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Resumo 

L-asparaginases (ASNases) bacterianas são importantes biofármacos utilizados no tratamento 

de leucemia linfoide aguda (LLA), uma vez que este tipo tumoral é dependente da 

disponibilidade de asparagina (Asn) extracelular. As ASNases bacterianas são capazes de 

hidrolisar eficientemente Asn em ácido aspártico (Asp) e amônia (NH3), diminuindo a 

disponibilidade de Asn para células tumorais e induzindo apoptose. Comercialmente, 

indústrias farmacêuticas internacionais produzem ASNases de Escherichia coli e Erwinia 

chrysanthemi, entretanto, ASNase de nenhuma origem é produzida pelas indústrias 

farmacêuticas brasileiras. Adicionalmente, o tratamento com estas enzimas produz efeitos 

colaterais, entre eles imunogênicos, que estão relacionados com a alta massa molecular da 

enzima (140kDa) e neurológicos, atribuídos a atividade secundária de glutaminase (GLNase). 

Neste contexto, fontes alternativas destas enzimas e também a auto-suficiência em suas 

produções são importantes para mitigar os efeitos colaterais e evitar falhas no tratamento 

devido a flutuações internacionais de sua fabricação. Neste trabalho, realizamos a 

caracterização de uma ASNase de levedura, denominada de ASNaseM que compartilha 

elevada homologia (maior que 30% de identidade e 40% de similaridade) com as enzimas 

bacterianas utilizadas no tratamento da LLA e que possui todos os aminoácidos envolvidos na 

catálise conservados, sugerindo uma fonte alternativa potencial para o tratamento da LLA. 

Experimentos de cromatografia de exclusão molecular revelaram uma enzima com tempo de 

retenção referente a um monômero (~45 kDa), e através de espectroscopia de dicroísmo 

circular, foi possível observar que ASNaseM é termorresistente, mantendo sua estrutura 

secundária em temperaturas maiores que 40ºC, apresentando Tm = 54,35 ± 0,37°C, o que pode 

ser resultado das 4 pontes de dissulfetos formados por 8 de 10 cisteínas, como observado pelo 

ensaio de quantificação de grupos sulfidrilas livres utilizando o reagente DTNB. Os 

parâmetros cinéticos foram determinados por ensaio espectrofotométrico acoplado a 

glutamato desidrogenase e a enzima apresentou comportamento alostérico com coeficiente de 

Hill = 2,125 e S0.5 ~ 0,35 mM e a eficiência catalítica foi na ordem de 101 M-1s-1 e atividade 

específica de aproximadamente 108 UI/mg. Adicionalmente, uma característica que está 

relacionada com diversos efeitos colaterais, observada nas enzimas comerciais, que é a 

atividade secundária de GLNase, não foi detectada para ASNaseM. Através de ensaios de 

citotoxicidade utilizando as linhagens ReH e Molt-4 (células neoplásicas), foi possível 

detectar atividade citotóxica. Também foram realizadas mutações sítio dirigidas visando 

conferir à ASNaseM a atividade de GLNase. Também buscamos o ganho de atividade de 

GLNase por meio de substituições pontuais de amnioacidos que conferem ou abolem em 

bactérias esta atividade, entretanto, nossos resultados revelaram que as enzimas mutadas não 

apresentaram ganho de atividade de GLNase, o que indica que apesar das semelhanças 

existentes com as enzimas bacterianas, o ganho de atividade de GLNase é um fenômeno 

complexo e necessita de investigações adicionais. Também realizamos análises in silico de 

sequências primárias de ASNases, em conjunto com a avaliação de estruturas tridimensionais, 

para ampliar o conhecimento de aspectos evolutivos destas enzimas e propor uma 

classificação criteriosa de ASNases. Os resultados da análise revelam que a ASNase de 

levedura, se posiciona evolutivamente distinta de outras enzimas e também auxiliaram na 

identificação de ASNases que podem possuir propriedades importantes como biofármacos 

alternativos apresentando alta atividade de ASNase ou ausência de atividade de GLNase. 

Palavras-chave: Leucemia linfoblástica aguda, Asparaginase, Biofarmacêutico 
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Abstract 

Bacterial L-asparaginases (ASNases) are important biopharmaceuticals used in the treatment 

of acute lymphoid leukemia (ALL), since this tumor type is dependent on the availability of 

extracellular asparagine (Asn). Bacterial ASNases are able to efficiently hydrolyze Asn in 

aspartic acid (Asp) and ammonia (NH3), decreasing the availability of Asn to tumor cells and 

inducing apoptosis. Commercially, international pharmaceutical industries produce ASNases 

from Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi, however none ASNase is produced by the 

Brazilian pharmaceutical companies. Additionally, the treatment with these enzymes can 

produce side effects, among them immunogenic ones, that are related to the high molecular 

weight of the enzyme (140kDa) and neurological, attributed to the glutaminase secondary 

activity (GLNase), being glutamine (Gln) the most abundant amino acid in the bloodstream. 

In this context, alternative sources of these enzymes as also the self-sufficiency of the 

production are important to mitigate side effects and avoid treatment failures due to 

international fluctuations in their manufacture. In this work, we performed the 

characterization of a yeast ASNase, called ASNaseM, which shares high homology (higher 

than 30% identity and 40% similarity) with the bacterial enzymes used in the treatment of 

ALL, and which has all the amino acids involved in the catalysis conserved, suggesting a 

potential alternative source for the treatment of ALL. Molecular exclusion chromatography 

experiments revealed an enzyme with retention time for a monomer (~ 45 kDa), and through 

circular dichroism spectroscopy, it was possible to observe that ASNaseM is heat-resistant, 

maintaining its secondary structure at temperatures higher than 40ºC, presenting Tm = 54.35 

± 0.37 °C, which may be the result of 4 disulfide bonds formed by 8 of 10 cysteines, as 

indicated by the free sulfhydryl group quantification assay using the DTNB reagent. The 

kinetic parameters were determined by spectrophotometric assay coupled to glutamate 

dehydrogenase, the enzyme presented allosteric behavior with Hill coefficient of 2.125 and 

S0.5 of ~ 0.35 mM and the catalytic efficiency was in the order of 101 M-1S-1 and activity 

specific of approximately 108 UI/mg. Additionally, a characteristic that is related to several 

side effects of the bacterial ASNases, observed in the commercial enzymes, the secondary 

GLNase activity was not detected to ASNaseM. Through cytotoxicity assays using ReH and 

Molt-4 (neoplastic cells) strains, it was possible to observe cytotoxic activity to neoplastic 

cells. Site-directed mutations were also performed to confer GLNase activity to ASNaseM 

based in known substitutions that confers or abolish this kind of activity to the bacterial 

enzymes. Our results revealed that the mutated enzymes showed no gain in GLNase activity, 

indicating that despite the similarities to the bacterial enzymes, gain of GLNase activity is a 

complex phenomenon and requires further investigation. In addition, we performed "in silico" 

analyzes of ASNase primary sequences, together with the evaluation of three-dimensional 

structures, to increase the knowledge of evolutionary aspects of these enzymes and propose a 

careful classification of ASNases. The results of the analysis reveal that yeast ASNase is 

evolutionarily distinct from other enzymes and also aided in the identification of ASNases 

that may possess important properties as alternative biopharmaceuticals having high ASNase 

activity or absence of GLNase activity. 

 

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, Asparaginase, Biopharmaceutical 
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1. Introdução 

1.1. Leucemia Linfoblástica Aguda 

Células neoplásicas se diferem das células normais do organismo por apresentarem 

mutações em seu genoma, o que pode gerar alterações em diversas funções celulares (Ertel et 

al., 2006; Ghaffari et al., 2015; Iacobucci; Mullighan, 2017; Malouf; Ottersbach, 2017). 

Fatores distintos podem levar à translocação e mutações cromossomais, como alterações no 

microambiente celular devido a fatores externos, obesidade, aumento no nível de expressão de 

fatores de crescimento e mutações ao acaso, gerando células tumorais (Ertel et al., 2006; 

Ghaffari et al., 2015; Iacobucci; Mullighan, 2017; “Instituto Nacional do Câncer - INCA”, 

2018; Malouf; Ottersbach, 2017). 

Nas leucemias, as células neoplásicas são as sanguíneas, com intensa multiplicação de 

células das linhagens linfoide ou mieloide imaturas na corrente sanguínea. A Leucemia 

Linfoblástica/Linfoide Aguda (LLA) tem como principal característica o acúmulo de células 

imaturas (linfoblástica) anormais na medula óssea, que substituem as células sanguíneas 

sadias como hemácias e linfócitos, podendo se espalhar para os gânglios linfáticos, baço, 

fígado e outros órgãos (Larson, 2014; Ustwani et al., 2015). A LLA é uma doença 

heterogênea e consequentemente, necessita de múltiplas e específicas drogas para um 

tratamento eficiente, ainda, apresenta variabilidade clínica em razão de diferentes 

backgrounds genéticos das células leucêmicas (Avramis, 2012; Man et al., 2017; Rytting et 

al., 2017; Ustwani et al., 2015). Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2018), a 

cada ano são registrados no Brasil 10.800 novos casos de leucemia, sendo 5.940 homens e 

4.860 mulheres. Dentre os casos de leucemia, a LLA é a neoplasia mais frequente na infância, 

correspondendo a ~26% dos casos na faixa etária até os 18 anos, com pico de incidência entre 

1 e 4 anos de idade, sendo quatro vezes mais frequente que a leucemia mieloide aguda (LMA) 

(“Instituto Nacional do Câncer - INCA”, 2018). 

1.2. L-Asparaginase no tratamento da LLA 

O aminoácido L-asparagina (Asn ou N) é conhecido como não essencial, pois muitas 

células são capazes de sintetizá-lo através da Asparagina sintetase (ASNS), no entanto, 

algumas células (ex.: células do timo) dependem de fontes extracelulares de Asn para as suas 

atividades metabólicas, uma vez que este aminoácido é fundamental para a síntese de 
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proteínas e, consequentemente, de DNA e RNA, sendo absolutamente necessário na fase G1 

da divisão celular (Ellem et al., 1970; Gong; Basilico, 1990). Adicionalmente, já foi 

demonstrado que alguns tipos de células tumorais, dentre elas as células leucêmicas, também 

são dependentes da disponibilidade de Asn extracelular, por possuírem baixa ou nula 

expressão da enzima Asparaginase Sintetase (ASNS), responsável pela síntese de Asn 

intracelular (Offman et al, 2011). Desta forma, a administração de L-asparaginases (ASNases) 

bacterianas, uma enzima que esgota a Asn do soro sanguíneo convertendo-a em aspartato 

(Asp) e amônia (NH3), em pacientes com LLA, resulta em uma queda acentuada nos níveis 

séricos de Asn (Figura 1) (Ali et al., 2016; Barba et al., 2017; Jarrar et al., 2006; Lopes et al., 

2017; Miller et al.,, 1969; Ollenschlager et al., 1988), comprometendo a síntese de proteínas 

em células linfoblásticas malignas, o que inviabiliza severamente as funções celulares, 

resultando em apoptose (Figura 1) (Lopes et al., 2017; Mehta et al., 2014; Story et al., 1993). 

Desde 1970, a ASNase tornou-se um componente essencial na quimioterapia para o 

tratamento de LLA infantil. Em adultos, embora a ASNase esteja incluída na maioria dos 

protocolos para o tratamento de linfomas, a sua utilização tem sido mais limitada e menos 

estudada, principalmente devido a aspectos relacionados com a toxicidade (Couturier et al., 

2015; Douer, 2008). Adicionalmente a atividade de asparaginase, as ASNases bacterianas 

apresentam atividade secundária de glutaminase (GLNase), hidrolisando o aminoácido 

glutamina (Gln) em glutamato (Glu) e NH3 (Offman et al. 2011). 

 
Figura 1: Mecanismo de ação das Asparaginases no tratamento de LLA. Atividade de asparaginase depleta 

a fonte de Asn para células de LLA, que possuem baixa ou nula expressão da enzima Asparagina Sintetase 

(ASNS), responsável pela biossíntese de Asn intracelular (Adaptado de Cachumba et al., 2016). 

Além de sua utilização no tratamento da LLA, as ASNases bacterianas também são 

utilizadas terapeuticamente para outros tipos de câncer do sistema linfático, doença de 

Hodgkin, Leucemia Mielóide Aguda (LMA), Leucemia Linfocítica Crônica (LLC), 
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reticulossarcoma e melanossarcoma (Avramis; Tiwari, 2006; Mehta et al., 2014; Pui; Evans, 

2006; Verma et al., 2007). Adicionalmente, estudos recentes têm demonstrado que as 

ASNases possuem potencial terapêutico em cânceres ovarianos e pancreáticos (Dufour et al., 

2012; Yu et al., 2012). De fato, já se sabe que o alto peso molecular das ASNases bacterianas 

(~ 140kDa) limita sua utilização para o tratamento de determinados tipos de câncer 

(McCredie et al.,1953). Estudos indicam que, no fluido cerebrospinal, a atividade de ASNase 

é somente na faixa de 0,1 a 0,8% da encontrada na corrente sanguínea (Asselin et al., 1993; 

Riccardi et al., 1981). Também, já foi demonstrado que o uso de ASNase potencializa os 

efeitos citotóxicos de agentes quimioterápicos em células de tumores cerebrais (Panosyan et 

al., 2014). Portanto uma ASNase de menor massa molecular, em relação as ASNases 

bacterianas, seria altamente desejável para o tratamento de outros tipos de cânceres. Também, 

se postula que moléculas menores seriam menos imunogênicas e consequentemente poderiam 

apresentar menores efeitos colaterais (Akash et al., 2015; McCredie et al., 1953). 

Cabe salientar que adicionalmente ao uso de ASNases, os protocolos de tratamento 

incluem drogas de baixa massa molar como antraciclinas, alcalóides e oxazoforinas os quais 

interferem de diferentes formas na proliferação celular, impedindo a montagem dos 

microtúbulos (Vincristina), intercalando com o DNA e interferindo na atividade da 

topoisomerase II (Daunorrubicina) ou promovem a alquilação de bases do DNA impedindo a 

ação da DNA polimerase (Ciclofosfamida) (Balendiran, 2009; Carta et al., 2014; Colvin, 

1999; Man et al., 2017). Neste contexto, as ASNases são consideradas as drogas mais seguras 

dentre as utilizadas no tratamento (Douer et al., 2007; Völler et al., 2018). 

Existem no mercado três formas de ASNases bacterianas terapeuticamente utilizadas: 

a ASNase nativa (EcA2) e a ASNase conjugada com polietilenoglicol (PEG-ASNase), ambas 

obtidas de Escherichia coli, e a ASNase obtida de Erwinia chrysanthemi (ErA2 ou 

Crisantaspase) (Cortijo-Cascajares et al., 2012). Os três tipos possuem o mesmo mecanismo 

de ação, mas diferem nas suas propriedades farmacocinéticas, portanto, não é possível a 

intercambiabilidade com a mesma dose e frequência entre os três agentes (Rizzari et al., 

2013). A ASNase pode induzir resposta imune, produzindo anticorpos anti-asparaginase 

sendo a principal causa de resistência ao medicamento, resultando na redução de sua atividade 

(Armstrong et al., 2007; Avramis; Panosyan, 2005; Avramis, 2012; Lopes et al., 2017). As 

reações de hipersensibilidade, devido à produção de anticorpos, têm sido observadas em até 

60% dos pacientes que fazem uso da enzima nativa derivada de E. coli (Panosyan et al., 2004; 

Pui et al., 2018). A alternativa, quando há reações a alguma das formulações de E. coli, é a 
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substituição por Crisantaspase, que causa reduzida estimulação do sistema imune, mas 

apresenta meia vida biológica menor que as de E. coli. Entretanto, 33% dos pacientes ainda 

apresentam reações alérgicas à formulação (Pieters et al., 2011; Pui et al., 2018; Rizzari et al., 

2013). 

A fim de reduzir as reações imunológicas causadas pela terapia, desenvolveu-se a 

PEG-ASNase, a qual utiliza a enzima de E. coli modificada quimicamente através da ligação 

de moléculas de PEG que apresenta vantagem de ter um período de meia-vida biológico 

maior que ASNase nativa (Pieters et al., 2011; Rau et al., 2018; Veronese, 2001). A 

administração da forma peguilada de EcA2 resulta em apenas 11% de reações alérgicas, o que 

demonstra que a peguilação também é uma alternativa para diminuição da resposta 

imunológica aos tratamentos com ASNase (Pieters et al., 2011; Shrivastava et al., 2015). 

Entretanto, é importante salientar que pacientes tratados com as enzimas peguiladas também 

podem desenvolver anticorpos anti-PEG, o que revela a necessidade da busca de novas 

enzimas terapêuticas (Armstrong et al., 2007). 

Muitas ASNases derivadas de outros micro-organismos foram caracterizadas, mas a 

escolha da ASNase mais adequada para o tratamento tem sido um dilema para a comunidade 

médica (Kavitha; Vijayalakshmi, 2012; Lebedeva; Berezov, 1997; Lubkowski et al., 1996; 

Peterson; Ciegler, 1969). Diferenças na farmacocinética, hipersensibilidade imunológica, 

doses, preços, farmacodinâmica entre outros fatores são levados em consideração para a 

enzima ser utilizada (Kloos et al., 2017; Raetz; Salzer, 2010; Rizzari et al., 2013). Porém, os 

principais fatores que influenciam na atividade antileucêmica de uma ASNase são 

bioquímicos (menor Km sobre Asn da enzima, atividade reduzida de glutaminase, dentre 

outros) e farmacológicos (depuração sérica da enzima, desenvolvimento de resistência à 

ASNase, etc.) (Avramis, 2012; Lanvers-Kaminsky, 2017). 

1.3. Aspectos da LLA e utilização da L-asparaginase no Brasil 

As ASNases certificadas pela ANVISA para o tratamento de neoplasias no Brasil são 

totalmente importadas e em 2013 se instalou uma crise devido à interrupção da produção pelo 

fabricante no exterior (Metck Sharp & Dohme). Neste contexto, visando evitar o 

desabastecimento do medicamento, foram feitos esforços no intuito de iniciar a produção do 

medicamento no Brasil através do Ministério da Saúde por meio de Parceria para o 

Desenvolvimento Produtivo (PDP) (Stumm, 2014) entre a FIOCRUZ e os laboratórios 

privados NT Pharma e Unitec Biotec para que, a partir de 2015, a ASNase de E. coli fosse 
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produzida nacionalmente. Entretanto em razão de diversas adversidades técnicas e 

burocráticas, a ASNase foi retirada da lista (INCA, 2015). Atualmente toda a ASNase 

utilizada no tratamento de neoplasias no Brasil era fornecida pela farmacêutica Bagó que a 

importava dos Estados Unidos da América (https://www.bago.com.br/web/media/). No 

entanto, em janeiro de 2017, o Ministério da Saúde gastou R$ 3.841.851,30 para a compra de 

aproximadamente 30.000 frascos de asparaginase, 10.000 UI, de origem chinesa, importada 

pela empresa Xetley S.A.. Contudo, este medicamento gerou preocupação na comunidade 

médica brasileira, uma vez que o medicamento não era certificado pela ANVISA e existem 

suspeitas de efeitos colaterais adicionais 

(http://g1.globo.com/fantastico/noticia/2017/03/ministerio-troca-laboratorio-de-remedio-de-

leucemia-e-preocupa-especialistas.html). 

O quadro descrito acima demonstra a grande fragilidade no setor produtivo de 

biofármacos no Brasil. Cabe ressaltar que a ASNase distribuída no país é somente a de E. coli 

(AGINASA/Medac) e recentemente a PEG-ASNase (Oncaspar®) teve registro liberado pela 

ANVISA (http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1010 

&pagina=59&data=12%2F06%2F2017). Neste contexto, a intercambialidade com a enzima 

de E. chrysanthemi não é possível, pois não possui registro da ANVISA e não pode ser 

comercializada no país. Entretanto, cabe ressaltar que o custo do tratamento com PEG-

ASNase ou Crisantaspase é significativamente maior (entre 15-60 ×). Adicionalmente, casos 

reportados na mídia revelam a morte de pacientes em razão da falta de alternativas de 

medicamento, o que aumenta a judicialização para obtenção dos medicamentos no Brasil 

(https://www.t1noticias.com.br/estado/saude-de-sophia-quinta-se-agrava-e-familia-pede-ajuda 

-para-conseguir-medicamento/78532/; http://g1.globo.com/to/tocantins/noticia/2016/09/mae-

comove-nas-redes-sociais -apos-morte-de-menina-com-cancer.html). 

Pelo exposto acima, a produção do biofármaco EcA2 no Brasil seria de grande 

importância, mas não seria suficiente para garantir os tratamentos oncológicos pediátricos, 

uma vez que não haveria a possibilidade de intercambialidade com a ASNase de E. 

chrysanthemi. De fato, mesmo se a produção da enzima de E. coli por meio da parceria com 

empresas privadas se concretizar, fica uma grande lacuna por medicamentos que permitam a 

intercambialidade com outras enzimas, a qual, no contexto atual, são de alto custo e todas 

importadas. Portanto a busca por novas fontes desta enzima, visando novos biofármacos mais 

eficazes, é de fundamental importância estratégica não só para a saúde pública, mas também 

https://www.bago.com.br/web/media/
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para inserir o Brasil na classe dos países que possuem produtos biotecnológicos próprios e, 

também, podem auxiliar na intercambialidade das ASNases, o que pode ter impacto global. 

1.4. Características bioquímicas e estruturais de L-asparaginases 

O ideal para se evitar respostas imunes seria a utilização de ASNases endógenas 

humanas. Neste sentido, já foram identificadas três enzimas de humano capazes de hidrolisar 

Asn, que apresentam baixa identidade na sequência de aminoácidos com seus representantes 

em bactérias: aspartil-glucosaminidase (hAGA), L-asparaginase humana 3 (hASNase3) 

(Figura 2A e 2B) e lisofosfolipase de 60kDa (LPD60kDa) (Avramis; Tiwari, 2006; Crowther, 

1971; Mononen et al., 1993; Nomme et al., 2013; Oininen et al., 1995; Sugimoto et al., 

1998). No entanto, elas não apresentam potencial terapêutico uma vez que o Km reside na 

faixa de milimolar, muito alto quando comparada com as enzimas bacterianas (~ 7,5 × 10-6 

M) (Avramis; Tiwari, 2006; Mehta et al., 2014; Nomme et al., 2013; Verma et al., 2014).  

 
Figura 2. Estruturas cristalográficas de ASNases humanas e bacterianas. A) Estrutura tetramérica da enzima 

hAGA (código de pdb: 1APY) onde cada monômero apresenta cores distintas para uma melhor visualização (A 

= azul, B = vermelho, C = marrom e D = laranja). B) Estrutura dimérica da enzima hASNase3 (4GDU). Os 

monômeros estão representados em laranja e em roxo. C) Estrutura tetramérica da L-asparaginase 2 de E. coli 

(3ECA). A estrutura quaternária da enzima é representada por um tetrâmero e cada monômero está representado 

por uma cor diferente (A = azul, B= amarelo, C = branco e D = vermelho). D) Sobreposição das estruturas 

cristalográficas de ASNase2 de E. coli (azul, 3ECA) e de E. chrysanthemi (verde, 107J). Todas as representações 

estão em cartoon e as representações gráficas foram geradas com o auxílio do programa Pymol 

(www.pymol.org). 
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Uma vez que o sucesso clínico da terapia utilizando ASNase bacteriana é atribuído a 

baixa quantidade administrada aliada ao esgotamento rápido do aminoácido Asn no plasma, 

as características cinéticas das ASNases humanas as tornam inviáveis como opção terapêutica 

(Nomme et al., 2013). Adicionalmente, a análise da estrutura de hASNase3 revelou que além 

da baixa afinidade por Asn, esta enzima necessita sofrer uma autoclivagem, ainda, há resíduos 

de treonina que estão envolvidos tanto no processo de autoclivagem quanto na atividade de 

ASNase da enzima, o que torna seu engenheiramento ainda mais complexo (Nomme et al., 

2014). 

As diferenças existentes na eficiência catalítica residem, em última instância, em 

diferenças estruturais entre as enzimas de humanos e de bactérias. Neste sentido, a análise de 

estruturas cristalográficas revela que as enzimas humanas hAGA e hASNase3 (Figuras 2A e 

1B) não exibem similaridade estrutural com os representantes de bactéria (Figuras 2C e 2D). 

De fato, a L-asparaginase 2 de E. coli é um tetrâmero (Figura 2C) que compartilha grande 

similaridade estrutural com a ASNase 2 de E. chrysanthemi, apresentando r.m.s.d. de 0,891 Å 

(Figura 2D). Adicionalmente, estruturas cristalográficas revelam que a maioria dos 

aminoácidos envolvidos na catálise da enzima de E. coli são conservados na enzima de E. 

chrysanthemi (Figura 3A e B, respectivamente). Em adição aos resíduos do ciclo catalítico, 

análises estruturais ressaltam a importância de um loop próximo ao sítio ativo no qual é 

mantido em uma posição produtiva para catálise por um resíduo de Tyr (Tyr25 em E. coli) 

(Offman et al., 2011). 

O mecanismo proposto para catálise das ASNases bacterianas é baseado em estruturas 

cristalográficas onde estão envolvidas duas tríades catalíticas: Thr12-Tyr25-Glu283* (o 

asterisco denota monômero distinto) e Thr89-Asp90-Lys162 em E. coli (Figura 3A) e Thr15-

Tyr29-Glu63 e Thr95-Asp96-Lys168 em E. chrysanthemi (Figura 3B) (Lopes et al., 2017; 

Nguyen et al., 2016b). Neste contexto, com base nos resíduos do sítio catalítico da ASNase de 

E. coli, a nucleofilicidade do resíduo de Thr12 é aumentada pela formação de uma ligação de 

hidrogênio com o resíduo de Tyr25, uma vez que o hidrogênio do grupo OH da cadeia lateral 

é doado ao O da cadeia lateral do resíduo de Glu283* do monômero adjacente (Figura 3C I). 

É importante salientar que em E. chrysanthemi, o resíduo Glu63, que realiza a interação com 

o resíduo de tirosina, é proveniente do mesmo monômero. Adicionalmente, ao mesmo tempo 

em que a tríade Thr12-Tyr25-Glu283* é formada, o posicionamento da treonina 89 no sítio 

ativo permite a interação com o substrato, aumentando a eletrofilicidade da cadeia lateral do 

substrato (Figura 3C I) e também estabiliza o oxiânion formado no intermediário tetraédrico 
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(Figura 3C II). Posteriormente, um complexo enzima-β-aspartil é formado através da 

regeneração do grupo carbonila (CO) do substrato, liberando uma molécula de NH3, 

intermediada por uma molécula de H2O e pela Tyr25 (Figura 3C III). Após a liberação do 

grupo NH3, inicia-se o processo de desacetilação da enzima com o ataque nucleofílico de uma 

molécula de H2O, que possui nucleofilicidade aumentada devido a interação com a segunda 

tríade catalítica formada pelos resíduos Thr89-Asp90-Lys162, ao carbono do grupo CO do 

intermediário β-aspartil-enzima (Figura 3C IV). Por fim, a regeneração da ligação dupla do 

átomo de O do grupo carbonila elimina o substrato (Asp), regenerando a enzima (Figura 3C 

V) (Lopes et al., 2017; Sanches et al., 2007). Cabe ressaltar que recentemente foi determinada 

a estrutura da L-asparaginase 1 de Cavia porcellus (porquinho-da-índia) e o mecanismo 

catalítico proposto pelos autores reforça o modelo proposto a E. coli uma vez que é idêntico 

(Schalk et al., 2016; Schalk; Lavie, 2015). 

 
Figura 3. Resíduos do sítio ativo de ASNases bacterianas e ciclo catalítico. Região do sítio ativo de L-

asparaginases de E. coli (PDB: 3ECA) (A) e E. chrysanthemi (PDB: 107J) (B) revela grande similaridade 

estrutural nas posições dos aminoácidos que compõe as duas tríades catalíticas. As representações estão em 

cartoon e os aminoácidos estão representados em balls and sticks colorizados por CPK (O = vermelho e N = 

azul) (www.pymol.org). C) Diagrama do mecanismo de reação das ASNases bacterianas (Adaptado de Sanches 

et al., 2007). 

http://www.pymol.org/
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1.5. Engenheiramento proteico 

Através de estudos abrangendo dinâmica molecular e mutagênese sítio dirigidas, 

foram demonstrados que a substituição de determinados aminoácidos auxilia na resistência da 

ASNases de E. coli a danos proteolíticos (Chen et al., 1997; Offman et al., 2011; Sanches et 

al., 2003). A substituição dos aminoácidos volumosos Tyr250 e Arg195, o primeiro na 

interface entre os monômeros que formam o dímero, e o segundo resíduo localizado na 

interface dos dímeros do tetrâmero, por aminoácidos com menor volume (Leu e Ser, 

respectivamente) tornam a enzima mais resistente ao ataque proteolítico, provavelmente em 

razão de um maior empacotamento e/ou devido à oclusão de sítios de clivagem (Offman et 

al., 2011).  

Pacientes tratados com ASNases também exibem níveis baixos de glutamina (Gln) na 

corrente sanguínea e alguns trabalhos destacam a relação entre o esgotamento de Gln a 

toxicidade das ASNases (Offman et al., 2011). Apesar de o Km para atividade de asparaginase 

ser significativamente menor (30 × menor em ASNase de E. coli) (Avramis; Tiwari, 2006), 

resíduos de Gln representam até 50% de todos os aminoácidos livres na corrente sanguínea 

humana, sendo uma fonte importante de nitrogênio para o organismo (Ollenschlager et al., 

1988; Ramya et al., 2012). Postula-se que a principal consequência da atividade GLNase das 

ASNases é a diminuição da síntese de proteínas, sendo assim, associadas a vários efeitos 

colaterais como imunossupressão, tromboembolia e doenças neurológicas (Kafkewitz; 

Bendich, 1983; Ramya et al., 2012; Villa et al, 1986).  

Chan e colaboradores (2014), utilizando abordagens de dinâmica molecular e mutação 

sítio dirigida, identificou um resíduo de glutamina (Gln59) na ASNase de E. coli, encontrada 

na cavidade do sítio ativo, que não está diretamente relacionado com a atividade catalítica, no 

entanto realiza interações com o ligante. Os autores demonstraram que a enzima mutante que 

carreia a substituição Gln59 por uma leucina (Leu) (ASNaseQ59L) leva a um decréscimo da 

atividade enzimática sobre asparagina de ~60% em relação ao tipo selvagem, entretanto, 

atividade de GLNase é apenas residual (Chan et al., 2014). Posteriormente, Mehta e 

colaboradores (2014) demonstraram que a substituição do resíduo Tyr176 por uma Phe resulta 

em uma enzima de atividade de ASNase inalterada, mas a atividade de GLNase indetectável. 

Os autores também demonstraram que a enzima mutante possui atividade citotóxica 

(antitumoral) superior à da enzima selvagem e também apresenta reduzida imunogenicidade. 

Entretanto, vale salientar que alguns autores postulam que a atividade secundária de GLNase 
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também é importante para a atividade citotóxica das ASNases bacterianas (Offman et al., 

2011).  

Como demonstrado acima, abordagens envolvendo mutagênese sítio dirigida são de 

grande importância na modulação da atividade ou estabilidade das enzimas. De fato, já foram 

demonstradas para um outro grupo de enzimas, as peroxirredoxinas (Prx), peroxidases 

capazes de decompor diferentes peróxidos como H2O2 e peróxidos orgânicos, onde ocorre um 

resíduo de Thr que compõe a tríade catalítica, que as enzimas selvagens têm menor afinidade 

por peróxidos orgânicos, entretanto, quando há a substituição do resíduo de Thr por Ser nas 

Prxs, há um aumento da eficiência na decomposição de peróxido orgânico (Flohé et al., 2002; 

Netto et al., 2015; Tairum-Jr et al., 2016; Tairum-Jr et al., 2012). Em ASNase de E. coli, já 

foi demonstrado que a substituição de Thr12 por Ser, afeta o Km da ASNase sobre Asn (Derst 

et al., 1992). Sendo assim, a presença dos resíduos de Thr entre os resíduos catalíticos de 

ASNases (Thr12 ou Thr89 em E. coli) são alvos potenciais para mutações sítio dirigidas por 

resíduos de serina, que podem alterar sua eficiência catalítica sobre substratos, diminuindo 

sua afinidade por glutamina ou aumentando sua afinidade por asparagina. 

1.6. L-Asparaginases de Saccharomyces cerevisiae 

Uma vez que a utilização de ASNases bacterianas no tratamento de LLA está 

relacionada com diversos efeitos colaterais, uma alternativa terapêutica promissora é a 

utilização de enzimas de outros organismos com características superiores as de ASNases 

bacterianas, como maior eficiência catalítica, maior permanência no organismo e menores 

efeitos colaterais. A revisão da literatura revela que duas isoformas de ASNases de S. 

cerevisiae (Asp1 e Asp3, seguindo a nomenclatura do Saccharomyces Genome Database: 

http://www.yeastgenome.org) tiveram sua caracterização bioquímica efetuada na década de 

1970 (Dunlop; Roon, 1975; Dunlop et al., 1978; Jones, 1977). Entretanto, nos trabalhos 

mencionados acima, os autores trabalharam com isoformas purificadas diretamente de 

culturas de S. cerevisiae, e a análise dos trabalhos revela que as enzimas purificadas 

continham diversos contaminantes, o que torna questionável os resultados obtidos. Portanto, 

até o início desta investigação nenhum trabalho tinha efetuado uma caracterização funcional 

acurada destas ASNases e trabalhos referentes à caracterização estrutural das enzimas são 

inexistentes (Dunlop et al., 1978). Adicionalmente, trabalhos recentes que envolvem a 

caracterização das enzimas Asp1 e Asp3, dois deles desenvolvidos pelo projeto Temático 

“Produção de L-asparaginase extracelular: da bioprospecção à engenharia de um biofármaco 
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antileucêmico”, do qual nosso grupo de pesquisa faz parte, foram publicados (Costa et al., 

2016 - Apêndice A; Girão et al., 2016; Santos et al., 2017).  

Neste trabalho, centramos nossa atenção na isoforma Asp1, por motivos que serão 

expostos a seguir. Quando a sequência proteica de Asp1 de levedura é comparada com as 

isoformas bacterianas de E. coli e E. chrysanthemi, são detectadas semelhanças na estrutura 

primária (~ 38% de identidade e ~ 54% de similaridade) (Figura 4A). Também é possível 

constatar que os aminoácidos envolvidos na atividade sobre Asn das ASNases se encontram 

estritamente conservados em Asp1 de S. cerevisiae (Figura 4A). Cabe ressaltar que, no 

alinhamento apresentado na figura 3, os primeiros 20-25 aminoácidos N-terminais (N-T) das 

enzimas bacterianas representam um peptídeo sinal para o periplasma bacteriano o qual é 

ausente na proteína madura. Outra diferença marcante recai nos resíduos de Gln59 e Tyr176 

(Figura 4 A – indicadas por setas pretas) da ASNase de E. coli, que quando mutados por Leu 

e Phe, respectivamente, resultam em uma atividade de glutaminase reduzida ou ausente (Chan 

et al., 2014; Mehta et al., 2014). Em Asp1 de S. cerevisiae, estes resíduos são naturalmente 

substituídos por lisina (111) e glutamina (228), respectivamente, o que indicaria uma 

atividade reduzida sobre glutamina.  

 
Figura 4. Alinhamento de sequências proteicas de ASNases. As sequências das proteínas foram obtidas junto 

aos bancos de dados SGD (http://www.yeastgenome.org) e Uniprot (http://www.uniprot.org), alinhadas 

utilizando o programa Clustal  (Sievers et al., 2011) e a representação gráfica foi obtida com o auxílio do 

programa Jalview (Clamp et al., 2004). A) Alinhamento de sequências proteicas de ASNases bacterianas e Asp1 

de levedura. Em cinza escuro estão realçados os aminoácidos estritamente conservados e em cinza claro 

aminoácidos que apresentam propriedades físico-químicas ou espaciais semelhantes. As caixas pretas verticais 

representam aminoácidos que compõe as tríades catalíticas em E. coli (Thr12, Tyr25, Thr89, Asp90, Lys162 e 

Glu283), em E. chrysanthemi (Thr15, Tyr29, Glu63, Thr95, Asp96 e Lys168) e Asp1 (Thr64, Tyr78, Lys111, 
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Thr141, Asp142 e Lys215). As setas denotam o resíduo de Gln e Tyr de ASNase de E. coli, que quando 

substituído, resulta em uma baixa atividade sobre L-glutamina e os asteriscos laranjas indicam os resíduos de 

cisteínas em Asp1. As abreviações para as enzimas bacterianas são: EcA2 = L-asparaginase 2 de Escherichia 

coli (número de acesso Uniprot = P00805), ErA2 = L-asparaginase 2 de Erwinia chrysanthemi (P06608) e Asp1 

= L-asparaginase 1 de Saccharomyces cerevisiae (P38986). B) Alinhamento da região N-terminal (~50 a.a.) de 

sequências proteicas de ASNases de levedura e bacterianas. Em cinza escuro estão realçados os aminoácidos 

estritamente conservados entre as asparaginases e em cinza claro aminoácidos que apresentam propriedades 

físico-químicas ou espaciais semelhantes. As abreviações são: Asp1_S. cerevisiae = L-asparaginase 1 de 

Saccharomyces cerevisiae (número de acesso Uniprot = P38986), AspKM_K.marxianus = L-asparaginase de 

Kluyveromyces marxianus (Acesso = BAO40999.1), AspKD_K.dobzhanskii = unnamed protein product de 

Kluyveromyces dobzhanskii (Acesso = CDO93849.1), AspA.gossyppi = Ashbya gossypii (Acesso GenBank = 

NC_005788), AspZR_Z.rouxii = uncharacterized Glutaminase/Asparaginase de Zygosaccharomyces rouxii 

(Acesso GenBank = XP_002496902.1), AspKN_K.naganishii = Uncharacterized Glutaminase/Asparaginase de 

Kazachstania naganishii (Acesso GeneBank = 403215145), AspKA_K.africana = Kazachstania africana 

(Acesso GenBank = XP_003956310.1), AspND_N.dairenensis = hypothetical protein de Naumovozyma 

dairenensis (Acesso GenBank = NDAI0C04340), EcA_E.coli = L-asparaginase 2 de Escherichia coli (número 

de acesso Uniprot = P00805) e ErA_E.chrysanthemi = L-asparaginase 2 de Erwinia chrysanthemi (P06608). 

Por outro lado, uma vez que autores ressaltam que atividade de glutaminase é 

importante para citotoxicidade (Chan et al., 2014; Offman et al., 2011), uma abordagem 

interessante seria substituir os resíduos de Lys111 e Gln228 por Gln e Tyr, respectivamente. 

Adicionalmente, a sequência primária de Asp1 revela a presença de resíduos de cisteínas 

(dez), uma característica bastante importante, pois a formação de um dissulfeto na ASNase de 

E. coli está relacionado com a estabilidade da enzima (Papageorgiou et al., 2008). Neste 

sentido, as cisteínas em Asp1 podem resultar na formação de dissulfetos, o que pode conferir 

maior estabilidade a enzima. 

No entanto, apesar das semelhanças estruturais e funcionais de Asp1 com as ASNases 

bacterianas comerciais, em Asp1 é possível observar uma região N-terminal contendo 

aproximadamente 50 aminoácidos, com função não conhecida, que é conservada em apenas 

um pequeno grupo de leveduras (<30 espécies) (Figura 4B) e ausente nas isoformas 

bacterianas (Figura 4 A e B). Análises in silico utilizando os softwares SignalP 4.1 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), PredisSi (http://www.predisi.de) ou Signal-BLAST 

(http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html) não indicaram representar um peptídeo 

sinal semelhante aos presentes nos bancos de dados. Nossos experimentos de cromatografia 

de exclusão molecular, em condições específicas de expressão, possibilitaram obter uma 

enzima em estado oligomérico monomérico, característica nunca descrita na literatura para 

uma ASNase. Sabe-se que o sítio ativo das enzimas bacterianas está localizado na interface 

entre dímeros íntimos (Sanches et al., 2007; Offman et al., 2011), e uma diferença na cadeia 

primária de aminoácidos de aproximadamente 50 aminoácidos poderia ocasionar em 

alterações estruturais ASNase significativas. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.predisi.de/
http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html
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Estudos relativos à localização de Asp1 datam da década de 1970 e estudos mais 

recentes de proteínas em S. cerevisiae falham em detectar Asp1 quando fusionada com green 

fluorescent protein (GFP) (https://yeastgfp.yeastgenome.org) (Huh et al., 2003). Logo, 

estudos envolvendo análises da cauda N-terminal da enzima Asp1 poderiam elucidar a função 

e a importância destes aminoácidos presentes na região N-terminal. Os dados apresentados 

neste trabalho sugerem que Asp1 apresenta grande semelhança com seus representantes de 

bactérias e que a tornam uma alternativa importante para o tratamento da LLA e também 

apresenta características diferentes das enzimas caracterizadas, como a presença da cauda N-

terminal observada em um pequeno grupo de leveduras (~30 espécies), que são classificadas 

em 3 famílias diferentes de asparaginases, revelando uma maior biodiversidade. 

1.7 Classificação das asparaginases 

Atualmente, as enzimas que possuem atividade de asparaginase são subdivididas em 

três famílias, com base em alinhamentos de sequências, propriedades bioquímicas e dados 

cristalográficos: asparaginases do tipo planta, asparaginase do tipo Rhizobium etli e 

asparaginases de tipo bacteriano (Borek; Jaskólski, 2001; Michalska; Jaskolski, 2006). As 

asparaginases de tipo bacteriano são divididas em tipo I, enzimas citosólicas que são 

expressas constitutivamente e com baixa afinidade para Asn; e enzimas do tipo II, com 

expressão induzida durante a anaerobiose e com alta afinidade por Asn (Michalska; Jaskolski, 

2006; Schalk et al., 2014). No entanto, a classificação atual é um fator limitante para a seleção 

de enzimas potenciais para uso biotecnológico. 

Como apontado por Michalska e Jaskolski em 2006, a terminologia utilizada para 

classificar as ASNases é muito confusa, uma vez que na família bacteriana estão incluídas 

algumas enzimas de arquea e eucariotos, e na família do tipo planta há enzimas mais ativas 

sobre β-aspartil peptídeos (um dos danos em ligações peptídicas não enzimáticos mais 

comuns em condições fisiológicas), mas que apresenta Km sob Asn muito elevado para 

finalidades terapêuticas (3,4 mM) (Cantor et al., 2009). Além disso, a diversidade de 

ASNases pode ser muito maior do que a considerada em estudos evolutivos e filogenéticos e 

características peculiares, como, por exemplo, a presença de uma cauda N-terminal de ~50 

aminoácidos, presente em um grupo de leveduras (~30 espécies) não são consideradas. 

Contudo, estudos evolutivos /filogenéticos poderiam auxiliar a propor uma 

classificação mais robusta e identificação de novos grupos de ASNases com potenciais 

https://yeastgfp.yeastgenome.org/
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características terapêuticas. Como exemplo, as ASNases 2 de E. coli (EcA2) e E. 

chrysanthemi (ErA2), apesar de compartilhar grande similaridade e apresentarem Km similar 

(15 e 50 µM, respectivamente) (Nguyen et al., 2016a), em uma das duas tríades catalíticas 

pode ter a participação de um resíduo do monômero adjacente ou não (Aghaiypour et al., 

2001), além de possuir ou não dissulfetos estruturais (Swain et al., 1993). Ainda, o Km de 

enzimas de micro-organismos muito similares a EcA2 e ErA2 pode se apresentar muito mais 

elevado, como as de Bacillus subtillis (0,43 mM) (Jia et al., 2013), Bacillus megaterium (0,2 

mM) (Pal Roy et al., 2018), Bacillus tequilensis (0,07 mM) (Shakambari et al., 2018), 

Cylindrocarpon obtusisporum (1 mM) (Raha et al., 1990), Helicobacter pylori (0,29 mM) 

(Maggi et al., 2015), Pseudomonas stutzeri (14 mM) (Manna et al., 1995), Streptomyces 

fradiae (1 mM) (El-Naggar et al., 2016) entre outros. Entretanto, as razões que levam a estas 

diferenças permanecem elusivas. 

Adicionalmente, apesar de ter sido descoberta na década de 50 (Kidd, 1953), somente 

em 2014 foi identificada e caracterizada a ASNase de Cavia porcellus (porquinho-da-índia) 

que possui atividade antineoplásica (Schalk et al., 2014). E com isto, mais recentemente foi 

possível identificar inequivocamente a enzima homóloga de humanos hASNase1 (69,8% de 

identidade e 88,6% de similaridade) (Rigouin et al., 2017). Entretanto a caracterização 

cinética revela que enquanto a enzima de C. porcellus possui comportamento Michaeliano e 

Km de 50 µM, a enzima de humanos possui comportamento alostérico e S0.5 (fator similar ao 

Km) na faixa de milimolar. Os autores demonstraram que as diferenças de afinidade pelo 

substrato estão localizadas em 2 regiões presentes da enzima, e que mutações nestas regiões 

são capazes de acentuar a atividade de hASNase1 (Rigouin et al., 2017). De forma geral, os 

dados apresentados acima indicam que as asparaginases possuem alta diversidade e 

caraterísticas estruturais distintas que estão relacionadas com sua atividade e afinidade pelos 

substratos. No entanto, até o presente momento, nenhum trabalho atentou para uma 

identificação acurada dos fatores que governam estas diferenças. 
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5. Considerações finais 

Neste trabalho, obtivemos enzimas recombinantes que apresentaram grau oligomérico 

único não descrito para outras ASNases e baixa massa molar denominada de ASNaseM. Cabe 

salientar que a obtenção da enzima monomérica só foi possível quando utilizada linhagens 

capazes de permitir a formação de dissulfetos, bem como a exclusão da cauda de histidinas. 

Para a caracterização da enzima foram efetuados estudos estruturais abrangendo experimentos 

de espectroscopia de dicroísmo circular e cromatografia de exclusão molecular, construção de 

modelo teórico e análises computacionais. Também foram avaliadas as atividades enzimáticas 

de asparaginase (a qual foi significativa) e de glutaminase (ausente). Ainda, foram realizadas 

mutações sítio dirigidas visando conferir a ASNaseM a atividade de GLNase. Nossos 

resultados revelaram que as enzimas mutadas não apresentaram ganho de atividade de 

GLNase, o que indica que apesar das semelhanças existentes com as enzimas bacterianas o 

ganho de atividade de glutaminase é um fenômeno complexo e necessita de investigações 

adicionais, que poderão ser executadas em projetos posteriores. Contudo, as análises 

estruturais e funcionais de ASNaseM revelou uma enzima com características distintas de 

todas já descritas na literatura, sugerindo uma maior variabilidade de asparaginases. 

Também realizamos análises computacionais envolvendo sequências primárias de 

ASNases, em conjunto com a avaliação de estruturas tridimensionais presentes no protein 

data bank, para entender aspectos evolutivos e propor uma classificação criteriosa de 

ASNases, a qual revelou grande diversidade funcional, mas uma forte conservação da 

estrutura terciária e na maioria dos casos, quaternária. De fato, os estudos conduzidos no 

âmbito desta tese foram muito mais abrangentes que estudos anteriores que utilizaram 

pequeno número de sequências e estruturas cristalográficas (Borek; Jaskólski, 2001; Dwivedi; 

Mishra, 2014). 

Foram avaliados aspectos evolutivos que revelam enzimas de espécies de bactérias 

similares as enzimas bacterianas que apresentam baixo Km sobre Asn, sendo que os resultados 

evolutivos e estruturais indicam quais são as asparaginases mais próximas a EcA2 e ErA2, o 

que podem significar enzimas que podem ter características enzimáticas mais apropriadas 

para a caracterização de potenciais biofármacos para o tratamento de neoplasias sanguíneas, 

como elevada atividade ASNase e atividade de GLNase. São exemplos destas ASNases: 

ASNases filogeneticamente próximas de ErA2 - ASNases de Dickeya solani, Pectobacterium 

caotovorum, Pectobacterium pamentieri, Serratia plymuthica, Klebsiella grimontii, Klebsiella 
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