi agitada e depois foram adicionados 2 mL do 

Reagente 2 (hipoclorito de sódio 4,8 mM e hidróxido de sódio 150 mM). Em uma 

reação positiva, íons amônio na presença destes reagentes formam um composto 

cromógeno azul esverdeado (Tabacco et al.,1979). As amostras foram então submetidas 

à leitura de Abs600nm e, a partir de uma curva padrão, construídas com soluções de 

sulfato de amônio em diversas concentrações, foram determinadas as concentrações do 

íon amônio liberado durante a reação enzimática. 

O cálculo foi realizado de acordo com a seguinte equação: 

   reaçãotFCdiluiçãonmAbsmLUI  /2600/ . 

 

4.24. Quantificação da massa celular 

 

 A avaliação do crescimento celular foi realizada conforme detalhado por 

Einsfeldt (2014), com algumas modificações, através de medidas de DO600nm utilizando 
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espectrofotômetro (Amersham Pharmacia Ultrospec 3100 Pro). As leituras foram 

convertidas para massa seca de células. Sendo assim, uma curva de absorbância em 

função da concentração de células foi realizada para correlacioná-las. 

A partir da cultura de 1L de pET28a-ASPII e pET22b-ASPII em meio TB, o 

volume foi centrifugado a 5.470 xg por 30 minutos a 4ºC. O pellet de cada cultura foi 

ressuspenso em 20 mL de água ultrapura e centrifugado novamente a 5.470 xg por 30 

minutos a 4°C. Este procedimento foi repetido três vezes. Após a última centrifugação, 

as células foram ressuspensas em 50 mL de água ultrapura. Dez mL da suspensão 

celular resultante foram transferidos para placas de Petri previamente taradas (em 

triplicata). Essas placas foram armazenadas em estufa a 90°C para verificação e registro 

dos valores até a secagem dos pellets.  

Simultaneamente, foram realizadas diluições seriadas com o volume restante de 

20 mL das amostras. A DO destas diluições foi medida em espectrofotômetro, de modo 

a delinear um gráfico de DO600nm em função da concentração de células, obtendo-se a 

equação que correlaciona DO600nm com concentração de células da cepa E. coli pET28a-

ASPII (R2=0,992) e pET22-ASPII (R2=0,998).  

 

4.25. Digestão tríptica em gel de poliacrilamida 

 

As cadeias polipeptídicas reveladas como bandas nos géis de eletroforese 

unidimensional foram tripsinizadas conforme descrito abaixo. O procedimento foi 

realizado em uma cabine de segurança biológica para minimizar eventual contaminação 

e resultados não confiáveis. Depois de identificadas, as bandas foram cortadas, os 

pedaços de gel colocados em tubos tipo Eppendorf de 0,5 mL e descorados com solução 

de acetonitrila 50%/bicarbonato de amônio 25 mM pH 8,0 por 24 horas, sob agitação. 

Em seguida, removeu-se o descorante e desidratou-se os pedaços de gel com 200 μL de 

acetonitrila 100% por 5 minutos e, então, secou-se em equipamento de secagem a vácuo 

(Speedvac, SC110, Savant), por cerca de 15 minutos. 

Aos pedaços de gel secos foram adicionados 100 μL de ditiotreitol (DTT) 65 

mM, por 30 minutos a 56ºC. Passado este tempo, removeu-se a solução redutora e 

adicionou-se 100 μL de iodoacetamida 200 mM, por 30 minutos, à temperatura 

ambiente, no escuro. A solução foi removida e os pedaços de gel foram lavados com 

200 μL de bicarbonato de amônio 100 mM, por 10 minutos. Após remoção da solução 

de lavagem, os pedaços de gel foram submetidos a nova desidratação com 200 μL de 
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acetonitrila 100%. O procedimento de lavagem e desidratação dos géis foi repetido mais 

uma vez, secando-se a seguir os mesmos por 15 minutos em speed-vac. 

Em paralelo, dissolveu-se em banho de gelo, 20 μg de tripsina (Promega) em 

100 μLde ácido acético 50 mM, diluindo-se a seguir 10 vezes com solução de 

bicarbonato de amônio 40 mM. Adicionou-se 15 μL da solução resultante de tripsina 

(concentração final de 20 ng/μL) a cada tubo contendo os pedaços de gel, mantendo-se 

no gelo por 45 minutos, para que a tripsina penetrasse no gel sem que se iniciasse a 

digestão. Removeu-se, então, todo o excesso de tripsina e adicionou-se 20 μL de 

bicarbonato de amônio 40 mM. Incubou-se a 37ºC por 20 horas. 

As soluções dos peptídeos extraídos foram concentradas em speed-vac até o 

volume de aproximadamente 5 μL, sendo armazenadas em freezer a -20ºC, para 

posterior análise por espectrometria de massas. 

Para todos os ensaios deste tipo, utilizaram-se o padrão de massa molecular BSA 

como controle positivo (CP) e um pedaço de gel não corado como controle negativo 

(CN). 

 

4.26. Análise de peptídeos por Espectrometria de Massas 

 

Os peptídeos da digestão tríptica foram analisados em espectrômetro de massas 

MALDI-TOF/TOF (ABI 5800 Applied Biosystem), no modo reflectron. As amostras 

foram misturadas com a matriz (composta de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico 10 

mg/mL em acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético 0,3%), na proporção de 1:1 (v/v). 

As misturas foram aplicadas individualmente na placa de MALDI (1 μL) e secas à 

temperatura ambiente. A placa de MALDI foi calibrada com uma mistura dos seguintes 

peptídeos: arg-bradicinina (m/z 904,46), angiotensina I (m/z 1.296,68), glu1-

fibrinopeptídeo B (m/z 1.570,67), ACTH-(1–17) (m/z 2.093,08), e ACTH-(18–39) (m/z 

2.465,19). No modo MS (primeira fragmentação), as massas (na realidade a relação 

m/z) dos íons observados correspondem às massas dos peptídeos obtidos pela digestão 

tríptica da proteína e detectados no espectrômetro (mapa peptídico). No modo MS/MS 

(segunda fragmentação), os cinco íons mais abundantes foram selecionados (timed ion 

selector) e fragmentados, preferencialmente nas ligações peptídicas, por colisão com 

nitrogênio (CID ou collision-induced dissociation). As massas dos fragmentos gerados 

(MS/MS) foram submetidas à pesquisa no banco de dados do NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) não-redundante (nr), com o auxílio do programa 

MASCOT (Matrix Science, Londres, Inglaterra). Os parâmetros usados na busca foram: 
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duas clivagens de tripsina perdidas, ± 0,8 Da de erro no modo MS, ± 0,6 Da de erro no 

modo MS/MS e modificações variáveis em relação à carbamidometilação (Cys), 

oxidação (Met) e pyro-Glu (N-terminal Glu). A especificação do instrumento para a 

busca de dados através de programa MASCOT foi “MALDI-TOF/TOF”. Finalmente, os 

resultados foram conferidos manualmente. 

 

4.27. Determinação de massa molar por cromatografia de exclusão molecular 

 

As amostras foram submetidas à cromatografia utilizando solução PBS, pH 7,0 

em coluna Superdex 200 10/30 (24 mL). O fluxo foi de 0,5 mL/minuto e o volume de 

aplicação de 500 μL, em equipamento AKTA Pure. A detecção foi realizada a 220 e 

280nm. A coluna foi previamente calibrada com padrões de massa molecular 

conhecidos: Blue Dextran (2000kDa), Aldolase (150kDa), Conalbumina (75kDa) e 

Ribonuclease (13,7kDa). A massa molar foi calculada utilizando curva de calibração y= 

-3,7412x + 4,7187. R²=0,9967. 

 

4.28. Focalização Isoelétrica 

 

As amostras não foram diluídas para a realização do experimento. O ponto 

isoelétrico (pI) foi estimado por focalização isoelétrica em gel de poliacrilamida (IEF-

PAGE), conforme Phamacia Biotech (1990). Foi utilizado um gel pronto PhastGel® 

(GE Healthcare) com gradiente de pH 3 a 9. Foram utilizados padrões de pI 3 a 10 

Broad (GE Healthcare), cujas proteínas são amiloglicosidase (3,50), inibidor de tripsina 

de soja (4,55), β-lactoglobulina A (5,20), anidrase carbônica B bovina (5,85), anidrase 

carbônica B humana (6,55), mioglobina ácida de cavalo (6,85), mioglobina básica de 

cavalo (7.35), lectina ácida de lentilha (8.15), lectina intermediária de lentilha (8,45), 

lectina básica de lentilha (8,65) e tripsinogênio (9,30). As duas amostras foram 

aplicadas no gel, com o pente de aplicação de 4 μL para 6 amostras. A corrida 

eletroforética foi realizada no equipamento PhastSystem® com corrente constante de 

2.5 mA, voltagem de 2.000 V e duração de 30 minutos. A revelação do gel foi feita com 

solução aquosa do corante de Coomassie Brilliant Blue R350 (PhastGel Blue R, GE 

Healthcare) 0,1% em metanol 30% e ácido acético 10%. Após 1 hora de incubação com 

o corante à temperatura ambiente, o gel foi descorado por meio de lavagens sucessivas 

com solução aquosa de metanol 30% e ácido acético 10%. Em seguida, o gel foi 

digitalizado no aparelho Gel DOC XR+™ (Bio-Rad) e a densitometria das bandas 
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eletroforéticas foi realizada no programa Image Lab™ (Bio-Rad). Os valores de pI 

foram estimados contra a curva de calibração: 969091.0,98.0*44.0 2  RxY .                                                                 

 

4.29. Avaliação da atividade glutaminásica 

 

Esses ensaios foram realizados conforme descrito por Pinheiro (2015), com o 

objetivo de analisar a atividade enzimática da asparaginase II recombinante expressa em 

E. coli utilizando como substrato L-glutamina 5 g/L. Os ensaios foram conduzidos 

conforme descrito no item 4.23, substituindo a L-asparagina por L-glutamina. 

 

4.30. Ensaios de atividade antitumoral in vitro por MTT 

 

As células K562 (linhagem celular de leucemia mieloide aguda) e Jurkat 

(linhagem de leucemia de célula T humana) foram cultivadas em meio de cultura 

RPMI1640 suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 0,1 mg/mL e gentamicina 0,05 mg/mL e mantidas em fase exponencial 

de crescimento. Vinte e quatro horas antes do ensaio, 5 x 104 células/mL foram 

adicionadas aos poços de placas de 96 poços e mantidas a 5% de CO2 e 37ºC. O 

tratamento com a amostra de asparaginase purificada foi realizado em um ensaio dose-

resposta (de 0,312 a 5 IU mL-1), cada concentração foi realizada em triplicata. Tampão 

fosfato de sódio 20 mM, estaurosporina 1 mM e asparaginase comercial (medicamento 

Aginasa, Bagó, Lote E120234A) foram utilizados como controles para a inibição do 

crescimento celular. Após 48 horas de incubação, adicionou-se azul de tiazolilo (MTT) 

2,5 mg/mL e manteve-se a placa numa incubadora de CO2 durante 4 horas. Os cristais 

de formazan gerados pela atividade celular foram solubilizados com álcool isopropílico 

e a absorbância a 570 nm foi determinada usando um leitor de microplacas (VictorX5; 

Perkin Elmer, EUA). 

Para o cálculo de viabilidade celular, seguimos a fórmula: Viabilidade (%) = (Do 

da amostra/Do controle) x 100%. O IC50 foi calculado utilizando o software Graph Pad 

Prism (Versão 5.01). 
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4.31. Fluxograma da expressão, purificação e pacial caracterizaçao da 

asparaginase II utilizando a construção pET28a-ASPII e pET22b-ASPII 

 

Foram desenhados fluxogramas para o maior entendimento dos experimentos 

realizados com as construções pET28a-ASPII (Figura 6) E pET22b-ASPII (Figura 7).   

 

 

 

Figura 6. Fluxograma da expressão, purificação e parcial caracterização da 

asparaginase II utilizando a construção pET28a-ASPII. 
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Figura 7. Fluxograma da expressão, confirmação da proteína e purificação da 

asparaginase II utilizando a construção pET22b-ASPII. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Amplificação e clonagem do gene ASP3 

Com o intuito de obter a mesma sequência de aminoácidos da asparaginase II de 

S. cerevisiae clonada em P. pastoris (Ferrara et al., 2006), no presente trabalho foi 

amplificada a região do gene ASP3 correspondente aos aminoácidos 33 a 362 da 

proteína, retirando-se, portanto, a sequência sinal (25 aminoácidos) mais 7 aminoácidos 

em seu N-terminal. 

O fragmento do gene ASP3 foi amplificado com sucesso do DNA genômico 

isolado de S. cerevisiae (S288c) por PCR. A eletroforese revelou a amplificação de um 

único fragmento de aproximadamente 990 pb, conforme o tamanho esperado (Figura 8). 

O gene clonado foi sequenciado por método automático e realizada a análise no 

software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; website: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), apresentando alta similaridade com vários genes 

ASP3 de S. cerevisiae (S288c). Tais genes estão depositados no banco de dados do 

NCBI, incluindo a sequência que foi utilizada para o desenho dos primers (GenBank: 

BK006945.2), os quais apresentaram 98% de identidade. A partir da sequência de 

aminoácidos estimada pelo programa pDRAW32 (AcaClone Software) e utilizando a 

sequência de nucleotídeos do gene clonado, pode ser feita a análise de similaridades das 

sequências de aminoácidos depositados no banco de dados do BLAST com a proteína 

estudada. A busca resultou na asparaginase de S. cerevisiae (S288c) com 100% de 

identidade depositada com o número de acesso NP_013256.1.  
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Figura 8. Amplificação do gene ASP3 de S. cerevisiae pela técnica da PCR. Gel de 

agarose a 1,5%; PM - GeneRuler 1kb Plus (Thermo Scientific); N – Controle negativo 

(sem DNA genômico); 1 e 2 – Bandas referentes ao gene ASP3 amplificado a partir do 

DNA genômico de S. cerevisiae sem diluição; 3 e 4 - Bandas referentes ao gene ASP3 

amplificado a partir do DNA genômico de S. cerevisiae diluído 1:10.  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6323184?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=X7106AWC014
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O fragmento de DNA foi purificado a partir do gel de agarose e digerido pelas 

enzimas NdeI e XhoI, conforme descrito em Material e Métodos. O fragmento digerido 

foi clonado diretamente no vetor pET-28a digerido com as mesmas enzimas. Utilizando 

esse vetor, espera-se a expressão da proteína de forma solúvel no interior da célula, 

podendo ocorrer, entretanto, a formação de corpúsculo de inclusão. O plasmídeo foi 

nomeado como pET28a-ASPII (devido ao nome da proteína asparaginase II expressa 

pelo gene ASP3 de S. cerevisiae). Com o objetivo de confirmar a ligação do gene ASP3 

ao vetor pET28a, o plasmídeo recombinante foi inserido em células de E. coli DH5α 

para a amplificação clonal. Após o crescimento celular, foram selecionados alguns 

clones para análise de restrição com as mesmas enzimas utilizadas para clonagem do 

gene ao vetor pET28a. Espera-se que pela utilização dessas enzimas sejam gerados dois 

fragmentos, correspondendo ao tamanho do gene ASP3 (990 pb) e do vetor pET28a 

(5389 pb). Na Figura 9 é possível visualizar a confirmação da ligação do gene ao vetor 

em apenas um clone de E. coli DH5α transformado com o plasmídeo pET28a-ASPII.  

 

 

 

 

 

 

 

O clone positivo foi cultivado para amplificar o número de cópias do plasmídeo. 

Estes, após extração e purificação, foram empregados para transformar a linhagem de E. 

coli BL21 (DE3) e expressar a proteína recombinante.  

pb 

Figura 9. Seleção de clones (E. coli - DH5α) transformados com pET28a-ASPII. 

Análise por restrição (NdeI e XhoI). Gel de agarose a 1,5%; PM – Peso Molecular 

1Kb (Invitrogen); 1 a 8 – clones transformados com pET-28a -ASP3; 9 – controle 

positivo do gene ASP3 (PCR). Observa-se apenas o clone 6 como positivo. 
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Foram selecionados alguns clones, porém em apenas dois observou-se a 

expressão intracelular de uma proteína de aproximadamente 38 kDa, valor próximo ao 

esperado para a asparaginase recombinante, conforme dedução teórica utilizando o 

programa ProtParam (cerca de 37 kDa). A seleção dos clones positivos, nos quais se 

observou a expressão de proteína recombinante pela indução por IPTG, pode ser 

visualizada na Figura 10. A visualização da expressão da proteína recombinante revela 

o sucesso da construção do plasmídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Subclonagem do gene ASP3 para expressão extracelular da asparaginase II 

utilizando o vetor pET22b 

A clonagem no vetor pET22b facilita a expressão da  proteína para o espaço 

periplasmático, de onde poderá ser secretada para o meio de cultivo através de 

transporte passivo ou extravasamento da proteína pelo rompimento da célula, conforme 

ocorreu com a expressão da L-asparaginase de Zymomonas mobilis em E. coli 

kDa 

ASPII 

Figura 10. Seleção de clones (E. coli - BL21 DE3) transformados com pET28a-

ASPII através da indução com IPTG 1 mM para expressão da asparaginase a 37ºC 

por 3 horas de indução. Gel de SDS-PAGE a 12%. PM – Peso Molecular Page Ruler 

Plus (Thermo Scientific #26619). 1 – pET28a-vazio (extrato total); 2 – pET-28a-vazio 

(Sobrenadante da cultura); 3 – Clone 1 (extrato total); 4 – clone 1 (meio de cultura); 5 – 

Clone 2 (extrato total); 6 – clone 2 (meio de cultura). A asparaginase pode ser observada 

próximo ao peso molecular de 36 kDa, como indicado com uma seta na figura. 

 

 



 47 

(Einsfeldt, 2014). Após a clonagem do gene ASP3 no vetor pET22b, foi gerado o 

plasmídeo pET22b-ASPII. Essa construção foi usada para transformar células DH5α 

para aumentar o número de cópias do plasmídeo. Após a transformação, sete clones 

foram selecionados e analisados por PCR para avaliação da presença do gene ASP3 

(figura 11). Observa-se que quatro clones apresentaram o fragmento de 990 pb 

correspondente ao inserto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os plasmídeos dos clones positivos (1, 4, 5 e 7, figura 11) foram purificados por 

Miniprep, conforme descrito em Materiais e Métodos. Após a extração plasmidial, foi 

realizada a análise de restrição com as enzimas NcoI e XhoI para confirmação da ligação 

do inserto ao vetor pET22b. Na Figura 12 pode ser observada a clivagem dos 

plasmídeos com êxito, mostrando que o fragmento do gene ASP3 (990 pb) realmente se 

ligou ao vetor. 

 

 

pb 

Figura 11. Seleção de clones (E. coli - DH5α) transformados com pET22b-

ASPII a partir da PCR. Gel de agarose a 1,5% PM – GeneRuler 1kb Plus 

(Thermo Scientific); 1 até 7 – clones transformados com pET22b-ASPII 

identificados pela presença do gene ASP3. 

 



 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O plasmídeo pET22b-ASPII positivo foi utilizado para transformar E. coli BL21 

DE3 por eletroporação. Foram selecionados nove clones e a confirmação da presença do 

plasmídeo e do gene ASP3 foi realizada pela análise por PCR, sendo constatada a 

presença do gene ASP3 em oito dos clones selecionados (Figura 13). 
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Figura 12. Seleção de clones (E. coli - DH5α) transformados com pET22b-ASPII. 

Análise por restrição (NcoI e XhoI). Gel de agarose a 1,5% PM – GeneRuler 1kb Plus 

(Thermo Scientific); 1 até 5 – clones transformados com pET22b-ASPII; 6 – controle 

positivo do gene ASP3 (PCR); 7 – Vetor pET22b vazio. Observam-se os clones 1, 3, 4 e 

5 como positivos.  

 

Figura 13. Amplificação do gene ASP3 nos clones (E. coli BL21 DE3) 

transformados com pET22b-ASPII por PCR. Gel de agarose a 1,5% PM – 

GeneRuler 1kb Plus (Thermo Scientific); 1 até 9 – clones E. coli BL21 (DE3) 

transformados com pET22b-ASPII; 10 – controle positivo pET28a-ASP3 (diluído 1:10); 

11- Controle negativo (foi adicionado água no lugar de DNA). Observa-se o clone 8 

como negativo e os demais positivos comparados com o controle: (10). 
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Todos os clones positivos foram avaliados quanto à produção da proteína 

recombinante por indução por IPTG, sendo analisados apenas os sobrenadantes dessas 

culturas por SDS-PAGE, no intuito de avaliar a expressão extracelular da proteína 

recombinante (Figura 14). Todos os clones expressaram uma proteína com o tamanho 

esperado do monômero da asparaginase de aproximadamente 38 kDa. Portanto, a 

clonagem do gene ASP3 em E. coli utilizando o vetor pET22b promoveu a expressão da 

asparaginase II de S. cerevisiae para o meio extracelular.  

 

 

 

 

5.3. Expressão da asparaginase II em frascos agitados utilizando os clones E. coli 

pET28a-ASPII e E. coli pET22b-ASPII e análise por Espectrometria de Massas 

para identificação da asparaginase de S. cerevisiae 

 

A expressão da proteína utilizando a construção E. coli BL21 DE3/pET28a-

ASPII foi realizada através da indução com IPTG 0,1 mM a 15ºC por 20 horas. Essas 

condições favoreceram a expressão intracelular da proteína recombinante de forma 

solúvel, porém também houve a formação de corpúsculo de inclusão e não foi 

observada significativa expressão no meio de cultura (Figura 15). Ressalta-se que as 

kDa 

Figura 14. Seleção de clones (E. coli BL21-DE3) transformados com pET22b-ASPII 

através da indução com IPTG 1 mM a 37ºC por 3 horas. Gel de SDS-PAGE a 12% em 

condições desnaturantes. Meio de cultura em meio LB após indução. PM – Peso Molecular 

Page Ruler Plus – 26619 (Thermo Scientific); Vazio – pET22b-vazio; Clones 1 até 8 (o 

clone 8 é o clone 9 identificado na figura 13) transformados com pET22b-ASPII. 
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bactérias nem sempre são capazes de expressar na conformação correta proteínas 

nativas excretadas de eucariotos, resultando na formação de corpúsculos de inclusão. 

Isso ocorre porque os sistemas procariotos não realizam modificações pós-traducionais, 

que são muitas vezes cruciais para garantir a conformação estrutural correta da molécula 

e, por conseguinte, sua atividade biológica (Sahdev et al., 2008; Upadhyay et al., 2014; 

Saeed et al., 2018). De fato, Santos e colaboradores (2016) testaram 93 estratégias, 

incluindo diferentes combinações de linhagens hospedeiras, vetores, regiões 

codificadoras do gene (correspondentes aos aminoácidos 1 a 362; 26 a 362; e 32 a 362) 

e condições de cultivo, entre outras, para a clonagem do gene ASP3 em E. coli, 

nenhuma delas coincidente com a utilizada no presente trabalho. Em todas as 

estratégias, a proteína foi obtida de forma insolúvel e sem atividade, com exceção de 

uma (pET15b com a inserção do gene ASP3 – correspondente aos aminoácidos 32 a 

362), que resultou em uma pequena quantidade de proteína solúvel com baixa atividade 

específica após purificação (Santos et al., 2016). Porém, no presente trabalho pode ser 

observada a expressão de forma solúvel, após a lise celular, (Figura 15, canaleta 4). Esse 

resultado é muito importante, porque a expressão solúvel facilita a recuperação da 

proteína através da purificação por IMAC, com o auxílio da cauda de histidina, sem a 

necessidade de realizar a etapa de reenovelamento, como é o caso da proteína presente 

no corpúsculo de inclusão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

kDa 

ASPII 

Figura 15. Expressão solúvel e formação de corpúsculo de inclusão utilizando o 

plasmídeo pET28a-ASPII em E. coli BL21 (DE3) com indução por IPTG 0,1 mM a 

15ºC por 20 horas. Gel de SDS-PAGE a 12% em condições desnaturantes; PM – Peso 

Molecular Page Ruler Plus – 26619 (Thermo Scientific) 1 – Extrato celular sem indução 

por IPTG; 2 – Extrato celular após indução com IPTG 0,1 mM; 3 – Meio de cultura 

concentrado 10X com Centriprep (Millipore); 4 – Fração solúvel; 5 – Corpúsculo de 

inclusão (CI).  
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A expressão solúvel da asparaginase II em E. coli pode ter sido influenciada pela 

adição de glicose no meio de cultura, pois a alta concentração desse açúcar resulta em 

repressão catabólica, diminuindo a captação de lactose e elevando a adenosina 

monofosfato cíclica (AMPc). Esses fatores ocasionam a redução de afinidade da RNA 

polimerase, levando à diminuição da expressão dos genes associados ao operon lac 

(Deutscher et al., 2006). Tais fatores associados ao crescimento microbiano em 

temperaturas mais baixas diminuem a taxa de replicação de E. coli, geralmente 

promovendo a expressão de proteínas solúveis (Schein et al., 1988).  

O crescimento bacteriano em temperaturas mais baixas é uma técnica bem 

conhecida para facilitar o enovelamento correto. A razão pela qual a temperatura mais 

baixa favorece o estado nativo da proteína expressa está relacionada a uma série de 

fatores, incluindo a diminuição na força motriz para a associação de proteínas; taxa mais 

lenta de síntese proteica; mudanças na cinética de enovelamento da cadeia polipeptídica 

etc. Um sistema de expressão especificamente induzido à baixa temperatura e em 

conjunto com as chaperonas moleculares pode produzir um sistema novo e poderoso 

para obter proteínas solúveis (Schumann & Ferreira, 2004). 

 As chaperonas moleculares são proteínas altamente conservadas que ajudam 

outros polipeptídeos a alcançar sua conformação nativa sem se tornarem parte da 

estrutura final. Elas não são catalisadores de dobramento, uma vez que não aceleram as 

taxas de enovelamento. Em vez disso, elas impedem reações de agregação fora da via 

por domínios hidrofóbicos de ligação em polipeptídeos parcialmente dobrados ou não-

dobrados designados como proteínas não-nativas (Schumann & Ferreira, 2004). As 

chaperonas moleculares são divididas em enoveladoras e de suporte estrutural. Ambas 

as classes interagem com cadeias polipeptídicas não nativas através de superfícies 

hidrofóbicas expostas. Enquanto as chaperonas enoveladoras medeiam seu 

reenovelamento em um processo dependente de ATP, as chaperonas de suporte ligam 

proteínas não-nativas e impedem sua agregação (Schumann & Ferreira, 2004). 

A concentração do indutor também desempenha um papel importante na 

expressão solúvel de proteínas recombinantes (Antoniou et al., 2017). A estratégia 

baseada em baixa temperatura, concentração de indutor, variação no tempo de indução 

do gene alvo e expressão de chaperona foi usada para reduzir a agregação de xilanase 

em E. coli e aumentar sua expressão solúvel e com atividade enzimática (Jhamb & 

Sahoo, 2012).   

Para a expressão utilizando a construção pET22b-ASPII, para a qual é esperada 

expressão extracelular, a cultura em frascos agitados foi induzida por IPTG 1mM a 
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37ºC por 20 horas. Observa-se para o sobrenadante da cultura uma banda proteica 

predominante, de cerca de 38 kDa, indicando a expressão extracelular da asparaginase 

(Figura 16). Não foi observada a formação de corpúsculo de inclusão como ocorreu para 

a construção pET28a-ASPII.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Proteínas secretadas podem extravasar do espaço periplasmático para o meio de 

cultura, possivelmente devido ao aumento da permeabilidade da membrana celular 

(Tong et al., 2000). Essa observação tem forte apelo industrial, pois a expressão da 

proteína periplasmática ou potencialmente extracelular no meio de cultura facilita 

significativamente os processos de purificação, devido ao menor número de proteínas 

contaminantes presentes no meio extracelular em relação ao intracelular (Cornelis, 

2000; Jones, 2002).  Além disso, as L-asparaginases nativas bacterianas são expressas 

para o meio extracelular com auxílio de um peptídeo sinal que transporta a proteína para 

o periplasma da célula (Kotzia & Labrou, 2005).  De forma semelhante, já foi 

observado que a asparaginase de Erwinia carotovora foi expressa tanto no periplasma 

da célula como secretada no meio de cultura utilizando E. coli como plataforma de 

expressão (Wink et al., 2010). Karamitros & Labrou (2014) também descreveram a 

kDa 

Figura 16. Expressão solúvel utilizando o plasmídeo pET22b-ASPII em E. coli com 

indução por IPTG 1 mM a 37ºC por 20 horas. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM – Peso 

Molecular Page Ruler Plus – 26619 (Thermo Scientific) 1 – pellet celular sem indução 

por IPTG; 2 – Extrato celular após indução com IPTG; 3 – meio de cultura concentrado 

10X com Centriprep (Millipore); 4 – Fração solúvel; 5 – Corpúsculo de inclusão. 
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expressão extracelular, para o meio de cultura, da L-asparaginase de Erwinia 

chrysanthemi utilizando E. coli. 

  As construções do presente trabalho foram comparadas quanto à expressão da 

asparaginase em termos de atividade enzimática de cada etapa (sobrenadante da cultura, 

extrato celular, fração solúvel e corpúsculo de inclusão) com o objetivo de selecionar a 

construção com maior produção da proteína recombinante. Para isso, foram realizados 

cultivos em triplicata de cada construção (E. coli pET28a-ASPII e E. coli pET22b-

ASPII) e também do controle negativo (pET28-vazio sem o gene ASP3). 

A expressão da asparaginase recombinante, utilizando E. coli transformada com 

o plasmídeo pET28a-ASPII apresentou 225,6 UI/g de célula (atividade medida no pellet 

celular) (Figura 17). Este valor é cerca de duas vezes maior do que a atividade da 

asparaginase nativa de S. cerevisiae expressa por fermentação em frascos agitados, que 

apresentou 115 UI/g (Ferrara et al., 2004).  A expressão extracelular obtida para essa 

construção foi de 14,9 UI/g de célula. Após lise celular, a fração solúvel apresentou 

192,9 UI/g de célula. Não foi detectada atividade enzimática no corpúsculo de inclusão. 

O pellet celular da fermentação utilizando a construção pET22b-ASPII 

apresentou 155,4 UI/g, enquanto que a expressão extracelular foi de 54,1 UI/g. Após a 

lise celular, a fração solúvel apresentou 120,9 UI/g (Figura 17) e o corpúsculo de 

inclusão não apresentou atividade. 

A atividade asparaginásica observada para a construção com o vetor vazio (sem 

o gene ASP3) foi muito inferior (24,1 UI/g) quando comparada com as obtidas com as 

construções contendo o gene ASP3 (225,6 UI/g).  

A atividade asparaginásica total por grama de célula (atividade extracelular 

somada à atividade no pellet) foi maior para a construção pET28a-ASPII (240,15 UI/g) 

do que para a construção pET22b-ASPII (209,5 UI/g). Diferenças de rendimento entre 

duas construções para produção de asparaginase foi evidenciada também por outros 

autores. Einsfeldt (2014) clonou o gene da L-asparaginase de Zymomonas mobilis em E. 

coli utilizando o vetor pET26b, que possui o mesmo peptídeo sinal (pelB) do vetor 

pET22b; o cultivo da linhagem recombinante em biorreator com meio de cultura 

complexo após quatro horas da indução por IPTG resultou em 172,7 UI/g de célula, 

valor semelhante ao obtido no presente trabalho para a construção E. coli pET22b-

ASPII. Por outro lado, a atividade enzimática da asparaginase II recombinante expressa 

de forma intracelular (citosólica) de E. coli MTCC 739 apresentou maior atividade 

comparada com a proteína coletada do periplasma (Vidya et al., 2011). Da mesma 
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forma, neste trabalho, a construção (pET28a-ASPII) que expressou a proteína 

intracelular apresentou maior atividade comparada à extracelular.  

 

 

 

 

 

5.4. Identificação asparaginase recombinnate por espectrometria de massas 

A proteína expressa pela construção E. coli pET28a-ASP3 foi analisada por 

espectrometria de massas para confirmar a identidade com a asparaginase II de S. 

cerevisiae. Para isto, as bandas de aproximadamente 38 kDa correspondentes às frações 

solúveis e corpúsculo de inclusão foram excisadas, como demonstrado na Figura 18, e 

tripsinizadas. Os resultados obtidos de MS/MS foram analisados com o auxílio do 

programa Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) e a busca 

das proteínas na base de dados do Blast.  Os dados da Tabela 1 indicam que a 

Figura 17. Atividade asparaginásica específica (UI/g de célula) das diversas frações do cultivo de E. coli 

BL21 (DE3) transformada com pET-28a-ASPII, pET-22b-ASPII e pET-28a-vazio (sem o gene ASP3). 

CI (corpúsculo de inclusão). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e lisados utilizando por 

prensa francesa.  

http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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asparaginase II de S. cerevisiae foi observada nas bandas 1 e 2, confirmando a 

expressão dessa proteína em E. coli.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína  Microrganismo Score Matches Peptídeos Banda Nº de acesso 

ASP S. cerevisiae S288c 354 5 (3) R.IASGFWTTK.M 1 NP_013256 

    
R.ILLQLCLYSGYGMDQIR.S 2 

 

    
R.RTADGTVPPDDAPEYAIGSGYLNPQK.S 1,2 

 

    
K.GIVLAGSGAGSWTATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSR.R 2 

 
              

  

kDa 

Figura 18. Bandas excisadas do gel para tripsinização e identificação por 

espectrometria de massas da asparaginase II de S. cerevisiae a partir da expressão 

em E. coli BL21 (DE3) pET28a-ASPII. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM – Peso 

Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific); 1 – Sobrenadante após lise celular; 2 – 

Corpúsculo de inclusão (CI). 

 

Tabela 1. Identificação dos peptídeos obtidos pela expressão realizada por E. coli BL21 (DE3) 

pET28a-ASPII. Resultados gerados pela base de dados Mascot, correspondendo aos resultados de 

MS/MS. 
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O mesmo procedimento foi realizado para a proteína expressa pela construção 

pET22b-ASPII, observada em gel de SDS-PAGE (figura 16). Na Tabela 2 estão 

descritos os peptídeos que conferem identidade com a asparaginase II de S. cerevisiae. 

A identificação dos peptídeos referentes à asparaginase confirma a expressão da 

asparaginase recombinante para o meio extracelular em E. coli. No entanto, o score 

(118) para essa proteína solúvel foi menor do que o verificado para a proteína expressa 

de forma intracelular utilizando pET28a-ASPII, de 354. Isso pode ser visualizado pela 

quantidade de peptídeos encontrados, sendo maior para a construção pET28a-ASPII.  

 

 

Proteína  Microrganismo Score Matches Peptídeos Banda 

Nº de 

acesso 

ASP S. cerevisiae S288c 118 2 (1) R.IASGFWTTK.M 3 NP_013256 

        R.RTADGTVPPDDAPEYAIGSGYLNPQK.S     

 

 

5.5. Purificação da asparaginase extracelular expressa por E. coli pET22B-ASPII 
 

 

A expressão da asparaginase por E. coli pET22b-ASPII produz uma proteína 

ligada à cauda de histidina (devido à sequência codificadora dessa sequência de 

aminoácidos presente no vetor pET22b), que possibilita a purificação por afinidade ao 

níquel. Assim, foi testada a utilização de uma coluna HisTrap HP (GE) de 5 mL para 

purificação da asparaginase extracelular (excretada para o meio de cultura) obtida 

através desta construção. Observou-se que a proteína foi eluída por completo, indicando 

a não eficiência desta estratégia de purificação (Figura 19). Este resultado sugere que a 

cauda de histidina não estaria exposta após o enovelamento da proteína, impedindo a 

sua ligação à coluna. Não foi detectada atividade enzimática para a amostra eluída. 

Para verificar a presença da cauda de histidina, a proteína foi previamente 

desnaturada por adição de uréia 4 M e, em seguida, aplicada na coluna HisTrap. Pode 

ser observado que a proteína desnaturada ligou-se à resina, confirmando a presença da 

cauda de histidina (Figura 20). Devido à desnaturação, não foi evidenciada atividade 

enzimática. 

Tabela 2. Identificação dos peptídeos das bandas do gel da expressão realizada em 

E. coli BL21 (DE3) pE22b-ASPII. Resultados gerados pela base de dados Mascot, 

correspondendo aos resultados de MS/MS. 
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Como alternativa à purificação da asparaginase, foi utilizada a coluna de troca 

iônica Capto-Q (GE). Neste caso, foi possível recuperar a proteína presente no meio de 

cultura (Figura 19). No entanto, também não se observou atividade da proteína após a 

análise enzimática das frações que foram utilizadas para carregar o gel de SDS-PAGE 

(cromatograma não mostrado), canaletas 3, 4, 5 e 6. Foi observado também que a 

proteína expressa no meio extracelular com a construção pET22b-ASPII possuía 

atividade de 1,301 UI/mL, porém perdeu a atividade após a etapa de troca de tampão 

para retirada do meio de cultura e posterior purificação. A perda da atividade ocorreu 

até mesmo quando o meio de cultura, sem prévia mudança de tampão, foi utilizado 

diretamente na purificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

kDa 

Figura 19. Purificação por afinidade e por troca iônica da asparaginase 

extracelular expressa utilizando E. coli pET22b-ASPII com o equipamento AKTA 

Avant 25 (GE).  Gel de SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular Page Ruler Plus 

(Thermo Scientific) 1 – Input da amostra solúvel sem concentrar; 2 – Input da amostra 

solúvel concentrada 5 X; 3 – Fração (pool) purificada com HisTrap com gradiente linear 

de Imidazol; 4 – Flow Through (FT) da coluna HisTrap (fração não retida na coluna). 5 

– Fração purificada (pool) com troca iônica (Capto Q); 6 – FT da coluna Capto Q 

(fração não retida na coluna). 
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A perda da atividade utilizando a construção pET22b-ASPII talvez tenha 

ocorrido durante o processamento da amostra, pois a asparaginase II expressa utilizando 

o vetor pET28a-ASPII permaneceu com atividade, mesmo possuindo a cauda de 

histidina (descrição no item 5.8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alguns trabalhos demonstraram que a L-asparaginase II recombinante de E. coli 

foi expressa na forma extracelular, contendo também cauda de seis histidinas com 

auxílio do peptídeo sinal pelB, o mesmo utilizado no presente trabalho. Essa proteína 

recombinante foi purificada, com atividade, a partir do sobrenadante da cultura com 

uma única etapa de purificação, utilizando cromatografia de afinidade ao níquel 

(Khushoo et al., 2004). Por outro lado, a proteína recombinante de E. chrysanthemi 

secretada em E. coli foi purificada diretamente do meio de cultura, simplificando 

consideravelmente os processos de downstream (Karamitros & Labrou, 2014). No 

entanto, o autor não descreveu a atividade da proteína após essa etapa de purificação, 

não sendo possível, portanto, comparar com o esse estudo. 

kDa 

Figura 20. Purificação em condições desnaturantes (uréia 4 M) da asparaginase 

extracelular expressa utilizando E. coli pET22b-ASPII. Gel de SDS-PAGE a 12%; 

PM – Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific); 1 – Input (meio de cultura 

com uréia 4M); 2 – fração purificada; 3 – Flow Through (fração não retida na coluna). 
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  Devido ao fato da proteína extracelular avaliada nesse trabalho não apresentar 

atividade após a etapa de purificação proposta, os esforços para purificação foram 

direcionados para a asparaginase expressa utilizando pET28a-ASPII. 

 

5.6 Reenovelamento e purificação da asparaginase do corpúsculo de inclusão (CI) 

da expressão utilizando E. coli pET28A-ASPII 

 

O corpúsculo de inclusão (CI; sem atividade enzimática), isolado a partir da 

fermentação da cepa de E. coli pET28a-ASPII, foi solubilizado com uréia 4 M e o 

reenovelamento da proteína foi conduzido na presença de arginina 0,1 M. Esse 

aminoácido auxilia na redução de agregados e promove a formação de tetrâmeros, 

conforme ocorreu com o reenovelamento da L-asparaginase de E. coli insolúvel 

(Upadhyay et al., 2014). A asparaginase de S. cerevisiae reenovelada foi purificada 

utilizando a coluna de troca iônica Capto DEAE (GE) de 5 mL. A eluição foi realizada 

por gradiente de NaCl e analisada por SDS-PAGE (Figura 21 – Cromatograma não 

mostrado). No entanto, a proteína em gel desnaturante apresentou o tamanho de 

aproximadamente 76 kDa, que corresponde a duas vezes o tamanho esperado para a 

subunidade da asparaginase (38 kDa), sugerindo a formação de dímero. O mesmo 

comportamento foi observado para a asparaginase de Pyrococcus furiosus após a etapa 

de purificação (Bansal et al., 2010). Mesmo com essa característica, a asparaginase 

recombinante de S. cerevisiae reenovelada do corpúsculo de inclusão (antes de iniciar a 

purificação) apresentou atividade de 0,164 UI/mL, correspondendo a 0,287 UI/mg de 

proteína. Com a confirmação da atividade, podemos concluir que houve o enovelamento 

da proteína utilizando essa metodologia, comparado ao corpúsculo de inclusão para o 

qual não se evidenciou atividade enzimática. Até o momento, não há relatos na 

literatura que evidenciem o reenovelamento da asparaginase recombinante de S. 

cerevisiae, a partir do CI, com atividade. Upadhyay e colaboradores (2014) descrevem 

que foi possível recuperar apenas 50% da atividade da asparaginase II recombinante de 

E. coli, apresentando 190 UI/mg, quando comparada à atividade da asparaginase 

comercial (200 UI/mg). 
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5.7. Purificação por troca iônica da asparaginase da fração solúvel expressa por E. 

coli pET28a-ASPII.  

 

  A fração solúvel (sobrenadante após a lise celular) em tampão fosfato de sódio 

0,02 M com manitol (0,550 mg/L) apresentou atividade de 0,876 UI/mL 

correspondendo a 3,10 UI/mg de proteína. Esse material foi utilizado para purificação 

por troca iônica utilizando uma coluna Capto Q (GE). A eluição foi realizada por 

gradiente de NaCl, conforme detalhado no cromatograma da purificação (Figura 22) e o 

material referente aos dois 2 picos coletados foram submetidos à eletroforese (Figura 

23). O pool do pico 1 apresentou 8,16 UI/mL, porém com muitos contaminantes. Pode 

ser observado nessa figura uma amostra mais pura (canaleta 3) que apresentou atividade 

enzimática de 0,489 UI/mL (Figura 24), correspondendo a 0,859 UI/mg de proteína. 

Esse valor, embora superior ao observado para a amostra reenovelada do corpúsculo de 

inclusão, de 0,287 UI/mg de proteína, é considerado muito baixo, motivando o uso de 

outras estratégias de purificação visando a obtenção de uma recuperação maior da 

kDa 

Figura 21. Purificação por troca iônica (Capto DEAE) da asparaginase 

reenovelada expressa em BL21 DE3 utilizando o plasmídeo pET28a-ASPII.  Gel de 

SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 – 

Input (proteína utilizada para purificação) da proteína reenovelada; 2 – Fração eluída da 

asparaginase reenovelada; 3 – Flow Through (fração não retida na coluna). 
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asparaginase. Também foi observada a formação de dímeros na purificação da proteína 

solúvel, bem como presente no input da amostra. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

kDa 

Pico 1 Pico 2 

Figura 22. Cromatograma da purificação por troca iônica com gradiente de NaCl 

da asparaginase solúvel expressa por E. coli pET28a-ASPII utilizando a coluna 

Capto Q (GE). – Equipamento: AKTA Avant/GE  

Figura 23.  Purificação por troca iônica (Capto Q) da asparaginase solúvel expressa 

em E. coli pET28a-ASPII. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular Page 

Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 – Input da fração solúvel após lise celular; 2 – Pool de 

Frações do pico 1; 3 – Pool de Frações do pico 2; 4 – Flow Through (fração não retida 

na coluna). 
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5.8. Purificação por IMAC da asparaginase da fração solúvel expressa por E. coli 

pET28a-ASPII 

 

A fração solúvel obtida após a lise celular de E. coli pET28a-ASPII foi 

submetida ao processo cromatográfico de purificação por afinidade a níquel (IMAC) 

com a utilização de duas resinas acopladas da Histrap HP (GE) totalizando 10 mL do 

volume total da coluna. A eluição da asparaginase recombinante foi realizada em três 

steps utilizando fosfato de sódio 0,02 M, imidazol 0,5 M, NaCl 0,2 M. Para a eluição 

em pH 6,0, observou-se que a proteína se ligou à resina com níquel com auxílio da 

cauda de 6 histidinas (Figura 25) e pôde ser eluída com pureza maior do que a 

observada para a purificação por troca iônica (item 5.7). No entanto, nenhuma das 

frações purificadas, incluindo o Flow Through, apresentou atividade enzimática. Esta 

perda de atividade pode ser atribuída ao fato do pH estar próximo ao pI da asparaginase 

recombinante. 

Figura 24. Atividade em UI/mL das frações purificadas por troca iônica (Capto Q) 

da asparaginase solúvel expressa em BL21 DE3 utilizando o plasmídeo pET28a-

ASPII. Medicamento Aginasa em 0,093 mg/mL; 1 – Input da proteína solúvel após lise 

celular; 2 – Fração 1; 3 – Fração 2; 4 – Flow Through (amostra que não aderiu à coluna). 
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 Na eluição em pH 7,0, a proteína apresentou pouca interação com a resina 

(figura 26). Nesta condição também não foi detectada atividade enzimática nas frações. 
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Figura 25. Purificação por afinidade (Histrap) em pH 6,0 da asparaginase II solúvel 

(E. coli BL21 DE3 pET28a-ASPII). Gel SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular 

Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 – Input; 2 e 3 – Frações do pico 1; 4 a 8 – Frações 

do pico 2; 9 – Flow Through - FT (amostra não retida na coluna). 

 

 

Figura 26. Purificação por afinidade (Histrap) em pH 7,0 da asparaginase II solúvel 

(E. coli pET28a-ASPII). Gel SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular Page Ruler Plus 

(Thermo Scientific) 1 – Input; 2 a 4– Frações do pico 1; 4 a 6 – Frações do pico 2; 7 – 

Flow Through - FT (amostra que não ficou retida na coluna). 
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Devido à perda da atividade da asparaginase recombinante utilizando a 

metodologia de purificação por IMAC em pH 6,0 e 7,0, foi então realizado outro 

experimento nas mesmas condições, porém em pH 8,5. O cromatograma da purificação 

pode ser visualizado na Figura 27, onde é observada a formação de dois picos. Para o 

gel de SDS-PAGE, somente foram aplicadas as frações que apresentaram atividade 

enzimática (Figura 28). A atividade enzimática das frações purificadas, do input 

(sobrenadante após lise celular) e do Flow Through (amostra não retida na coluna) em 

UI/mL e UI/mg de proteína pode ser observada nas figuras 29 e 30, respectivamente.  

A eletroforese indicou a presença da asparaginase de forma majoritária na 

canaleta do poço 6, com massa molecular aproximada de 38 kDa, compatível com a 

proteína estudada. Essa fração com maior grau de pureza apresentou 9,1 UI/mL, 

correspondendo 5,4 UI/mg de proteína (Figuras 28 e 29). Portanto, foi possível purificar 

a asparaginase II de S. cerevisiae recombinante, com atividade enzimática, por 

cromatografia de afinidade (IMAC). Khushoo et al. (2004) utilizaram essa mesma 

metodologia para purificar a asparaginase recombinante II de E. coli, obtendo atividade 

específica de 190 UI/mg de proteína, valor aproximado ao da asparaginase comercial de 

E. coli que é de 200 UI/mg de proteína (Khushoo et al., 2004).  
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Figura 27.  Cromatograma da purificação por IMAC da asparaginase solúvel 

expressa por E. coli pET28a-ASPII – Equipamento: AKTA Avant/GE. A eluição da 

proteína foi realizada em steps pelo aumento da concentração de imidazol em pH 8,5.  

 

 

Figura 28. Purificação por afinidade (Histrap) em pH 8,5 da asparaginase solúvel 

(E. coli pET28a-ASPII). Gel de SDS-PAGE a 12%; PM – Peso Molecular Page Ruler 

Plus (Thermo Scientific). 1 – Input; 2 a 5– Frações do pico 1; 6 – Fração do pico 2; 7 – 

Flow Through - FT (amostra que não ficou retida na coluna). 
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Após a única etapa de purificação realizada por cromatografia de afinidade, a 

amostra com maior grau de pureza, fração purificada (canaleta 6), demonstrada no gel 

de SDS-PAGE (Figura 28), apresentou atividade específica de 5,4 UI/mg com fator de 

purificação de 18 vezes, correspondendo a 11,4 % de recuperação da atividade 

enzimática (Tabela 3).  

 

 

Etapas  Proteína  UI/mL Volume  Proteína 

total  

UI UI/mg Fator de 

Purificação 

Recuperação 

da atividade 

(%)  (mg/mL) (mL) (mg) 

Fração 

solúvel 

 5,38 1,6 100 538 160 0,3 1 100 

IMAC  1,7 9,1 2 3,4 18,2 5,4 18 11,4 

 

 

Figura 29. Atividade em UI/mL das frações eluídas por IMAC em pH 8,5. 1 – Input; 

2 a 5– Frações do pico 1; 6 – Fração do pico 2; 7 – Flow Through - FT (amostra não 

retida na coluna). 

Tabela 3. Etapas de purificação por IMAC da fração solúvel da asparaginase 

recombinante de S. cerevisiae expressa em E. coli pET28a-ASPII. 
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Com o objetivo de obter maior quantidade de amostra purificada para os ensaios 

posteriores de caracterização da asparaginase recombinante, foram acopladas quatro 

colunas (Histrap HP - GE) totalizando o volume total de coluna de 20,1 mL, foi possível 

aumentar a concentração da proteína com parcial purificação (Figura 31). A amostra 

detalhada nessa figura apresentou 26,6 UI/mL (Figura 32), De acordo com os dados da 

Tabela 4, a amostra foi purificada 15 vezes e apresentou atividade específica de 7,85 

UI/mg, correspondendo a 18,71% de recuperação da atividade.  

A asparaginase recombinante de Pseudomonas aeruginosas expressa em E. coli 

também foi purificada por IMAC, obtendo-se 14,4% de recuperação (Amany et al., 

2016).  

Já a recuperação da purificação da dessa enzima expressa em P. pastoris, 

utilizando as colunas Superdex G-200 e Mono Q, foi de 51,3% (Girão et al., 2016). 

Serão necessários outros ensaios de purificação da asparaginase II expressa em E. coli, 

com o intuito de aumentar a recuperação e também a homogeneidade da proteína 

purificada. 

 

 

 

Figura 30. Atividade em UI/mg das frações eluídas por IMAC em pH 8,5 da 

construção E. coli pET28a-ASPII. 1 – Input; 2 a 5– Frações do pico 1; 6 – Fração do 

pico 2; 7 – Flow Through - FT (amostra que não ficou retida na coluna). 
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Figura 31. Purificação parcial por afinidade (com 4 colunas Histrap interligadas) 

em pH 8,5 da asparaginase II solúvel (E. coli pET28a-ASPII). Gel de SDS-PAGE a 

12%; PM – Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 – Input 10 µL; 2 – 

Fração do pico 2 com maior atividade 10 µL; 

Figura 32. Atividade em UI/mL das frações eluídas por IMAC em pH 8,5 utilizando 4 

colunas Histrap HP com 200 mL de extrato livre de células (após lise celular). 1 – Input; 

2 – Frações do pico 2; 3 – Flow Through - FT (amostra não retida na coluna). 
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Etapas  Proteína  UI/mL Volume  Proteína 

total  

UI UI/mg Fator de 

Purificação 

Recuperação 

da atividade 

(%) 
 (mg/mL) (mL) (mg) 

Extrato 

celular 

 5,38 2,8 200 1076 560 0,52 1 100 

IMAC  3,39 26,6 4 13,56 106,4 7,85 15,1 19,0 

 

 

5.9. Caracterização da asparaginase recombinante (fração solúvel) expressa por 

E.coli pET28a-ASPII purificada por IMAC 

5.9.1. Determinação da Massa Molar  

A exclusão molecular da enzima em condições nativas resultou na eluição de um 

pico majoritário, apresentando 90% da proteína total, com massa molecular estimada de 

178 kDa (VE: 13.33 mL) (Figura 33), sugerindo que a asparaginase expressa em E. coli 

possui a conformação estrutural tetramérica. Esse resultado é diferente do verificado 

para a enzima expressa em P. pastoris, em que se observou uma proteína de 136 kDa 

em condições nativas, estimado por exclusão molecular (Girão et al., 2016). Uma 

explicação para esta diferença na massa molar pode ser a utilização de diferentes 

matrizes de filtração em gel, no caso da proteína expressa em P. pastoris foi utilizada 

Sephacryl S200 (base acrilamida) e no presente trabalho, Superdex 200 (matriz 

dextrana). Estas diferenças na natureza da matriz podem gerar uma massa molar 

aparente diferente. Não há, até a presente data, dados disponíveis na literatura sobre a 

estrutura quaternária da asparaginase II nativa S. cerevisiae. 

O resultado da massa molecular obtido no presente estudo é semelhante ao 

relatado para asparaginases isoladas de E. coli (Khushoo et al., 2004), E. chrisanthemi 

(Gervais et al. 2013) e E. carotovora (Warangkar & Khobragade 2010). É interessante 

ressaltar que as asparaginases bacterianas produzidas por E. coli e E. chrysanthemi são 

tetraméricas (Aghaiypour et al., 2001). 

Além do pico correspondente à massa molar da proteína, foram observados três 

outros picos que podem corresponder à forma agregada (VE:8.26 mL) e, possivelmente, 

à forma monomérica (VE:17.15 mL). O último pico eluído com aproximadamente 20 

Tabela 4. Etapas de purificação da asparaginase recombinante de S. cerevisiae por IMAC 

com quatro colunas interligadas.  
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mL pode corresponder à proteína de 10 kDa apresentada na figura 34, de acordo com 

curva de calibração (y=-1.35* x+2.26. R2=0.994827). Um quarto pico, com 24 mL, 

corresponde ao imidazol utilizado para eluir a proteína no processo de purificação. 

A massa molecular do monômero da fração purificada por IMAC foi estimada 

por SDS-PAGE em condições desnaturantes, utilizando DTT, em torno de 38 kDa 

(Figura 34). Pela análise de massa molecular deduzida por bioinformática (protparam - 

http://web.expasy.org/protparam/) e a adição da cauda de histidina, mais o sítio de 

clivagem da trombina de ~2 kDa, a asparaginase deveria apresentar em torno de 37 kDa.  

Girão e colaboradores (2016) descreveram duas isoformas da asparaginase II 

recombinante de S. cerevisiae expressa em P. pastoris com distintas massas moleculares 

48,6 e 44,6 kDa. No entanto, após o tratamento da asparaginase II com PNGase F, que 

rompeu a glicosilação presente na proteína, esta passou a apresentar 42,9 kDa. A 

asparaginase I recombinante de S. cerevisiae expressa em E. coli apresentou massa 

molecular de aproximadamente 45 kDa (Costa et al., 2016). 

A proteína apresentou perfil eletroforético (Figura 34) similar na presença ou 

ausência de agente redutor (DTT), o que sugere a ausência de ponte dissulfeto.  No 

entanto, Pinheiro (2015) descreveu a influência negativa de agentes redutores na 

atividade da asparaginase II de S. cerevisiae recombinante expressa em P. pastoris, que 

sugere a presença de pontes ponte dissulfeto na estrutura proteica. Resultado semelhante 

foi evidenciado para a asparaginase de Bacillus aryabhattai ITBHU02 (Singh et al., 

2013). 

 

 

http://web.expasy.org/protparam/
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Figura 34. SDS-PAGE 12%. Determinação da Massa Molecular da asparaginase expressa 

em E. coli sem ou com a presença de DTT. 1– Fração que interagiu com a cromatografia de 

afinidade sem DTT; 2– Peso Molecular Dual Color (Bio-Rad); 3– Peso Molecular Dual Color 

(Bio-Rad); 4– Fração que interagiu com a cromatografia de afinidade com DTT. 

Figura 33. Perfil cromatográfico da asparaginase II recombinante em coluna 

Superdex 200 (10/30) – Abs 220nm. Em azul, perfil da amostra purificada por IMAC e 

em vermelho, os padrões de massas moleculares conhecidas: Blue Dextran (2000 kDa), 

Aldolase (150 kDa), Conalbumina (75 kDa) e Ribonuclease (13,7 kDa). 

 

178 kDa 
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Foram realizados seis experimentos para determinar a massa molar por 

espectrometria de massas. No entanto, a asparaginase não foi ionizada e não resultou em 

sinal espectrométrico. Parece que é uma característica da asparaginase II de S. 

cerevisiae de não ser ionizada, pois a asparaginase II glicosilada expressa em P. 

pastoris também não apresentou sinal espectrométrico ao ser analisada pela mesma 

metodologia (Girão et al., 2016). Por outro lado, a L-asparaginase de Thermococcus 

kodakaraensis foi ionizada e apresentou sinal espectrométrico do monômero, 

observando-se em torno de 36 kDa (Chohan & Rashid, 2013). Serão necessários, 

portanto, outros estudos que possibilitem a determinação da massa molar dessa proteína 

recombinante. 

 

5.9.2. Focalização Isoelétrica  

 

A asparaginase purificada apresentou ponto isoelétrico experimental de 4,3 

(Figura 35). Esse valor é ligeiramente inferior ao relatado para a enzima nativa de S. 

cerevisiae (4.69) (Dunlop e Roon, 1975) e para a enzima recombinante expressa em P. 

pastoris (4.5) (Girão et al., 2016). Tal fato ocorreu, provavelmente, devido à 

asparaginase recombinante apresentar-se com sete aminoácidos a menos quando 

comparado à proteína nativa de S. cerevisiae (Girão et al., 2016). Para efeitos 

comparativos, observa-se os intervalos relatados para o ponto isoelétrico da 

asparaginase nativa de E. coli, de 4.6-5.5, e da enzima nativa de Erwinia, de 8.7 

(Howard e Carpenter, 1972). 
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5.9.3. Avaliação da atividade glutaminásica 

 

Uma das principais características desejáveis para a utilização da L-asparaginase 

no tratamento da LLA é a ausência da atividade glutaminásica (Ali et al., 2016). No 

presente estudo, a atividade medida para o substrato L-glutamina correspondeu a apenas 

2,2% da atividade medida para a L-asparagina (Figura 36). Esse valor é inferior ao 

exibido pela asparaginase de Erwinia (10%) e semelhante à da asparaginase comercial 

de E. coli (Narta et al., 2007). Esse resultado é bastante interessante, pois a degradação 

da glutamina é responsável por efeitos adversos relacionados ao tratamento da LLA 

(Van Den Berg, 2011). A baixa atividade glutaminásica (0,72% da atividade 

asparaginásica) também foi evidenciada em experimentos com a asparaginase II de S. 

cerevisiae expressa em P. pastoris (Pinheiro, 2015), sendo esta característica preservada 

na enzima desglicosilada. A asparaginase I de S. cerevisiae clonada e expressa em E. 

coli também apresentou baixa atividade glutaminásica (Costa et al., 2016).  

 

Figura 35. Focalização isoelétrica da asparaginase II em gel de poliacrilamida.  

Raia 1 – Padrão pI 3-10 Broad (GE Healthcare); Raia 2 – Asparaginase II de S. 

cerevisiae expressa em E. coli purificada por IMAC. 

 

4,3 
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A L-asparaginase de fonte bacteriana contém atividade glutaminásica (Narta et 

al., 2007). No entanto, outras enzimas estudadas de Pyrococcus furiosus, Thermococcus 

kodakaraensis, Pseudomonas otitidis, Enterobacter cloacae e Nocardiopsis alba não 

possuem atividade glutaminásica (Bansal et al., 2010; Chohan and Rashid, 2013 

Campbell et al., 1967; Chohan and Rashid, 2013; Husain et al., 2016; Meena et al., 

2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Avaliação da atividade glutaminásica da asparaginase II de S. cerevisiae 

expressa em E. coli pET28a-ASPII. L-asparagina e L-glutamina: aminoácidos 

utilizados como substratos para análise da atividade da asparaginase II. 
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5.10. Atividade antitumoral in vitro da asparaginase recombinante  

 

A asparaginase II de S. cerevisiae expressa em E. coli foi capaz de inibir a 

proliferação de células K562 (leucemia mielóide crônica) e Jurkat (leucemia aguda de 

células T) (Figura 37 e Figura 38, respectivamente). 

 

 

 Asparaginase II Recombinante Asparaginase Comercial 

IC50 3,632 3,351 

 

 

Figura 37. Atividade antileucêmica, medida utilizando o MTT, da asparaginase II 

recombinante expressa em E. coli contra célula do tipo K562. Cada ponto representa a 

média de três valores de inibição da proliferação com os respectivos desvios padrão (barras 

de erro) para as várias concentrações de enzimas testadas. 
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O tratamento da linhagem celular K562 com a asparaginase II inibiu a 

proliferação de uma maneira dose-dependente, com IC50 de 3,6 UI/mL, comparável ao 

IC50 calculado para a asparaginase comercial (3,3 UI/mL; Fig.37). Curiosamente, o 

valor de IC50 obtido neste estudo para asparaginase II de S. cerevisiae expressa em E. 

coli é menor do que o descrito para a mesma enzima expressa em P. pastoris (Girão et 

al., 2016), para a qual o IC50 foi de 5.85 UI/mL. Este achado sugere que a asparaginase 

II de S. cerevisiae recombinante expressa em E. coli possui melhor desempenho e não 

requer glicosilação para manter a atividade antileucêmica in vitro. 

Quando testado na linhagem celular Jurkat, o IC50 calculado para a asparaginase 

II de S. cerevisiae expressa em E. coli foi de 1,775 UI/mL (Figura 38), inferior ao da 

asparaginase comercial utilizada como controle, que apresentou IC50 3,414 UI/mL 

(Aginasa). Neste estudo, observamos que a linhagem celular Jurkat é mais suscetível ao 

tratamento utilizando a asparaginase II de S. cerevisiae expressa em E. coli que a 

 Asparaginase Recombinante II Asparaginase Comercial II   

IC50 1,775 3,414 

Figura 38. Atividade antileucêmica, medida utilizando o MTT, da asparaginase II 

recombinante expressa em E. coli contra célula do tipo Jurkat. Cada ponto 

representa a média de três valores de inibição da proliferação com os respectivos 

desvios padrão (barras de erro) para as várias concentrações de enzimas testadas. 
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linhagem celular K562, pois nas concentrações mais baixas testadas, observamos uma 

inibição mais significativa da proliferação de Jurkat. Os resultados obtidos indicam que 

a asparaginase II de S. cerevisiae recombinante expressa em E. coli possui 

características promissoras para a utilização como medicamento para o tratamento da 

LLA. 
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6. CONCLUSÕES  

 

 A expressão recombinante da asparaginase II de S. cerevisiae em E. coli utilizando 

pET28a-ASPII foi realizada de forma intracelular e solúvel, obtendo-se 225,6 UI/g de 

célula;  

 Após lise celular, esta proteína foi purificada por afinidade a níquel, obtendo-se uma 

fração purificada com atividade específica de 7,9 UI/mg e grau de purificação de 15 

vezes, correspondendo a 18,7 % de recuperação da atividade enzimática; 

 Para a construção E. coli pET28a-ASPII foi observada também a formação de proteína 

insolúvel (corpúsculo de inclusão) que, entretanto, não apresentou significativa 

atividade enzimática após tentativas de reenovelamento e purificação; 

 A proteína expressa utilizando pET22b-ASPII ocorreu para o meio extracelular, com 

atividade enzimática. No entanto, observou-se perda total da atividade enzimática após 

tentativas de purificação por afinidade a níquel e troca iônica;  

 Aparentemente a glicosilação não é um fator essencial para manter a atividade da 

asparaginase recombinante de S. cerevisiae, pois a enzima expressa em E. coli, sem 

glicosilação, apresentou atividade enzimática;  

 A massa molar da subunidade da asparaginase II expressa em E. coli em gel 

desnaturante foi de aproximadamente 38 kDa, enquanto a forma nativa, estimada por 

cromatografia de exclusão molecular em Superdex 200, foi de 178 kDa, sugerindo uma 

estrutura tetramérica para a proteína;  

 O ponto isoelétrico da asparaginase recombinante foi 4,3, próximo ao pI da proteína 

expressa em P. pastoris, de 4,5; 

 A asparaginase II de S. cerevisiae expressa em E. coli apresentou baixa atividade 

glutaminásica. Mesma característica apresentada pela proteína glicosilada expressa em 

P. pastoris;  

 A asparaginase II expressa em E. coli apresentou atividade antitumoral contra as 

linhagens celulares de leucemia K562 e Jurkat de maneira dose-dependente; 

 A asparaginase II expressa em E. coli possui características promissoras para utilização 

como medicamento para o tratamento de LLA;  
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Planejamento experimental para melhorar as condições de expressão solúvel em E. coli; 

 

 Clonagem do gene ASP3 em outros vetores de expressão visando a expressão 

extracelular e permanência da atividade da enzima; 

 

 Clonagem do gene com códons otimizados para E. coli para melhorar a expressão 

solúvel e atividade específica da enzima; 

 

 Melhoramento do processo de purificação da enzima recombinante; 

 

 Ensaios de oligomerização com MS para identificação da massa molar por 

espectrometria de massas; 

 

 Estudo da estabilidade da proteína recombinante; 

 

  Ensaios de citotoxicidade em linhagens de células normais;  

 

 Avaliação da imunogenicidade da enzima recombinante. 
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