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O objetivo desta pesquisa foi realizar analise in silico do
potencial biotecnoldgico de asparaginases de Escherichia
coli (Proteobactéria) e Limnotrhix sp. CACIAM 69D
(Cyanobacteria). Asparaginases (EC 3.5.1.1) sdo amino-
hidrolases que catalisam a hidrélise de asparagina (ou
glutamina) em aspartato (ou glutamato) e aménia. Essas
enzimas desempenham um papel importante no
metabolismo dos aminoacidos em uma variedade de
organismos. Sao de grande interesse biotecnolégico. A L-
asparaginase, por exemplo, € um componente-chave da
terapia para leucemia linfoblastica aguda e outros
canceres sanguineos relacionados. As asparaginases

constituem um grupo diversificado de enzimas produzidas
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por microorganismos, plantas e animais, que incluem L-
asparaginases microbianas e L-asparaginases vegetais.
As L-asparaginases podem ser divididas em trés tipos: (i)
L-asparaginases de tipo bacteriano, (ii) L-asparaginases
tipo planta, também denominadas tipo Il e (iii). L-
asparaginases do tipo bacteriana sdo ainda classificadas
nos subtipos | e Il, de acordo com sua localizagéo intra e
extracelular, afinidade do substrato e forma oligomérica.
O tipo | (citosélico) tem menor afinidade para a L-
asparagina, enquanto o tipo Il (periplasmatico) tem alta
afinidade pelo substrato. As I|-asparaginases do tipo
bacteriano catalisam a hidrélise do grupo amida de L-
asparagina, produzindo &cido L-aspartico e amonia,
enquanto as asparaginases do tipo planta e seus
homélogos bacterianos hidrolizam a ligagdo amida da
cadeia lateral da asparagina ou de dipeptideos de
isoaspartilo resultando na libertacdo de L-Asp. Esse
cenario estimula a criacdo de novos ligantes e o estudo
das diversas abordagens de engenharia in silico. Outro
cenario importante faz referéncia ao suprimento de
farmacos usados em oncologia e oncohematologia, 0s
quais tém sido a causa de grande preocupacdo para 0sS

sistemas de saude, inclusive com risco de



desabastecimento mundial do mercado de medicamentos
hematoldgicos e oncohematologicos, o que implicaria,
imediatamente, a suspensdo do tratamento de doencas,
tais como, a hemofilia, a leucemia mieloide aguda e o
mieloma multiplo Considerando que varios estudos
relatam compostos de E.coli e cianobacterianos com
atividade otimizada (TASI et al., 1993) estudar a estrutura
dessas proteinas e sua interacdo com ligantes, além de
modificar seu sitio catalitico com vistas a alterar sua
atividade enzimética pode ser uma alternativa para
otimizar a atividade anticancerigena (caso da
asparaginase de E. coli, EcAll) e de acumulo de
dipeptidios no interior do microorganismo (caso da
asparaginse semelhante a de planta). Apesar de sua
importancia, as formulagdes de L-ASNases
comercialmente disponiveis apresentam elevadas taxas
de reacdes de hipersensibilidade, que sdo mediadas
provavelmente por IgG e raramente IgE, ou estao
relacionadas a ativacdo de complemento. As reacfes de
hipersensibilidade atingem de 15 a 73% dos pacientes,
criangcas ou adultos, tratados com a enzima e Sao
acompanhadas de formacdo de anticorpos anti-L-

asparaginase, o principal fator envolvido na reducédo da
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meia vida da enzima no plasma. Entre essas reacfes sao
observadas, urticaria, edema, febre, erupcbes na pele e
mais raramente choques anafiladticos fatais. Foram
realizadas consultas no banco de dados Pfam, que
classifica motivos protéicos funcionais. O objetivo foi
recuperar informagdes acerca dos dominios cataliticos da
proteina estudada para posterior construcdo de modelo.
Foram construidos diversos modelos tridimensionais para
cada uma das sequéncias de L-asparaginases, utilizando-
se o0 programa de modelagem comparativa MODELLER
versdo 9.10, partindo do alinhamento entre o alvo e a
proteina-modelo. Apds a construcdo do modelo e busca
do ligante, foi utilizada a técnica de docagem molecular
com o objetivo de ancorar 0s substratos naturais da
enzima em seu sitio catalitico. A anotacéo realizada pela
ferramenta RAST, confirmada pela BlastX, indicou
inicialmente que a sequéncia de aminoacidos obtida era
de uma asparaginase, porém, sem determinar o subtipo
da enzima, o qual s6 foi identificado por meio da andlise
in silico. A identificagdo funcional que foi realizada nesta
tese caracterizou o alvo como uma isoaspartil
peptidase/asparaginase, uma asparaginase tipo planta.

As enzimas tipo L-asparaginase tipo 2 apresentam um



dominio conservado, isto €, sitio ativo, que pode afetar a
anotacao correta de uma ORF. Por meio do alinhamento
das sequéncias e analise por homologia no PDB, esta foi,
de fato, identificada  como  uma  isoaspartil
peptidase/asparaginase tipo Ill, semelhante as de planta,
reforcando a importdncia dos estudos teoricos para o
refinamento da correta anotacdo de sequéncias
nucleotidicas, no ambito da analise genémica. A partir do
alinhamento inicial, a L-asparaginase de Limnothrix sp.
apresentou maior homologia com a sequéncia do
precursor da enzima isoaspartil peptidase/L-asparaginase
de Escherichia coli (cédigo PDB 2ZAL), que foi escolhido
como referéncia para a constru¢cdo do modelo molecular
da isoaspartil de Limnothrix sp. A estrutura cristalina
contendo 320 residuos pertence a familia de nucledfilos
N-terminal (Ntn) -hidrolases. Foi determinada com
resolucdo de 1,9 A, complexado com aspartato. Trata-se
de um dimero de heterodimeros, (aB)z. O heterodimero
(aB) é gerado por clivagem autoproteolitica da proteina
imatura, exibe uma dobra de sanduiche aBfa, tipica para
Ntn-hidrolases. O alinhamento entre o alvo e a referéncia
aspartil peptidase/asparaginase, tipo lll, semelhante as de

planta. De acordo com a referéncia, essa enzima é
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produzida na forma inativa como heterotetramero, um
dimero de heterodimeros (af)2. A forma ativa, o dimero
ap, € produzida por um processo de autoclivagem que
propicia a formacgéo do sitio catalitico presente na porcao
N-terminal da subunidade B. Ainda em comparagao a
referéncia, o sitio catalitico da enzima cianobacteriana
apresentou-se inteiramente conservado. A comparacéo
estrutural entre a EcAIll de E. coli e isoaspartil de
Limnothrix sp. revela que ndo ha diferencas significativas
no sitio de ligacao do substrato de dipeptideo. Dado que
a atividade catalitica do modelo tedrico de Limnothrix sp.
ndo pbéde ser avaliado apenas pela modelagem de
homologia, também usamos a docagem e dinamica
molecular, mapa de potencial eletrostatico e ferramentas
para o calculo de energia livre de ligagdo para auxiliar a
entender a funcdo principal desta asparaginase, que é a
degradacdo do dipeptideo L-asp-L-leu. A qualidade
estereoquimica do modelo 3D foi avaliada pelo grafico de
Ramachandran, construido pelo servidor MolProbity,
observando a disposicdo dos residuos com base nos
angulos de torcdo ® e y de cada um deles. A estrutura
deve apresentar mais de 90% dos residuos em regides

favoraveis para que a conformacdo seja considerada
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possivel. O grafico de Ramachandran apresentou 93,5%
dos residuos em regides favoraveis no modelo. O mapa
de potencial eletrostatico permite a visualizagdo das
regides com alta densidade de elétrons (vermelho) e com
baixa densidade de elétrons (azul). A comparacdo entre
0os mapas do alvo e referéncia revela similaridade entre
as moléculas na distribuicdo das cargas, com a regido do
sitio ativo apresentando baixa densidade de elétrons em
ambas. Isso favorece o0 ataque nucleofilico e €
caracteristico da familia das hidrolases nucledfilicas N-
Terminais, um grupo de enzimas ativadas
autocataliticamente. Foram obtidas cinco conformacdes
do ligante, com calculos computacionais durante o
processo de docagem molecular. A melhor posicao foi
escolhida, de acordo com as distancias, maior nimero de
interacbes e energia de afinidade com o substrato. As
trajetérias foram verificadas e analisados os valores de
RMSD. O monitoramento desses valores permitiu verificar
se as simulagdes atingiram estabilidade durante a DM. Os
resultados mostraram boa estabilidade da referéncia em
solucdo aquosa. A estabilidade do alvo so foi adquirida
apos 50 ns e com RMSD elevado devido a quantidade de

alcas do modelo, o que permite maiores mudancas
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conformacionais. As distancias médias obtidas entre os
residuos do sitio ativo da proteina alvo com o substrato
peptideo foram plotadas. Verificamos que os valores
tedricos eram préximos dos valores experimentais. O L-
Asp-L-Leu forma ligacGes de hidrogénio com distancias
de até 3A com a treonina catalitica, além das interacées
com os residuos Gly207 (199), Asp218 (210) e Gly237
(233) na proteina alvo (entre paréntesis estao os residuos
equivalentes no modelo de referéncia). Outro detalhe
importante é que o atomo de hidrogénio do residuo
Thrl87 (179) interage fortemente com o &tomo de
oxigénio substrato, através de uma distancia de 2,55A
(2,21A), menor que aquela obtida em dados
experimentais (> 3A). Uma caracteristica da técnica de
experimental € que a amostra cristalografica € obtida na
sua forma sdlida, sem descrever o comportamento da
molécula ao longo de um periodo de tempo, em contraste
com os estudos de simulacdo computacional em meio
aquoso ocorrem em funcdo do tempo. Uma série de
estudos mostra que os membros da familia Ntn-
hidrolases apresentam uma treonina como um nucleofilo
na clivagem do substrato dipeptidico. Da mesma forma, a

isoaspartil peptidase/asparaginase de Limnothrix sp.



apresenta um residuo de Thr, na posi¢do 187, que é o
residuo catalitico essencial. O residuo Gly207 faz uma
ligacdo de hidrogénio com o grupo carboxila do substrato
dipeptidico, mantendo-o préximo ao local ativo. As
cadeias lateral e principal dos residuos Asp218 e Gly233,
respectivamente, realizam ligagdes de hidrogénio com o
grupo amina do substrato, proporcionando pontos de
fixacdo no sitio ativo. Os residuos Arg207 e Asp218 séo
responsaveis por outra ligacdo de hidrogénio com o
peptideo. InteracBes eletrostaticas desempenham um
papel importante em sistemas bioldgicos. Foi observado
que os residuos Thrl54 no alvo, Asn66 e Argl48 no
modelo de referéncia, além da Thrl87 (179) e Gly207
(216) realizam interacdes eletrostaticas com o substrato
dipeptideo, estabilizando-0 no sitio ativo para que possa
ocorrer o ataque eletrofilico da treonina catalitica Thr187
(179). ApoOs a estabilidade do modelo, os ultimos 10ns
foram utilizados para calcular a energia livre de ligagdo. A
interacdo entre a enzima e o substrato foi elucidada a
partir das trajetorias obtidas pelas simulacbes de DM.
Entretanto, a analise termodindmica € necessaria para se
observar a relacdo entre os dados teoricos e os dados

experimentais. Os calculos de energia livre de ligacao



foram realizados para o complexo proteina-ligante. A
energia livre foi obtida aplicando os métodos MM-PBSA,
MM-GBSA. Os residuos Thr154 no alvo, Asn66 e Arg148
no modelo de referéncia, além da Thr187 (179) e Gly207
(216), realizam interacdes eletrostaticas com o L-Asp-L-
Leu, estabilizando-o no sitio ativo para que possa ocorrer
o ataque eletrofilico da treonina catalitica Thr187 (179).
De todos os residuos do sitio catalitico, apenas a treonina
catalitica apresenta baixa energia livre de ligacdo com o
substrato e apresenta distancia média de 2.43 Ae 2.21 A,
no alvo e referéncia, respectivamente. Essa distancia é
préxima o suficiente para uma ligacao forte de hidrogénio
com o grupo carboxila, favorecendo o ataque eletrofilico,
caracteristico desta familia de enzimas, concordando com
os dados da literatura. Ressalta-se que a literatura carece
de dados experimentais do L-Asp-L-Leu. Os atomos dos
outros residuos interagem fortemente com suas cadeias
laterais, mostrando pouca variagcdo durante a simulagao
de DM. Das quatro moléculas citadas, Asn66 e Thr187
(179 séo descritas como altamente conservadas nessa
familia de enzimas. A asparagina é um importante
metabolito doador de nitrogénio em organismos

enquanto o aspartato € um precursor da biossintese de



outros aminodacidos, como isoleucina, glicina e serina.
Assim, a enzima isoaspartil aminopeptidase/asparaginase
pode estar envolvida em diferentes vias metabdlicas
relacionadas ao crescimento e ao desenvolvimento do
organismo. Do ponto de vista da biotecnologia, o
aspartato possui aplicacbes como substituto do
poliacrilato ndo biodegradavel na industria do 6leo, papel
e tintas. Além disso, em cianobactérias, a isoaspartil
aminopeptidase/asparaginase atua no metabolismo da
cianoficina, levando o produto da degradacdo da
cianoficina pela cianoficinase, que pode ser usado como
polimero biodegradavel em diferentes situacfes. A
inibicdo da isoaspartii aminopeptidase/asparaginase
resulta em um acumulo de dipeptideo de cianoficina que
poderia ser usado como aditivo natural na industria
farmacéutica e alimentar. A otimizacdo da atividade da
isoaspartil aminopeptidase/asparaginase pode resultar
em uma melhoria da producdo de aspartato, que também
€ uma aplicacdo interessante do seu potencial
biotecnoldgico. Este estudo foi pioneiro na caracterizagcéo
da estrutura funcional de uma asparaginase identificada
em uma cianobactéria, neste caso, Limnothrix sp.
CACIAM69d. O modelo obtido mostra alta similaridade
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com asparaginase EcAIll de E. coli. Essa enzima catalisa
a hidrolise de ambos os dipeptideos L-asparagina e
isoaspartil, formados no metabolismo das proteinas
celulares. Os resultados obtidos suportam a hipétese de
que a estrutura-alvo possui uma funcdo semelhante ao
modelo de referéncia e abre perspectivas para otimizagao
de sua atividade, tendo em vista a obtencao de aspartato,
produto com importante interesse biotecnolégico. Em
relagdo a EcAll de E. coli, 0 acoplamento com o substrato
ASN mostrou sua afinidade ao sitio catalitico da enzima,
corroborando os estudos de mecanismo catalitico
enzimatico e abrindo perspectivas para simulacdes de
mutacBes pontuais no sitio da enzima, com o objetivo de
otimizar sua atividade asparaginase e reduzir sua
atividade glutamisase, com objetivo biotecnologico e

terapéutico.
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