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PRODUÇÃO DA BMP-2 RECOMBINANTE DE HUMANO (rhBMP-2) 

PARA FUNCIONALIZAÇÃO DE BIOPOLÍMEROS EM REPARO 

ÓSSEO 

 

 

RESUMO 

 

Proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) são fatores multifuncionais pertencentes à 

superfamília do fator transformante de crescimento beta (TGF-β), capazes de induzirem a 

formação de osso e cartilagem. A BMP-2 é considerada um dos fatores de crescimento mais 

importantes para a regeneração óssea, promovendo a quimiotaxia, proliferação e 

diferenciação celular no sentido da via osteogênica. Fraturas e defeitos ósseos de tamanho 

crítico são recorrentes na medicina ortopédica e os tratamentos convencionais trazem 

inúmeras desvantagens no processo de regeneração, representando um desafio no 

desenvolvimento de novas abordagens de tratamentos. A BMP-2 humana pode ser obtida por 

meio da tecnologia do DNA recombinante para ser incorporada a suportes biológicos de 

forma a estimular e orientar a regeneração do novo tecido. O objetivo deste trabalho foi 

desenvolver um sistema heterólogo de expressão da BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2) 

para posterior imobilização em suportes biológicos. Previamente, o gene que codifica a BMP-

2 humana foi obtido por PCR utilizando como DNA molde o DNA genômico de células 

humanas (MG-63). O vetor de expressão pET-32a(+) foi utilizado para clonagem do gene 

alvo sob controle do operon lac, resultando na produção da rhBMP-2 em fusão com a 

proteína tiorredoxina e um peptídeo N-terminal contendo seis resíduos de histidinas. Para a 

expressão da rhBMP-2, células de Escherichia coli BL21 (DE3) e Escherichia coli Rosetta 

(DE3) pLysS foram induzidas pela adição de isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida. A 

rHBMP-2 foi expressa tanto em E. coli BL21 (DE3) como em E. coli Rosetta (DE3) pLysS, 

sendo que a obtenção da produção na forma solúvel foi melhor nesta última linhagem e a 

20C. Através dos ajustes implementados na purificação por cromatografia de afinidade, foi 

possível a obtenção da rhBMP-2 com alto grau de pureza. Através do ensaio de 

imunodetecção, foi comprovado que o a proteína produzida se trata da rhBMP-2. A atividade 

biológica da  rhBMP-2 foi comprovada utilizando o ensaio de proliferação e viabilidade 

celular pelo método de MTT em células tronco mesenquimais e células de mioblastos C2C12 

de ratos. Teste preliminar utilizando celulose modificada indicou que a rhBMP-2 foi capaz de 

estimular significativamente a proliferação celular. 

 

Palavras-chave: rhBMP-2, clonagem, recombinante, regeneração óssea, suportes biológicos. 

  



 

 

PRODUCTION OF A RECOMBINANT HUMAN BMP-2 (rhBMP-2) TO 

FUNCTIONALIZATION OF BIOPOLYMERS IN BONE REPAIR 
 

 

ABSTRACT 

 

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional factors which belong to the 

transforming growth factor beta (TGF-β) superfamily, capable of inducing bone and cartilage 

formation. The BMP-2 is considered one of the most important growth factor for bone 

regeneration, promoting chemotaxis, proliferation, cell differentiation towards the osteogenic 

pathway. Fractures and critical size bone defects are recurrent in orthopedic medicine and the 

conventional treatments bring numerous disadvantages to the regeneration process, posing a 

challenge in the development of new approaches to treatment. The human BMP-2 can be 

obtained by means of recombinant DNA technology to be incorporated in biological scaffolds 

in order to stimulate and to direct the regeneration of the new tissue. The objective of this 

study was to develop a heterologous human recombinant BMP-2 expression system (rhBMP-

2) for subsequent immobilization in biological scaffolds. Previously, the gene encoding 

human BMP-2 was obtained by PCR using as template DNA the genomic DNA of human 

cells (MG-63). The pET-32a(+) expression vector was used to clone the target gene under 

control of the lac operon, resulting in the production of rhBMP-2 in fusion with the 

thioredoxin protein and an N-terminal peptide containing six histidine residues. For rhBMP-2 

expression, Escherichia coli BL21 (DE3) and Escherichia coli Rosetta (DE3) pLysS cells 

were induced by the addition of isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside. The rhBMP-2 was 

expressed in both E. coli BL21 (DE3) and E. coli Rosetta (DE3) pLysS, and production in the 

soluble form was better in this latter strain and at 20° C. Through the adjustments 

implemented in the purification by affinity chromatography, it was possible to obtain rhBMP-

2 with a high degree of purity. Through the immunodetection assay, it has been shown that 

the protein produced is treated with rhBMP-2. The biological activity of rhBMP-2 was 

demonstrated using the proliferation and cell viability assay by the MTT method in 

mesenchymal stem cells and rat C2C12 myoblast cells. Preliminary testing using modified 

cellulose indicated that rhBMP-2 was able to significantly stimulate cell proliferation. 

 

Key-words: rhBMP-2, cloning, recombinant, bone regeneration, biological scaffolds. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

As técnicas clássicas de estabilização e enxertia utilizadas no reparo de fraturas 

complexas e defeitos ósseos de grande extensão podem interferir na evolução da cicatrização 

do osso. O uso de enxertos ósseos possui algumas limitações como quantidade do enxerto a 

ser obtida, maior tempo de recuperação no pós-operatório, risco de transmissão de doenças, 

reações imunológicas e necessidade de manutenção de um banco de ossos quando se trata de 

aloenxertos (BAUER; MUSCHLER, 2000).  

Os primeiros questionamentos sobre processos que determinam a neoformação óssea, 

em sítios desprovidos de tecidos ósseos, foram baseados na descoberta de Urist (URIST, 

1965). Para ele um fator central seria o responsável por este efeito. Esse fator foi relatado 

como uma substância indutora de formação óssea, presente na matriz, denominada proteína 

morfogenética óssea (BMP) (SANTOS et al., 2005).  As BMPs representam um grupo de 

fatores de crescimento pertencente à superfamília dos fatores de crescimento transformante β 

(TGF-β). Aproximadamente 20 subtipos de BMPs essenciais para a regulação do crescimento, 

diferenciação e apoptose de vários tipos celulares, incluindo osteoblastos, condroblastos, 

células neurais e epiteliais, foram descritos até agora (SAKOU, 1998). Dentre as BMPs, a 

BMP-2 representa um dos principais fatores de crescimento implicado na regeneração e 

crescimento do osso e da cartilagem, exibindo pronunciadas propriedades de osteoindução 

(URIST, 1971). Normalmente está localizada no tecido ósseo, sendo liberada em resposta ao 

dano ósseo, o que acarreta no estímulo da diferenciação da célula mesenquimal em 

osteoblastos e finalmente induz a proliferação celular. Sua principal função é a manutenção da 

osteogênese (SHARAPOVA et al., 2010).  

As BMPs estão sendo cada vez mais utilizadas na reconstrução óssea, incorporadas a 

suportes eficazes (BODEN et al., 2005) que as liberam lenta e gradualmente, permitindo 

assim o reparo do osso. Elas podem ser isoladas diretamente dos ossos, mas o rendimento é 

muito limitado (WANG et al., 1988), além de existir também potencial risco de transmissão 

de doenças relacionado ao isolamento do osso doador (KIRKER-HEAD, 2000). No entanto, 

as BMP-2 comercializadas são produzidas fora do Brasil através da tecnologia do DNA 

recombinante humano (rhBMP), utilizando cultura de células de mamíferos (InFUSE; 

Medtronic Sofamor Danek, Memphis TN, USA) ou através de cultura bacteriana, utilizando 

Escherichia coli (Cowellmedi Co., Ltd, Seoul, Republic of Korea). Para que seja 

desenvolvido um produto comercial viável, o custo de aquisição também deve ser 
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considerado. O baixo rendimento e o elevado custo na produção da rhBMP-2 em sistema 

eucarioto de expressão da proteína tem sido considerado problemático para a aplicação clínica 

(LEE et al., 2010). Contudo, pesquisas em torno da produção de uma rhBMP-2 eficaz, com 

baixo custo, alta biossegurança e alto rendimento são cada vez maiores e a utilização de E. 

coli como sistema de expressão está atualmente em estágio crescente de desenvolvimento por 

representar um sistema de produção rápido e econômico dessas proteínas (LONG et al., 2006; 

ZHANG et al., 2009, LEE et al., 2010), traduzindo-se em grande importância para a indústria 

biotecnológica. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método viável de 

obtenção da rhBMP-2 por meio de um sistema de expressão bacteriano, para utilização destas 

proteínas na imobilização em suportes biológicos  desenvolvidos pelo grupo de medicina 

regenerativa dos Laboratórios QUIMMERA e BioPolMat da UNIARA, para funcionalização 

dos suportes no processo de celularização.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O TECIDO ÓSSEO  

 

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo altamente vascularizado 

que é constituído por células e por uma matriz óssea firme, enriquecida por depósitos de sais 

de cálcio, com a característica exclusiva de mineralizar. As células são: os osteócitos, que 

situam-se em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a 

parte orgânica da matriz e localizam-se na sua periferia; e os osteoclastos, células gigantes, 

móveis e multinucleadas que reabsorvem o tecido ósseo, participando dos processos de 

remodelação do osso. Como não existe difusão de substâncias através da matriz calcificada do 

osso, a nutrição dos osteócitos depende de canalículos que existem na matriz. Esses 

canalículos possibilitam as trocas de moléculas e íons entre os capilares sanguíneos e os 

osteócitos (Fig. 1). (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).   

    

Figura 1. Comunicação entre lacunas e canalículos. 

 

 

 

 

As superfícies internas e externas dos ossos são recobertas por células osteogênicas e 

tecido conjuntivo, que constituem o endósteo e o periósteo, que têm como função a nutrição 

do tecido ósseo. Nessas superfícies também estão presentes osteoblastos, osteoclastos e outras 

células importantes do metabolismo ósseo, que contribuem significativamente para o processo 

regenerativo e remodelativo do osso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).   

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013 (Adaptado). 

ado). 
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  Macroscopicamente, o tecido ósseo pode ser classificado em compacto (cortical) e 

esponjoso (trabecular) (Fig. 2). O tecido ósseo compacto apresenta funções mecânicas e de 

proteção, enquanto que o esponjoso se ocupa das funções metabólicas e funções de suporte. 

Em termos histológicos o tecido ósseo pode ser classificado em primário (imaturo) e 

secundário (maduro). O tecido primário se apresenta em disposição irregular e não organizada 

de fibras colágenas com menor quantidade de cristais de hidroxiapatita, o tecido secundário é 

composto por fibras colágenas dispostas em lamelas paralelas ou concêntricas, formando osso 

compacto ou esponjoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).   

 

Figura 2. Osso cortical compacto e esponjoso.  

 

 

 

  

Apesar de sua estrutura dura e inflexível, o osso é um tecido dinâmico continuamente 

reabsorvido, renovado e remodelado. Esses processos são desenvolvidos pelas células ósseas 

as quais são reguladas por vários fatores transcricionais, por citocinas e fatores de crescimento 

(ROBBINS; COTRAN, 2010). As células osteoprogenitoras são células-tronco mesenquimais 

pluripotentes, encontradas nas proximidades de todas as superfícies ósseas. Ao serem 

estimuladas de modo apropriado por fatores de crescimento, elas sofrem divisão celular e 

produzem descendentes que se diferenciam em osteoblastos (ROBBINS; COTRAN, 2010).  

 

2.2 AS CÉLULAS DO TECIDO ÓSSEO 

 

Os osteoblastos (Fig. 3) são células mononucleadas, de origem mesenquimal, e aspecto 

cubóide ou ligeiramente alongadas que formam uma camada celular contínua sobre a 

superfície óssea que está sendo formada. O osteoblasto ativo é caracterizado por possuir uma 

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013. 
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membrana citoplasmática rica em fosfatase alcalina, receptores para uma variedade de 

hormônios e fatores de crescimento, sendo responsável pela formação da matriz orgânica do 

osso e pela sua mineralização (AUBIN; TURKSEN; HEERSCHE, 1993; MACKIE, 2003). A 

matriz orgânica sintetizada pelos osteoblastos é constituída por várias proteínas tais como 

colágeno tipo I, osteocalcina, osteopontina, proteoglicanas, fosfoproteínas e citocinas. Estes 

componentes interagem entre si e organizam-se, fornecendo um arcabouço que permite a 

deposição de sais minerais, além do fato de algumas destas moléculas atuarem diretamente na 

mineralização (RAISZ; RODAN, 1998). Os osteoblastos secretam fatores locais de regulação 

responsáveis pela proliferação, diferenciação e atividade osteoblástica, como as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs), que são membros da família da TGF-β e exercem importante 

função na diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos.  Os osteoblastos podem se 

transformar em osteócitos quando circundados pela matriz orgânica recém-depositada ou, de 

modo alternativo, podem tornar-se células de revestimento ósseo, achatadas e quiescentes, na 

superfície óssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).   

Os osteócitos (Fig. 3) são células descendentes de células estaminais mesenquimais 

por meio de diferenciação dos osteoblastos e estão localizados dentro da matriz óssea. À 

medida que secretam a matriz, ficam aprisionados no seu interior em lacunas (BONEWALD, 

2011).  Comunicam-se entre si e com células da superfície óssea por meio dos canalículos, 

que atravessam túneis na matriz. Caracterizam-se pela pobre atividade metabólica, porém 

indispensável para a manutenção da homeostase óssea. Secretam a osteocalcina, proteína não 

colagenosa que exerce função na mineralização óssea e homeostase do cálcio no organismo. 

Os osteócitos são responsáveis pela mecanotransdução, ou seja, detectam forças mecânicas 

traduzindo-as em atividade biológica (ROBLING et al., 2008). 

As células de revestimento ósseo são os osteoblastos, quando quiescentes, recobrindo 

as superfícies ósseas. Exibem escassas organelas de síntese e secreção de proteínas e formam 

uma camada contínua de células interconectadas, capaz de manter a homeostase da matriz 

óssea, influenciando no metabolismo de cálcio e fosfato, sendo também responsáveis pela 

troca de substâncias (MUNDY, 1991). Estas células podem ter um papel importante na 

diferenciação de células mesenquimatosas, na regulação da homeostasia mineral, na inibição 

da atividade anabólica dos osteoblastos e também parecem influenciar a atividade dos 

osteoclastos (HALSEY; MC LEOD; RUBIN, 1997). Segundo autores, estas células podem 

produzir colagenase, enzima com capacidade de digerir a matriz orgânica, e preparar a 

reabsorção osteoclástica (MARTIN et al., 1993). 
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Os osteoclastos (Fig. 3) são células multinucleadas responsáveis pela reabsorção óssea 

e não pertencem à mesma linhagem celular de onde se originam os osteoblastos. Ao contrário, 

os osteoclastos derivam da linhagem celular progenitora hematopoiética, ou seja, a mesma 

que origina os monócitos e macrófagos na medula óssea. Os osteoclastos são encontrados na 

superfície dos ossos em pequenas depressões, denominadas lacunas de Howship. Após 

ligarem-se à matriz óssea-alvo, os osteoclastos produzem um ambiente ácido isolado 

necessário para a remoção mineral, favorecendo a reabsorção óssea e desencadeando a 

remodelação constante do osso, importante para a manutenção do esqueleto (ROBBINS; 

COTRAN, 2010). 

 

Figura 3. Dinâmica da formação do tecido ósseo e células envolvidas.  

 

 

 

 

2.3 REMODELAÇÃO ÓSSEA 

 

O tecido ósseo, em diversos momentos, precisa passar por variações para que possa 

crescer mantendo sua forma, a fim de torna-se maduro ou adaptar-se a novas situações 

fisiológicas ou patológicas. Desta forma, o osso está em constante remodelação, por meio de 

reabsorção e deposição de matriz óssea, que são processos estreitamente acoplados. O 

desenvolvimento e a homeostase do sistema esquelético está na dependência de uma 

remodelação óssea equilibrada, ou seja, da dinâmica balanceada entre a atividade dos 

osteoblastos e osteoclastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ANDIA; CERRI; 

SPOLIDORIO, 2006). 

O primeiro evento celular na sequência de remodelação é a formação e ativação dos 

osteoclastos. Previamente à reabsorção da matriz mineralizada pelos osteoclastos, os 

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013. 
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osteoblastos e células de revestimento ósseo produzem colagenase, removendo a camada de 

osteóide, expondo a matriz mineralizada aos osteoclastos que se tornam ativos em contato 

direto com a matriz óssea mineralizada (MARKS; POPOFF, 1988). Outra possibilidade de 

modular a formação e atividade osteoclástica seria a partir de sinais gerados no 

microambiente, com a liberação de citocinas. As citocinas são moléculas de regulação, 

solúveis, de baixo peso molecular, expressas como proteínas de membrana ou secretadas, que 

se ligam a receptores específicos, em células alvo. Elas têm um papel vital tanto na regulação 

do tecido ósseo em condições fisiológicas quanto patológicas (ANDIA; CERRI; 

SPOLIDORIO, 2006). 

A formação do osso envolve a proliferação e migração das células osteoprogenitoras e 

a diferenciação dos osteoblastos. Os osteoblastos, por serem células completamente 

diferenciadas, apresentam capacidade limitada de migração e proliferação. Assim, para a 

formação óssea em um sítio determinado, células progenitoras mesenquimais indiferenciadas 

(osteoprogenitoras) migram até o sítio e diferenciam-se em osteoblastos (WATZEK, 2004). 

Este processo é controlado por uma cascata de eventos combinados a uma programação 

genética como a regulação de genes por fatores sistêmicos e locais, entre eles os hormônios, 

citocinas e fatores de crescimento (SODEK, MC KEE; 2000). Vários fatores de crescimento 

são responsáveis pela diferenciação osteoblástica, como os fatores de crescimento 

transformante beta (TGF- β) e os membros pertencentes a este grupo, as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) (WATZEK, 2004). 

A maioria dos fatores que controla a reabsorção óssea tais como PTH, 1,25 

dihidroxivitamina D3, esteróides sexuais, prostaglandinas, citocinas (Interleucina-1, 

Interleucina-6 e Interleucina-11) e TGF- β, age diretamente nos osteoblastos. Portanto, estes 

fatores estimulam os osteoblastos a liberarem moléculas que estimulam a migração e adesão 

celular à superfície óssea a qual deve ser reabsorvida. Desta forma, os osteoblastos participam 

do processo de remodelação produzindo matriz óssea e controlando a atividade dos 

osteoclastos. As citocinas e os fatores de crescimento, especialmente o TGF-β, liberados da 

matriz durante sua degradação, atuam como uma alça de “feed-back” e desencadeiam a 

formação e ativação de osteoblastos para sintetizar e depositar uma quantidade equivalente de 

osso novo na lacuna de reabsorção (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; ANDIA; CERRI; 

SPOLIDORIO, 2006).  

Os TGF- β são proteínas diméricas (25 kDa), secretadas por diversos tipos celulares, 

incluindo células presentes no tecido ósseo, sendo elas os osteoblastos, osteócitos, 

osteoclastos e condrócitos (BOSTROM; ASNIS, 1998). É o mais abundante dos fatores de 
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crescimento armazenado no osso. São produzidos quando há estímulo para reabsorção óssea, 

podendo ser um mecanismo importante na desativação osteoclástica (MUNDY, 1991). São 

armazenadas na matriz osteóide e nas plaquetas na forma inativa, como um complexo pró-

peptídeo de alto peso molecular (100-250 kDa). Sua concentração é aproximadamente cem 

vezes maior no osso que em qualquer outro tecido. Sua ativação e clivagem ocorrem em meio 

ácido (como durante a fase inicial, inflamatória, do processo de consolidação) ou por ação de 

enzimas proteolíticas (BOSTROM; ASNIS, 1998). Os TGF-β estimulam a formação óssea e 

também podem inibir a diferenciação, formação e atividade dos osteoclastos maduros 

(EPSTEIN et al., 1990). 

As BMPs são fatores de crescimento pertencentes à superfamília dos TGF-β, 

essenciais para a regulação do crescimento, diferenciação e apoptose de várias células, 

incluindo osteoblastos, condroblastos, células neurais e epiteliais. Elas são expressas em 

abundância no local de reparação óssea, iniciando a atração, proliferação e diferenciação de 

células percursoras de osteoblastos no local lesado e são cada vez mais pesquisadas devido à 

demanda por requisitos para a reparação óssea (WATZEK, 2004). 

Apesar de ter uma grande capacidade regenerativa, em algumas situações, a resposta 

do organismo é insuficiente para o reparo completo de uma lesão, como em casos de lesões 

ósseas extensas causadas por infeções, tumores e defeitos congênitos. Devido a esses fatores, 

inúmeros trabalhos têm sido realizados, procurando alternativas para auxiliar e estimular a 

regeneração óssea, desenvolvendo assim, diversos materiais osteosubstitutos e técnicas 

alternativas de tratamento (VALENZUELA, 2008). 

 

Figura 4. Células ósseas e suas atividades relacionadas à remodelação. 

 

 

Fonte: Robbins e Cotran, 2010. 
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2.4 AS PROTEÍNAS MORFOGENÉTICAS ÓSSEAS (BMPs) 

 

As BMPs são fatores de crescimento multifuncionais de baixo peso molecular (19 a 30 

kDa) que pertencem à superfamília dos TGF-β (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004) e possuem 

forte capacidade de induzir a formação de osso e cartilagem a partir de células tronco 

mesenquimais (VAN HOUT et al., 2011; SUN et al., 2015). Essas proteínas exercem 

importante função em diversos tecidos, atuando em processos como a proliferação, 

diferenciação, morfogênese e apoptose celular (DUCY; KARSENTY, 2000; KATAGIRI; 

SUDA; MIYAZONO, 2008; MIAZONO; KAMIYA; MORIKAWA, 2010).  

A atividade biológica original das BMPs foi reportada por Marshal Urist em 1965. Ele 

preparou uma matriz óssea desmineralizada de pequenos vertebrados e tratou com ácido 

clorídrico (HCl). Esta matriz óssea foi implantada no tecido muscular esquelético de outros 

hospedeiros vertebrados. Urist descobriu, então, que tecido ósseo "vivo", que incluiu medula 

óssea, foi induzido na matriz óssea "morta" dentro de várias semanas. A atividade óssea 

induzida observada na matriz óssea desmineralizada foi encontrada não apenas no músculo 

esquelético, mas também nos defeitos ósseos (URIST, 1965).  Suas descobertas sugeriram que 

a matriz óssea continha atividade indutora óssea até então desconhecida e que os tecidos 

musculares esqueléticos continham uma ou mais células capazes de se diferenciarem em 

células formadoras de osso (KATAGIRI; OSAWA; TSUKAMOTO, 2015). Essa atividade 

indutora era exercida pelo que ele chamou de proteínas morfogenéticas ósseas (BMP). No 

entanto, o isolamento da primeira BMP, a partir de extrato de osso bovino, só ocorreu na 

década de 1980 (BMP-3, osteogenina), com a subsequente clonagem das BMPs 2 e 4 

(WOZNEY; ROSEN; CELESTE, 1988).  

Desde sua descoberta, mais de 20 BMPs homodiméricas ou heterodiméricas foram 

descritas em humanos e outras espécies, desempenhando um papel crucial no 

desenvolvimento e função de muitos tipos de células em vários tecidos. Com base na 

homologia estrutural, os membros da família BMP podem ser ainda classificados em vários 

subgrupos, incluindo o grupo BMP-2 / -4, grupo BMP-5 / -6 / -7 (OP-1) / 8, BMP-9 / -10, e 

grupo BMP-12 / -13 / -14 (GDF-5 / -6 / -7). Entre os membros da família BMP, apenas a 

BMP-1 tem uma estrutura metaloproteinase e atua como uma propeptidase carboxi-terminal 

para o colágeno tipo I, portanto, não fazendo parte da família TGF- β (SENTA et al., 2009; 

POON et al., 2016; BEGAM et al, 2016). 

As BMPs são sintetizadas como uma molécula precursora, constituída por um 

peptídeo sinal, um pró-domínio e uma região carboxi-terminal, aonde se localiza a sequência 
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da proteína madura que contém entre 100 a 140 resíduos de aminoácidos (SENTA et al., 

2009). Dentro da região carboxi-terminal da maior parte das BMPs existem sete resíduos de 

cisteína conservados, altamente importantes para o enovelamento correto destas moléculas 

diméricas, das quais seis formam pontes dissulfeto intramolecular, enquanto que os resíduos 

remanescentes formam pontes dissulfeto intermolecular, permitindo a formação de 

homodímeros, os quais são indispensáveis para a sua atividade biológica (CARREIRA et al., 

2014).  

No tecido ósseo as BMPs são produzidas pelas células osteoprogenitoras, osteoblastos, 

condrócitos e plaquetas. Após sua síntese, a matriz extracelular as armazena temporariamente, 

e são liberadas durante a reparação e remodelação óssea (CARREIRA et al., 2014). Os efeitos 

reguladores das BMPs dependem do tipo de célula-alvo, sua fase de diferenciação, sua 

concentração e interações com outras proteínas secretadas. As BMPs, tal como outros 

membros da família TGF- β, exercem os seus efeitos através de dois tipos de receptores 

transmembrana de serina-treonina cinase, receptores tipo I e II. O receptor tipo II fosforila o 

receptor tipo I que, ativado, fosforila smad 1/5/8. Fosforilada, smad 1/5/8 formam complexos 

com smad 4 e regulam a transcrição de genes alvo que induz a formação óssea (Fig. 5). 

(KATAGIRI; OSAWA; TSUKAMOTO, 2015).  

           

Figura 5. Sinalização das BMPs.  

 

 

Fonte: Katagiri et al., 2015, adaptado. 
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              As BMPs são potentes indutoras da osteogênese durante a fase de formação óssea 

embriológica e nos casos de reparos de fraturas. Elas induzem uma cascata de eventos que 

levam à condrogênese, osteogênese, angiogênese e síntese controlada de matriz extracelular 

(LISSENBERG-THUNNISSEN, 2011). A ossificação induzida por BMPs pode ocorrer 

através de uma formação cartilaginosa prévia (ossificação endocondral ou indireta), que 

estimula células indiferenciadas a se multiplicarem e se diferenciarem, inicialmente, em 

fenótipo condroblástico, originando previamente um tecido cartilaginoso que servirá como 

base para a migração e diferenciação de células indiferenciadas em osteoblastos (REBECCA 

et al., 2001); ou através da diferenciação de células progenitoras diretamente em células 

ósseas (ossificação intramembranosa ou direta) (SOLOFOMALALA et al., 2007; FREITAS 

et al., 2012).  

Devido ao potencial osteoindutivo e osteocondutivo das BMPs, vários estudos in vitro 

e in vivo têm sido realizados desde a descoberta destas proteínas, visto que estes fatores 

tornaram-se de grande interesse em diversas áreas da medicina. Entre todos os membros da 

família BMP, a BMP-2 é a que exibe mais fortemente a atividade osteogênica (KIM et al., 

2014). Os resultados de numerosos estudos demonstram que a BMP-2 é capaz de estimular a 

osteogênese e seu potencial de regeneração é igual ou superior ao do material ósseo autólogo 

(MC KAY; PECKHAN; BADURA, 2007; BESSA; CASAL; REIS, 2008).  

 

2.5 PROTEÍNA MORFOGENÉTICA ÓSSEA 2 (BMP-2) 

 

A BMP-2 é uma glicoproteína de baixo peso molecular pertencente ao grupo de 

proteínas da matriz óssea. A proteína precursora de 396 aminoácidos é glicosilada, 

proteoliticamente clivada e dimerizada para se obter a BMP-2 homodimérica madura que 

consiste em duas subunidades de 113 resíduos na sequência C-terminal. Como outros 

membros da superfamília TGF-β, a BMP-2 tem seis resíduos de cisteínas que formam 

ligações dissulfeto intrapolipeptídicas e uma cisteína que forma uma ponte dissulfeto 

intercadeias, conectando os dois monômeros para formar um dímero ativo (WOZNEY, 1998; 

SCHEUFLER et al., 1999; LONG et al., 2006). Durante a diferenciação osteogênica in vitro, 

a BMP-2 potencializa a expressão gênica de marcadores osteogênicos, sendo uma das mais 

osteoindutivas, ou seja, capaz de induzir a formação óssea, promover a quimiotaxia, a 

proliferação e a diferenciação celular (KOBAYASHI et al., 2009; QIN et al., 2012; LEE et al., 

2013; KIM et al., 2014).  
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O uso da BMP-2 foi aprovado em 2002 pela Food and Drug Administration (FDA) 

para aplicações clínicas como fratura de ossos longos e regeneração de discos intervertebrais, 

sendo utilizada incorporada a implantes que liberam as proteínas lenta e gradualmente, 

permitindo a regeneração óssea (MC KAY, PECKHAN, BADURA, 2007; JEONG, 

SANDHU, FARMER, 2005). 

 Embora as BMPs possam apresentar atividade mesmo em doses baixas no local da 

fratura, a obtenção de miligramas desta proteína parcialmente pura a partir de extratos ósseos 

desmineralizados requer quilogramas de material inicial (GAO, et al., 1996). Tais custos 

levam à busca de novas metodologias de obtenção destas proteínas, assim como a necessidade 

de verificar a participação dos vários fatores no processo de indução óssea. Contudo, a 

produção de BMPs recombinantes (rBMP), permitiu maiores conhecimentos quanto ao modo 

de utilização destas proteínas para a neoformação óssea, além de se tornar viável sua 

produção em alta escala.  

 

Figura 6. Esquema do gene da BMP-2 e da estrutura da proteína. O gene BMP-2 contém três éxons 

representados por caixas e dois introns correspondentes às linhas. A região de codificação é representada por 

caixas roxas (escuras e clara) localizadas nos exons 2 e 3 do gene. O domínio maduro da proteína BMP-2 

humana está totalmente localizado no éxon 3 correspondente aos aminoácidos 283-396 (caixa roxa clara da 

proteína). 

 

                                  

 

       

  

Gene 

Proteína 

Fonte: Bessa et al., 2008. 
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Fig 7. Estrutura terciária do dímero BMP-2. As subunidades são codificadas pelas cores azul e laranja. As α-

hélices são representadas por espirais, as cadeias β por setas e as pontes dissulfeto por hastes verdes. 

 

 

 

2.6   TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE 

 

Moléculas de DNA artificial contendo segmentos covalentemente ligados, derivados 

de duas ou mais fontes, são chamados de DNAs recombinantes (LEHNINGER, 2011). A 

tecnologia do DNA recombinante envolve modificação direta do DNA, de forma a alterar 

características do organismo vivo ou introduzir novas características. O isolamento dos genes 

de interesse é conduzido por meio de técnicas de clonagem molecular que consistem em 

induzir um organismo vivo a amplificar a sequência de DNA de interesse, em sistemas que 

permitem uma fácil purificação e recuperação do referido fragmento de DNA. Para isso, são 

utilizados vetores de clonagem, nos quais a sequência de DNA de interesse é inserida 

(FERRAZ, 2007).  

Atualmente, existem diversos vetores usados na tecnologia do DNA recombinante que 

apresentam características que os tornam excelentes veículos de clonagem, dentre eles, os 

plasmídeos, nos quais, grande parte é formada por moléculas de DNA dupla fita, contendo os 

elementos necessários para a sua replicação autônoma. Os vetores da série pET são 

plasmídeos desenhados para permitir rápida produção de grandes quantidades da proteína de 

interesse. Estes plasmídeos contêm vários elementos importantes: o gene lacI, que codifica a 

proteína repressora lac; o promotor T7, que é específico para T7 RNA polimerase; um 

Fonte: Scheufler et al., 1999. 
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operador lac, que serve para bloquear a transcrição; um sítio de policlonagem; uma origem f1 

de replicação e um gene que garante resistência a um determinado antibiótico como, por 

exemplo, a ampicilina no caso do vetor pET-32a(+) (FELICIANO, 2009). 

 

Figura 8. Esquema do vetor da série pET. O plasmídeo contém a região marcadora para resistência a 

ampicilina (verde), o gene lac I (azul anil), o promotor de transcrição T7 (vermelho), o operador lac (azul 

celeste) e um sítio de policlonagem (preto).  

 

                                        

 

 

O gene de interesse é clonado no sítio de policlonagem. Quando T7 RNA polimerase 

está presente e o operador lac não está sendo reprimido, a transcrição do gene de interesse 

procede rapidamente. Como células de procariotos não produzem T7 RNA polimerase, esta 

deve ser adicionada. Usualmente, a célula hospedeira para este sistema de expressão é uma 

bactéria que tenha sido geneticamente modificada para incorporar o gene T7 RNA 

polimerase, o promotor lac e o operador lac em seu genoma. Quando lactose, ou uma 

molécula similar à lactose, como IPTG (isopropil-β-D-galactosídeo), está presente dentro da 

célula, a transcrição de T7 RNA polimerase é ativada (FELICIANO, 2009). 

Uma vez isolado o gene de interesse e os fragmentos de DNA incorporados no 

genoma do organismo alvo, o organismo geneticamente modificado passa a ter características 

hereditárias (FERRAZ, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Feliciano, 2009. 
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Figura 9. Construção de um DNA recombinante. A técnica do DNA recombinante consiste no isolamento de 

um gene de interesse e introdução deste em outro organismo em um processo de transformação, para que as 

células clonadas sejam propagadas.  

 

                           

 

 

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a produção de proteínas heterólogas 

em grande quantidade. O entendimento do dogma central da biologia molecular, o qual 

envolve replicação, transcrição e tradução, é essencial para a produção de proteínas 

recombinantes. Desta forma, proteínas de interesse biotecnológico podem ser produzidas em 

grande escala, utilizando-se principalmente sistema procarioto (LEHNINGER, 2011).  

 

Figura 10. Dogma central da biologia molecular. Os três processos principais que a célula utiliza para que a 

mensagem genética seja expressa. 

         

                  

 

Fonte: http://slideplayer.com.br em 6/05/2017, adaptado. 

Fonte: Lehninger, 2011, adaptado. 

http://slideplayer.com.br/
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BMPs podem ser isoladas diretamente do osso, porém o rendimento é muito limitado. 

Além disso, riscos de transmissão de doenças ou rejeição associado ao isolamento do osso 

doador alogênico limita sua aplicação clínica (GARRIDO; SAMPAIO, 2010). No final dos 

anos 80, as primeiras sequências codificadoras das proteínas da família das BMPs foram 

clonadas, abrindo a possibilidade de futura aplicação desta proteína na terapêutica (CELESTE 

et al., 1990; WANG, et al., 1988). A partir da introdução da tecnologia do DNA recombinante 

foi possível produzir sinteticamente BMPs recombinantes (rhBMP). As rhBMP possuem 

propriedades não antigênicas e não imunogênicas, não havendo risco de transferência de 

doenças humana, pois se trata de uma proteína produzida por princípios de bioengenharia 

(GENETICS INSTITUTE, Cambridge Mass, unpublished reports, 1995).   

Atualmente, a produção de rhBMPs é realizada principalmente por sistema procarioto, 

por oferecer vantagens importantes como rápida produção com baixo custo, alta 

biossegurança e alto rendimento. Um sistema amplamente aceito para a produção de proteínas 

recombinantes é a utilização de E.coli, por resultar em produção rápida e econômica dessas 

proteínas (LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2009). Com isso, foram desenvolvidas inúmeras 

linhagens de E. coli geneticamente modificadas para diferentes condições de expressão, bem 

como vetores a serem utilizados, ambos disponibilizados comercialmente (GOPAL, 2013).   

O vetor pET com etiqueta contendo 6-Histidinas (6xHis-tag), geralmente é a primeira 

escolha para obtenção de uma proteína recombinante pois possui uma pequena etiqueta de 

histidina e altos níveis de expressão devido à presença de um forte promotor, o T7. A 

linhagem de E. coli BL21 é a mais utilizada para a expressão devido à ausência de proteases 

importantes. A estirpe BL21 (DE3) possui um gene que codifica a T7 RNA polimerase, bem 

como a ausência das proteases Lon e OmpT, o que colabora com a minimização da 

degradação proteolítica. A linhagem Rosetta é derivada da BL21 (DE3), e foi concebida para 

aumentar a expressão de proteínas heterólogas contendo códons raramente utilizados em E. 

coli (GOPAL, 2013).   

Quando se trata de produção heteróloga, espera-se que a proteína de interesse seja 

estável, não tóxica para a bactéria, solúvel, expressa em grande quantidade e que possa ser 

facilmente purificada. Embora seja possível produzir rhBMP-2 em forma solúvel em bactérias 

usando proteínas de fusão (IHM et al., 2008), os rendimentos permanecem baixos. Portanto, a 

maioria dos grupos se concentra na superprodução da proteína em E. coli na forma de corpos 

de inclusão citoplasmática (LONG et al., 2006; VALLEJO et al., 2002; VON EINEM et al., 

2010), sendo necessário o processo de refolding para torna-la biologicamente ativa e apta para 
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uso, o que geralmente acarreta baixo rendimento da proteína nativa, e aumento de gastos 

(LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2009).  

Estudos demonstraram que o efeito terapêutico de rhBMP-2 depende da sua 

quantidade, concentração e tempo de aplicação (KING et al., 2002; PANG et al., 2004), 

portanto, sistemas de transporte adequados são fundamentais para a entrega, retenção e 

liberação da BMP-2 no local implantado, a fim de atingir o seu efeito osteoindutor. Em um 

estudo com 195 pacientes submetidos à cirurgia de fusão vertebral, foi verificado que os 

pacientes sem fatores de risco de saúde relacionados à falha de fusão e que receberam 

aplicação da rhBMP-2 apresentaram fusão vertebral em tempo significativamente menor que 

o enxerto autólogo na mesma condição (LEE et al., 2013). Na Medicina, destacam-se os 

tratamentos com rhBMP-2 da espondilose, aceleração da consolidação de fraturas de não 

união em ossos longos, reconstrução de ligamentos em ortopedia, pseudoartrose, aplicações 

regenerativas, entre outras (BISPO, 2015). 

Devido aos excelentes resultados relatados em trabalhos com o uso de rhBMP-2 em 

humanos na área odontológica e médica, o FDA (Food and Drug Administration), órgão 

regulador de produtos na área da saúde nos EUA, aprovou em 2002 a comercialização da 

rhBMP-2, a qual foi introduzida no mercado com o nome de Infuse Bone Graft®. Este 

produto passou a ser utilizado em larga escala no tratamento de doenças e traumas ósseos na 

coluna vertebral em humanos e, em 2004, como tratamento coadjuvante em fraturas de tíbia. 

Em março de 2007, o uso de rhBMP-2 foi aprovado para uso na área odontológica (FREITAS 

et al., 2012). 

Recentemente, pesquisadores têm mostrado interesse em novos materiais capazes de 

serem associados à rhBMP-2, especialmente os biopolímeros, visando acelerar e incrementar 

o processo de reparo ósseo em modelos de fraturas (ISSA et al., 2011; LI et al., 2011; LI et 

al., 2015). 

 

2.7 PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS POR IMAC 

 

Os princípios fundamentais da afinidade de biomoléculas por íons metálicos são 

conhecidos desde o início do século passado. A técnica de IMAC (Immobilized Metal-Ion 

Affinity Chromatography) baseia-se na afinidade diferencial que íons metálicos imobilizados 

em uma matriz sólida apresentam por certos grupamentos expostos na superfície de uma 

molécula em solução. Esta afinidade resulta de ligações de coordenação reversíveis formadas 

entre um íon metálico quelatado e certos resíduos de aminoácidos, tais como imidazol da 
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histidina. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, foi possível a incorporação de 

caudas (tag) em proteínas que não contêm naturalmente espécies doadoras de elétrons, tal 

como a fusão de sequência de seis histidinas na porção C ou N-terminal da proteína alvo, 

conferindo à mesma a possibilidade de purificação por IMAC. Proteínas com cauda de poli-

histidinas possuem afinidade a metais como o Ni2+ e o Co2+ imobilizados na resina, o que 

facilita a purificação da proteína alvo. Além disso, a cauda é pouco imunogênica e raramente 

interfere na estrutura e função da proteína (BRESOLIN, MIRANDA, BUENO, 2009). 

As proteínas são introduzidas na fase móvel e adsorvidas principalmente pela 

formação de ligações de coordenação com sítios remanescentes dos íons metálicos 

quelatados. As moléculas adsorvidas podem ser eluídas por competição com outras espécies 

doadoras de elétrons como, por exemplo, o imidazol. O imidazol é utilizado na etapa de 

eluição, no qual um excesso deste composto é aplicado na coluna, competindo pela ligação 

com o metal através de coordenação química, liberando assim as proteínas (BRESOLIN, 

MIRANDA, BUENO, 2009).   

De modo geral, qualquer íon metálico que apresente a capacidade de interagir com 

proteínas pode ser utilizado em IMAC. Os íons metálicos Ni2+ e Co2+ são utilizados na 

purificação de proteínas que possuam resíduos de histidina, na qual os íons metálicos 

interagem com o nitrogênio aromático do grupamento imidazol (SULKOWSKI, 1989). 

Em alguns estudos, há relatos de que o processo de purificação da rhBMP-2 envolveu 

várias etapas para se obter uma proteína com grau maior de purificação, além de baixo 

rendimento global e utilização de reagentes caros para renovelamento da proteína, que se 

encontrava em corpos de inclusão (LONG et al., 2006; ZHANG et al., 2011). 

Sabe-se que os custos que envolvem o processo de purificação de proteínas representam 

uma porcentagem significativa do custo total da produção. No entanto, a otimização do 

processo através da utilização e ajuste de meios adequados se faz necessário para a 

viabilidade da produção da proteína alvo. Além do mais, encontrar um sistema de purificação 

que resulte em entrega da proteína com grau elevado de pureza é de grande interesse, uma vez 

que essas proteínas podem ser utilizadas pela medicina regenerativa para introdução em 

suportes que induzam a proliferação de células e tecidos. 

 

2.8 BIOPOLÍMEROS E MEDICINA REGENERATIVA 

 

O auto-enxerto é considerado ideal para procedimentos de enxerto, fornecendo fatores 

de crescimento osteoindutivos, células osteogênicas e um suporte osteocondutor. Contudo, 
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existem limitações quanto à morbidade e disponibilidade de enxerto do doador. O aloenxerto, 

por outro lado, possui o risco de transmissão de doenças. Substitutos de enxerto sintéticos não 

possuem propriedades osteoindutivas ou osteogênicas. Enxertos compostos combinam 

propriedades de suportes com elementos biológicos para estimular a proliferação e 

diferenciação celular e, finalmente, a osteogênese (GIANNOUDIS et al., 2005). 

O campo da Engenharia de Tecidos surgiu como consequência da combinação dos 

princípios de Engenharia, Química e Ciências Biológicas para o desenvolvimento de 

substitutos naturais que permitissem restaurar, manter ou melhorar a função dos tecidos. As 

estratégias da Engenharia de Tecidos envolvem o uso de células isoladas para substituir 

funções específicas e substâncias que induzem a proliferação de células e tecidos (fatores de 

crescimento), ambas combinadas a matrizes, que atuam como suportes (carreadores) para 

células e proteínas. Para que ocorra tal reparação, é fundamental a utilização de um arcabouço 

osteocondutor, para adesão e funcionamento das células osteoprogenitoras, bem como o uso 

de fatores de crescimento osteoindutores. Os fatores osteoindutores são caracterizados pela 

sua habilidade em promover a formação óssea, a maioria desses fatores são citocinas, as quais 

são proteínas extracelulares responsáveis pela sinalização celular, como por exemplo, as 

BMPs, (VALENZUELA, 2008). 

Os transportadores de BMPs são de extrema necessidade pra aumentar a retenção na 

área de tratamento durante um período de tempo adequado para permitir que as células 

formadoras de tecido regenerativo migrem para a área lesionada, a fim de garantir a 

proliferação e diferenciação celular (BEGAM et al., 2016). 

 

Figura 11. Tríade da medicina regenerativa. Suportes biológicos atuam como arcabouços para biomoléculas, 

que estimulam células tronco a se diferenciarem.  

 

 

Fonte: http://www.institutomor.com.br em 20/05/2017, modificado. 

 

http://www.institutomor.com.br/
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Os requisitos essenciais para transportadores ideais para BMPs são (BEGAM et al., 

2016): 

• Capacidade de incitar as melhores respostas inflamatórias possíveis; 

• Construção de uma interface com o tecido biológico adjacente; 

• Porosidade ideal para permitir primeiro a infiltração das células e depois o 

crescimento vascular; 

• Resistência adequada à compressão e à tração; 

• Biodegradabilidade, embora permita a proteção das BMPs contra a degradação 

durante um período suficiente para estimular uma quantidade específica de massa 

óssea na área de tratamento; 

• Atoxicidade, esterilidade, imunologicamente inerte e de fácil utilização; 

• Facilidade de fabricação, com baixo custo e produção em larga escala; 

• Provisão para liberação contínua de fatores incorporados e taxa de liberação para ser 

otimamente controlada devido à sua meia-vida curta in vivo. 

Durante as últimas décadas, tem havido um interesse crescente na concepção e 

utilização de biomateriais ósseos in vitro e in vivo. Muitos investigadores têm pesquisado 

vários biomateriais para a formação óssea, tais como, colágeno derivado do osso, matriz óssea 

descalcificada, fibrina, composto de nano-hidroxiapatita/colágeno (nHAC), poli (ácido 

glicólico-co-láctico) sintético e titânio para a reparação de defeitos ósseos (NIU et al., 2009).  

Os polímeros naturais, como colágeno, quitosana e ácido hialurônico, permitiram 

adesão, disseminação e diferenciação celular aplicando-os como sistemas primários de 

entrega de BMPs. As vantagens do colágeno (ampla disponibilidade, biodegradabilidade 

completa, biocompatibilidade e bom desempenho para o reparo ósseo in vivo) devem ser 

equilibradas por suas desvantagens: risco potencial de transmissão de patógenos (origem 

xenogênica) e falta de resultados de reprodutibilidade devido à rápida degradação in vivo. Por 

outro lado, foram avaliados os polímeros sintéticos, como o ácido poliláctico (PLA), o ácido 

poliglicólico (PLG) e os hidrogéis, pois apresentam propriedades físico-químicas controláveis 

e não possuem riscos de contaminação patogênica. No entanto, a reação inflamatória tem sido 

associada à sua biodegradação. As associações entre polímeros naturais e sintéticos também 

estão em análise intensa, com resultados promissores (CARREIRA et al., 2014). 

O plasma rico em plaquetas (PRP) também é utilizado para reparar defeitos ósseos, 

pois contém fatores de crescimento que podem promover a diferenciação celular e 

cicatrização no local da lesão, acelerando a reparação (LIM et al., 2013). O ácido poliláctico 
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(PLA) é atualmente o material sintético mais investigado e utilizado devido à sua 

biodegradabilidade e biocompatibilidade (SHUE et al., 2012). O poli (ácido L-láctico) 

(PLLA) é um biomaterial não tóxico e degradável que tem sido amplamente utilizado como 

scaffold em engenharia de tecido ósseo. O composto nHAC/PLLA mostrou melhora na 

ligação celular e no estímulo da proliferação e diferenciação celular devido à sua composição 

principal e à microestrutura hierárquica que se assemelham bastante ao do osso natural (NIU 

et al., 2009).  

Entre os biomateriais com potencial aplicação para engenharia de tecidos pode-se 

destacar a celulose. A celulose é um polímero natural e hidrofílico biocompatível composto 

exclusivamente por monômeros de glicose e possui boas propriedades mecânicas (KLEMM 

2005; GANDINI 2011). Sua degradação extremamente lenta dentro do corpo humano 

representa uma limitação severa para aplicações biomédicas mais complexas. Recentemente, 

a nanofibra de celulose (NFC) atraiu muita atenção devido a sua alta afinidade pela água e sua 

capacidade de formar dispersões altamente viscosas com muito baixo teor de sólidos. A NFC 

mostra ser uma promessa devido à sua estrutura bem definida e a possibilidade de comportar-

se como um hidrogel (BHATTACHARYA 2012; LIN 2014). Um dos métodos de preparo de 

nanofibras de celulose é através da oxidação mediada por N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 

(TEMPO) que gera um derivado carboxilado de celulose (ToNFC) com maior solubilidade 

em água devido ao alto grau de substituição com grupos carboxílicos (cerca de 90%). O que 

torna a ToNFC interessante é que os seus derivados são carboxilados, com estruturas 

semelhantes à carboximetilcelulose, os quais podem desintegrar-se em ambiente fisiológicos. 

Em pH fisiológico (~7,4), cerca de 90% da celulose oxidada é solubilizada dentro de 21 dias e 

convertida no sal de sódio do ácido poliglucurônico que é então facilmente eliminado do 

corpo (SINGH, 1982). 

Desta forma, aspectos importantes da utilização de proteínas recombinantes humana 

associadas a sistemas carreadores necessitam de maiores estudos a fim de se encontrar um 

sistema apropriado que garanta um protocolo de tratamento mais adequado para a utilização 

da técnica no reparo ósseo. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho foi a obtenção da rhBMP-2 na forma solúvel e 

biologicamente ativa, por meio do sistema de expressão bacteriano, para posterior utilização 

na imobilização em suportes biológicos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Testar as linhagens de E.coli BL21 (DE3) e Rosetta (DE3) pLysS para comparação 

da melhor expressão da rhBMP-2 na forma solúvel; 

- Determinar as melhores condições de cultivo para a produção da rhBMP-2; 

- Comparar, otimizar e padronizar as condições de purificação da rhBMP-2 utilizando 

cromatografia de afinidade em colunas de níquel e cobalto; 

- Testar a atividade biológica por meio de ensaio de proliferação e viabilidade celular, 

utilizando CTM e células pré mioblásticas C2C12 de ratos; 

- Realizar ensaio de atividade biológica com a imobilização da rhBMP-2 em celulose 

modificada com um grupamento maleimida (ToNFC-maleimida). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 CLONAGEM DO GENE DA BMP-2 NO PLASMÍDEO  

  

A clonagem do gene que codifica a BMP-2 foi previamente realizada no Laboratório 

de Bioquímica e Biologia Molecular do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar, 

em colaboração com a Profa Dra Heloísa Sobreiro Selistre de Araújo.  

O vetor de expressão pET-32a(+) (Novagem, Madison, WI, USA (Fig. 12), foi 

utilizado para a clonagem do gene de interesse, sob controle do promotor lac Z. Este vetor 

permite a expressão da proteína em fusão com a proteína tiorredoxina (Trx.Tag), a qual 

facilita a expressão solúvel da proteína,  e em fusão com um peptídeo N-terminal contendo a 

sequência de 6 resíduos de histidinas (6xHis-TagTM), que exerce afinidade pelos metais 

utilizados em etapa posterior na purificação por cromatografia de afinidade.  

O gene (ORF) que codifica a BMP-2 de humano foi obtido pela reação de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) utilizando como DNA molde o DNA genômico de células de 

osteossarcoma humano (MG63). Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) sense (5’) e 

antisense (3’) foram sintetizados, tendo sua sequência baseada na ORF do exon 3 do gene da 

BMP-2 de humano (UniProtKB/Swiss-Prot, P12643). A proteína madura possui 113 

aminoácidos e aproximadamente 12,4 kDa que, juntamente com a proteína de fusão, terá um 

peso molecular de aproximadamente 24kDa. 

O plasmídeo obtido da subclonagem foi denominado rhBMP-2/32 e introduzido em 

células de E.coli DH5α para propagação. 
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Figura 12. Vetor de clonagem pET-32a(+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: https://www.merckmillipore.com 

 



25 

 

4.2 PREPARO DE CÉLULAS COMPETENTES 

 

Uma bactéria torna-se competente quando está apta a receber o DNA exógeno. A 

competência de células pode ser produzida através do tratamento com solução de CaCl2 

associado à mudanças bruscas de temperatura, o que altera a permeabilidade da membrana 

celular, fazendo com que as células permitam a entrada do DNA exógeno através da 

membrana plasmática.  

Para verificar a expressão e produção da rhBMP-2 foram utilizadas duas linhagens de 

E.coli , BL21(DE3) e Rosetta (DE3) pLysS . O procedimento descrito a seguir foi utilizado 

para ambas as linhagens.  Em um tubo falcon com capacidade de 50ml, foram adicionados 

10ml de meio LB (Luria Bertani), em BL21(DE3) seguida, com o auxílio de uma alça 

microbiológica, transferiu-se uma colônia de E. coli ao meio. O tubo foi então encubado a 

37°C sob agitação (250 rpm) até atingir a D.O660nm = 0.6. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro. O inóculo foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o precipitado 

celular foi ressuspendido em solução gelada de CaCl2 100 mM estéril. A suspensão celular foi 

mantida no gelo por 20 minutos e após esse período as células foram centrifugadas por 5 

minutos sob a mesma condição (4°C, 3000 rpm) e desprezado o sobrenadante. O precipitado 

foi ressuspendido novamente em solução CaCl2 100 mM, obtendo-se finalmente células 

competentes que foram mantidas no gelo até a utilização para reação de transformação 

 

4.3 TRANSFORMAÇÃO DE CÉLULAS COMPETENTES 

 

Após a preparação um volume de 50 μl de células competentes foram incubadas com o 

DNA plasmidial rhBMP-2/32 (3 μl). Em seguida, as células com o DNA foram incubadas no 

gelo por 30 minutos e submetidas a choque térmico em banho maria por 2 minutos a 42°C, 

retornando ao gelo por mais 2 minutos.  Ao microtubo, foram adicionados 200 μl de LB (4 

vezes o volume de células competentes) e a suspensão celular foi incubada por 1 hora a 37°C 

sob agitação (250 rpm). Após a incubação, 50 μl da cultura foram semeadas em placa de petri 

contendo meio sólido LB suplementado com ampicilina (100 μg/ml).  A placa semeada foi 

então incubada por um período de 16 horas em estufa microbiológica a 37°C. Esta etapa foi 

realizada previamente com células competentes de E. coli BL21(DE3) e posteriormente 

repetida utilizando-se células competentes de E.coli Rosetta (DE3) pLysS. 
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4.4 EXPRESSÃO DA rhBMP-2  

 

Para expressão da proteína recombinante, nas duas linhagens de E. coli utilizou-se o 

mesmo protocolo.  E. coli BL21(DE3) transformadas com o plasmídeo de interesse foram 

cultivadas em dois inóculos com 10 ml de meio LB estéril contendo 100 μg/mL de 

ampicilina. Em seguida, os dois inóculos foram mantidos sob agitação de 250 rpm a 37°C por 

16 horas. Ao fim deste período, cada cultura foi diluída em um frasco erlenmeyer contendo 

250 ml de meio LB com antibiótico. Após a diluição as culturas foram mantidas na mesma 

condição citada acima até atingirem a D.O660nm ≈ 0.6 a 0.7. 

Após atingirem a D.O adequada, retirou-se uma alíquota de 1 ml de cada uma das 

culturas (T0 = tempo zero, antes da indução) que foram centrifugadas por 5 minutos à 13.000 

rpm. Em seguida o precipitado celular foi ressuspendido em 50 μl de água autoclavada, 

adicionados 25 μl do tampão da amostra contendo β-mercaptoetanol e as amostras foram 

reservadas para posterior análise em eletroforese de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A 

uma das culturas, foi então adicionada 1 mM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) e 

mantida a 20°C por 16 horas sob agitação de 250 rpm. À outra cultura, foi também adicionada 

IPTG na mesma concentração e mantido a 37°C por 3 horas sob agitação de 250 rpm. Após o 

período de indução retirou-se uma alíquota de 1 ml de cada uma das culturas (T3, T16 = três e 

dezesseis horas após a indução, respectivamente), que foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 

minutos. Os sobrenadantes foram então descartados e os precipitados ressuspendidos com 50 

μl de água autoclavada e 25 μl de tampão da amostra contendo β-mercaptoetanol. As amostras 

foram também reservadas para análise por SDS-PAGE. Posteriormente, culturas foram 

centrifugadas a 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C (Sorvall® RC 5C Plus). Após a centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular mantido a 20°C até a etapa de lise 

celular pelo método de rompimento por sonicação.  

Para realização da lise celular, o precipitado foi ressuspendido em 12,5 ml de tampão 

A (Imidazol  5mM, NaCl 0,5M, Tris 20 mM, pH 7.9) e submetido à sonicação. Foram 

realizados 6 pulsos de 1 minuto com intervalo de 30 segundos entre os pulsos, com amplitude 

de 20%. O lisado celular foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Uma alíquota 

da fração solúvel (sobrenadante) e da fração insolúvel (precipitado celular) foi retirada e 

tratada com tampão da amostra para análise por SDS-PAGE.  

Com o propósito de analisar qual linhagem bacteriana promoveria melhor expressão 

da proteína alvo, para fins comparativos, o processo foi repetido posteriormente utilizando-se 

E. coli Rosetta (DE3) pLysS submetida à expressão sob temperatura de 20°C por 16 horas e 
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agitação de 250 rpm, visto que, de acordo com resultados prévios analisados na expressão 

utilizando E. coli BL21 (DE3), esta temperatura favoreceu a expressão da proteína.  A lise 

celular da cultura de E. coli Rosetta (DE3) pLysS foi realizada como descrita anteriormente, 

porém utilizando tampão PBS 1X, tampão este utilizado também em etapa de otimização da 

purificação. 

 

4.5 PURIFICAÇÃO DA rhBMP-2 

 

As frações solúveis contendo a proteína recombinante foram purificadas por 

cromatografia de afinidade (IMAC), utilizando resinas contendo Ni2+ (níquel) e Co2+ (cobalto) 

para verificarmos qual delas permite uma melhor purificação parcial. Previamente, a 

purificação foi realizada a partir do sobrenadante de rhBMP-2 obtidas através da expressão 

em E. coli BL21 (DE3) sob determinadas condições e, posteriormente, testadas outras 

condições com a finalidade de  otimizar o processo. 

Inicialmente, as colunas contendo as resinas foram lavadas com 20 CV (volume da 

coluna) de água Milli-Q e equilibrada com 10 CV de tampão A (imidazol 5 mM, NaCl 0,5 M, 

Tris 20 mM, pH 7.9). Um volume de 5 ml da fração solúvel foi aplicado e a resina, 

ressuspendida. Depois que a resina foi sedimentada novamente, foram recolhidas as frações 

das proteínas não ligantes (void). Em seguida foi realizada a lavagem com 20 CV de tampão 

A e a eluição das proteínas foi realizada pela adição de 2 CV de  Tampão B (tampão A 

acrescido com diferentes concentrações de imidazol: 50 mM, 150 mM, 250 mM e 500 mM). 

Para cada concentração de Imidazol foram coletadas frações de 0,5 ml. De cada fração 

retirou-se uma alíquota de 10 μl onde foram adicionados 5 μl de tampão da amostra contendo 

β-mercaptoetanol, para posterior análise por SDS-PAGE. 

Para a otimização da purificação alguns ajustes foram realizados com a finalidade de 

obtenção de uma proteína com grau de pureza maior. No entanto, adotou-se o uso de um 

volume maior de resina, que passou de 1 ml para 3 ml, com o intuito de aumentar a retenção 

de proteínas. O tampão de equilíbrio (A) foi substituído, primeiramente por PBS 1x, 

posteriormente por PBS 1x + imidazol 25 mM e, finalmente, por PBS 1x + imidazol 10 mM. 

Na tentativa de reter a menor quantidade de resíduos na coluna, foi padronizada em três vezes 

as etapas de lavagens com o tampão de equilíbrio, após a aplicação da proteína. As eluições 

adotadas para as próximas purificações continuaram sendo compostas pelo referido tampão B, 

porém apenas nas concentrações de imidazol a 250 mM e 500 mM.   
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Após a etapa cromatográfica, as frações contendo a rhBMP-2 parcialmente purificadas 

foram dialisadas contra tampão PBS 1X  para retirada do imidazol e a concentração da 

proteína foi determinada pelo método de BCA (Ácido Bicinconínico) de acordo com o 

manual do kit do fabricante.  

 

4.6 ENSAIO DE IMUNODETECÇÃO 

 

Após a visualização da banda de tamanho de 24 kDa correspondente a rhBMP-2 

associado à tiorredoxina e a cauda de histidina, foi realizado ensaio de imunodetecção com a 

finalidade de confirmar a produção da rhBMP-2 em fusão N-terminal com a proteína 

tiorredoxina, juntamente com 6 resíduos de hisitidina (6x His-TagTM.). As amostras foram 

separadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15% e eletrotransferidas para membrana 

de nitrocelulose pelo sistema de transferência semi seco (Transblot SD Semi-Dry Transfer 

Cell Bio- Rad). Em seguida, a membrana foi submetida a bloqueio de sítios inespecíficos em 

tampão TBS 1X (Tris-HCl 100 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) com 5% de leite desnatado, por 

um período de 16 horas a 4°C. Após o bloqueio a membrana foi lavada três vezes por 5 

minutos, sob agitação suave, com TBS 1x contendo TWEEN-20 0,05%. Depois de lavada a 

membrana foi incubada com anticorpo conjugado monoclonal anti poli hisitidina 1: 2000 

(Anti-poly Histidine – Alcaline-Phosphatase, anti-mouse -Sigma-Aldrich) por 2 horas. 

Posteriormente, a membrana foi novamente lavada três vezes e a revelação foi realizada 

incubando-se a membrana em tampão para fosfatase alcalina (AP-buffer: Tris-HCl 0,1 M pH 

9,5, NaCl 0,1M, MgCl2 5 mM) contendo substrato BCIP / NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil-

fosfato / nitro azul tetrazólio). A reação foi interrompida pela lavagem com água pura 

(Sistema Milli-Q). 

 

 

4.7 ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR 

 

Para avaliar a atividade biológica da rhBMP-2, foi realizado o ensaio de proliferação 

celular pelo método de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5- diphenyltetrazolium bromide; 

Thiazolyl blue). O método de MTT detecta o crescimento celular por meio da função 

mitocondrial, ou seja, baseia-se na habilidade da enzima mitocondrial desidrogenase, 

encontrada somente em células viáveis, em clivar os anéis de tetrazólio do MTT, formando 

cristais azuis escuros de formazan, os quais são impermeáveis às membranas celulares, 
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ficando então retidos no interior das células viáveis. Os cristais são solubilizados em 

isopropanaol e em seguida é realizada a leitura da absorbância. O número de células viáveis é 

diretamente proporcional ao nível de cristais de azul de formazan solubilizados. Para os 

experimentos com a rhBMP-2 foram utilizadas 2 linhagens celulares, células tronco 

mesenquimais (CTMs) de ratos e C2C12 (ATCC® CRL-1772™). A linha celular C2C12 é 

um subclone da linha celular mioblástica de rato e diferencia-se rapidamente, formando 

miotubos contrácteis e produzindo proteínas musculares características. O tratamento com a 

rhBMP-2 causa uma mudança na via de diferenciação de mioblasto para osteoblasto 

(KATAGIRI et al., 1994).  

As CTMs foram extraídas da medula óssea de fêmur de rato, pela Profa Dra Mônica 

Rosas da Costa Iemma e pela técnica do laboratório LECER, Renata Aquino. Os animais 

utilizados para a obtenção dessa linhagem foram gentilmente doados pelo Prof Dr Nivaldo 

Parizotto, do PPGB-UNIARA.  O cultivo das células foi realizado em meio α-MEM 

(Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification), suplementado com 10% de FBS. 

Após a terceira passagem, as células foram semeadas na placa de 96 poços na concentração de 

1x103 células/poço em quadruplicata, e mantidas em estufa a 37°C em contendo α-MEM 10% 

de FBS. O tempo de incubação com a rhBMP-2 nesta cultura foi de 4 dias. O meio de cultura 

foi removido e aos poços foi adicionado um volume de 50 µl de solução MTT (5mg/ml em 

PBS1X), a placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Após o período de incubação a 

solução com MTT foi removida e adicionado um volume de 100 µl de isopropanol para 

solubilização dos cristais de formazan. A absorbância foi verificada em leitor de placa Spectra 

Max i3 (Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados desse único 

experimento foram apresentados em gráfico de barras utilizando programa Excel.  

Para o ensaio com as células C2C12 o protocolo foi diferente, as células foram 

semeadas em placa de 96 poços na concentração de 5x103 células/poço em meio 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% FBS e mantidas em 

estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 24 horas. Após o cultivo de 

24 horas o meio de cultura foi removido e foi adicionado um volume de 100 µl de meio 

DMEM contendo 0,5% de FBS com ou sem rhBMP-2 (0,15µg, 0,3µg, 0,5 µg e 150µg/poço), 

além de um controle positivo contendo 10% de FBS. O tempo de incubação com a rhBMP-2 

foi de 24 horas. Este protocolo foi disponiblizado pela doutoranda Taís Marolato Danilucci, 

do LBBM- DCF/ UFSCar. Após a incubação com a rhBMP-2 ou não, foi adicionado em cada 

poço 20 µl de solução MTT e a placa foi incubada por 3 horas e meia a 37°C. Em seguida o 

meio foi removido e um volume de 100 µl de isopropanol foi adicionado. A placa ficou sob 
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suave agitação por 10 minutos e em seguida com a micropipeta fez-se a solubilização dos 

cristais de formazan. A absorbância foi verificada em leitor de placa Spectra Max i3 

(Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm. Este experimento foi repetido duas 

vezes. Os valores obtidos da absorbância foram m mostrados em gráfico de barras utilizando 

o programa Graph Pad Prisma. Para análise estatísica dos dados foi utilizado o teste One Way 

Anova com a correção de Bonferroni (Bonferroni´s Multiple Comparison Test). Valores de 

p≤0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 

 

4.8 ENSAIO DE PROLIFEREÇÃO CELULAR UTILIZANDO A rhBMP-2 

IMOBILIZADA NA SUPERFÍCIE DE CELULOSE MODIFICADA 

 

A celulose quimicamente modificada com o grupamento químico maleimida e ligada 

com a rhBMP-2 utilizada neste experimento foi cedida pela Prof Dra Eliane Trovatti do 

PPGB/UNIARA pertencente ao grupo BiopolMat. A celulose foi obtida em experimento 

descrito detalhadamente segundo estudo publicado (TROVATTI et al., 2016). A rhBMP-2 foi 

imobilizada na superfície da ToNFC-maleimida através da ligação do enxofre (SH) contido na 

tiorredoxina fusionada na rhBMP-2 com a ligação dupla da maleimida, conforme 

representado na Figura 13.  

Para os experimentos de proliferação e viabilidade celular, foi utilizada células C2C12 

seguindo o protocolo descrito anteriormente no item 4.7, com pequenas modificações. 

Inicialmente o fundo dos poços de uma placa de 96 poços foram preenchidos com celulose 

modificada e tratada ou não com a rhBMP-2. Em seguida a placa ficou sob radiação da luz 

UV em fluxo laminar por 30 minutos para a esterilização da celulose. Após a irradiação foram 

semeadas 5x103 células/poço/100µl, em meio cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) acrescido com penicilina e estreptomicina 10U/mL, suplementado com 0,5% de 

FBS e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 24 

horas. Após o período de incubação, foi adicionado aos poços 20 µl de solução MTT 5 mg/ml 

em PBS1X em cada poço e a placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Após o período 

de incubação com o MTT o meio foi removido e foi adicionado um volume de 100 µl de 

isopropanol, a placa foi agitada por 10 minutos e em seguida foi realizada a ressuspensão com 

a micropipeta para solubilização dos cristais de formazan. Cada ressuspensão foi transferida 

em um volume de 50 µl para outro poço e, então, a absorbância foi verificada em leitor de 

placa Spectra Max i3 (Moleular Devices) no comprimento de onda de 570 nm. 
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Figura 13.  Reação do enxofre (SH) com a ligação dupla da maleimida. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

EXPRESSÃO DA rhBMP-2  

 

A rhBMP-2 está apta para uso quando expressa na forma solúvel, formando dímeros 

através de ligações dissulfeto intercadeias e, consequentemente possuindo atividade biológica. 

As principais desvantagens no uso de E.coli como sistema de expressão incluem a inabilidade 

da bactéria em realizar modificações pós-traducionais que ocorrem em eucariotos, a ausência 

de um mecanismo de secreção da proteína alvo para o meio de cultura, o que acarreta sua 

produção na forma insolúvel na forma de corpos de inclusão e a limitada habilidade de 

promover a formação de pontes dissulfeto, essenciais para a atividade biológica da proteína 

(GOPAL, 2013). A maioria dos estudos (LONG et al., 2005; SHARAPOVA et al., 2010; 

ZHANG et al., 2011; RETNONINGRUM, et al., 2012) relatam a produção de rhBMP-2 na 

forma insolúvel, sendo necessário o processo de refolding para tornar a proteína 

biologicamente ativa, o que poderia gerar maior gasto, além de menor rendimento do produto. 

Estudos que visem a produção da rhBMP- 2 buscam resultados que otimizem a produção 

dessas proteínas e as torne acessível à população. Contudo, em nosso trabalho, utilizamos um 

método no qual conseguimos expressar a rhBMP-2 na forma solúvel, ou seja, sem a 

necessidade de refolding, traduzindo-se em um método econômico de obtenção da proteína. 

Neste trabalho, foi utilizado o plasmídeo pET-32a(+), que permite a expressão da proteína em 

fusão com a tiorredoxina (Trx.Tag), a qual facilita a expressão solúvel da proteína alvo. Para a 

expressão da rhBMP-2, inicialmente, foi utilizada a linhagem de E.coli BL21(DE3), 

especificamente construída para transformação e expressão em níveis elevados de proteínas 

recombinantes, sob controle do operon lac. De acordo com os resultados, analisados por SDS-

PAGE, as condições de expressão e lise possibilitaram a produção da proteína de interesse, 

que foi obtida preferencialmente à 20°C e em maior proporção na forma solúvel, após 

indução com IPTG 1mM por 16 horas (Fig. 14). Uma análise por SDS-PAGE das proteínas 

intracelulares totais mostrou a presença de uma banda de proteína de aproximadamente 24 

kDa, que se assemelha ao tamanho da rhBMP-2 em fusão com tiorredoxina adicional e 6 x 

His-TagTM.  
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Figura 14. SDS-PAGE: Expressão e Solubilidade da rhBMP-2 produzida em E. coli BL21(DE3) BMP-

2/32. As culturas celulares (250ml) foram induzidas com 1mM de IPTG por 16 horas e 3 horas, a 20 e 37⁰C  

ambas sob agitação (250rpm). Após a indução as culturas foram centrifugadas, ressuspendidas em tampão 

binding buffer 1X e lisadas por meio de sonicação. O lisado celular foi centrifugado para a obtenção das frações 

solúvel e insolúvel kDa-padrão de peso molecular (66-45-29-20-14); Poços 1 e 2: Conteúdo proteico antes e 

depois da indução a 20⁰C respectivamente; Poços 3 e 4:  Conteúdo proteico da fração solúvel e insolúvel 

respectivamente. Poços 6 e 7: Conteúdo proteico antes e depois da indução a 37⁰C. Poços 8 e 9: Conteúdo 

proteico da fração solúvel e insolúvel respectivamente.  

 

 

            

 

O sucesso na expressão de proteínas eucarióticas utilizando-se sistema procarioto 

depende de diversos fatores como a concentração do indutor, a temperatura de expressão, o 

vetor utilizado e a linhagem bacteriana (GOPAL, 2013).  

 As condições de cultivo desempenham um papel chave no enovelamento das 

proteínas, ou seja, temperaturas mais baixas são normalmente mais eficazes do que 

temperaturas mais altas (CHEN, 2006). Desta forma, a diminuição da temperatura 

provavelmente permitiu que a proteína tivesse um tempo maior para alcançar suas estruturas 

terciárias e quaternárias, favorecendo o seu dobramento correto (SCHEUFLER et al., 1999).  

De acordo com os resultados obtidos na expressão utilizando E. coli, BL21(DE3) e na 

tentativa de otimização da expressão da rhBMP-2 solúvel e com maior rendimento, o 

processo de expressão foi repetido utilizando E. coli Rosetta (DE3) pLysS, para efeito de 

comparação de eficácia. Porém, depois de constatado que a expressão em baixas temperaturas 

foi favorável à sua solubilidade, a expressão realizada com E. coli Rosetta (DE3) pLysS foi 

realizada apenas a 20°C, sob indução com IPTG por 16 horas (Fig. 15). 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 15. SDS-PAGE: Expressão e Solubilidade da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta(DE3)pLysS  

BMP-2/32. A cultura celular (250ml) foi induzida com 1mM de IPTG por 16 horas a 20⁰C sob agitação 

(250rpm). Após a indução a cultura foi centrifugada, ressuspendida em tampão PBS 1X e lisada por meio de 

sonicação. O lisado celular foi centrifugado para a obtenção das frações solúvel e insolúvel. kDa-padrão de peso 

molecular (66-45-29-20-14); Poços 2 e 3: Conteúdo proteico antes e depois da indução a 20⁰C respectivamente; 

Poços 4 e 5: Conteúdo proteico da fração insolúvel (precipitado) e solúvel (sobrenadante), respectivamente.  

 

                         

 

 

De acordo com os resultados da expressão realizada à 20°C e lise obtidas utilizando E. 

coli Rosetta (DE3) pLysS, analisados por SDS-PAGE (Fig.15), foi constatado um aumento na 

expressão da proteína na forma solúvel, quando comparados aos resultados obtidos na 

expressão realizada com E. coli BL21(DE3).  

A linhagem Rosetta (DE3) pLysS é derivada da BL21 e tem a capacidade propiciar um 

aumento da expressão de proteínas eucarióticas que contém códons raros para E.coli. A 

suplementação de tRNAs para códons AGG/Arg, AGA/Arg, AUA/Ile, CUA/Leu, CCC/Pro, e 

GGA/Gly é fornecida pelo plasmídeo pLysS RARE, que permite a expressão de proteínas em 

cuja sequência codificante estes códons estejam presentes. Também é responsável por 

expressar a lisozima T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase. Esta inibição é 

importante em sistema pET pois suprime possíveis expressões basais, estabilizando assim os 

plasmídeos recombinantes que codificam proteínas prejudiciais ao crescimento celular e a sua 

viabilidade. Estes fatores podem ter contribuído para o maior rendimento da proteína obtida 

na forma solúvel (NOVAGEN, 2017). 

O uso de E. coli como biofábrica apresenta várias vantagens que as tornam a principal 

fonte de proteínas recombinantes. Além de apresentar seu genoma conhecido, seu cultivo é 

facilmente mantido e economicamente viável para a produção em larga escala. Hoje estão 

Fonte: Próprio autor. 
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disponíveis vários sistemas de expressão e linhagens geneticamente modificadas desta 

bactéria, para suprir as diversas condições de expressão recombinante. Entretanto, fatores 

inerentes à fisiologia da E. coli como a limitada capacidade de realizar modificações pós 

traducionais, a falta de um mecanismo de secreção para a liberação da proteína no meio de 

cultura e a capacidade limitada para facilitar a formação de ligações dissulfeto, dificultam 

alguns processos necessários para a expressão, principalmente quando o objetivo é a 

expressão de proteínas eucarióticas, além de acarretar ausência de atividade biológica 

(WANG et al., 2005).  

O plasmídeo pET-32a(+), escolhido como vetor de clonagem neste trabalho, permite 

fusão com a proteína tiorredoxina (TrxA). A TrxA possui 11,7 kD e é encontrada em 

bactérias, leveduras, plantas e mamíferos, e é caracterizada como um doador de hidrogênio 

para a ribonucleotídeo redutase, enzima essencial que proporciona desoxirribonucleotídeos 

para a replicação do DNA (HOLMGREN, 1989). Quando superexpressa em E. coli, a TrxA 

pode resultar em aumento da solubilidade da proteína. O sucesso com relação à solubilidade 

da rhBMP-2 neste trabalho, pode ser atribuído a este fator. 

A otimização da produção de proteínas recombinantes baseia-se em protocolos 

adaptados para cada proteína. Fatores como o vetor de clonagem, as linhagens bacterianas e 

as condições de cultivo utilizados neste trabalho foram imprescindíveis para os resultados 

positivos obtidos na expressão da rhBMP-2. Neste sentido, é válido o estudo aprofundado da 

proteína alvo, a fim de se encontrar os melhores parâmetros para a sua produção.  

 

PURIFICAÇÃO DA rhBMP-2 

 

 A purificação da BL21 (DE3) BMP-2/32 realizada em coluna contendo resina de 

cobalto resultou em frações com menor presença de contaminantes (Fig 16.B) quando 

comparados a frações obtidas na mesma condição purificadas em coluna contendo resina de 

níquel (Fig 16.A), porém, os resultados foram bastante comparativos. Além do mais, 

observou-se que eluições à 250 mM e 500 mM de imidazol garantiram maior vantagem com 

relação às outras eluições, visto que essas concentrações permitiram a obtenção de uma 

proteína contendo menos resíduos e em quantidade considerável.  
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Figura 16. SDS-PAGE: Purificação da rhBMP-2 produzida em E. coli BL21(DE3) BMP-2/32 (≅ 24KDa) 

por cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel (A) e cobalto (B), respectivamente, pré 

equilibrada com tampão A. A eluição foi realizada com diferentes concentrações Imidazol (Tampão A + 

Imidazol, 50-250mM). kDa-padrão de peso molecular (66-45-29-20-14); Poço 1: Fração solúvel (pré coluna); 

Poço 2: proteínas não ligantes (Void); Poço 3: lavagem; Poços 4 e 5: frações eluídas com 50mM de Imidazol, ; 

Poços 6 e 7: frações eluídas com 150mM de imidazol; Poços 8 e 9: frações eluídas com 250mM de imidazol.  

 

 

 

 

  

  

 A partir dos resultados demonstrados anteriormente (Fig. 16) e com o intuito de se 

obter uma proteína recombinante com grau de pureza satisfatório para os ensaios biológicos, 

algumas alterações foram realizadas para as purificações posteriores. O processo de 

purificação foi prosseguido em coluna contendo níquel, pois tanto coluna contendo níquel 

como cobalto permitiram resultados comparáveis de uma proteína parcialmente purificada. O 

volume da resina passou de 1 ml para 3 ml, visando reter mais proteína imobilizada na coluna. 

De acordo com os dados da etapa anterior, foram adotados apenas eluições de 250 mM e 500 

mM de imidazol, as quais apresentaram um grau maior de pureza da proteína associado a um 

rendimento considerável. Na tentativa de reter menos impurezas ligadas à resina, foi 

padronizado três lavagens e o tampão de equilíbrio utilizado nesta etapa, antes da aplicação 

das eluições, foi o PBS 1x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 17. SDS-PAGE: Purificação da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta (DE3) pLysS BMP-2/32 (≅ 

24KDa) por cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel pré equilibrada com tampão PBS 1x. A 

eluição foi realizada com diferentes concentrações Imidazol (Tampão PBS + Imidazol, 250mM e 500mM). kDa-

padrão de peso molecular (66-45-29-20-14); Poço 1: Fração solúvel (pré coluna); Poço 2: proteínas não ligantes 

(Void); Poço 3: lavagem; Poço 4: fração eluída com 250mM de Imidazol, ; Poço 5: fração eluída com 500mM 

de imidazol. 

 

 

  

  

  

 Os resultados obtidos na purificação anterior (Fig.17) mostraram que a proteína 

purificada ainda apresentava uma quantidade considerável de contaminantes. No entanto, 

novas adaptações foram realizadas na tentativa de reduzir ainda mais a proporção desses 

contaminantes. Nesse sentido, foi realizada adição de imidazol ao tampão de equilíbrio PBS 

1x para que proteínas fracamente ligadas se desligassem da coluna. Ao tampão de equilíbrio 

PBS (1x) foi adicionado, primeiramente 25 mM de imidazol, o que acabou acarretando 

desprendimento demasiado da proteína de interesse e, consequentemente, perda desta em 

grande proporção (Fig 18. A). No entanto, na tentativa de aumentar a quantidade de proteína 

obtida, porém, com menos contaminantes, a concentração de imidazol no tampão de 

equilíbrio PBS 1x foi reduzida à 10mM.  Através dos resultados analisados por SDS-PAGE, a 

fração de rhBMP-2 purificada em coluna equilibrada com tampão PBS 1x adicionado à 10 

mM de imidazol, a rhBMP-2 pôde ser finalmente obtida contendo menos contaminantes, 

associado a aumento da quantidade final da proteína (fig. 18. B). 

 

 

 

 
 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 18. SDS-PAGE: Purificação da rhBMP-2 produzida em E. coli Rosetta (DE3) pLysS BMP-2/32 32 

(≅ 24KDa) por cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel pré equilibrada com tampões A: PBS 

1x + Imidazol 25mM. e B: PBS 1x + Imidazol 10mM. As eluições foram realizadas com diferentes 

concentrações (Tampão PBS + Imidazol, 250 e 500 mM). kDa-padrão de peso molecular (66-45-29-20-14); 

Poço 1: Fração solúvel (pré coluna); Poço 2: proteínas não ligantes (Void); Poço 3: lavagem; Poço 4: frações 

eluídas com 250mM de Imidazol, ; Poço 5: fração eluída com 500mM de imidazol. 

 

 

 

  

 A solubilidade da proteína foi um fator determinante na elaboração de protocolos para 

a purificação. O método de purificação escolhido, a cromatografia de afinidade por metal 

imobilizado (IMAC), apresentou resultados positivos, uma vez que as rhBMP-2 ligada à 

6xHis-TagTM, apresentaram considerável afinidade pelo níquel e cobalto imobilizados nas 

resinas da coluna. Este método de purificação foi escolhido, visando a obtenção de um 

método prático e economicamente viável para a produção da rhBMP-2. 

 A escolha pela etiqueta de poli-histidina foi baseada no sucesso em sua utilização, 

devido a sua alta afinidade a íons de metais de transição (CO2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+) e ao seu 

tamanho reduzido (variando de 2 a 10 resíduos). O tamanho da etiqueta de histidina obtida 

com o uso do vetor pET é de 6 resíduos. Devido ao seu tamanho reduzido, esta etiqueta 

raramente interfere na conformação e na atividade biológica da proteína alvo (TERPE, 2003). 

 Neste estudo, o interesse foi encontrar meios para a obtenção de uma proteína mais 

pura, não focando a obtenção de grandes quantidades da proteína. No entanto, através do 

método utilizado de purificação por IMAC e das otimizações realizadas, conseguimos obter 

uma proteína cada vez mais pura, utilizando-se meios economicamente viáveis para a 

obtenção da proteína, o que pode servir como direcionamento em futuras práticas para a 

obtenção da proteína alvo. Posteriormente, a produção poderá ser direcionada a partir do 

A B 

Fonte: Próprio autor. 
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presente método visando o aumento do rendimento da proteína, com foco em possível 

aplicação comercial.  

 

 IMUNODETECÇÃO 

 

 Análise das amostras purificadas da rhBMP-2 submetidas à ensaio de imunodetecção 

por Western-Blotting demonstraram a presença de uma banda com peso molecular estimado 

em aproximadamente 24 kDa, que é similar ao tamanho esperado da proteína em fusão com 

Trx.Tag e 6xHis-TagTM.  Sendo assim, o anticorpo conjugado monoclonal Anti-poly Histidine 

– Alcaline Phosphatase, usado neste método como anticorpo detector, revelou a presença da 

rhBMP-2 em todas as amostras testadas. 

 

Figura 19. Western Blotting, das frações purificadas de rhBMP-2. Marcador de tamanho molecular (kDa) 

(Precision Plus Protein TM Standards Dual Color, Bio-Rad). Poços 1, 2 e 3: amostras de rhBMP-2 expressas em 

E. coli BL21 (DE3) e Rosetta (DE3) pLysS purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de níquel (≅ 

24 kDa). 

 

 

 

 

 

ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR 

 

O ensaio de proliferação celular foi realizado utilizando-se o método de MTT, que 

quando reduzido, formam cristais de formazan, sendo a sua formação diretamente 

proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade celular. Através dos resultados obtidos, 

observamos que as rhBMP-2 purificadas tanto em coluna de níquel como de cobalto, foram 

capazes de induzir a proliferação celular em células CTM, sendo que a proliferação se 

Fonte: Próprio autor. 
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mostrou mais significativa na proteína purificada em coluna de níquel, uma indução de 112% 

da proliferação em relação as células não tratadas com a proteína (Fig. 20).  

 

Fig. 20. Ensaio de proliferação e viabilidade celular (MTT) em CTM. Analisado por espectrofotometria 

(D.O=570nm). Valores em porcentagem. Proliferação celular em CTM induzidas por rhBMP-2 purificadas em 

coluna de cobalto e níquel; DMEM + 0,5% FBS, DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(50µg) cobalto, DMEM + 

0,5% FBS + rhBMP-2(50µg) níquel, DMEM + 10% FBS, respectivamente.  

 

 

 

 

Em ensaio realizado posteriormente utilizando-se células C2C12 tratadas com 

diferentes concentrações de rhBMP-2 purificadas em coluna de níquel, foi possível verificar 

significativa proliferação celular em todas as concentrações testadas (0,15µg, 0,3µg, 0,5µg e 

150µg) sendo que na concentração de rhBMP-2 de 150µg, a proliferação foi mais expressiva, 

traduzindo-se em um aumento de 70% na proliferação celular em relação as células não 

tratadas com a proteína (Fig. 21).  

 

Fig. 21. Ensaio de proliferação e viabilidade celular (MTT) em células C2C12. Analisado por 

espectrofotometria (D.O=570nm). Valores em porcentagem. Proliferação celular em C2C12 induzidas por 

rhBMP-2 purificadas em coluna de níquel; DMEM + 0,5% FBS, DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,15µg), 

DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,3µg), DMEM + 0,5% FBS + rhBMP-2(0,5µg), DMEM + 0,5% FBS + 

rhBMP-2(150µg), DMEM + 10% FBS, respectivamente. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

Fonte: Próprio autor. 
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ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR UTILIZANDO A rhBMP-2 

IMOBILIZADA NA SUPERFÍCIE DE CELULOSE MODIFICADA 

 

Em ensaio de proliferação celular utilizando o método MTT, foi observado maior 

proliferação celular em células C2C12 tratadas com gel contendo celulose modificada 

associada à rhBMP-2, quando comparada à proliferação destas células na presença apenas da 

celulose modificada (Fig. 22). Os resultados deste experimento são representados na Figura 

22, na qual o crescimento celular na presença apenas da celulose modificada foi considerado 

100% e na presença da celulose contendo rhBMP-2 imobilizada o crescimento foi 54 % 

maior, ou seja 154%. Este resultado é indicativo da ação da proteína, que pode ser 

considerada um promissor fator de crescimento para utilização em modificação de 

biomateriais para estímulo de crescimento celular.  

 

Fig. 22. Ensaio de proliferação e viabilidade celular (MTT) utilizando a rhBMP-2 imobilizada na 

superfície de celulose modificada. Valores em porcentagem. Proliferação celular em C2C12 induzidas por 

rhBMP-2 purificada em coluna de níquel; DMEM + 0,5% FBS + celulose modificada + células C2C12 e  

DMEM + 0,5% FBS + celulose modificada com rhBMP-2 + células C2C12, respectivamente. 

 
 

 
 

  Fonte: Próprio autor. 
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6    CONCLUSÕES  

 

* De acordo com os resultados foi possível a produção da rhBMP-2 em sistema 

bacteriano na forma solúvel em ambas linhagens utilizadas, tanto em E. coli BL21 (DE3) 

como em Rosetta (DE3) pLyS, sendo que a expressão foi mais pronunciada nesta última 

linhagem na temperatura de 20°C; 

* O grau de pureza obtido na purificação por IMAC foi satisfatório, após as condições 

testadas de purificação; 

*  O ensaio de imunodetecção, confirmou a produção da proteína recombinante. 

* Os resultados do teste da indução da rhBMP-2 sobre a proliferação celular em 

células C2C12 e CTMs, ambas de ratos, comprovou a atividade biológica da proteína; 

* O resultado de indução da proliferação celular sobre células C2C12 utilizando 

celulose modificada associada à rhBMP-2 comprovou a eficácia da técnica de imobilização da 

proteína, na forma como foi produzida, em um biopolímero com potencial uso na medicina 

regenerativa. 

 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

          *  Ensaios da diferenciação celular em CTMs de humanos; 

          *  Clivagem da rhBMP-2 em fusão com Trx e His Tag através da enzima enterokinase; 

          * Utilização da proteína em diferentes suportes biológicos desenvolvidos pelo grupo 

BioPolMat da UNIARA, para funcionalização desses suportes no processo de celularização e 

posterior uso na medicina regenerativa. 
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