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Este trabalho objetivou caracterizar a estrutura molecular 

de uma L-asparaginase de uma linhagem da 

cianobactéria Limnothrix sp. oriunda da Amazônia 

brasileira, juntamente com seu substrato dipeptidio β-Asp-

Arg. Foram utilizadas ferramentas de bioinformática, 

usando modelagem por homologia, docagem e dinâmica 

molecular. O estudo é pioneiro em caracterizar a estrutura 

funcional de uma asparaginase de Limnothrix sp. de 

cianobactéria. As asparaginases (L-asparagina 

amidohidrolase E.C. 3.5.1.1, L-ASNase), produzidas por 

muitas espécies de procariotos e eucariotos, são enzimas 

responsáveis pela catálise da reação de hidrólise do 

aminoácido L-asparagina, que resulta na produção de 

ácido aspártico e amônia, mas que, de acordo com o 
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papel da L-asparagina, podem desempenhar diferentes 

funções em diferentes organismos [1]. Um terceiro tipo do 

papel das asparaginases do tipo I e II [2, 3] foi observado 

recentemente em Escherichia coli com estrutura 

semelhante à asparaginase de planta. A isoaspartil 

aminopeptidase/asparaginase (EcAIII) catalisa a hidrólise 

da asparagina em aspartato e amônia e também a 

hidrólise de dipeptídeos isoaspartil, a partir da 

degradação da cianoficina [4, 5], um polipeptídeo 

ramificado [6, 7] com importante interesse biotecnológico, 

fazendo com que o ácido oligo-arginil poliaspártico obtido 

possa ser utilizado como um substituto biodegradável em 

vários produtos, incluindo os derivados do petróleo, além 

da utilização em processos técnicos e na área médica [8]. 

A análise da diversidade de L-asparaginase de fungos e 

cianobactérias tem sido negligenciada. Foram gerados 

modelos tridimensionais por meio de modelagem 

homologia molecular das sequências primárias de 

proteínas disponíveis no Genbank; validados os modelos 

construídos considerando a qualidade estereoquímica, a 

energia livre e a similaridade estrutural da proteína; 

determinado o melhor modo de ligação dos ligantes 

complexados no sitio ativo por simulações de docagem 
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molecular, utilizando o programa Molegro Virtual Dock. A 

sequência nucleotídica-alvo foi obtida a partir de uma 

análise genômica da cianobactéria Limnothrix sp., isolada 

de uma amostra de água superficial do reservatório da 

Usina Hidrelétrica de Tucuruí, Pará, Brasil (3º49’55” S, 

49º38’50” W). As leituras genômicas foram geradas por 

meio da plataforma 454 (Roche), em que, após obtenção 

dos contigs, a ORF predita e anotada como codificante de 

L-asparaginase, por meio da ferramenta RAST [9], foi 

submetida ao programa Geneious versão 7.0.4 

(http://www.geneious.com/), utilizando o código genético 

bacteriano, para a obtenção da respectiva sequência de 

aminoácidos, cujo resultado foi confirmado com a 

ferramenta BlastX [10]. A sequência de aminoácidos-alvo 

foi submetida ao servidor Protein Data Bank – PDB para 

alinhamento e busca de estrutura homóloga. A 

visualização do alinhamento entre alvo e referência 

selecionada foi obtida com auxílio do servidor ESPript 2.2 

[11]. Para a construção do modelo da L-asparaginase, foi 

utilizado o programa Modeller v9.16 [12]. Essas três 

validações foram realizadas, respectivamente, com 

auxílio do servidor MolProbity [13], Verify3D [14] e Root 

Mean Square Deviation (RMSD) [15]. Foi construído o 

http://www.geneious.com/


 

 
 

50 

mapa de potencial eletrostático, que revela as regiões 

eletrofílicas e nucleofílicas por meio do servidor Solver 

PBEQ [16]. O substrato dipeptidio β-Asp-Arg descrito por 

Michalska [17] e obtido no banco de dados de compostos 

químicos Zinc12 [18], Código 2564466, foi docado, por 

meio de um conjunto de parâmetros pré-determinados e 

seguindo o protocolo de publicação [19]. Foram utilizadas 

como referência três funções de pontuação, todas do 

Molegro: MolDock Score, ReRank Score e HBond. As 

docagens foram realizadas na referência e alvo, e os 

valores obtidos foram comparados com os dados 

experimentais disponíveis. A partir do alinhamento inicial, 

a L-asparaginase de Limnothrix SP apresentou maior 

homologia com a sequência do precursor da enzima 

isoaspartil peptidase/L-asparaginase de Escherichia coli 

(código PDB 2ZAL), que foi escolhido como referência 

para a construção do modelo molecular da isoaspartil de 

Limnothrix sp. O alinhamento entre o alvo e a referência 

resultou nos seguintes parâmetros: 33% de identidade, 

46% de similaridade, score de 100,91 bits (250) e 5% 

(15/275) de gaps. O mínimo de 30% de identidade entre 

sequências de resíduos de aminoácidos pode resultar em 

excelente sobreposição das cadeias principais [20]. A 
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referência selecionada apresenta duas cadeias (α e β) 

com aproximadamente 320 resíduos de aminoácidos 

cada, que foi classificada como um novo tipo de 

asparaginase semelhante às asparaginases de planta. 

Sua estrutura foi determinada experimentalmente com 

resolução de 1.95 Å na cristalografia de raio-X. O modelo 

gerado para a L-asparaginase revelou uma estrutura 

contendo 8 β-folhas e 4 α-hélices, tratando-se de uma 

isoaspartil peptidase/asparaginase (EcAIII). De acordo 

com a referência, esta enzima é produzida na forma 

inativa como heterotetrâmero, um dímero de 

heterodímeros (αβ)2. Ainda em comparação à referência, 

o sítio catalítico da EcAIII cianobacteriana apresentou-se 

inteiramente conservado. A qualidade estereoquímica do 

modelo 3D foi avaliada pelo gráfico de Ramachandran 

construído pelo servidor MolProbity, avaliando assim a 

disposição dos resíduos com base nos ângulos de torção 

Φ e ψ de cada um deles. O gráfico de Ramachandran 

apresentou 93,5% dos resíduos em regiões favoráveis no 

modelo. O outro método de validação do modelo (Verify 

3D) pode ser visualizado na sessão de Materiais 

Suplementares. O RMSD avalia a similaridade estrutural 

por meio da distância apresentada entre os Cα de cada 
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molécula, que é medida a partir da sobreposição do 

modelo gerado com a referência. Para este parâmetro, 

são esperados valores próximo de 0. O resultado obtido, 

igual a 0,28Å, indica uma elevada conservação estrutural 

da enzima. Com o objetivo de investigar como o substrato 

dipeptidio se comporta no sitio ativo da EcAIII de ambas 

as estruturas, foram obtidos cinco poses do ligante, com 

cálculos computacionais durante o processo de docagem 

molecular. Foi escolhida a melhor posição, de acordo com 

as distâncias, maior número de interações e energia de 

afinidade com o substrato. As distâncias médias obtidas 

entre os resíduos do sítio ativo da proteína-alvo com o 

substrato peptídeo foram plotadas. Verificou-se que os 

valores teóricos eram próximos dos valores 

experimentais. O substrato dipeptídeo forma ligações de 

hidrogênio com distâncias de até 3Å com a treonina 

catalítica, além das interações com os resíduos Gly207 

(199), Asp218 (210) e Gly237 (233) na proteína-alvo 

(entre parêntesis estão os resíduos equivalentes no 

modelo de referência). O átomo de hidrogênio do resíduo 

Thr187 (179) interage fortemente com o átomo de 

oxigênio substrato, por meio de uma distância de 2,55Å 
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(2,21Å), menor que aquela obtida em dados 

experimentais (> 3Å). 

O modelo obtido apresentou maior similaridade com a 

enzima EcAIII de E. coli, que é semelhante às 

asparaginases de planta, na qual participa da hidrólise da 

L-asparagina e de dipeptídeos isoaspartil, que são 

formados pelo metabolismo de síntese proteica da célula. 

A docagem e a dinâmica molecular, além do cálculo de 

energia livre, mostraram distâncias e energias 

semelhantes, sugerindo funções da EcAIII de Limnothrix 

sp similares às de E.coli, porém sem dados experimentais 

para comparação. Sugere-se que se realizem testes 

experimentais com o substrato dipeptídeo para confirmar 

a semelhança catalítica entre as duas enzimas. Essas 

estratégias abrem perspectivas para estudos de 

mutagênse com o objetivo de otimizar o potencial 

biotecnológico das asparaginases de cianobactérias. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Proteínas. Área farmacêutica e 
biomédica. Bioinformática. 
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