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RESUMO 

A L-asparaginase catalisa a hidrólise da L-asparagina em ácido aspártico e amônia, sendo 

encontrada em animais, plantas e microrganismos, e integra uma estratégia terapêutica 

baseada na restrição de aminoácidos essenciais, assim como outras enzimas, que explora 

a dependência das células cancerosas desses nutrientes para sobreviver, por isso, fontes 

microbianas são preferidas para produção em larga escala devido à sua eficiência e 

facilidade de cultivo. Neste estudo, produzimos de forma recombinante e caracterizamos 

uma L-asparaginase de Bacillus subtilis (Asp-Z). A Asp-Z foi expressa heterologamente 

em Escherichia coli e purificada por cromatografia de afinidade, resultando em proteína 

solúvel com atividade ótima a 55°C e pH 7,5. Os parâmetros cinéticos nessas condições 

foram um Km de 0,47 mM e um Vmax de 52,13 U/mg. A Asp-Z mostrou-se específica 

para L-asparagina, não apresentando atividade glutaminase detectável, e exibiu efeitos 

antiproliferativos contra linhagens de células cancerígenas hematológicas, 

particularmente RAJI e JURKAT, com valores de IC₅₀ na faixa micromolar. Análises in 

silico revelaram epítopos imunogênicos distintos entre a Asp-Z e a L-asparaginase 

comercial de E. coli, sugerindo perfis antigênicos divergentes, enquanto os dados 

cristalográficos revelaram uma estrutura tetramérica conservada, com uma alça do sítio 

ativo altamente flexível. Em conjunto, essas descobertas destacam a Asp-Z como uma 

enzima termoestável, livre de atividade glutaminásica e pouco imunogênica, o que 

representa uma estrutura promissora para otimização por meio de engenharia de proteínas, 

visando aplicações terapêuticas e biotecnológicas. 

 

 
Palavras-chave: L-asparaginase; enzima recombinante; estrutura tridimensional; 

aplicações biotecnológicas. 



ABSTRACT 
 
 

L-asparaginase catalyzes the hydrolysis of L-asparagine into aspartic acid and ammonia. 

It is found in animals, plants, and microorganisms and is part of a therapeutic strategy 

based on the restriction of essential amino acids, as are other enzymes that exploit the 

dependence of cancer cells on these nutrients to survive. Therefore, microbial sources are 

preferred for large-scale production due to their efficiency and ease of cultivation. In this 

study, we recombinantly produced and characterized an L-asparaginase from Bacillus 

subtilis (Asp- Z). Asp-Z was heterologously expressed in Escherichia coli and purified by 

affinity chromatography, resulting in a soluble protein with optimal activity at 55 °C and 

pH 7.5. The kinetic parameters under these conditions were a Km of 0.47 mM and a Vmax 

of 52.13 U/mg. Asp-Z proved specific for L-asparagine, showing no detectable 

glutaminase activity, and exhibited antiproliferative effects against hematologic cancer 

cell lines, particularly RAJI and JURKAT, with IC₅₀ values in the micromolar range. In 

silico analyses revealed distinct immunogenic epitopes between Asp-Z and commercial 

E. coli L-asparaginase, suggesting divergent antigenic profiles, while crystallographic 

data revealed a conserved tetrameric structure with a highly flexible active site loop. 

Taken together, these findings highlight Asp-Z as a thermostable enzyme, free of 

glutaminase activity and with low immunogenicity, representing a promising structure for 

optimization through protein engineering, targeting therapeutic and biotechnological 

applications. 

 
 

Keywords: L-asparaginase; recombinant enzyme; three-dimensional structure; 

biotechnological applications. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Enzimas e suas aplicações. 

 
 
 

A enzimologia, uma área significativa da bioquímica, abrange o estudo da 

estrutura, função, regulação e cinética das enzimas (Srinivasan, 2021). Enzimas, em sua 

grande maioria, consistem em um tipo especializado de proteína que age como 

catalisadores biológicos aumentando a velocidade de reações químicas em organismos 

vivos (Leksmono et al., 2018). A maioria das enzimas são proteínas compostas por 

sequências dos 20 aminoácidos naturais (David L Nelson; Michael M. Cox, 2013) . As 

ligações asseguram a conformação e a estabilidade da estrutura molecular das enzimas 

(Carlsson et al., 2018), de modo que algumas condições ambientais, como pH, 

temperatura, pressão e outros fatores podem afetar sua estrutura e atividade catalítica 

(Grahame; Bryksa; Yada, 2015). As enzimas estão classificadas em 7 classes gerais, 

baseado em sua principal função catalítica, podendo ser oxidorredutases, transferases, 

hidrolases, liases, isomerases, ligases ou translocases (Ann Benore, 2019). Em uma 

enzima existe uma porção chamada de “sítio ativo” que se liga ao substrato, essa ligação 

é específica, ou seja, a molécula possui certas características estereoquímicas que 

proporcionam o seu encaixe com o substrato (Callender; Dyer, 2015). 

Na proporção que a concentração do substrato aumenta, o número de reações 

catalisadas por enzimas inicialmente aumenta devido a uma maior chance de moléculas 

do substrato interagirem com os sítios ativos das enzimas. A saturação pelo substrato 

ocorre quando o sítio ativo da enzima é totalmente ocupado e resulta na atividade 

enzimática máxima. Além disso, a atividade enzimática atinge um platô, isto é, a 

velocidade máxima (Vmáx), que acontece porque as enzimas ficam saturadas e não 

conseguem processar substratos mais rápido que aquela velocidade. Em contrapartida, 

baixas concentrações de substrato podem limitar a atividade enzimática pela falta de 

moléculas de substrato disponíveis para reações enzimáticas. Dessa forma, entender a 

relação entre concentração de substrato e atividade enzimática é decisivo para otimizar 

processos biocatalíticos, garantindo sua eficiência para diversas aplicações industriais 

(Hu et al., 2023). 
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A partir disso, um ponto importante para ser estudado é a cinética enzimática que 

fornece um meio de avaliar a especificidade do substrato de uma enzima. Na cinética do 

estado estacionário, as taxas iniciais de reações são medidas de modo que cada molécula 

de enzima se liga ao substrato e catalisa sua conversão em produto várias vezes. Nesse 

processo, o pH, a temperatura e a concentração do substrato são relevantes e influenciam 

as reações (Lorsch, 2014). 

Antes mesmo de conhecerem a natureza, propriedade e funcionamento das 

enzimas, elas já eram utilizadas pela humanidade por estarem presentes em 

microrganismos, vegetais, animais e no corpo humano (Silpa Somavarapu et al., 2021). 

Em meados do século XX, aumentaram significativamente os estudos e conhecimentos 

sobre as enzimas, determinando suas estruturas e mecanismos de atuação (Yan; Chen, 

2022). Esse progresso proporcionou o emprego dessas proteínas, permitindo sua 

exploração em diversos campos, como diagnóstico, desenvolvimento de medicamentos, 

tratamento do câncer, vacinas, biotecnologia agrícola, e outros (Hamley, 2017). 

No setor de biocombustível, as enzimas são fundamentais na conversão de 

biomassa em biocombustíveis, contribuindo para a redução das emissões de gases de 

efeito estufa e da dependência de combustíveis fósseis (Victorino da Silva Amatto et al., 

2022). São amplamente utilizadas também na produção de muitos produtos alimentícios, 

incluindo pão, queijo e bebidas alcoólicas, interferindo no melhoramento do sabor, textura 

e perfis nutricionais. Além disso, elas desempenham papel relevante na indústria de 

detergentes, facilitando a decomposição de manchas e matéria orgânica, com intuito de 

uma limpeza mais eficaz. São empregadas também no enriquecimento do solo, 

processamento têxtil e reciclagem de papel, e várias outras áreas. Um destaque das 

enzimas é sua aplicação na indústria farmacêutica, onde são amplamente empregadas na 

síntese de moléculas complexas com alta eficiência e especificidade, com a finalidade de 

proporcionar medicamentos aprimorados (Victorino da Silva Amatto et al., 2022). O 

tratamento enzimático tem sido também bastante promissor na área do câncer, pois essas 

biomoléculas estão envolvidas em várias vias celulares metabólicas e proliferativas das 

células cancerosas (Kumari; Bansal, 2021). 

Os aminoácidos são primordiais para o crescimento de células normais e doentes, 

ou seja, ajudando na sua proliferação e nas demandas fisiológicas. As células malignas 

necessitam de mais energia e aminoácidos para seu rápido crescimento em comparação 

com células saudáveis normais. Dessa forma, para interromper o crescimento das células 
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cancerosas, podem ser aplicadas estratégias para alterar seu metabolismo celular ou o 

microambiente ao redor delas. Interferir nas atividades das células cancerosas por 

escassez de aminoácidos já é um tratamento estabelecido e estudado para as enzimas 

asparaginases, metionase, glutaminase e arginase. Essas terapêuticas enzimáticas 

dependem da necessidade das células malignas de serem supridas por aminoácidos como 

asparagina, metionina, glutamina e arginina, respectivamente. O tratamento que consiste 

em cessar a disponibilidade natural desses aminoácidos é preciso, pois não afeta a função 

celular normal (Caldwell et al., 2015; Kumari; Bansal, 2021; Lukey; Katt; Cerione, 2017; 

Oberkersch; Santoro, 2019). 

 
 

1.2 Leucemia Linfóide Aguda 
 

 
A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é uma neoplasia primária da medula óssea, 

caracteriza-se como um câncer heterogêneo em que elementos medulares e sanguíneos 

normais são substituídos por células imaturas, ou seja, por linfoblastos B e/ou T que se 

acumulam em outros tecidos (Gomes et al., 2020; Lobo-Alves et al., 2024). Dessa 

maneira, a LLA constitui-se de rápida produção de blastos imaturos anormais, 

representando o câncer infantil mais comum, cerca de um terço de todos os cânceres que 

ocorrem antes dos 15 anos de idade, de maneira que as chances de sobrevivência 

aumentaram com os avanços nas modalidades de tratamento anticâncer (De Morais et al., 

2014; Gomes et al., 2020; Lobo-Alves et al., 2024). 

Na faixa etária de 0 a 14 anos, 80% dos casos de Leucemia aguda são de linhagens 

linfoblásticas (LLA) enquanto 15% são de linhagem mieloide (LMA) (Blanco-Lopez et 

al., 2023). A maioria das leucemias linfoblásticas agudas surge em indivíduos saudáveis, 

ou em indivíduos com fatores predisponentes, como suscetibilidade genética herdada ou 

exposição ambiental à radiação, produtos químicos e infecções (De Morais et al., 2014; 

Florent Malard; Mohamad Mohty, 2020). Dessa maneira, as células B e T possuem 

alterações diferentes que caracterizam o tipo celular que caracteriza a neoplasia. A LLA 

de linfócito B é a mais comum, apresentado mais de 20 subtipos com diferentes perfis 

gênicos, sendo as alterações mais relevantes as aneuploidias, rearranjos cromossômicos 

que alteram oncogenes, fatores de transcrição e mutações pontuais. Essas modificações 

alteram diversos processo celulares, como diferenciação, regulação do ciclo celular e da 
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cromatina, além de sinalização (Inaba; Mullighan, 2020; Lilljebjörn et al., 2016; Roberts; 

Mullighan, 2020). 

Em contrapartida, a LLA de linfócitos T é menos comum, existindo 10 principais 

vias que são afetadas por alterações mais recorrentes nesse subtipo de leucemia. Dessas 

vias, 3 são desreguladas com maior frequência, sendo elas, as vias de fatores de 

transcrição específico da linhagem de células T; sinalização da via de expressão de 

NOTCH1/MYC e vias de controle de ciclo celular (Gianni; Belver; Ferrando, 2020; 

Inaba; Mullighan, 2020; Liu et al., 2017). 

A LLA é utilizada como um paradigma para o estudo e tratamento bem-sucedido 

do câncer infantil (Pui et al., 2018). Os estudos genômicos de linha germinativa 

ampliaram substancialmente o entendimento sobre os fatores genéticos do hospedeiro que 

influenciam o risco de LLA. Em sua maioria, as condições predisponentes decorrem de 

variantes patogênicas germinativas que afetam genes críticos envolvidos em processos 

como diferenciação e proliferação celular, apoptose, reparo de danos ao DNA e 

sinalização intracelular (Bloom et al., 2020). À medida que cresce a identificação de 

crianças com predisposição de origem germinativa, torna-se urgente desenvolver 

diretrizes de manejo clínico não apenas para aquelas já acometidas pela neoplasia, mas 

também para familiares portadores assintomáticos de variantes germinativas 

predisponentes (Bloom et al., 2020). 

A leucemia é clinicamente divida em leucemia aguda e crônica, e a forma aguda 

pode ser fatal em poucos dias (Lim; Kim, 2014). Os primeiros sinais da leucemia podem 

ocorrer na cavidade oral, principalmente na fase aguda do câncer, que são caracterizados 

por sangramento gengival, hiperplasia, infecções oportunistas e alterações ósseas (Soares 

et al., 2023). Outras manifestações clínicas adquiridas no quadro da doença é o baixo 

número de glóbulos vermelhos que acarreta anemia, fadiga e fraqueza, o indivíduo ainda 

pode apresentar trombocitopenia associada à facilidade de hematomas e manchas 

vermelha na pele e leucopenia, causando febre e infecções frequentes (Francisconi et al., 

2016; SY Cho; AC Cheng; MCK Cheng, 2000). 

Quando diagnosticada, a primeira forma de tratamento da doença é a 

quimioterapia, que é dividido em fase da indução da remissão, consolidação e 

manutenção. Ainda que a quimioterapia apresente vários efeitos colaterais associados aos 

medicamentos utilizados, ao longo do tempo houve um aumento das taxas de 
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sobrevivência e uma melhora nas respostas pelos pacientes (Inaba; Mullighan, 2020; 

Kato; Manabe, 2018; Radadiya et al., 2020). 

A indução da remissão, a primeira fase do tratamento, consiste em tentar reduzir 

a proliferação e provocar apoptose das células cancerígenas, restaurando a produção de 

células hematopoiéticas saudáveis. Para essa etapa do tratamento são administrados 

glicocorticoides (Prednisona ou Dexamentasona), vincristine e L-asparaginase. Nesse 

período há forte incidência de reações adversas que resultam em alterações de doses ou 

descontinuação do tratamento convencional (Aldoss; Stein, 2018). Logo após, tem-se a 

fase de consolidação do tratamento em que são utilizados ciclofosfamida, 

citarabina/metotrexato e mercaptopurina, sendo o principal objetivo desse estágio, manter 

os baixos níveis de células cancerígenas, impedindo sua proliferação e intrusão do sistema 

nervoso central, mantendo o paciente em remissão. Para concluir, a fase de manutenção 

aplica doses menores e mais esparsas de metotrexato e diárias de mercaptopurina. Se 

houver recidiva do câncer durante a fase de consolidação e manutenção, o paciente é 

submetido a um intenso tratamento com os medicamentos da fase de indução a remissão 

(Inaba; Mullighan, 2020; Kato; Manabe, 2018; Tosta Pérez et al., 2023). 

A terapia padrão de indução de remissão para LLA inclui L-asparaginase, uma 

enzima capaz de hidrolisar a L-asparagina em L-aspartato e amônia. A administração 

desse medicamento é justificada por uma característica importante quanto ao conteúdo 

gênico das células leucêmicas que se refere à expressão de asparagina sintetase (ASNS), 

uma aminotransferase responsável pela conversão de L-aspartato em l-asparagina. Dessa 

forma, as células leucêmicas não possuem atividade da asparagina sintetase e requerem 

asparagina exógena para sua proliferação (Chiu et al., 2020; Jiang; Batra; Zhang, 2021; 

Katharine S. Worton; Robert S. Kerbel; Irene L. Andrulis, 1991; Lazarus et al., 1969; LI 

et al., 2014). Desde sua descoberta e do seu potencial anticancerígeno, a L-asparaginase 

está sendo empregada nos tratamentos quimioterápicos de LLA com a finalidade da 

redução dos níveis séricos de L-asparagina, promovendo a apoptose das células 

cancerígenas pela falta desse aminoácido essencial para elas (Short; Kantarjian; Jabbour, 

2021). 

Mais de 85% das crianças com LLA sobrevivem sem recidivas após terapias 

contemporâneas, porém a sobrevivência após recidiva é baixa (Hunger; Raetz, 2020). 

Algumas reações adversas como hipersensibilidade, trombose, pancreatite e hepatite, 

podem ser apresentadas pelos pacientes tratados com L-asparaginase, o que pode levar à 
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alteração da dose ou interrupção do tratamento com a enzima (Hijiya; Van der Sluis, 2016; 

Lanvers-Kaminsky, 2017). Entretanto, a interrupção da L-asparaginase é um fator de 

péssima prognostico quanto à taxa de sobrevivência do paciente (Ishida et al., 2023). 

 

 
1.3 L-asparaginases, L-asparagina características e aplicações. 

 
As L-asparaginases (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1, L-ASNase) são 

enzimas da classe das hidrolases que catalisam a reação de hidrólise do aminoácido 

asparagina (Asn), produzindo o aminoácido L-aspartato (Asp) e amônia (NH3) (Batool et 

al., 2016). (Figura 1). 

Figura 1- Hidrólise da L-asparagina 

 

 
Fonte: a autora. Representação da reação de hidrólise da Asn. 

 
A L-asparagina é um aminoácido polar, não carregado e considerado não-essencial 

para os humanos devido as células possuírem a capacidade para produzirem o aminoácido 

a partir de outros precursores, no qual, sua síntese é realizada pela enzima asparagina 

sintetase (Gaufichon et al., 2010). Além de ser importante como componente das 

estruturas primárias de diversas proteínas, a Asn possui relevante papel no metabolismo 

dos organismos, como ser ponto de glicosilação N-ligada em proteínas, ser utilizado como 

molécula para transporte e armazenamento de nitrogênio em plantas e exercer a função 

de regulação dos níveis de aminoácidos intracelulares. (Gaufichon; Rothstein; Suzuki, 

2016; Krall et al., 2016; Sieciechowicz; Joy; Ireland, 1988; Steliarova-Foucher et al., 

2017). 

As L-ASNases também apresentam atividade catalítica contra outros aminoácidos 

e moléculas afins, como a L-glutamina (Gln), D-asparagina, D-glutamina, ácido succínico 

e o ácido β-hidroxamato L-aspartático, mas em níveis inferiores em relação à atividade 

asparaginásica (Cachumba et al., 2016; Lanvers et al., 2002; Lubkowski et al., 2020). 

Além dessas funções mencionadas, a asparagina está envolvida em reações e mecanismos 
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de interesse humano, especialmente na área da saúde e na indústria alimentícia. Um 

exemplo, é a presença desse aminoácido em alimentos superaquecidos (acima de 120° C), 

promovendo a formação da acrilamida, um composto tóxico, ocasionando efeitos 

cancerígenos e neurotóxicos, sendo formadas principalmente em pães, biscoitos, batatas 

e café, que são alimentos ricos em carboidratos e aminoácidos livres, principalmente a 

asparagina (Claus; Carle; Schieber, 2008; Da Cunha et al., 2019; Lea et al., 2007; Wang 

et al., 2021). A L-asparagina também participa de processos neoplásicos, no qual sua 

síntese e presença do microambiente tumoral favorece a proliferação das células malignas. 

Dessa forma, a inibição de asparagina sintetase e depleção dos níveis séricos da 

asparagina, reduzem o crescimento das células neoplásicas (Knott et al., 2018). 

Tanto os microrganismos, como os vegetais e também os animais possuem a 

capacidade de produzir L-ASNases com eficiência catalítica variada. Na classificação 

atual que é baseada nas sequências dos aminoácidos, nas características bioquímicas, 

homologias estruturais e funcionais que consideram a diferenciação evolutiva, as L- 

ASNases são divididas em três grandes grupos: as classes 1, 2 e 3, a classe 1 é a antiga 

classe bacteriana, a classe 2 é antiga classe vegetal, e a 3 a de Rhizobium etli. (Da Silva et 

al., 2022). As L-ASNases de origem bacteriana, em geral, são subdivididas em tipos I, II 

e III (Jia et al., 2021). 

Os dos tipos I e II diferem pela afinidade por Asn ou Gln e também pela 

localização celular. As L-ASNases bacterianas do tipo I são citosólicas, possuem 

afinidade reduzida pela Asn (KM na faixa de milimolar), atividade glutaminásica 

específica alta e se apresenta na forma de dímeros em sua conformação nativa, com um 

sítio ativo. Já as bacterianas do tipo II são enzimas periplasmáticas ou associadas à 

membrana celular, possuindo alta afinidade pela Asn (KM na faixa de milimolar). Baixa 

atividade glutaminática, apresentando-se como um homotetrâmero na sua forma nativa, 

possuindo quatro sítios ativos (Figura 2) (Castro et al., 2021; Yao et al., 2005). As L- 

ASNAases tipo III, são dímeros de heterodímeros (heterotetrâmeros) em sua forma nativa 

com subunidades designadas de α e β (Michalska; Hernandez-Santoyo; Jaskolski, 2008). 

Quanto as L-ASNases do tipo rizóbias, estão como homodímeros, assim como as L- 

ASNases bacterianas do tipo I, entretanto não possuem relação filogenética com as 

enzimas das outras duas classes (Loch et al., 2021). 
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Figura 2 – Estrutura tridimensional de L-asparaginase tipo 2 de Escherichia coli 
 

 
Nota: Fonte: (SWAIN et al., 1993). Tetrâmero da L-asparaginase de E. coli com o produto da reação 

catalítica presente no sítio ativo. O aspartato está representado na figura com carbonos em branco. Cada 

monômero possui um sítio ativo, e é possível visualizar que cada um possui uma molécula de L-aspartato 

presente. 

Como falado anteriormente, a presença da L-asparagina no ambiente tumoral 

propicia a proliferação das células malignas, dessa forma, em decorrência da alta 

afinidade pela Asn, as L-ASNases do tipo II são as mais estudadas e utilizadas para 

aplicação devido seu potencial anticancerígeno (Jalaja Vidya et al., 2011; Maria Celeste 

Emerick, 2017). Seu primeiro relato aconteceu no início do século XX, mas somente na 

década de 50 foi demonstrada sua capacidade de inibir a proliferação de linfocarcinoma 

e carcinoma mamário, uma vez que foi identificada no soro de porcos da índia por Kidd 

(1953). Atualmente, têm-se duas L-asparaginases bacterianas do tipo II que se destacam 

no tratamento do câncer: Escherichia coli (EcAII) e Dickeya chrysanthemi (ErA) 

(Beckett; Gervais, 2019; Jalaja Vidya et al., 2011; Maria Celeste Emerick, 2017). 
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A asparaginase de E. coli (EcAII) possui 326 resíduos por monômero que se 

associam em uma estrutura quaternária de ~140 kDa (tamanho do tetrâmero). Essa 

característica é compartilhada por outras asparaginases homólogas, inclusive D. 

chrysanthemi (Batool et al., 2016; Swain et al., 1993). Ao longo do tempo, algumas 

teorias a respeito do mecanismo de catálise das L-asparaginases foram formuladas e 

testadas utilizando a enzima de E. coli e por mais que não haja um detalhamento 

completamente exato do mecanismo de catálise das L-asparaginases, a obtenção de 

estruturas moleculares através de cristalografia de raios-X, estudos funcionais, 

experimentais e computacionais, foram capazes de estabelecer mecanismos de catálise 

mais prováveis para essas enzimas (Anishkin et al., 2015; Gesto et al., 2013; Schalk et 

al., 2016). 

A estrutura em alta resolução de EcAII, foi publicada pela primeira vez em 1993, 

na qual, foi detalhado sua estrutura, em especial o sítio ativo (Figura 2). Por meio da co- 

cristalização da enzima interagindo com o ligante, foi possível indicar alguns aminoácidos 

presentes no sítio ativo como, Thr12, Ser58, Gln59, Thr89, Asp90, Ala114 e Glu283, 

sendo também possível a hipótese de catálise através de um ataque nucleofílico de um 

desses aminoácidos ao grupo β-amida da Asn (Swain et al., 1993). A partir desse 

momento, vários estudos in silico e in vitro foram desenvolvidos para esclarecer os 

mecanismos de catálise da EcAII, nos quais, foram descobertos outros resíduos de 

aminoácidos participantes da catálise (Tyr25, Lys162 e Asn248), de modo que esse 

processo catalítico também pode ser empregado para a maioria das outras L-ASNases 

(Anishkin et al., 2015; Lubkowski et al., 2020). 

Duas teorias foram defendidas como prováveis mecanismos de ação dessas 

enzimas: a do desacoplamento único, ou direto, e a do desacoplamento duplo (ping-pong). 

A teoria do desacoplamento único, possui uma menor quantidade de passos para 

finalização do ciclo catalítico, de modo que ambas as moléculas de amônia e aspartato 

são liberadas juntas, sem qualquer ligação forte entre as moléculas e a enzima, não 

havendo formação de um intermediário o (Gesto et al., 2013; Schalk et al., 2016). 

Na segunda teoria, amônia e aspartato são liberados do sítio ativo da enzima em 

momentos distintos, sendo a principal diferença de uma teoria para outra, é que nesta 

existe a presença de um intermediário acil-enzima. Sendo a mais defendida, a teoria do 

desacoplamento duplo foi comprovada experimentalmente com estruturas de mutantes da 

asparaginase II de E. coli. Uma troca de elétrons é realizada entre o Asp90 e Thr12 através 
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de uma cadeia de 3 águas e a Tyr25 (Figura 3). Essa troca possibilita a ligação covalente 

entre a Thr12 e o substrato. Dessa forma, o substrato adquire um elétron do resíduo 

nucleofílico, Thr89, e a amônia é liberada da molécula para o meio, formando, assim, o 

intermediário acil-enzima. Sendo assim, o resíduo de treonina fica livre, ou seja, sem um 

átomo de hidrogênio, que permite receber um hidrogênio da Lys162, ficando com uma 

carga líquida neutra por instantes. A partir disso, uma água entra no processo e doa um 

elétron para Thr89, que devolve da Lys162, e a hidroxila restante da molécula de água é 

ligada ao substrato. Com isso, a ligação covalente com a Thr12 é enfraquecida, a qual 

obtém seu elétron novamente do Asp90 pela mesma cadeia de água e Tyr25. Isso retorna 

o resíduo de aspartato ao seu estado de carga líquida negativo, liberando o aspartato do 

sítio ativo. Dessa forma, a enzima é restabelecida para um novo ciclo de catálise 

(Lubkowski et al., 2020; Palm et al., 1996). 

Figura 3 – Mecanismo de reação da L-asparaginase 
 

 
 

Fonte: adaptado de Lubkowski et al. (2020). Representação do mecanismo de catálise das L-asparaginases 

bacterianas. (I) doação de um hidrogênio da Thr12 para o Asp90 e conseguinte formação de ligação 

covalente entre Thr12 e o substrato; (II) ataque nucleofílico realizado pela Thr89, a qual perde um 

hidrogênio para a amônia formada com o grupo amina do substrato. Esse hidrogênio da Thr89 é reposto 

com um doado pela Lys162, que fica com carga neutra. (III) a Lys162 recupera seu hidrogênio e a Thr89 

obtém um de uma molécula de água. A hidroxila restante dessa molécula se liga ao substrato. (IV) a ligação 

da hidroxila ao substrato enfraquece a ligação covalente com a Thr12, a qual recupera seu hidrogênio do 

Asp90 e desfaz a ligação covalente. (V) desfeita a ligação covalente, a enzima encontra-se pronta par outro 

ciclo de catálise e o produto é liberado do sítio ativo. 



24 
 

Mediante a reação catalisada pelas L-ASNases, a maioria dos métodos utilizados 

para estimar sua atividade atuam através da medida de um dos produtos formados, 

aspartato ou amônia. O método colorimétrico no Nessler é um dos mais utilizados para a 

quantificação de atividade das L-ASNases, mediante a concentração de amônia, de modo 

que, o tetraiodomercurato (II) de potássio (K2HgI4), presente na solução do reagente de 

Nessler, irá reagir com NH3, produzindo uma substância coloidal de cor amarelada cuja 

absorbância a 436 nm pode ser medida em espectrofotômetro (IMADA et al., 1973; 

Sidney Shifrin; Catherine L Parrott, 1974; Simas et al., 2021). 

Como foi mencionado anteriormente, duas L-asparaginases bacterianas do tipo II 

que se destacam no tratamento do câncer: Escherichia coli (EcAII) e Dickeya 

chrysanthemi (ErA). Ambas as enzimas bacterianas possuem ótima atividade catalítica e 

são consideradas modelos para o estudo e engenharia de enzimas aprimoradas, em 

especial a EcAII, devido a sua alta atividade específica, representada por um baixo valor 

de KM e ótima estabilidade. Devido possuírem essas características, elas são 

habitualmente empregadas na combinação medicamentosa utilizada no tratamento 

quimioterápico da LLA. Diferentes fabricantes produzem a enzima comercial com 

diferentes níveis de pureza e atividade (Schnuchel et al., 2023). No Brasil, ainda não há 

a produção desse medicamento, sendo adquirido por importação, de modo que se houver 

emergências pode gerar desabastecimento. Uma das dificuldades que já prejudicou 

pacientes durante um certo período foi a troca de fabricantes desse medicamento, visto 

que uma nova marca (Leuginase®), que substituiu Aginasa® e Eslpar®, não apresentou 

eficiência terapêutica esperada e manifestando uma maior imunogenicidade 

(Michalowski et al., 2021). Contudo, diversos efeitos colaterais decorreram dessa 

administração dessas L-asparaginases. Essas reações ocorreram por fatores como, a 

imunogenicidade e atividade residual elevada contra L-glutamina. Essas razões 

interferem no tratamento e resposta do paciente, de modo que a gravidade dos efeitos 

colaterais pode inviabilizar o uso dessas enzimas (Baral et al., 2021; Barbosa et al., 2019; 

Beckett; Gervais, 2019; Burke; Zalewska-Szewczyk, 2022). 

O termo imunogenicidade se refere a capacidade de um patógeno ou substância 

danosa, como uma proteína, induzir uma resposta de defesa específica quando exposta ao 

sistema imune (Darren R. Flower, 2007). Proteínas usadas em terapias medicamentosas 

podem possuir um certo potencial imunogênico, ocasionando prejuízos e redução na 

eficiência do tratamento (Ahmad; Eweida; El-Sayed, 2016; Wan, 2016). Além da 
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imunogenicidade, sua administração pode causar efeitos adversos, como reações de 

hipersensibilidades tipo anafilaxia, ou seja, reação alérgica aguda, acompanhada de 

edema, febre e urticária (Albertsen et al., 2002; Woo et al., 2000). Esses sintomas 

acontecem em cerca de 30% dos pacientes que utilizaram a enzima de E. coli, 

principalmente durante os regimes terapêuticos de reindução e intensificação (Eduard H. 

Panosyan et al., 2004). Pensado nisso, a busca por enzimas substitutas que não estimulem 

reações de hipersensibilidade e outros efeitos colaterais levou a elaboração da PEG- 

Asparaginase de E.coli, que apresenta menor imunogenicidade, mas não tanto suficiente 

para eliminar as reações adversas que os pacientes manifestam (Hijiya; Van der Sluis, 

2016; Lanvers-Kaminsky, 2017). Devido essas razões, a comunidade científica trabalha 

em busca de outras fontes de L-asparaginase que produzam enzimas que possam substituir 

as comercializadas atualmente (Beulah; Hemalatha, 2019; Dias; Santos Aguilar; Sato, 

2019; Izadpanah Qeshmi et al., 2018). 

Uma potencial alternativa para essa problemática é a L-ASNase do tipo II de 

Bacillus subtilis (BsAII), que vêm atraindo mais atenção recentemente por apresentar 

condições de atuação, como o pH ideal próximo da neutralidade e temperatura ideal para 

sua atividade, similares à enzima de E. coli, embora apresente uma afinidade pelo 

substrato mais baixa (KM maior) (Jia et al., 2013; Onishi et al., 2011). 

 

 
1.3.1 L-asparaginases bacterianas e importância da cristalização de enzimas para 

aplicações no desenvolvimento de biofármacos 

As bactérias são fontes ricas de L-ASNases, possuindo interesse médico 

considerável devido a possibilidade de controle do carbono e nitrogênio, temperatura, pH, 

e níveis de oxigênio. Também é importante o estudo dos fatores bioquímicos e 

farmacológicos já que são eles que influenciam a presença de atividade antileucêmica 

(Sanches; Krauchenco; Polikarpov, 2007; Vidya et al., 2017). Alguns trabalhos 

evidenciam o isolamento da L-ASNase com atividade anticâncer a partir de diferentes 

espécies bacterianas (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Bactérias gram-negativas e gram-positivas produtoras de L-ASNases. 
 

 
Fonte: a autora, adaptado de BATOOL et al., 2016. 

 
Como já mencionado, as L-ASNases bacterianas são classificadas em dois 

subtipos, I e II. Como exemplo de L-ASNases do tipo II, temos a codificada pelo gene 

ansB, em Escherichia coli, e pelo gene ansZ pela gram-positiva Bacillus subtilis. Essas, 

possuem um Km aparente na ordem micromolar (μm), apresentando uma alta afinidade 

pelo substrato e alta atividade antitumoral in vitro e in vivo relatada, em razão disso elas 

são empregadas nas formulações de quimioterápicos para tratamento da leucemia, 

atuando junto com outros fármacos como a vincristina e os glicocorticoides (Kotzia; 

Labrou, 2007; Yun et al., 2007). 

A produção dessas enzimas para indústria farmacêutica são desenvolvidas com a 

utilização da tecnologia do DNA recombinante, que possibilita a obtenção de resultados 

mais rápidos e precisos, aumentando principalmente o nível de produção (Aditya M. Nair; 

Anslet Mary; Saanya Yadav, 2021). A técnica do DNA recombinante baseia-se na inserção 

de sequências gênicas codificadoras em vetores de clonagem, de modo que esse vetor seja 

transferido a uma plataforma de expressão, isto é, um organismo hospedeiro que poderá 

multiplicar o vetor ou expressar a proteína de interesse (Aditya M. Nair; Anslet Mary; 

Saanya Yadav, 2021). 

A partir da obtenção da proteína de interesse, é possível sua cristalização, etapa 

fundamental para o estudo detalhado de sua estrutura molecular, de modo que existe um 

crescente interesse no desenvolvimento de formulações cristalinas de proteínas confiáveis 

para aplicações médicas e biotecnológicas. Apesar da cristalização de proteínas ser um 
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processo complexo e influenciado por inúmeros fatores que governam a nucleação e o 

crescimento cristalino, estratégias inovadoras são desenvolvidas para enfrentar os 

desafios associados à formulação de partículas cristalinas em larga escala, 

particularmente para proteínas frágeis, terapêuticas e de relevância industrial (Jaison et 

al., 2025). 

A manipulação e o aproveitamento de cristais de proteínas para o desenvolvimento 

de biofármacos estáveis têm apresentado avanços significativos, embora ainda persistam 

incertezas quanto à formação final da estrutura cristalina funcional. Além disso, 

investigações científicas e estratégias de otimização estrutural estão sendo direcionadas 

para a engenharia de sistemas proteicos com a finalidade de superar as limitações 

tradicionais de formação de cristais (Jaison et al., 2025). 

 

 
2 JUSTIFICATIVA 

 

 
Em uma perspectiva mundial do sistema público de saúde brasileiro (SUS), o 

governo federal pode atuar como comprador ativo no mercado de medicamentos, dessa 

forma, com o aumento das negociações dos preços e a aquisição desses produtos por 

instituições governamentais, é estabelecido acesso para instalação de Parcerias de 

Desenvolvimento Produtivo (PDP), no qual o objetivo é mediar a transferência de 

tecnologia necessária ao desenvolvimento e fabricação nacional de medicamento para o 

SUS (Denis Borges Barbosa, 2013). Essa estratégia tem como intuito mitigar a 

necessidade que o governo estiver passando, através do incentivo da produção nacional 

de medicamentos. Esse método diminuiria a vulnerabilidade do país, no que se refere aos 

custos e burocracias do abastecimento de produtos de saúde à população e dependência 

da produtividade dos laboratórios internacionais. 

À vista disso, a L-asparaginase II é uma proteína terapêutica utilizada no tratamento 

da Leucemia Linfóide Aguda, de modo que, sua principal formulação utilizada nos 

tratamentos quimioterápicos é oriunda da bactéria, Escherichia coli, que mesmo sendo 

eficiente, pode causar efeitos de hipersensibilidade (Müller, 1998; Rosano; Ceccarelli, 

2014; Ulu; Ates, 2017). Até o final de 2013, 104 projetos de PDP receberam aprovação 

de comitê especializado do Ministério da Saúde, sendo que 16 eram referentes a 

medicamentos oncoterápicos, inclusive a L-ASNase II (Sundfeld; Souza, 2013). Embora 
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houvesse tentativas para nacionalização da produção para garantir o abastecimento 

nacional, o projeto de PDP da L-ASNase está caminhando a passos lentos desde 2014 

(SECRETARIA DE CIÊNCIA, 2020). Apesar da importância do medicamento, a oferta 

de L-aspararaginase não tem suprido a demanda imposta pelo mercado brasileiro. Em um 

estudo realizado na América Latina, foi observado no período entre 2010 e 2024, 578 

pacientes com LLA, no qual 65,7% desse número são do Brasil (Silva et al., 2025). Outro 

estudo realizado na população pediátrica de Hong Kong com LLA e que era submetida 

ao tratamento com L-aparaginase, foi possível observar custos de tratamentos que 

variaram em média de R$11.000 à R$431.736, essa variação nos valores variaram de 

acordo com os pacientes, se eram de baixo ou intermediário grau de risco, se precisaram 

de doses adicionais da medicação, se era L-asparaginase ou PEG-aspraginase ou ainda se 

os pacientes apresentaram hipersensibilidade ou reação adversa à L-asparaginase (JTS Li; 

CK Li; ∙F Cheng, 2022). 

A partir disso, o Brasil passa por desafios burocráticos na aquisição da L-ASNases 

II, gerando crise de abastecimento e impactos negativos nos protocolos de tratamento dos 

pacientes atingidos por leucemias, visto que seu uso é fundamental para sobrevida em 

casos mais graves. Para tentar amenizar a situação, o governo brasileiro começou a 

fornecer através do SUS a Leuginase®, um biofármaco de origem chinesa, contendo um 

melhor preço. Entretanto, casos de baixa eficiência e insatisfação da comunidade médica, 

geraram debates entre os oncologistas e o governo brasileiro sobre sua utilização, levando 

a seu afastamento do mercado nacional (Zenatti et al., 2018). Assim, é imprescindível que 

o Brasil administre as etapas de produção deste biofármaco, além disso é necessários a 

busca de L-asparaginases de novas fontes com propriedades e imunogenicidade 

melhoradas. 

Com base nas informações anteriores, este trabalho justifica-se sobre a proposta de 

produzir e caracterizar bioquimicamente a L-ASNases II de Bacillus subtilis, como etapa 

preliminar para avaliação de sua eficiência como biofármaco antineoplásico. 
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3 OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo Geral 

 

 
Produzir e caracterizar as propriedades bioquímicas e terapêuticas da L- 

asparaginase II recombinante de Bacillus subtilis, fazendo uma comparação com a enzima 

comercial de Escherichia coli. 

 

 
3.2 Objetivos Específicos 

 

 
 Expressar e purificar as L-ASNases II de Bacillus subtilis e Escherichia coli.

 Determinar a temperatura e pH ótimos, estabilidade térmica e parâmetros 

cinéticos das L-ASNases.

 Avaliar a atividade citotóxica das L-ASNases em linhagens de células tumorais e 

determinar a CI50.

 Avaliar e comparar a imunogenicidade das L-asparaginases de Bacillus subtilis e

Escherichia coli. 

 Cristalizar e determinar a estrutura tridimensional da L-ASNase de Bacillus 
subtilis.



30 
 

4 METODOLOGIA 
 

4.1 Clonagem Molecular 
 

O gene ansZ foi amplificado por PCR utilizando DNA cromossômico de Bacillus 

subtilis 168 (ATCC 23857) como molde. Os primers 5’- 

ATATGCTAGCCCTGAAACAAAAGAATCC-3’ (direto) e 5’- 

ATCGGATCCTTAATACTCATTGAAATAAGC-3’ (reverso) foram projetados para 

flanquear a sequência de interesse de Asp-Z, excluindo a sequência do peptídeo sinal 

nativo (aminoácidos 1–23) e introduzindo sítios de restrição NheI e BamHI (sublinhados). 

O gene amplificado foi digerido e ligado ao vetor pET-28a(+) para gerar a construção 

ansZ-pET-28a, que foi então transformada em células de E. coli BL21(DE3) Rosetta por 

choque térmico. Uma abordagem semelhante foi utilizada para a clonagem do gene ansB 

de E. coli (Asp-B), empregando os  primers 5’- 

AGTATGCTAGCTTACCCAATATCACCATT-3’  e  5’- 

ATCGGATCCTTAGTACTGATTGAAGAT-3’, que contêm os mesmos sítios de restrição 

e também excluem a sequência do peptídeo sinal nativo (aminoácidos 1–22). Nesse 

sistema de expressão, o vetor pET-28a direciona a expressão intracelular, produzindo 

enzimas recombinantes com uma extensão N-terminal de 23 aminoácidos contendo uma 

sequência 6xHis e um sítio de clivagem para trombina (Figura 7). Como essa sequência 

não interferiu na atividade enzimática ou no correto enovelamento da proteína, ela não 

foi removida após a purificação. 

 

 
4.2 Expressão heteróloga em sistema bacteriano 

 
Colônias de E. coli BL21 (DE3) Rosetta abrigando construções ansB-pET-28a e ansZ- 

pET-28a foram inoculadas em 5 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol (34 

μg/mL) e canamicina (40 μg/mL) e incubadas durante a noite a 37°C sob agitação a 200 

rpm. A cultura noturna foi utilizada para inocular 500 mL de meio LB contendo os 

mesmos antibióticos, que foi incubado a 37 °C e 230 rpm até atingir uma densidade óptica 

(DO600) de 0,6. A expressão proteica foi induzida pela adição de 0,5 mM de isopropil-β- 

D-tiogalactopiranosídeo (IPTG), seguida de incubação a 17 °C, overnight. A cultura foi 

então centrifugada a 8.000 × g durante 10 minutos, e o sedimento bacteriano resultante 

foi coletado para processamento posterior. 
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4.3 Purificação da L-asparaginase recombinante 
 

O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 15 mL de tampão de lise (50 mM Tris, 

300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0) suplementado com 1% de Triton X-100 e 1 mM 

de PMSF. A ruptura celular foi realizada utilizando um sonicador QSonica Q700 equipado 

com uma microponteira, aplicando pulsos de 20 s ON e 40 s OFF durante 20 min com 

amplitude de 30%. A fração solúvel foi recuperada por centrifugação a 10.000 × g durante 

30 minutos a 4 °C e filtrada através de uma membrana de 0,22 μm para remoção de 

detritos celulares. O lisado clarificado foi submetido à cromatografia de afinidade por íons 

metálicos imobilizados (IMAC) utilizando uma coluna de níquel-sepharose de 1 mL 

(HisTrap HP, Cytiva) em um sistema Äkta Pure 25 (Cytiva®) a uma vazão de 1 mL·min⁻¹. 

Após a equilibração da coluna com o tampão de lise, as proteínas foram retidas 

seletivamente e os contaminantes foram removidos por lavagem com 20 volumes de 

coluna de tampão de lise contendo 20 mM de imidazol. As proteínas ligadas foram então 

eluídas utilizando o mesmo tampão contendo 300 mM de imidazol, e as frações eluídas 

foram analisadas por SDS-PAGE (12,5%) para avaliar a pureza. As frações contendo as 

enzimas purificadas foram dialisadas contra tampão Tris 50 mM e NaCl 300 mM para 

remover o imidazol. A quantificação de proteínas foi realizada utilizando um 

espectrofotômetro Nanodrop® a 280 nm, e as concentrações foram determinadas com 

base no coeficiente de extinção molar de cada enzima (Asp-B: 23.505 M⁻¹ cm⁻¹; Asp-Z: 

16.390 M⁻¹ cm⁻¹). A proteína eluída foi analisada por SDS-PAGE e Western Blot 

utilizando um anticorpo anti-His tag (Sigma-Aldrich®, A5588) e um anticorpo anti- 

asparaginase de E. coli (Biorbyt® orb20991), seguindo protocolos padrão. A massa 

molecular nativa das enzimas foi determinada por filtração em gel em uma coluna 

Sephacryl S-200 HR 16/60 acoplada a um sistema Akta (Cytiva). Uma alíquota de 200 

μL contendo 0,5 mg/mL de Asp-Z ou Asp-B, dissolvida em tampão de equilíbrio (50 mM 

Tris-HCl, pH 8,0, contendo 300 mM NaCl), foi aplicada na matriz e a proteína foi eluída 

a uma vazão de 0,50 mL min⁻¹ utilizando eluição isocrática. Álcool desidrogenase (150 

kDa), conalbumina (75 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa) e albumina de ovo (44 

kDa) foram utilizadas como padrões de proteína. Para avaliar a distribuição das proteínas 

recombinantes ao longo do processo de purificação, os lisados bacterianos foram 

separados em frações solúveis e insolúveis. Amostras dessas frações, bem como de cada 
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etapa subsequente de IMAC, foram analisadas por SDS-PAGE a 12,5% e quantificadas 

utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, nº 23227). 

4.4 Comparação das estruturas primárias de Asp-Z e Asp-B 
 

As sequências primárias de Asp-Z e Asp-B foram alinhadas para comparar regiões 

homólogas e identificar resíduos-chave. A ferramenta de alinhamento de múltiplas 

sequências Multalin (Corpet, 1988) foi usada para realizar o alinhamento das sequências 

e preparar a imagem resultante. 

 

 
4.5 Dicroísmo Circular 

 
Para determinar o estado de dobramento e a temperatura de fusão (Tm) de Asp-Z 

e Asp-B, foi utilizado um espectropolarímetro Jasco® J-815 (Jasco International Co., 

Japão). Antes da análise, as enzimas foram dialisadas contra tampão fosfato de sódio 20 

mM (pH 7,0) e diluídas para uma concentração final de 200 μg·mL⁻¹. Asp-Z e Asp-B 

foram analisadas na região do ultravioleta distante (190–240 nm) utilizando uma cubeta 

com caminho óptico de 5 mm, largura de banda de 1 nm e velocidade de varredura de 50 

nm·min⁻¹ a 20 °C. O espectro do tampão foi utilizado para correção da linha de base. Para 

a determinação de Tm, as medições foram realizadas a 220 nm em uma faixa de 

temperatura de 20–95 °C, com velocidade de varredura de 3 °C·min⁻¹. Os dados obtidos 

foram analisados usando o algoritmo SELCON3, com o conjunto de dados 4 como 

referência, no servidor web DichroWeb (Sreerama; Woody, 1993; Sreerama; 

Venyaminov; Woody, 2000; Whitmore; Wallace, 2008). 

 

 
4.6 Atividade enzimática 

 
A atividade da L-asparaginase foi medida utilizando o método de Nesslerização, 

baseado em relatos anteriores com pequenas adaptações (Gomes et al., 2024; Magri et al., 

2018; Shifrin; Parrott; Luborsky, 1974). Para a medição da atividade, 50 μL de cada 

enzima foram incubados em 700 μL de tampão Tris 50 mM, NaCl 300 mM (pH 8,0) e 

250 μL de asparagina 94,5 mM por 30 minutos a 37 °C. Após a incubação, a reação foi 

interrompida pela adição de 100 μL de ácido tricloroacético (TCA) 1,5 M. Em seguida, 

125 μL da mistura reacional foram adicionados a uma solução contendo 1,75 mL de água 

destilada e 125 μL do reagente de Nessler. A absorbância foi medida a 436 nm utilizando 
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um espectrofotômetro. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, salvo indicação 

em contrário. A concentração de amônio liberado pela reação enzimática foi determinada 

por regressão linear usando uma curva padrão de sulfato de amônio ((NH₄)₂SO₄) com 

concentrações variando de 0,375 a 12 mM. Uma unidade (U) de atividade enzimática da 

L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 μmol 

de amônia por minuto a 37 °C. 

Alternativamente, a atividade enzimática foi medida usando o método Indooxina, 

baseado em protocolos descritos anteriormente com pequenas adaptações (Magri et al., 

2018). Resumidamente, 10 μL de L-aspartil β-hidroxamato (AHA) 20 mM preparado em 

tampão Tris 50 mM (pH 8,0) contendo NaCl 0,3 M foram misturados com 180 μL do 

mesmo tampão (concentração final de AHA: 1 mM). Posteriormente, 10 μL de solução 

enzimática foram adicionados à mistura. As reações foram realizadas em microplacas de 

96 poços e incubadas a 37 °C por 30 minutos. Após a incubação, 40 μL da mistura 

reacional foram transferidos para 160 μL de solução de 8-hidroxiquinolina (preparada na 

proporção de 1:3 em volume de 2% (p/v) de 8-hidroxiquinolina em etanol 100% e Na₂CO₃ 

1 M), seguida de incubação a 100 °C por 1 minuto para permitir o desenvolvimento da 

cor. A absorbância foi medida a 710 nm usando um leitor de microplacas. A atividade 

enzimática foi calculada quantificando-se o produto da reação usando seu coeficiente de 

extinção molar (ε = 17.000 mol⁻¹ L cm⁻¹) a 710 nm (Derst; Henseling; Röhm, 2000). Uma 

unidade (U) de atividade de ASNase foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para produzir 1 μmol de indooxina por minuto a 37 °C. 

 

 
4.7 Efeitos da variação de pH e temperatura na atividade enzimática 

 
O efeito do pH na atividade enzimática foi avaliado utilizando o ensaio 

colorimétrico de Nessler, seguindo o protocolo descrito na Seção 4.6. Para este ensaio, as 

enzimas foram incubadas em diferentes soluções tampão com valores de pH variando de 

2,6 a 10,0, utilizando-se tampão citrato-fosfato (0,3 M) para pH 2,6 a 8,0, tampão Tris- 

HCl (50 mM) para pH 8,0 a 9,0 e tampão glicina (50 mM) para pH 9,0 a 10,0. A 

temperatura ótima para a atividade enzimática foi determinada utilizando o mesmo 

método, com a mistura reacional incubada em temperaturas variando de 30 °C a 70 °C, 

em pH 7,4. A termoestabilidade da enzima foi avaliada incubando-se as enzimas a 60 °C 

por diferentes intervalos de tempo, e a atividade enzimática foi medida em cada ponto de 
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tempo seguindo o protocolo descrito na Seção 4.6. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

4.8 Estudos de cinética e inativação enzimática 
 

As propriedades cinéticas foram determinadas por meio do ensaio com indooxina 

e do ensaio de Nesslerização, conforme os respectivos métodos. Os parâmetros cinéticos 

das enzimas foram determinados em duas temperaturas, 37 °C e 55 °C, com base em um 

método previamente descrito com adaptações (Gomes et al., 2024). O ensaio com 

indooxina foi empregado devido à sua maior sensibilidade. As reações foram realizadas 

utilizando concentrações variáveis de AHA, mantendo-se a concentração da enzima 

constante. A Asp-B foi utilizada em concentrações finais de 2,5 nM a 37 °C e 1,25 nM a 

55 °C, enquanto a Asp-Z foi utilizada a 5,0 nM em ambas as condições. Todas as reações 

foram realizadas em pH 7,4 em tampão fosfato de sódio 50 mM. As concentrações de 

AHA variaram de 10 μM a 1 mM para Asp-B e Asp-Z a 37 °C, e de 10 μM a 1,5 mM para 

Asp-B e Asp-Z a 55 °C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados 

resultantes foram ajustados à equação de Michaelis-Menten usando o software SigrafW 

(Leone et al., 2005), e os gráficos foram gerados usando o GraphPad Prism versão 8.0. 

No ensaio de Nessler, os parâmetros cinéticos das enzimas foram determinados em 

duas temperaturas, 37°C e 55°C, seguindo um método relatado anteriormente com 

adaptações (Gomes et al., 2024). Diferentes concentrações de L-asparagina foram usadas, 

mantendo uma concentração fixa de enzima de 0,5 μM para ambas as enzimas e nas duas 

temperaturas, exceto para Asp-Z a 37° C que foi ajustando a concentração de 1,0 μM. As 

reações foram conduzidas em pH 7,4 usando tampão de fosfato de sódio 50 mM. As 

concentrações finais de L-asparagina a 37°C variaram de 0,25 a 10 mM para Asp-B e 

0,125 a 14 mM para Asp-Z. A 55°C, as concentrações de L-asparagina variaram de 0,125 

a 16 mM para Asp-B e 0,125 a 20 mM para Asp-Z. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata, e os dados obtidos foram ajustados à equação de Michaelis Menten usando o 

software SigrafW (Leone et al., 2005), enquanto os dados foram plotados usando o 

software GraphPad Prism versão 8.0. Além disso, para avaliar a atividade não específica 

da glutaminase, 8 μM de cada enzima foi incubado com L-glutamina em concentrações 

de 10 e 20 mM, seguindo o ensaio de Nesslerização descrito na Seção 4.6. A atividade 

específica foi calculada em unidades por miligrama de proteína (U/mg), usando a massa 

molecular dos monômeros da proteína para os cálculos. 
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A dependência da enzima em relação aos metais foi avaliada seguindo um 

protocolo previamente relatado com pequenas adaptações (Gomes et al., 2024). 

Resumidamente, Asp-B e Asp-Z foram incubados por 1 h a 4 °C com MnCl₂, CuSO₄, 

C₂H₃LiO₂, NiSO₄, KCl, CaCl₂, NaCl e MgCl₂. Todos os reagentes foram utilizados na 

concentração final de 10 mM em tampão Tris 50 mM (pH 8,0). As enzimas Asp-B e Asp- 

Z foram utilizadas nas concentrações finais de 25 nM e 100 nM, respectivamente. Antes 

do experimento, ambas as enzimas foram extensivamente dialisadas contra tampão Tris 

50 mM (pH 8,0) para remover os sais residuais. Além disso, para avaliar a influência de 

potenciais interferentes na atividade enzimática, ureia (2 mM), EDTA (2 mM) e β- 

mercaptoetanol (7 mM) também foram incubados com Asp-B e Asp-Z nas mesmas 

concentrações enzimáticas descritas acima. A atividade enzimática foi posteriormente 

medida a 55 °C utilizando o método da indoxina descrito na Seção 4.6. 

 

 
4.9 Ensaio de viabilidade celular 

 
A atividade antiproliferativa de Asp-B e Asp-Z em células tumorais foi avaliada 

utilizando um ensaio colorimétrico baseado na redução do brometo de 3-(4,5-dimetil-2- 

tiazolil)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) a cristais de formazan púrpura por células 

metabolicamente ativas (Mosmann, 1983). As linhagens de células tumorais utilizadas 

neste estudo foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As linhagens 

de células tumorais RAJI (linfoma de Burkitt), JURKAT (leucemia linfoblástica aguda) e 

K562 (leucemia mieloide crônica) foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U mL⁻¹ de penicilina e 100 μg mL⁻¹ de 

estreptomicina a 37 °C em atmosfera com 5% de CO₂. Essas linhagens celulares foram 

selecionadas com base em seus níveis de expressão da asparagina sintetase (ASNS), sendo 

que RAJI e JURKAT exibem expressão de ASNS consideravelmente menor do que K562, 

em concordância com estudos anteriores (Irino et al., 2004; LI et al., 2014; Pontén; 

Jirström; Uhlen, 2008; Uhlen et al., 2017) e confirmado por experimentos de PCR em 

tempo real (Figura 12). Para o ensaio MTT, as células foram semeadas em placas de 96 

poços a 4 × 10⁵ células mL⁻¹ para RAJI e JURKAT e 3 × 10⁵ células mL⁻¹ para K562. 

Asp-Z e Asp-B foram diluídos em meio RPMI e adicionados aos poços em concentrações 

finais variando de 1,9 a 250 μg/mL. As placas foram incubadas por 72 h a 37 °C em 

atmosfera de 5% de CO₂. Após a incubação, 20 μL de solução de MTT (0,5 mg/mL) foram 

adicionados a cada poço, seguidos por uma incubação adicional de 4 horas. As placas 
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foram então centrifugadas e os cristais de formazan foram dissolvidos em 150 μL de 

DMSO. A absorbância foi medida a 570 nm. Os valores de IC50 (concentração necessária 

para inibir 50% do crescimento celular) para cada amostra foram calculados por regressão 

não linear com base nos valores de absorbância medidos, utilizando o software GraphPad 

Prism® 8.0. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata em três experimentos 

independentes. 

 
4.10 Previsão de imunogenicidade in silico 

 
A imunogenicidade de Asp-B e Asp-Z foi prevista e comparada usando 

ferramentas online disponíveis no Banco de Dados de Epítopos Imunológicos (IEDB). 

Para esta análise, foram utilizadas as sequências completas das proteínas recombinantes. 

A previsão de epítopos de MHC classe II foi realizada usando o NetMHCIIpan 4.1 EL, 

selecionando os alelos HLA-DRB107:01, HLA-DQA102:01 e HLA-DQB1*02:02, pois 

eles foram associados a reações adversas relacionadas à asparaginase (Fernandez et al., 

2014; Kutszegi et al., 2017; Reynisson et al., 2020). Nesta ferramenta, pontuações mais 

baixas indicam maior imunogenicidade. Para a previsão de epítopos de células T CD4, a 

análise focou em HLA-DRB1*07:01, seguindo o método descrito por (Dhanda et al., 

2018), onde pontuações mais altas indicam maior imunogenicidade. A previsão de 

epítopos de células B foi conduzida usando o Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 

(Jespersen et al., 2017). Adicionalmente, a predição de epítopos de anticorpos baseada em 

estrutura foi realizada utilizando o DiscoTope 2.0 (Kringelum et al., 2012) com o modelo 

estrutural Asp-Z (PDB ID 9BAD) e a estrutura cristalográfica Asp-B (PDB ID: 3ECA). 

Limiares padrão foram aplicados para todas as ferramentas, exceto para a predição de 

epítopos de MHC classe II, na qual apenas percentis ≤ 1 foram considerados na análise. 

 
4.11 Obtenção de cristais e determinação da estrutura: 

 
Inicialmente, a Asp-Z pura foi concentrada a 10 mg·mL⁻¹ em Tris 50 mM, pH 8, 

e centrifugada a 10.000 × g por 10 min a 4 °C. A enzima concentrada foi então utilizada 

para o crescimento de cristais através do método de difusão de vapor em gota suspensa 

(Jancarik; Kim, 1991). A triagem de cristalização foi realizada utilizando o kit JBScreen 

Wizard (Jena Bioscience, Alemanha) misturando 1 μL de proteína pura com 1 μL de 

solução de cristalização e pipetando 300 μL no reservatório em placas VDX a 293 K. Os 
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cristais foram obtidos em HEPES 0,1 M (pH 8,0), NaCl 0,1 M e PEG 400 25% (v/v) 

seguindo os mesmos procedimentos. Todos os cristais adequados foram criopreservados 

em glicerol a 25% e congelados instantaneamente em nitrogênio líquido usando alças 

metálicas. A coleta de dados de difração de raios X foi realizada na linha de luz MANACÁ 

do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS, Campinas, Brasil) em um 

comprimento de onda de 0,97718 Å, utilizando um detector (PILATUS 2M) a 125 mm 

do cristal. Um conjunto de 3600 imagens (oscilação de 0,1°) foi registrado. Os dados 

obtidos foram processados utilizando o pipeline MncAutoProc, que incorpora XDS, 

CCP4 e PHENIX (Kabsch, 2010; Liebschner et al., 2019; Winn et al., 2011). O 

refinamento molecular por substituição foi realizado utilizando o MOLREP (Vagin; 

Teplyakov, 1997) com um modelo de Asp-Z obtido a partir de sua estrutura primária 

utilizando o Alphafold 2 (Mirdita et al., 2022). Uma reconstrução inicial automática foi 

realizada com o BUCCANEER (Cowtan, 2006). Os refinamentos posicionais foram 

conduzidos utilizando o COOT, enquanto os refinamentos restritos foram realizados 

utilizando o REFMAC5 (Emsley; Cowtan, 2004; Murshudov; Vagin; Dodson, 1997). A 

estereoquímica da estrutura de Asp-Z foi avaliada usando análise do gráfico de 

Ramachandran pelo Molprobity, que permitiu a avaliação dos ângulos phi e psi, bem 

como o RMSD das ligações (Chen et al., 2010). As figuras da estrutura resolvida final 

foram geradas usando PyMOL (Schrödinger) (Delano, 2002). As coordenadas atômicas 

para a estrutura tridimensional de Asp-Z foram depositadas no Protein Data Bank (PDB) 

com o código 9BAD. 

 
4.12 Simulações de acoplamento molecular e alinhamento estrutural 

 
Simulações de acoplamento molecular foram realizadas para Asp-Z (PDB ID: 

9BAD) e Asp-B (PDB ID: 3ECA) (Swain et al., 1993) usando o AutoDock Vina (Trott; 

Olson, 2010). Os preparos da proteína e do ligante L-asparagina foram conduzidos usando 

o AutoDock Tools 1.5.7. Os parâmetros da caixa de grade para Asp-Z foram definidos 

com coordenadas centrais (X: 13,694, Y: -34,667, Z: -12,167) e dimensões (X: 10, Y: 10, 

Z: 12). Para Asp-B, as dimensões da caixa de grade permaneceram as mesmas, mas as 

coordenadas centrais foram ajustadas para X: 72,833, Y: 16,792, Z: 35,750. Esses 

parâmetros foram validados inicialmente por redocking. O parâmetro de exaustividade do 

acoplamento foi definido como 8 para ambas as proteínas. As simulações de acoplamento 

molecular foram executadas usando o AutoDock Vina, mantendo a proteína 
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rígida e permitindo a flexibilidade do ligante, e as interações proteína-ligante resultantes 

foram analisadas usando o PyMOL. 

 
4.13 Análise estatística 

 
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os dados foram plotados e analisados 

utilizando o GraphPad Prism, versão 8.0. As comparações estatísticas foram realizadas 

utilizando o Student’s t-test e/ou ANOVA de uma via, com p ≤ 0,05 considerado 

estatisticamente significativo. 

 

 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1 Expressão e purificação das enzimas recombinantes Asp-B e Asp-Z 

 
As condições de expressão produziram com sucesso proteínas solúveis, que foram 

purificadas em uma única etapa cromatográfica utilizando cromatografia de afinidade 

com Ni²⁺ (Figura 4A). A Tabela 2 resume as atividades enzimáticas e os parâmetros de 

purificação da L-asparaginase de B. subtilis (Asp-Z) e de E. coli (Asp-B) antes e depois 

da cromatografia (Figuras 5A e 5B). Após a purificação, Asp-Z foi obtida com uma 

concentração final de 2,4 mg·mL⁻¹ e Asp-B com 2,2 mg·mL⁻¹. Ambas as enzimas 

mantiveram sua atividade catalítica, com o processo de purificação resultando em um 

aumento de aproximadamente 11 vezes na pureza e uma recuperação de 60% do 

rendimento proteico. A massa molecular calculada de Asp-Z foi de 39.915,73 g/mol e a 

de Asp-B foi de 37.046,57 g/mol. Ambos os valores incluem uma sequência N-terminal 

de 23 aminoácidos contendo uma sequência de seis histidinas (His-tag), introduzida por 

meio de expressão recombinante utilizando o plasmídeo pET28a (Figura 7). No entanto, 

em suas formas tetraméricas nativas, Asp-Z e Asp-B exibiram massas moleculares 

aparentes de aproximadamente 160 kDa e 150 kDa, respectivamente (Figura 6). Além 

disso, a espectroscopia de dicroísmo circular (DC) confirmou que ambas as proteínas 

estavam corretamente enoveladas (Figuras 4D e 4E). A presença de Asp-Z e Asp-B nas 

amostras purificadas foi verificada por Western blotting utilizando um anticorpo anti-His 

(Figura 4B). Para avaliar a antigenicidade cruzada, o ensaio de Western blotting foi 

realizado utilizando um anticorpo policlonal anti-L-asparaginase de E. coli. Asp-Z exibiu 

um sinal notavelmente fraco em comparação com Asp-B (Figura 4C), o que é consistente 
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com a divergência antigênica esperada entre as enzimas de Bacillus subtilis e Escherichia 

coli. A diferença observada no reconhecimento de anticorpos provavelmente reflete a 

variação na sequência primária entre as duas enzimas e pode indicar um menor grau de 

reatividade cruzada entre elas, corroborando a presença de perfis antigênicos distintos 

para as duas L-asparaginases. 

 

 
Tabela 2 - Parâmetros de purificação para Asp-B e Asp-Z. 

 

Enzima Amostras 
Atividade 
total (U) 

Proteína total 
(mg) 

Atividad e 
-1 

Grau de 
purificação 

Rendi 
mento 

    (U mg )  (%) 

Extrato bruto 1225.49 160.50 7.63 1 100 
Afinidade com 

Ni²⁺ 807.84 9.60 84.15 11.02 65.92 

Extrato bruto 1021.24 180.0 5.67 1 100 
AspZ Afinidade com 619.60 Ni²⁺ 9.90 62.58 11.03 60.67 
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Figura 4 - Massa molecular aparente, Western blot e análise de estrutura secundária de 

Asp-B e Asp-Z. 
 

 
Fonte: a autora. (A) SDS-PAGE (12,5%) de Asp-B e Asp-Z purificadas. M: marcador de peso molecular; 

B: Asp-B (~37 kDa); Z: Asp-Z (~39 kDa). (B) Western blot utilizando um anticorpo anti-His tag. M: 

marcador de peso molecular; B: Asp-B; Z: Asp-Z. Ambas as enzimas recombinantes foram detectadas, 

confirmando sua identidade. (C) Western blot utilizando um anticorpo anti-asparaginase de E. coli (EcAII). 

M: marcador de peso molecular; B: Asp-B; Z: Asp-Z. Asp-B exibiu forte ligação, enquanto Asp-Z mostrou 

apenas fraco reconhecimento, sugerindo reatividade cruzada reduzida dos anticorpos anti-EcAII com Asp- 

Z. (D) Espectro de dicroísmo circular (DC) de Asp-B, confirmando o dobramento correto. (E) Espectro de 

dicroísmo circular (DC) de Asp-Z, indicando dobramento correto. 
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Figura 5 - Análise por SDS-PAGE das etapas de purificação de Asp-B e Asp-Z. 
 

 
Fonte: a autora. (A) Perfil de purificação de Asp-B. (B) Perfil de purificação de Asp-Z. M: marcador de 

peso molecular; S: fração proteica solúvel após lise celular; P: fração proteica insolúvel após lise celular; 

Ft: fração não ligada (proteínas não ligadas) da cromatografia de afinidade por imidazol (IMAC); 1: fração 

de lavagem com imidazol 100 mM; 2: fração eluída com imidazol 300 mM. A análise confirma a expressão 

solúvel e a purificação eficiente de Asp-B e Asp-Z, resultando em altos rendimentos. 
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Figura 6 - Massa molecular de proteínas nativas calculada por cromatografia de exclusão 

molecular. 
 

 
 

Fonte: a autora. A cromatografia de exclusão molecular foi realizada em uma coluna Sephacryl S-200 e 

calibrada com álcool desidrogenase (150 kDa), conalbumina (75 kDa), BSA (66 kDa) e albumina de ovo 

(44 kDa) como padrões de proteína. 

 

 
Figura 7- Sequências de aminoácidos das L-asparaginases recombinantes de Bacillus 

subtilis (Asp-Z) e Escherichia coli (Asp-B). 
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Fonte: a autora. A sequência N-terminal adicionada pelo vetor pET-28a(+), contendo a etiqueta His e o sítio 

de clivagem da trombina, está destacada em azul. A sequência nativa de Asp-Z é mostrada em verde e a de 

Asp-B em cinza. Ambos os construtos foram clonados sem suas sequências originais de peptídeo sinal e 

expressos com a etiqueta His N-terminal, que não foi removida após a purificação. 

 

 
Em escala industrial, a L-asparaginase pode ser facilmente produzida e purificada 

a partir de microrganismos, particularmente bactérias e fungos, que representam as 

principais fontes dessa enzima (Cachumba et al., 2016; DEBAJIT BORAH et al., 2012). 

Desde a década de 1970, várias cepas microbianas têm sido relatadas como potenciais 

produtoras de L-asparaginase. As aplicações práticas da enzima estão diretamente 

relacionadas às suas propriedades bioquímicas, e as L-asparaginases microbianas têm sido 

extensivamente estudadas para uso nas indústrias farmacêutica e alimentícia (Dani 

Benchamin et al., 2019; Nabeel Ahmad; Nitin Prakash Pandit; Sanjiv Kumar Maheshwari, 

2012). Em oncologia, elas são empregadas como parte de regimes de quimioterapia 

combinada, enquanto no processamento de alimentos são aplicadas para reduzir a 

formação de acrilamida, um subproduto carcinogênico gerado durante o cozimento em 

alta temperatura de alimentos ricos em amido. Assim, a identificação e a caracterização 

de novas L-asparaginases bacterianas permanecem cruciais para expandir suas aplicações 

industriais e clínicas. 

As bactérias do gênero Bacillus são particularmente atraentes para a produção em 

larga escala devido à sua adaptabilidade a ambientes hostis e à sua frequente associação 

com enzimas que apresentam características bioquímicas com caracteristas desejáveis do 

ponto de vista biotecnológico. Notavelmente, cepas de Bacillus subtilis isoladas de 

esponjas marinhas demonstram produzir L-asparaginases livres de atividade 

glutaminásica, com atividades antioxidantes e antibacterianas adicionais (Mirghasemi et 

al., 2023). Em consonância com essas evidências, o presente estudo forneceu uma 

caracterização estrutural, bioquímica e funcional da L-asparaginase II recombinante, 

destacando seu potencial para aplicações biotecnológicas. 

A Asp-Z foi expressa com sucesso em um sistema bacteriano e purificada usando 

uma única etapa cromatográfica. O sinal fraco detectado para Asp-Z no ensaio de Western 

blot, quando revelado com o anticorpo anti-L-asparaginase de E. coli, é consistente com 

a divergência antigênica esperada entre as enzimas e indica baixa reatividade cruzada 

entre elas. Embora o mapeamento de epítopos in silico tenha revelado regiões antigênicas 



44 
 

distintas entre Asp-B e Asp-Z, essas descobertas por si só não comprovam diferenças no 

potencial imunogênico. Uma avaliação definitiva da reatividade cruzada e da 

imunogenicidade exigiria ensaios mais robustos, como os testes sorológicos usando soros 

de pacientes tratados com formulações de asparaginase derivadas de E. coli (Zalewska- 

Szewczyk et al., 2009). 

A enzima exibe uma massa molecular de aproximadamente 160 kDa em sua forma 

tetramérica nativa (Figura 6) e contém uma sequência rica em histidina (His-tag) em sua 

região N-terminal, facilitando o processo de purificação. Sob condições de desnaturação, 

a análise por SDSPAGE revelou uma massa molecular de aproximadamente 40 kDa (a 

enzima é tretamérica e a massa aparente retrata um monômero), consistente com o 

tamanho esperado da Asp-Z, conforme mostrado na Figura 4A e relatado anteriormente 

(Jia et al., 2013). 

Os experimentos de dicroísmo circular obtidos para as duas enzimas analisadas 

apresentaram perfis semelhantes, indicando estabilidade conformacional e que ambas as 

proteínas encontram-se corretamente dobradas, com a presença de elementos estruturais 

secundários organizados, como α-hélices e folhas β. A correta conformação estrutural 

observada é um fator essencial para a manutenção da atividade catalítica das enzimas, 

uma vez que o dobramento adequado é diretamente responsável pela formação do sítio 

ativo e pelo posicionamento correto dos resíduos catalíticos. 

 

 
5.2 Perfil de atividade enzimática em diferentes pHs e temperaturas 

 
Dadas as potenciais aplicações biotecnológicas da L-asparaginase, é essencial 

determinar a temperatura e o pH nos quais essas enzimas exibem atividade máxima. Esses 

parâmetros são cruciais para avaliar sua viabilidade para aplicações industriais e 

terapêuticas. Os perfis de atividade em função do pH da Asp-B e da Asp-Z foram 

avaliados em uma ampla faixa de pH. AAsp-B apresentou atividade enzimática detectável 

a partir de pH 3,5, enquanto a Asp-Z exibiu atividade mensurável a partir de pH 5,0. No 

entanto, ambas as enzimas atingiram sua atividade máxima em pH 7,5, indicando uma 

preferência por um ambiente neutro próximo ao pH fisiológico humano. Em condições 

alcalinas, a atividade de ambas as enzimas diminuiu gradualmente. Em pH 10,0, a Asp-B 

reteve apenas 40% de sua atividade inicial (uma redução de 60%, Figura 8A), enquanto a 

Asp-Z exibiu estabilidade ligeiramente maior, mantendo 49% de sua atividade inicial 
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(uma redução de 51%, Figura 8B). Além disso, a composição da solução tampão 

influenciou o desempenho enzimático. Em pH 8,0, ambas as enzimas apresentaram maior 

atividade específica em tampão citrato-fosfato 0,3 M em comparação com Tris 50 mM, 

com aumentos de 23,53% e 25% para Asp-B e Asp-Z, respectivamente. Em relação à 

dependência da temperatura, a temperatura ótima para a atividade enzimática foi de 55 

°C para ambas as asparaginases em seus respectivos valores ótimos de pH. Acima dessa 

temperatura, a atividade enzimática diminuiu progressivamente, embora não tenha sido 

completamente abolida (Figuras 8C e 8D). 

Figura 8 - Perfis ótimos de pH e temperatura de Asp-B e Asp-Z. 
 
 
 

 

 
 

Fonte: a autora. (A) Perfil de atividade da Asp-B em função do pH, mostrando atividade na faixa de 3,5 a 

10,0, com atividade máxima em pH 7,5. (B) Perfil de atividade da Asp-Z em função do pH, mostrando 

atividade mensurável entre pH 5,0 e 10, com atividade máxima em pH 7,5. (C) Perfil de atividade da Asp- 

B em função da temperatura, com atividade enzimática máxima a 55 °C. (D) Perfil de atividade da Asp-Z 

em função da temperatura, também mostrando atividade enzimática máxima a 55 °C. 
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A atividade máxima da Asp-Z foi observada em pH 7,5, indicando que a enzima 

favorece um ambiente relativamente neutro, semelhante ao pH fisiológico humano. Um 

resultado comparável ao obtido para a Asp-B e consistente com as descobertas de Shafqat 

et al. (2023), que relataram a maior atividade da L-asparaginase de Bacillus em pH 7,0 

(Shafqat et al., 2023a). Essa preferência por um pH neutro é uma característica favorável 

à aplicação terapêutica da asparaginase, visto que o pH fisiológico humano é de 

aproximadamente 7,4 (Beckett; Gervais, 2019). Nossos resultados mostraram que, em sua 

temperatura ótima, a atividade enzimática específica da Asp-Z foi menor que a da Asp-B. 

No presente estudo, tanto a Asp-Z quanto a Asp-B apresentaram uma temperatura ótima 

de 55 °C, um resultado consistente com relatos anteriores que descrevem uma temperatura 

ótima de aproximadamente 50 °C para a L-asparaginase de Bacillus subtilis (Agrawal; 

Jana; Kango, 2021; Onishi et al., 2011; Yano et al., 2008). A temperatura ótima das 

asparaginases recombinantes pode variar dependendo da fonte bacteriana e do hospedeiro 

de expressão (Shishparenok; Gladilina; Zhdanov, 2023). 

 

 
5.3 Parâmetros cinéticos e inibição iônica 

 
Os parâmetros cinéticos da Asp-Z foram avaliados a 37 °C e 55 °C em pH 7,5 e 

comparados com os da Asp-B, que foi avaliada nas mesmas condições. Para essas 

análises, foram utilizados dois métodos distintos: ensaio com a Indooxina e reagente de 

Nessler. No ensaio com indooxina, os resultados estão resumidos na Tabela 3. A 37 °C, a 

Asp-Z apresentou um Km de 0,33 mM e um Vmax de 44,61 U/mg (Figura 9B), 

correspondendo a uma atividade específica aproximadamente 1,6 vezes menor que a da 

Asp-B (Figura 9A), que apresentou um Km de 0,21 mM e um Vmax de 71,85 U/mg. Em 

contraste, a 55 °C, a diferença no Km entre as duas enzimas tornou-se mais pronunciada, 

com a Asp-Z apresentando um Km de 0,47 mM (Figura 9D) e a Asp-B um Km de 0,17 

mM (Figura 9C). Adicionalmente, observou-se um ligeiro aumento no Vmax de Asp-Z, 

atingindo 52,13 U/mg, enquanto Asp-B apresentou um Vmax de 99,90 U/mg. 

Para o ensaio de Nessler, os parâmetros cinéticos de Asp-Z também foram 

avaliados a 37°C e 55°C, em pH 7,5, e comparados a Asp-B, que foi submetida às mesmas 

condições. A 37°C, Asp-Z exibiu um Km de 4,35 mM e um Vmax de 4,76 U·nmol⁻¹ 

(Figura 10B), valor de atividade específica aproximadamente 1,6 vezes menor que 

aqueles de Asp-B (Figura 10A), que teve um Km de 2,72 mM e um Vmax de 8,13 
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U·nmol⁻¹. Em contraste, a 55°C, a diferença em Km entre as duas enzimas diminuiu, com 

Asp-Z exibindo um Km de 3,82 mM (Figura 10D) e Asp-B um Km de 2,47 mM (Figura 

10C). Além disso, um aumento significativo no Vmax de Asp-Z foi observado, atingindo 

8,17 U·nmol⁻¹, o que representa um aumento de quase duas vezes em comparação com 

seu valor a 37°C. Enquanto isso, Asp-B exibiu uma redução no Vmax para 7,72 U·nmol⁻¹. 

O ensaio com substrato de L-glutamina revelou que Asp-Z não apresenta atividade 

de glutaminase detectável nas condições testadas. Isso contrasta com Asp-B, que 

apresentou atividades específicas de 0,128 U/mg e 0,222 U/mg em concentrações de L- 

glutamina de 10 mM e 20 mM, respectivamente. 

Ensaios de atividade enzimática na presença de diferentes íons revelaram efeitos 

distintos entre as duas proteínas (Figura 11). Os íons de manganês aumentaram a atividade 

de Asp-Z, enquanto cálcio, potássio, níquel, lítio e cobre a inibiram em graus variados. 

Em contraste, o manganês não estimulou a atividade de Asp-B e o lítio não inibiu Asp-B, 

como observado para Asp-Z. Além disso, tanto Asp-B quanto Asp-Z não foram afetados 

pela ureia e pelo EDTA; no entanto, ambos foram inibidos pelo β-mercaptoetanol, com 

um efeito mais pronunciado em Asp-Z do que em Asp-B, apresentando reduções de 

atividade de 59% e 36%, respectivamente. 

Table 3 - Parâmetros cinéticos das L-asparaginases Asp-B e Asp-Z purificadas a 37 °C e 55 

°C 
 

Enzima Temperatura 

(°C) 

Vmax 

(U/mg) 

Km 

(mM) 

kcat 

(s-1) 

kcat/Km 

(mM-1 s-1) 

Asp-B 37 °C 71.85 ± 3.00 0.21 ± 0.02 44.37 ± 1.90 211.29 
 55 °C 99.90 ± 9.70 0.17 ± 0.03 61.68 ± 5.90 362.82 

Asp-Z 37 °C 44.61 ± 5.80 0.33 ± 0.07 27.55 ± 3.60 83.48 
 55 °C 52.13 ± 3.10 0.47 ± 0.04 32.19 ± 1.90 68.49 

Fonte: a autora. Os valores representam a média ± desvio padrão (DP) de três experimentos. 
A atividade específica (U/mg) foi calculada usando a massa molecular dos monômeros da proteína. 
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Figura 9 - Parâmetros cinéticos de Asp-B e Asp-Z em diferentes temperaturas. Os ensaios 

cinéticos foram realizados a 37 °C e 55 °C para ambas as enzimas, utilizando o método 

da Indooxina. 

 

 
Fonte: a autora. A 37 °C (temperatura fisiológica), Asp-B (A) apresentou um Km menor (210,10 μM) e um 

Vmax maior (71,85 U·mg⁻¹) em comparação com Asp-Z (B), que apresentou um Km de 330,40 μM e um 

Vmax de 44,61 U·mg⁻¹. A 55 °C (temperatura ótima), observou-se uma mudança no comportamento 

cinético. Asp-B (C) apresentou uma ligeira diminuição no Km (170,40 μM) e um aumento no Vmax (99,90 

U·mg⁻¹). Em contraste, Asp-Z (D) apresentou um aumento no Vmax (52,13 U·mg⁻¹) juntamente com um 

Km maior (466,10 μM), indicando uma afinidade reduzida pelo substrato em temperaturas elevadas. 
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Figura 10 - Parâmetros cinéticos de Asp-B e Asp-Z em diferentes temperaturas, utilizando 

o método do reagente de Nessler. 

 

 
Fonte: a autora. Os ensaios cinéticos foram realizados a 37°C e 55°C para ambas as enzimas. A 37°C 

(temperatura fisiológica), a Asp-B (A) apresentou um Km menor (2,72 mM) e um Vmax maior (8,139 

U·nmol⁻¹) em comparação com a Asp-Z (B), que apresentou um Km de 4,35 mM e um Vmax de 4,76 

U·nmol⁻¹. A 55°C (temperatura ótima), foi observada uma mudança no comportamento cinético. A Asp-B 

(C) não apresentou grandes alterações nos parâmetros cinéticos em comparação a 37°C, mas foi observada 

uma ligeira redução tanto no Km quanto no Vmax. Em contraste, Asp-Z (D) exibiu um aumento de 

aproximadamente duas vezes em Vmax (8,17 U·nmol⁻¹) e um Km ligeiramente menor (3,82 mM) a 55°C, 

indicando melhor eficiência catalítica em temperaturas elevadas. 
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Figura 11 - Efeito de íons metálicos e interferentes nas atividades enzimáticas de Asp-B 

e Asp-Z. 
 

 
Fonte: a autora. O controle indica a atividade medida na ausência de qualquer íon metálico ou aditivo. Os 

íons de manganês aumentaram a atividade da Asp-Z sem afetar a Asp-B. Níquel e cobre reduziram a 

atividade de ambas as enzimas, com um efeito mais pronunciado sobre a Asp-Z. Potássio e cálcio 

diminuíram a atividade da Asp-Z, mas não alteraram a da Asp-B. Ureia e EDTA não tiveram efeito sobre 

nenhuma das enzimas, enquanto o β-mercaptoetanol inibiu ambas, principalmente a Asp-Z. 
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Os resultados obtidos indicaram que, embora ambos os métodos tenham sido 

capazes de detectar a atividade enzimática, o método da indooxina apresentou maior 

sensibilidade quando comparado ao método de Nesslerização, essa diferença pode ser 

atribuída, primeiramente, ao princípio químicos de cada técnica e também o fato que o 

método de Nessler baseia-se na detecção indireta da liberação de amônia, sendo suscetível 

a interferências de compostos nitrogenados presentes na reação. Os parâmetros cinéticos 

da Asp-Z foram avaliados em pH 7,5 a 37 °C e 55 °C e comparados com os da Asp-B nas 

mesmas condições. Na cinética com AHA, A 55 °C, tanto o Vmax quanto o Km 

aumentaram para a Asp-Z, com valores de Km na faixa micromolar para ambas as 

temperaturas (330 e 470 µM). Tais valores são favoráveis para certas aplicações 

biotecnológicas, embora valores de Km mais baixos sejam geralmente necessários para a 

atividade terapêutica das L-asparaginases (Costa-Silva et al., 2020). 

Nossos resultados indicam que a Asp-Z exibe uma maior afinidade pelo substrato 

em comparação com outras L-asparaginases de Bacillus. Por exemplo, Sundaram et al. 

(2024) relataram um Km de 1,579 mM para a L-asparaginase de B. subtilis usando o 

método de Nesslerização e a análise de Lineweaver-Burk (Sundaram et al., 2024). De 

forma semelhante, a Asp-Z apresentou um Km inferior ao da L-asparaginase de B. 

licheniformis e ao seu mutante ILRAC, que apresentaram valores de Km de 2,33 e 1,45 

mM, respectivamente (Zhou et al., 2022). Aktar e colaboradores caracterizaram dez L- 

asparaginases bacterianas e de levedura pertencentes às classes tipo I e tipo II, obtendo 

valores de Km que variam de 0,63 a 11,67 mM e valores de kcat de 6,43 a 312,45 s⁻¹ 

(Aktar et al., 2013). Entre estas, a L-asparaginase de L. thermotolerans (Lt) exibiu a maior 

eficiência catalítica (kcat/Km), de 26,77 s⁻¹ mM⁻¹. Em nosso estudo, a eficiência catalítica 

de Asp-Z atingiu 83,48 s⁻¹ mM⁻¹ a 37 °C, indicando uma boa capacidade de converter 

substrato em produto, uma propriedade desejável para aplicações biotecnológicas. 

É importante destacar que nossos resultados mostraram um Km de 210 µM para a 

L-asparaginase de E. coli (Asp-B), que é aproximadamente 10 vezes maior do que os 15 

µM relatados por Nguyen; Su; Lavie, 2016. Essa discrepância provavelmente reflete 

diferenças metodológicas, já que a determinação de Km é altamente dependente da 

sensibilidade do ensaio, especialmente para enzimas que operam na faixa micromolar. No 

presente estudo, empregamos dois métodos: da indooxina, que é mais sensível e do 

Nessler que possui uma sensibilidade menor (Derst; Henseling; Röhm, 2000). Nguyen et 

al., por sua vez, usaram um ensaio contínuo acoplado à oxidação de NADH (Nguyen; Su; 
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Lavie, 2016). Variáveis adicionais também podem contribuir para essas diferenças, 

incluindo a presença de marcadores de purificação, a pureza dos reagentes e os modelos 

de regressão aplicados à análise cinética. É importante ressaltar que o valor de kcat obtido 

para Asp-B (44,37 s⁻¹) foi o mesmo relatado por Nguyen et al. (44,4 s⁻¹), demonstrando 

que a enzima estava totalmente ativa em nossas condições experimentais. 

A ausência de atividade glutaminásica pode ser uma característica favorável da 

Asp-Z em comparação com a asparaginase de Escherichia coli, uma vez que a atividade 

dupla em L-asparaginases bacterianas frequentemente limita sua aplicação terapêutica 

(Lopes et al., 2017). Isso ocorre porque a atividade da L-glutaminase das asparaginases 

utilizadas clinicamente contribui para muitos efeitos colaterais do tratamento, incluindo 

imunossupressão, hepatotoxicidade, pancreatite, disfunção e distúrbios de coagulação 

(Nguyen; Su; Lavie, 2016). Além disso, a depleção enzimática da glutamina circulante 

ajuda a manter a taxa de crescimento de linhagens celulares malignas, como carcinoma 

colorretal, carcinoma mamário e adenocarcinoma de cólon, enquanto a falta de glutamina 

aboliu o crescimento das três cepas testadas in vitro (Kumar et al., 2024). Compreender 

as principais características da seletividade de substrato da L-asparaginase é, portanto, 

uma etapa essencial no desenvolvimento de variantes enzimáticas com propriedades 

aprimoradas para fins biotecnológicos. 

A atividade da Asp-Z aumentou quase duas vezes na presença de íons de 

manganês, um efeito não observado para a Asp-B. Este resultado pode indicar que os íons 

de manganês estabilizam a proteína ou seu sítio ativo, sugerindo uma possível 

dependência de manganês para a Asp-Z. No entanto, são necessários mais estudos para 

confirmar essa relação. Curiosamente, os íons de manganês aboliram completamente a 

atividade enzimática da L-asparaginase de B. subtilis CH11 (Arredondo-Nuñez et al., 

2023), enquanto a enzima de B. subtilis B11-06 foi apenas ligeiramente inibida (Jia et al., 

2013). Essas discrepâncias destacam que a influência dos íons de manganês nas L- 

asparaginases de B. subtilis é dependente da cepa. Em contraste, a L-asparaginase de B. 

halotolerans ASN9 também exibiu um leve aumento na atividade na presença de íons de 

manganês, sugerindo uma maior similaridade com a Asp-Z (Shafqat et al., 2023b). Além 

disso, ureia e EDTA não afetaram significativamente nem a Asp-B nem a Asp-Z, 

demonstrando ainda mais sua estabilidade na presença de agentes caotrópicos. Por outro 

lado, o β-mercaptoetanol inibiu ambas as enzimas, com um efeito mais forte sobre o Asp- 

Z, sugerindo que os resíduos envolvidos na catálise são sensíveis à redução, prejudicando 
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assim a atividade. Para comparação, o EDTA inibiu a atividade das asparaginases de B. 

halotolerans ASN9 e B. subtilis CH11 em mais de 40% (Arredondo-Nuñez et al., 2023; 

Shafqat et al., 2023a), enquanto nenhum efeito semelhante foi observado para B. subtilis 

B11-06 (Jia et al., 2013). Da mesma forma, a ureia não afetou a asparaginase de 

Cladosporium sp. e causou apenas uma pequena inibição de B. subtilis CH11 (Arredondo- 

Nuñez et al., 2023; Mohan Kumar; Manonmani, 2013). Esses achados indicam que muitas 

L-asparaginases são resistentes a agentes caotrópicos, embora sua sensibilidade a íons 

metálicos possa variar amplamente entre espécies e cepas. 

 

 
5.4 Ensaio de viabilidade celular 

 
O ensaio MTT foi realizado para avaliar os efeitos de Asp-Z e Asp-B na 

viabilidade celular e determinar seus valores de IC₅₀ em três linhagens celulares com 

diferentes perfis de expressão de ASNS: RAJI e JURKAT (baixa expressão de ASNS) e 

K562 (alta expressão de ASNS) (Figura 12). Os resultados mostraram que ambas as 

enzimas reduziram a viabilidade celular em todas as linhagens celulares testadas após 72 

horas de tratamento. Na maior concentração testada (250 µg/mL), Asp-B e Asp-Z 

produziram reduções comparáveis na viabilidade, indicando que Asp-Z mantém atividade 

biológica mensurável nesse contexto (Figura 13). As células RAJI e JURKAT, que 

apresentam menor expressão de ASNS, foram mais responsivas, com valores de IC₅₀ de 

0,324 ± 0,201 µg/mL para Asp-B e 13,71 ± 0,381 µg/mL para Asp-Z em RAJI, e valores 

de IC₅₀ de 1,064 ± 0,415 µg/mL para Asp-B e 20,76 ± 1,945 µg/mL para Asp-Z em 

JURKAT (Tabela 4). Em contraste, nas células K562, caracterizadas pela alta expressão 

de ASNS, os valores de IC₅₀ foram substancialmente maiores, atingindo 14,05 ± 0,755 

µg/mL para Asp-B e 154,5 ± 16,27 µg/mL para Asp-Z. Notavelmente, mesmo nas 

concentrações enzimáticas mais elevadas testadas, as células K562 mantiveram cerca de 

50% de viabilidade após 72 h de tratamento. Essa observação confirma que a elevada 

expressão de ASNS confere maior resistência ao tratamento com asparaginase, resultando 

em um efeito antiproliferativo reduzido. 
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Figura 12 - Quantificação normalizada dos níveis de expressão gênica relativa de ASNS 

por qPCR nas linhagens celulares K562 e RAJI. 

 

 
Fonte: a autora. GAPDH e β-actina foram usados como genes de referência. Os cálculos foram realizados 

utilizando o método da curva padrão. Os dados representados no gráfico correspondem à média ± erro 

padrão da média (n=2). 

Figura 13 - Atividade citotóxica de Asp-B e Asp-Z em linhagens celulares tumorais RAJI, 

JURKAT e K562. 

 

 
 

Fonte: a autora. Atividade citotóxica de Asp-B e Asp-Z nas linhagens de células tumorais RAJI (A), 

JURKAT (B) e K562 (C), avaliada pelo ensaio MTT após 72 h de tratamento. Os dados são expressos como 

média ± DP de três experimentos independentes realizados em duplicata. 
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Tabela 4 - Atividade citotóxica de Asp-B, expressa em E. coli, e Asp-Z, expressa em B. 

subtilis, em três linhagens de células tumorais (RAJI, JURKAT e K562) com diferentes 

perfis de expressão de ASNS, avaliada pelo ensaio MTT após 72 horas de tratamento. 

MTT - IC50 values - 72h 
 
 RAJI JURKAT K562 
 (Burkitt's lymphoma) (acute lymphoblastic leukemia) (chronic myeloid leukemia) 

AspB 0,324 ± 0,201 (0,0046) 1,064 ± 0,415 (0,0152) 14,05 ± 0,755 (0,2009) 

AspZ 13,71 ± 0,381 (0,1593) 20,76 ± 1,945 (0,2412) 154,5 ± 16,27 (1,7953) 

Fonte: a autora. Os dados são representados em valores de IC50 em µg/mL e (U/mL) e correspondem à 

média ± erro padrão da média (EPM) de três experimentos independentes realizados em duplicata, 

determinados por regressão não linear usando o software GraphPad Prism® 8.0. 

As L-asparaginases são bem reconhecidas por sua atividade antitumoral, 

particularmente contra linhagens celulares com baixa expressão de asparagina sintetase 

(ASNS). Por exemplo, Sharma; Mishra, 2023 demonstraram que a L-asparaginase de 

Bacillus indicus reduziu efetivamente a viabilidade de células de leucemia linfoblástica 

aguda MOLT-4 após 24 horas de tratamento, com uma IC₅₀ de 1,21 μM. Este achado é 

consistente com os dados obtidos em nosso estudo, no qual baixos valores de IC₅₀ foram 

observados para as células RAJI (0,34 μM) e JURKAT (0,52 μM) após 72 horas de 

tratamento, reforçando a potencial eficácia da Asp-Z contra células linfoides. No entanto, 

é importante enfatizar que o ensaio MTT reflete alterações na atividade metabólica e 

proliferação celular, e não citotoxicidade direta. Consequentemente, os resultados aqui 

relatados indicam uma redução na viabilidade celular, mas não permitem distinguir entre 

mecanismos antiproliferativos e citotóxicos. Apoiando o potencial mais amplo das 

enzimas derivadas de Bacillus, Yasser et al. (2019) demonstraram a atividade 

antiproliferativa da L-asparaginase de Bacillus velezensis em linhagens de células de 

câncer de mama, sugerindo ainda que essas enzimas são promissoras contra outros tipos 

de tumores (Mostafa et al., 2019). 

 

 
5.5 Avaliação da termoestabilidade 

 
Para avaliar a estabilidade térmica de Asp-B e Asp-Z, ambas as enzimas foram 

incubadas a 60 °C por diferentes intervalos de tempo. Os resultados revelaram que Asp- 

Z apresentou maior termoestabilidade do que Asp-B, mantendo 73% de sua atividade 
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após 90 minutos, enquanto Asp-B reteve apenas 35% de sua atividade inicial (Figuras 

14A e 14B). Essa maior estabilidade térmica de Asp-Z foi confirmada pela análise de 

dicroísmo circular (DC), que mostrou que Asp-Z não sofreu desnaturação significativa 

com o aumento da temperatura (Figura 14D). Em contraste, Asp-B apresentou 

desnaturação térmica, com uma temperatura de fusão (Tm) calculada de 70,62 °C (Figura 

14C). Notavelmente, não foi possível determinar um valor de Tm para Asp-Z, sugerindo 

uma maior resistência ao desdobramento induzido pelo calor. A análise NanoDSF 

(fluorimetria diferencial de varredura em nanoescala) corroborou esses resultados, 

indicando uma Tm de 65 °C para o Asp-B. Em consonância com os dados de CD, o Asp- 

Z não apresentou uma Tm mensurável, reforçando sua maior estabilidade estrutural sob 

estresse térmico (Figura 15). 

Figura 14 - Análise de termoestabilidade e dicroísmo circular de Asp-B e Asp-Z. 
 
 

 
Fonte: a autora. (A) Estabilidade térmica da Asp-B incubada a 60 °C por diferentes intervalos de tempo, 

mostrando uma perda acentuada de atividade nos primeiros 5 minutos e uma redução de 65% após 90 

minutos. (B) Estabilidade térmica da Asp-Z incubada a 60 °C por diferentes intervalos de tempo, 
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demonstrando maior termoestabilidade do que a L-asparaginase II de E. coli, retendo 75% de sua atividade 

após 90 minutos. (C) Espectro de dicroísmo circular (DC) da Asp-B, mostrando alterações na estrutura 

secundária em resposta a mudanças de temperatura entre 20 °C e 95 °C. (D) Espectro de dicroísmo circular 

(DC) da Asp-Z, mostrando alterações na estrutura secundária em resposta a mudanças de temperatura entre 

20 °C e 95 °C. 

Figura 15 - Análise da termoestabilidade de Asp-B e Asp-Z por NanoDSF. 
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Fonte: a autora. (A) Perfil de desdobramento térmico do Asp-B registrado em uma rampa de temperatura 

de 35 °C a 95 °C, resultando em uma Tm de 65 °C. (B) Perfil de desdobramento térmico do Asp-Z registrado 

na mesma faixa de temperatura, não mostrando nenhuma transição discernível e, portanto, nenhuma Tm 

calculável. No geral, o Asp-Z apresentou maior estabilidade térmica do que o Asp-B, sem evidências de 

desdobramento induzido por temperatura na faixa testada. 

Em relação à termoestabilidade, a Asp-Z demonstrou ser altamente termoestável, 

uma característica vantajosa para potenciais aplicações. Essa propriedade aumenta a vida 

útil da proteína e confere maior resistência a condições de armazenamento e transporte 

prolongados, melhorando assim suas perspectivas de uso prático. A termoestabilidade da 

Asp-Z, demonstrada por dicroísmo circular, NanoDSF e ensaios de termotolerância, está 

de acordo com resultados previamente relatados para asparaginases de bactérias 

termofílicas (Sundaram et al., 2024). Na perspectiva biotecnológica, a estabilidade 

térmica demonstrada por essa enzima amplia significativamente seu potencial de 

aplicação. Processos industriais frequentemente operam em temperaturas mais altas, seja 

para aumentar a velocidade das reações, reduzir riscos de contaminação microbiana ou 

melhorar a solubilidade de substratos (Ravindran; Jaiswal, 2016). Nesse contexto, uma 

enzima que mantém sua conformação e funcionalidade em temperaturas elevadas 

representa uma vantagem estratégica, além disso, sua capacidade de manter a atividade 

catalítica em temperaturas elevadas destaca uma potencial aplicação na indústria 

alimentícia, particularmente na redução dos níveis de acrilamida em alimentos 

processados (Feng et al., 2019; Maqsood et al., 2020). 

 

 
5.6 Previsão de imunogenicidade 

 
Asp-Z apresenta um potencial imunogênico previsto ligeiramente menor em 

comparação com Asp-B. Análises in silico indicaram que Asp-Z contém menos peptídeos 

imunogênicos previstos para reconhecimento de MHC classe II e apresentou pontuações 

de ligação mais altas do que Asp-B para ambos os alelos testados (Tabela 5). Asp-B exibiu 

um peptídeo altamente imunogênico para o alelo HLA-DQA102:01/DQB102:02, com 

uma pontuação de ligação prevista de 0,06, sugerindo forte reconhecimento de MHC-II. 

Em contraste, Asp-Z exibiu pontuações de peptídeos previstos acima de 0,4 para o mesmo 

alelo, consistente com imunogenicidade prevista reduzida. A modelagem estrutural 

corroborou ainda mais essa observação, uma vez que Asp-Z apresentou motivos 

estruturais com pontuações imunogênicas mais baixas (Figura 16). 



59 
 

Em relação à previsão de epítopos de células B, nenhuma sobreposição completa 

foi observada entre os epítopos de Asp-B e Asp-Z, com apenas dois peptídeos exibindo 

similaridade de sequência parcial (Tabela 6). No entanto, previu-se que Asp-Z continha 

mais epítopos de células T CD4 do que Asp-B (Tabela 7). Alguns desses peptídeos 

previstos compartilhavam regiões homólogas com os peptídeos de Asp-B, mas 

apresentavam pontuações de ligação mais baixas, provavelmente devido a diferenças na 

composição de aminoácidos. Além disso, Asp-Z continha peptídeos previstos exclusivos 

não identificados em Asp-B, com pontuações de ligação chegando a 63. Contudo, esses 

peptídeos exclusivos com pontuações mais altas podem estar localizados em regiões 

estruturalmente ocultas da enzima e, portanto, não foram destacados na predição de 

epítopos estruturais de células B do DiscoTope. 

Tabela 5 - Os peptídeos imunogênicos Asp-B e Asp-Z foram previstos para o 

reconhecimento do MHCII. 
 

HLA-DQA1*02:01/DQB1*02:02 

Asp-B Asp-Z 

Predicted peptide Percentage 

score 

Predicted peptide Percentage score 

295 0.06 227 0.42 

VPTGATTQDAEVDDA  EMGFVGTIADDIYFN  

309  241  

- - 212 0.45 
  VTKTNTTTTDTFKSE  

  226  

- - 124 0.75 
  NHLLASDDVDGIVVT  

  138  

HLA-DBR1*07:01 

Asp-B Asp-Z 

Predicted peptide Percentage 

score 

Predicted peptide Percentage score 
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308 0.14 100 0.13 

DAKYGFVASGTLNPQ  GEQIVNVGSTNIDNK  

322  114  

237 0.21 227 0.78 

GIVYNYANASDLPAK  EMGFVGTIADDIYFN  

251  241  

84 0.21 164 0.82 

NDNVWLTLAKKINTD  VGSMRPSTAISADGP  

98  178  

102 0.35 91 0.96 

TDGFVITHGTDTMEE  EMKDIANVSGEQIVN  

116  105  

255 0.45 - - 

DAGYDGIVSAGVGNG    

269    

63 0.45 - - 
QLKDIAANVKGEQVVN    

77    

Fonte: a autora. O limiar ≤ 1 foi usado nesta previsão e apenas peptídeos não redundantes nessa faixa de 

pontuação foram incluídos. Pontuações mais baixas significam maior imunogenicidade nesta análise 
específica. 
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Figura 16 - Previsão de reconhecimento de anticorpos estruturais. 
 

 

 

Fonte: a autora. (A) Análise do monômero Asp-B (PDB 3ECA). (B) Análise da cadeia A de Asp-Z usando 

a estrutura resolvida. Asp-Z apresenta menos regiões positivas com pontuações mais baixas do que Asp-B, 

indicando menor imunogenicidade. 



62 
 

Tabela 6 - Peptídeos lineares previstos para Asp-B e Asp-Z para reconhecimento de 

células B 
 

Asp-B Asp-Z 

140 STSMSAD 146 170 STAISAD 176 

336 KDPQQIQQI 344 364 DPQKIQAY 371 

299 ATTQDAEVDDA 309 328 VVTPNQDYAE 337 

184 KTNTTDVATFKS 195 103 IVNVGSTNIDN 113 

74 QVVNIGSQDMNDN 86 214 KTNTTTTDTFKSEE 227 
 

Fonte: a autora. As sequências de ambas as enzimas recombinantes foram utilizadas nesta análise. Apenas 
peptídeos com 7 a 15 resíduos de comprimento foram incluídos. 

 
 
 

Tabela 7 - Peptídeos previstos de Asp-B e Asp-Z para resposta imunogênica mediada por 

células T CD4 
 

HLA-DRB1*07:01 

Asp-B Asp-Z 

Predicted peptide Allele score Predicted peptide Allele score 

1 2.9 111 14.0 

MEFFKKTALAALVMG  IDNKILLKLAKRINH  

15  125  

146 26.0 116 17.0 

DGPFNLYNAVVTAAD  LLKLAKRINHLLASD  

160  130  

166 65.0 146 40.0 

RGVLVVMNDTVLDGR  ETAYFLNLTVKSDKP  

180  160  

201 19.0 176 18.0 

LGYIHNGKIDYQRTP  DGPSNLYNAVKVAGA  

215  190  

236 16.0 196 44.0 

VGIVYNYANASDLPA  KGTLVVLNDRIASAR  

250  210  

B-cell linear epitopes 
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- - 201 30,0 
  VLNDRIASARYVTKT  

  215  

- - 236 63.0 
  DDIYFNNEITRKHTK  

  250  

- - 271 36.0 
  YQNDGSYLFDAAVKA  

  285  

- - 276 33.0 
  SYLFDAAVKAGAKGI  

  290  

- - 351 23.0 
  ARMLLMLALTKTNDP  

  365  

Fonte: a autora.Nesta análise, pontuações mais altas significam maior imunogenicidade. Apenas peptídeos 
não redundantes foram incluídos. 

 
 
 

Uma das principais desvantagens das L-asparaginases disponíveis 

comercialmente é a sua alta imunogenicidade, que frequentemente causa reações adversas 

em pacientes (Burke; Zalewska-Szewczyk, 2022; Hijiya; Van der Sluis, 2016; Lee et al., 

2023; Silva et al., 2020). Além disso, a produção de anticorpos neutralizantes pode reduzir 

a atividade da enzima a níveis subterapêuticos, comprometendo a eficácia do tratamento 

(Saeed et al., 2022). Nesse contexto, uma enzima com imunogenicidade reduzida, ou que 

pelo menos apresente epítopos distintos em comparação com as L-asparaginases 

comerciais, representaria uma vantagem significativa. Nossas análises in silico previram 

que a Asp-Z geralmente apresenta menor potencial imunogênico do que a Asp-B, com 

menos peptídeos de ligação ao MHC de classe II e menor probabilidade de reatividade 

cruzada. Essa característica sugere que a Asp-Z poderia ser especialmente valiosa para 

pacientes que desenvolvem resistência ou hipersensibilidade à ASNase de E. coli 

comercial (Zalewska-Szewczyk et al., 2009). No entanto, é importante ressaltar que esses 

achados se limitam a previsões computacionais e a confirmação definitiva da 

imunogenicidade reduzida requer validação in vivo em modelos animais apropriados ou 

sistemas derivados de pacientes. Além disso, como as respostas imunes são multifatoriais, 
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estudos futuros devem combinar mapeamento de epítopos, ensaios de imunogenicidade 

e, possivelmente, abordagens de PEGilação ou engenharia de proteínas para avaliar e 

otimizar completamente o perfil imunológico do Asp-Z. 

 

 
5.7 Estrutura 3D geral 

 
A estrutura cristalina de raios X da L-asparaginase II (Asp-Z) de B. subtilis foi 

determinada com uma resolução de 1,3 Å, pertencendo ao grupo espacial ortorrômbico 

P2₁2₁2₁. O experimento foi conduzido em parceria com o grupo liderado pelo professor 

Bruno Anderson Matias da Rocha, do departamento de Bioquímica da UFC, que possui 

grande experiencia na área de cristalografia de proteínas. A estrutura foi resolvida na 

ausência de ligantes, como asparagina ou aspartato, e revelou um arranjo tetramérico na 

unidade assimétrica (Figura 17). Apesar da alta resolução, vários resíduos não puderam 

ser modelados em todos os quatro monômeros devido à falta de densidade eletrônica, 

particularmente em uma alça que abrange os resíduos 64–80, bem como na região N- 

terminal. No entanto, em uma cadeia (cadeia A), havia densidade eletrônica suficiente na 

região da alça, permitindo que todos os resíduos, exceto dois, fossem modelados. 

No geral, a Asp-Z adota uma dobra estrutural semelhante a outras L-asparaginases 

bacterianas do tipo II, incluindo as de Escherichia coli e Dickeya carotovora. O domínio 

N-terminal é composto por uma folha β de 8 fitas, constituída por fitas paralelas e 

antiparalelas, e quatro α-hélices. O domínio C-terminal é comparativamente pequeno, 

semelhante ao de Asp-B, e é composto por quatro α-hélices e quatro fitas β. Quando as 

estruturas monoméricas de Asp-Z e Asp-B (PDB ID: 3ECA) foram sobrepostas, obteve- 

se um baixo valor de RMSD de 0,542 Å, indicando um alto grau de similaridade estrutural. 

Os resíduos Thr61 e Thr141 de Asp-Z alinharam-se bem com os resíduos Thr12 e Thr89 de 

Asp-B, que foram relatados como resíduos-chave do sítio ativo, indicando que os resíduos 

do sítio ativo de Asp-Z são Thr61 e Thr141, sendo este último o resíduo nucleofílico. As 

principais diferenças estruturais foram localizadas em regiões desordenadas e flexíveis 

(Figura 18). 

Curiosamente, a análise dos supostos sítios ativos em diferentes cadeias de Asp-Z 

revelou que a alça na região 64–80, que foi melhor resolvida em uma cadeia, adotou uma 

conformação muito semelhante à de Asp-B, enquanto as três cadeias restantes exibiram 

um posicionamento de alça mais distante, com um deslocamento máximo de até 10,4 Å 
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entre as cadeias laterais de Thr61 (Figura 19). Essas descobertas sugerem que essa alça é 

altamente flexível e alterna entre dois estados conformacionais em solução na ausência 

de substrato. 

Apesar da falta de substratos no bolso catalítico, duas cadeias (A e C) continham 

átomos de sódio modelados dentro do sítio catalítico. Na cadeia C, o átomo de sódio 

interagiu principalmente com moléculas de água, embora estivesse posicionado próximo 

aos resíduos do sítio ativo. É provável que, na conformação aberta, a alça flexível 

comprometa a interação com o átomo de sódio e possivelmente com o substrato. Em 

contraste, a alça flexível da cadeia A estava em uma conformação fechada, onde o átomo 

de sódio interagia com os resíduos Thr61 e Asp142, ocupando um sítio que, de outra 

forma, seria acessado pelo substrato. 

Simulações de acoplamento molecular permitiram uma análise comparativa da 

ligação da asparagina a Asp-Z e Asp-B. Os resultados demonstraram que a asparagina 

interage mais extensivamente com Asp-B do que com Asp-Z, formando um número maior 

de ligações de hidrogênio. Em Asp-B, a asparagina estabeleceu seis ligações de 

hidrogênio com os resíduos Gly11, Thr12, Ser58, Gln59 e Thr89, resultando em uma 

energia de ligação de –4,3 kcal·mol⁻¹. Em contraste, em Asp-Z, a asparagina formou 

apenas cinco ligações de hidrogênio, interagindo com os resíduos Ser108 e Thr141, 

resultando em uma energia de ligação mais alta de –2,4 kcal·mol⁻¹ (Figura 20). 
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Figura 17 - Estrutura cristalina de Asp-Z. 
 

 
Fonte: a autora. Estrutura cristalina de Asp-Z. Estrutura cristalina tetramérica de raios X da L-asparaginase 

II de B. subtilis (Asp-Z), resolvida a 1,3 Å de resolução na ausência de ligantes ligados. Cada protômero é 

mostrado em uma cor diferente (amarelo, verde, rosa e azul claro). Uma molécula de glicerol da solução 

crioprotetora é representada por bastões com átomos de carbono em verde. Esferas roxas representam 

átomos de sódio da solução de cristalização, localizados próximos ao sítio catalítico entre Thr61 e Thr141. 
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Figura 18 - Similaridade estrutural e de sequência entre Asp-B e Asp-Z 
 

 

 
Fonte: a autora. (A) Sobreposição dos protômeros Asp-Z (verde) e Asp-B (azul claro), resultando em um RMSD de 0,542 

Å. A maioria das diferenças estruturais está confinada a regiões flexíveis, enquanto a conformação geral do sítio ativo 

permanece altamente similar (inserção). O protômero Asp-Z com a alça “tampa” melhor resolvida foi usado para o 

alinhamento. (B) Alinhamento de sequência das proteínas recombinantes Asp-B e Asp-Z de comprimento total. Asp-Z 

contém resíduos adicionais, particularmente na região N-terminal. Apesar de uma similaridade de sequência geral de 53%, os 

motivos do sítio ativo estão bem conservados. 
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Fgura 19 - Distância entre as cadeias laterais de Thr61 nos protômeros Asp-Z 
 
 

 

 
Fonte: a autora. Sobreposição de dois protômeros de Asp-Z mostrando as diferentes conformações do laço 

64-80 (“tampa”). A distância entre as duas cadeias laterais de Thr61 é de 10,4 Å (linha tracejada amarela). 

Apenas um dos protômeros de Asp-Z apresentou a conformação mostrada em verde, enquanto os outros 

três apresentaram a outra, considerada a conformação de “tampa” aberta. 
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Figura 20 - Interações previstas da L-asparagina com Asp-B e Asp-Z 
 

 
Fonte: a autora. Interações previstas da L-asparagina com Asp-B e Asp-Z. Posições de ligação da L- 

asparagina com Asp-B (A) e Asp-Z (B). As ligações de hidrogênio são mostradas como linhas tracejadas 

amarelas. Asp-B (cadeia proteica em verde) forma mais ligações de hidrogênio e envolve um número maior 

de resíduos em comparação com Asp-Z (cadeia proteica em azul claro). Essa diferença se reflete nas 

energias de ligação, –4,3 kcal·mol⁻¹ para Asp-B e –2,4 kcal·mol⁻¹ para Asp-Z. A atividade catalítica quase 

duas vezes maior de Asp-B em comparação com Asp-Z, observada em experimentos cinéticos, é consistente 

com esses resultados. 
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Estruturalmente, a Asp-Z não apresenta grandes diferenças em relação a outras L- 

asparaginases bacterianas do tipo II. A associação quaternária tetramérica e o sítio ativo 

localizado em regiões de alça flexíveis são características conservadas desta enzima 

(Borek et al., 2014; Papageorgiou et al., 2008; Timofeev; Zhukhlistova; Kuranova, 2020). 

As diferenças estruturais entre a Asp-Z e a Asp-B são relativamente sutis, como indicado 

pelos baixos valores de RMSD obtidos a partir de sua sobreposição, mas essas variações 

sutis podem contribuir para as discrepâncias cinéticas observadas. Não foi possível 

modelar a região N-terminal da Asp-Z devido à ausência de densidade eletrônica, 

provavelmente refletindo sua alta flexibilidade. Esse fenômeno também foi observado em 

várias outras estruturas de asparaginase bacteriana depositadas, que similarmente carecem 

de modelagem N-terminal completa (Lubkowski et al., 2020; Lubkowski; Wlodawer, 

2019; Maggi; Scotti, 2022; Strzelczyk et al., 2020). A presença de uma etiqueta de 

histidina no N-terminal pode aumentar ainda mais a desordem e a flexibilidade dessa região 

(Carson et al., 2007). 

Além da extremidade N-terminal, o laço que abrange os resíduos Gly64 a Val80 

não pôde ser modelado em três das quatro cadeias de Asp-Z, indicando outra região 

altamente flexível. Curiosamente, uma cadeia apresentou uma conformação distinta que 

permitiu a modelagem quase completa, faltando apenas dois resíduos. O posicionamento 

desse laço influencia fortemente a orientação de resíduos cataliticamente importantes, 

particularmente Thr61, sugerindo que ele atua como uma “tampa”, um elemento dinâmico 

que estabiliza o sítio ativo após a ligação do substrato. 

A observação de ambas as conformações (aberta e fechada) dentro da mesma 

estrutura cristalina sugere que Asp-Z alterna entre esses estados em solução na ausência 

de substrato (Cerofolini et al., 2019; Maggi et al., 2021; Swain et al., 1993). Foi relatado 

que a flexibilidade do laço influencia significativamente a afinidade do substrato e a 

atividade catalítica em L-asparaginases (Pokrovskaya et al., 2022) e, portanto, essa região 

representa um alvo potencial para mutagênese racional ou outras abordagens de 

engenharia de proteínas com o objetivo de melhorar a ligação do substrato e diminuir os 

valores de Km. 
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6 CONCLUSÕES 
 

A Asp-Z é uma L-asparaginase tipo II termoestável e pouco imunogênica, com 

atividade antiproliferativa demonstrável contra linhagens de células leucêmicas. Sua 

estrutura tridimensional apresenta forte semelhança com a Asp-B, ao mesmo tempo que 

revela alta flexibilidade em regiões de alça chave associadas ao sítio ativo. Essa 

plasticidade estrutural provavelmente contribui para as diferenças cinéticas observadas 

entre as duas enzimas. 

No geral, as características intrínsecas da Asp-Z, como a ausência de atividade 

glutaminase, imunogenicidade reduzida e um pH ótimo próximo às condições 

fisiológicas, a destacam como uma candidata promissora para aplicações biotecnológicas. 

No entanto, seu Km relativamente alto em comparação com as ASNases usadas 

clinicamente permanece uma limitação para o uso terapêutico direto. É importante 

ressaltar que os dados estruturais e bioquímicos apresentados aqui fornecem uma forte 

justificativa para abordagens de engenharia de proteínas. Mutagênese racional ou 

engenharia na região de alça podem ser empregadas para melhorar a afinidade pelo 

substrato e a eficiência catalítica, preservando as propriedades favoráveis da Asp-Z. Nesse 

sentido, o Asp-Z pode ser considerado não como um agente terapêutico de aplicação 

imediata, mas como uma estrutura para o desenvolvimento de ASNases de próxima 

geração, com potencial valor tanto em contextos clínicos quanto industriais. 
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