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Utilizar ferramentas de bioinformatica para construir um
modelo tedrico da enzima L-Asparaginase de apenas
uma linhagem de fungos, obtida no GenBank, foi o
objetivo desta investigacdo. Asparaginases (EC 3.5.1.1)
sdo amino-hidrolases que catalisam a hidrolise de
asparagina (ou glutamina) em aspartato (ou glutamato) e
amoOnia. Essas enzimas desempenham um papel
importante no metabolismo dos aminoacidos em uma
variedade de organismos. Sdo de grande interesse
biotecnolégico, dado o seu mercado e aplicacBes. As
asparaginases constituem um grupo diversificado de
enzimas produzidas por microorganismos, plantas e

animais, que incluem L-asparaginases microbianas e L-



asparaginases vegetais. Podem ser divididas em trés
tipos: (i) L-asparaginases de tipo bacteriano, (i) L-
asparaginases tipo planta, também denominadas tipo Il e
(i) Enzimas semelhantes a asparaginase de
Rhizobiumetli. 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, com risco de
desabastecimento mundial do mercado, o que implicaria,
imediatamente, a suspenséo do tratamento de doencas,
como a hemocofilia, a leucemia mieloide aguda e o mieloma
multiplo. Apesar de sua importancia, as formulacdes de L-
ASNases comercialmente disponiveis apresentam
elevadas taxas de reacdes de hipersensibilidade que séo
mediadas provavelmente por IgG e raramente IgE, ou
estdo relacionadas a ativacdo de complemento. As
reacoes de hipersensibilidade atingem de 15 a 73% dos
pacientes, criancas ou adultos, tratados com a enzima e
sdo acompanhadas de formacdo de anticorpos anti-L-
asparaginase, o principal fator envolvido na reducgéao da
meia vida da enzima no plasma. Entre essas reacfes sao

observadas urticaria, edema, febre, erupcdes na pele e



mais raramente choques anafilaticos fatais. Estudar a
estrutura de compostos de E.coli e cianobacterianos com
atividade otimizada e sua interacdo com ligantes (TASI et
al., 1993), além de modificar seu sitio catalitico com vistas
a alterar sua atividade enzimatica (MORAES et al., 2016),
pode ser uma alternativa para otimizar a atividade
anticancerigena (caso da asparaginase de E. coli, EcAIl)
e de acumulo de dipeptidios no interior do
microorganismo (caso da asparaginse semelhante a de
planta). Esta pesquisa foi baseada na analise de
sequéncias de fungosoriunda do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Foram

realizadas consultas no banco de dados Pfam (FINN et
al., 2010), que classifica motivos proteicos funcionais. O
objetivo foi recuperar informacdes acerca dos dominios
cataliticos da proteina estudada para posterior construcao
de modelo. Foram construidos diversos modelos
tridimensionais para cada uma das sequéncias de L-
asparaginases, utilizando-se o 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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/

0s substratos naturais da enzima em seu sitio catalitico. A
docagem molecular € um método baseado na estrutura
do receptor que prediz a presenca, a conformacéo e a
orientacdo da estrutura do complexo formado entre um
ligante (uma pequena molécula ou até mesmo uma
proteina) e um receptor (enzima, DNA, canais ibnicos,
receptores, dentre outros). A anotacao 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 do presente estudo.No entanto, a identificagao
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. 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 importancia dos estudos tedricos para o
refinamento da correta anotacdo de sequéncias
nucleotidicas no ambito da andlise gendémica (MARTI
RENOM et al., 2000). 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
(codigo 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 resolucio de 1,9 A,
complexado com aspartato. Trata-se de um dimero de
heterodimeros, (aB)2. O heterodimero (af3) é gerado por
clivagem autoproteolitica da proteina imatura, exibe uma
dobra de sanduiche afpa, tipica para Ntn-hidrolases. O
alinhamento entre o alvo e a referéncia resultou nos
seguintes parametros: 40% de identidade, 50% de
similaridade, escore de 51,2174 bits e 0 de e-value. O
minimo de 30% de identidade entre sequéncias de
residuos de aminoacidos pode resultar em excelente
sobreposicdo das cadeias principais (BENNER et al.,
1998). O modelo gerado para a L-asparaginase revelou
uma estrutura contendo 8 B-folhas e 4 a-hélices, tratando-
se de uma isoaspartil peptidase/asparaginase, tipo lll,
semelhante as de planta. De acordo com a referéncia,

essa enzima é produzida na forma inativa como



heterotetramero, um dimero de heterodimeros (af)z. A
forma ativa, o dimero a3, € produzida por um processo de
autoclivagem que propicia a formacgédo do sitio catalitico
presente na porcdo N-terminal da subunidade . Ainda
em comparacao a referéncia, o sitio catalitico da enzima
cianobacteriana apresentou-se inteiramente conservado.
A comparacdo estrutural entre a EcAIlll de E. coli e
isoaspartil de Limnothrix sp. revela que ndo ha diferencas
significativas no sitio de ligacdo 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 foi usada a
docagem e dindmica molecular, mapa de potencial
eletrostatico e ferramentas para o calculo de energia livre
de ligacdo para auxiliar a entender a funcdo principal
dessa asparaginase, que € a degradacdo do dipeptideo
L-asp-L-leu. Resultados semelhantes foram relatados
para outras asparaginases de tipo planta, que
apresentam a atividade da asparaginase, mas tém maior
afinidade com os dipeptideos isoaspartil. Foram obtidas
cincoconformacdes do ligante, com calculos
computacionais durante o0 processo de docagem

molecular, e escolhida a melhor posicao, de acordo com



as distancias, maior niumero de interacfes e energia de
afinidade com o substrato. No complexo enzimatico, uma
treonina atua como um nucledfilo na clivagem do
substrato dipeptidico. Da mesma forma, a isoaspartil
peptidase/asparaginase de Limnothrix sp. apresenta um
residuo de Thr, na posicéo 187, que € 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. A construcdo do modelo teérico da enzima L-
asparaginase de fungos confirmou a conservacao do sitio
ativo e da maioria de suas estruturas secundarias.
Portanto a modelagem por homologia mostrou ser uma
boa alternativa para elucidagdo de estruturas
tridimencionais em curto espaco de tempo, confirmando
gue a presente metodologia € uma importante ferramenta
no estudo tedrico de complexos enzimaticos. Além disso,

0 acoplamento com o substrato enddégeno mostrou sua



afinidade ao sitio catalitico da enzima, corroborando os
estudos de mecanismo catalitico enzimatico e abrindo
perspectivas para simulacbes de mutacbes pontuais no
sitio da enzima, visando a otimizar sua atividade
asparaginase e a reduzir sua atividade glutamisase, com

fins biotecnoldgicos e terapéuticos.
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