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RESUMO 

 

A L-asparaginase (L-ASNase) é uma enzima que hidrolisa L-asparagina, gerando L-aspartato e 

amônia. Ela é conhecida por possuir duas isoformas enzimáticas, sendo denominadas de tipo I 

e tipo II. A L-ASNase do tipo II é muito empregada em rotinas quimioterápicas contra 

Leucemia Linfoide Aguda, como um agente antineoplásico adjuvante, cujo mecanismo de 

ação baseia-se na depleção de L-asparagina sérica, um aminoácido não-essencial importante 

para a proliferação de células leucêmicas. As principais L-ASNases oncoterápicas comerciais 

são obtidas das bactérias Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, atribuem-se ao 

seu uso efeitos adversos e de hipersensibilidade devido à presença da atividade glutaminásica. 

Portanto, estratégias que visem caracterizar e estudar a viabilidade de L-asparaginases podem 

auxiliar no desenvolvimento de biomoléculas com propriedades terapêuticas melhoradas, a 

fim de promover um tratamento mais eficaz e seguro. O presente trabalho teve como objetivo 

caracterizar diferentes L-asparaginases bacterianas, especificamente a de Escherichia coli, 

denominada L-ASNase B, e as de Bacillus subtilis, as L-ASNases A e Z, e determinar os seus 

potenciais citotóxicos em diferentes linhagens leucêmicas. As atividades enzimáticas foram 

avaliadas pelo método de Nessler, enquanto para os ensaios de citotoxicidade e viabilidade 

celular foi utilizado o reagente MTT. Condições reacionais de pH e temperatura ótimos das L-

ASNases B e Z foram descritos anteriormente pelo grupo. O pH ótimo para a L-ASNase B foi 

de 8,5 e a temperatura ótima foi 60 °C, já para a L-ASNase Z o pH ótimo foi de 7,0 e a 

temperatura ótima foi de 50 °C. A caracterização da L-ASNase A foi realizada e determinada 

obtendo como pH ótimo 7,0, e como temperatura ótima 40 °C. Além disso, ao utilizar L-

glutamina como substrato, a L-ASNase B demonstrou possuir maior atividade glutaminásica 

em relação à L-ASNase Z. Os parâmetros cinéticos da enzima L-ASNase B, foram de 3 mM 

para o Km e 168,2 µmol/min/mg para a Vmáx, frente ao substrato L-asparagina. E para a L-

ASNase Z, os valores foram de 1,43 mM e 90,0 µmol/min/mg para Km e Vmáx, 

respectivamente, também frente à L-asparagina. Com relação ao ensaio de citotoxicidade 

realizado na linhagem HL-60, a L-ASNase B apresentou um CI50 de 0,83 μg/mL e para a L-

ASNase Z o CI50 foi de 1,53 μg/mL. As enzimas caracterizadas possuem potencial aplicação 

na área oncológica, demonstrando as promissoras abordagens para otimização dos 

biocatalisadores a partir dos resultados apresentados, de forma que abra cada vez mais 

perspectivas para uma terapia eficiente aos pacientes leucêmicos. 

 

Palavras-chave: L-asparaginase. Leucemia Linfoide Aguda. Caracterização. Citotoxicidade. 



 

ABSTRACT 

 

L-asparaginase (L-ASNase) is an enzyme that hydrolyzes L-asparagine, generating L-aspartate 

and ammonia. It is known to have two enzymatic isoforms, being named type I and type II. 

Type II L-ASNase is widely used in chemotherapeutic routines against Acute Lymphoid 

Leukemia as an adjuvant antineoplastic agent whose mechanism of action is based on the 

depletion of serum L-asparagine, a non-essential amino acid important for leukemia cells 

proliferation. The major commercial oncoterapic L-ASNases are obtained from the bacteria 

Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. However, adverse effects and hypersensitivity are 

attributed to its use due to the presence of glutaminase activity. Therefore, strategies aimed at 

characterizing and studying the viability of L-asparaginases may aid in the development of 

biomolecules with improved therapeutic properties in order to promote a more effective and 

safer treatment. The present work aimed to characterize different bacterial L-asparaginases 

specifically that of Escherichia coli, called L-ASNase B, and those of Bacillus subtilis, L-

ASNases A and Z, and determine their cytotoxic potentials in different leukemic cell lines. 

The enzymatic activities were evaluated by the Nessler method, whereas for the cytotoxicity 

and cell viability assays the MTT reagent was used. Optimum pH and temperature reaction 

conditions of L-ASNases B and Z were described previously by the group. The optimum pH 

for L-ASNase B was 8.5 and the optimum temperature was 60 °C, while for L-ASNase Z the 

optimum pH was 7.0 and the optimum temperature was 50 °C. The characterization of L-

ASNase A was carried out and determined obtaining as optimum pH 7.0, and as optimum 

temperature 40 °C. Furthermore, when using L-glutamine as a substrate, L-ASNase B was 

shown to have a higher glutaminase activity than L-ASNase Z. The kinetic parameters of the 

enzyme L-ASNase B were 3 mM for Km and 168.2 μmol/min/mg for Vmáx, compared to the L-

asparagine substrate. For L-ASNase Z, the values were 1.43 mM and 90.0 μmol/min/mg for 

Km and Vmáx, respectively, also compared to L-asparagine. In relation to the cytotoxicity assay 

performed in the HL-60 cell line, L-ASNase B had an IC50 of 0.83 μg/mL and for L-ASNase Z 

the IC50 was 1.53 μg/mL. The enzymes characterized have potential application in the 

oncological area, demonstrating the promising approaches for the optimization of the 

biocatalysts from the presented results, in a way that opens up increasingly perspectives for an 

efficient therapy to leukemic patients. 

 

Keywords: L-asparaginase. Acute Lymphoid Leukemia. Characterization. Cytotoxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Câncer é um termo generalista para um grupo de doenças que tem como 

característica marcante o rápido crescimento de células anormais, que se multiplicam 

desordenadamente e podem passar a invadir tecidos e espalhar-se para outros órgãos. É a 

segunda principal causa de morte no mundo e foi responsável por 9,6 milhões de mortes no 

ano de 2018 (OMS, 2018). Estima-se que, para o Brasil, no período do biênio de 2018-2019, 

ocorrerão 600 mil casos novos de câncer, com exceção do câncer de pele não melanoma 

(FIGURA 1) (INCA, 2018). Entre os dez tipos de câncer com maior incidência, destaca-se a 

leucemia que apresentará 5.940 novos casos em homens e 4.860 novos casos em mulheres 

para o biênio 2018-2019, ocupando a nona e a décima posições, respectivamente. 

 

Figura 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2018 por sexo, exceto câncer de pele não melanoma. 

 

 
Fonte: INCA (2018). 

 

Segundo a Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer, por ano, são 

identificados cerca de 300 mil novos casos de câncer entre crianças e jovens de até 19 anos no 

mundo, sendo a Leucemia Linfoide Aguda (LLA) a mais frequente na infância, 

correspondendo a cerca de 30-35% dos casos de câncer infantojuvenil (HOWLADER et al., 

2014). É uma neoplasia maligna originária das células brancas do sangue, também conhecidas 

como leucócitos, caracterizada pela proliferação excessiva de células imaturas de origem 

linfoide no tecido hematopoiético, comprometendo o funcionamento normal da medula óssea. 

Possui características específicas de incidência para adultos e crianças, porém a ocorrência é 

mais comum em crianças (HOFFBRAND et al., 2018). 

O tratamento da LLA utiliza diversos agentes quimioterápicos, sendo a proteína 

terapêutica L-asparaginase (L-ASNase) a mais utilizada nas rotinas de terapia. A eficácia 
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clínica desta droga é baseada na depleção de L-asparagina circulante no sangue e a 

vulnerabilidade seletiva das células leucêmicas, cuja sobrevivência é dependente de fontes 

extracelulares de L-asparagina (MÜLLER et al., 1998). A L-ASNase catalisa irreversivelmente 

a conversão hidrolítica de L-asparagina para ácido aspártico (L-aspartato na forma iônica) e 

amônia (amônio na forma iônica) sob condições fisiológicas (ELSHAFEI et al. 2012) 

(FIGURA 2). 

 

Figura 2 – Mecanismo básico de ação da L-asparaginase, demonstrando os efeitos nas células 

leucêmicas. 

 
      

Fonte: Adaptado de ELSHAFEI et al. (2012). Reação hidrolítica enzimática da L-asparaginase que ocorre no 
tratamento oncoterápico. 

 

As L-ASNases comerciais utilizadas no tratamento de LLA são obtidas através das 

bactérias gram-negativas Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, por ser uma 

enzima de origem bacteriana e de alto peso molecular, é reconhecida pelo sistema 

imunológico, diminuindo a sua meia-vida e podendo causar reações de hipersensibilidade nos 

pacientes (ULU et al., 2017). 

Até 2013, a L-asparaginase era comercializada no Brasil, sob o nome comercial de 

Elspar® (Merck & Co., Inc.) pelo laboratório Bagó, que detinha o registro nacional do 

medicamento, porém a fabricação acabou sendo interrompida no país (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2017). Desde então, a Anvisa vem buscando alternativas para adquirir a L-

asparaginase, devido a sua baixa disponibilidade no mercado farmacêutico e também por não 

haver outro produto equivalente com registro de produção nacional (ZENATTI et al., 2018). 

L-asparagina 

L-Aspartato 

(Íon amônio) 

Crescimento do 
tumor inibido 

Crescimento do 
tumor  
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Uma vez que o Brasil não possui plataforma produtiva de L-asparaginase, atualmente, o 

Sistema Único de Saúde (SUS) fornece como alternativa mais barata a Leuginase®, 

biofármaco fabricado pela empresa chinesa Beijing SL Pharmaceutical. No entanto, a 

aparente falta de estudos clínicos e escassez de informações de segurança acerca desse agente 

antineoplásico geraram debates entre os oncologistas e o governo brasileiro, acerca de quão 

seguro é comprar um novo medicamento com base em seu preço e não pela sua eficácia 

comprovada cientificamente (ZENATTI et al., 2018). 

A partir da problemática acima apresentada faz-se necessário buscar e discutir 

novas perspectivas acerca da L-asparaginase que fomente a implementação de uma produção 

brasileira, a fim de alcançar autonomia tecnológica desse biofármaco, cujos resultados são 

reconhecidamente importantes na clínica de leucemias.  

 

1.1 Enzimas terapêuticas  

 

Enzimas ou biocatalisadores são proteínas (ou moléculas de RNA) que possuem 

atividade catalítica altamente específica e seletiva. Além disso, apresentam uma grande gama 

de funções estabelecidas desde muito tempo, atuando nas indústrias têxtil, petroquímica, 

química fina e farmacêutica. Uma das principais fontes naturais produtoras de enzimas são os 

microrganismos (BATOOL et al., 2016).  

Sob outra perspectiva, enzimas de uso terapêutico tiveram suas aplicações 

iniciadas entre as décadas de 60 e 80, sendo de grande interesse para a atual indústria de 

biotecnologia. Elas também são denominadas de “Enzimas especiais”, pois apresentam 

finalidades das mais variadas, como possuírem atividade anti-inflamatória e antisséptica, 

atuarem como auxiliar digestivo, apresentarem atividade antiviral e serem utilizadas como 

agentes oncoterápicos, porém dependendo da sua aplicação torna-se necessário um alto nível 

de pureza (AEHLE, 2007) (TABELA 1). 
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 Tabela 1 – Exemplos de enzimas terapêuticas. 

Enzima Fonte Uso terapêutico Referência 

Lipase Rhizopus arrhizus 
Auxiliar 
digestivo 

HASSAN et al., 2006 

Ribonuclease Rana pipiens Antiviral 
PRADEEPKUMAR 

et al., 2012. 

Colagenase 
Clostridium 

histolyticum 
Úlceras de pele 

RAMUNDO et al., 

2009. 

L-asparaginase 
Escherichia coli, 

Erwinia chrysanthemi. 
Leucemia 

linfoide aguda 
RIZZARI et al., 

2013. 

  Fonte: adaptado de UMAMAHESWARI et al., 2016. 
 

Nos anos 80 ocorreu a revolução da indústria farmacêutica, devido ao advento dos 

biofármacos nas rotinas terapêuticas. Biofármacos é a designação dada a medicamentos 

originados a partir de processos biotecnológicos, nos quais o princípio ativo é obtido através 

de microrganismos ou células modificadas geneticamente (IPEA, 2018). Segundo a Comissão 

Europeia (2013), eles são englobados como moléculas complexas de alto peso molecular que 

podem ser classificados em: proteínas (hormônios, enzimas ou anticorpos monoclonais), 

produtos derivados do sangue, medicamentos imunológicos (como soros e vacinas), os 

alérgenos e os produtos de tecnologia avançada, tais como os medicamentos de terapia 

genética e celular. Nesse contexto, uma grande parcela dos medicamentos biológicos são 

proteínas (como enzimas e anticorpos) e hormônios, confirmando cada vez mais sua 

importância no cenário médico (RYU et al., 2012). 

Propriedades enzimáticas, como a alta afinidade e a especificidade ao seu 

substrato, além da capacidade de converter múltiplas moléculas deste em produto, explicam a 

aplicabilidade de enzimas na área da saúde, resultando na obtenção de drogas potentes. Os 

fatores-chave que devem impulsionar o crescimento do mercado global de enzimas 

terapêuticas incluem o aumento progressivo do número de casos de câncer, as variadas 

aplicações de enzimas em tratamentos para as doenças crônicas e a alta demanda por terapias 

cada mais efetivas (UMAMAHESWARI et al., 2016). Segundo a previsão de mercado 

realizada pelo Allied Market Research (2015), o mercado global de enzimas especiais, 

pesquisa em biotecnologia e diagnósticos foi responsável por movimentar US$ 561,9 milhões 

de investimentos em 2014 e está previsto gerar US$ 947,5 milhões até 2020, registrando um 

crescimento líquido anual de 9,4% durante o período de 2015 – 2020. 
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1.2 L-asparaginase 

 

Dentre as enzimas citadas na tabela 1, vale destacar a L-asparaginase (L-

asparaginase amidohidrolase, EC 3.5.1.1) que tem sido citada constantemente em pesquisas 

clínicas oncológicas devido à sua atividade antineoplásica para o tratamento de desordens 

linfoproliferativas e de linfomas, mais notadamente da leucemia linfoide aguda (LLA) 

(BATOOL et al., 2016).  

A hidrólise de L-asparagina em aspartato e amônia foi primeiramente observado 

por Lang (1904) em tecido bovino. Clementi (1922) descobriu a presença de L-asparaginase 

no soro sanguíneo de porquinho-da-índia. Kidd (1953) realizou uma série de experimentos 

que demonstraram que o soro desse animal era capaz de tratar linfossarcomas em ratos, 

atuando então como um inibidor tumoral. Finalmente, Broome (1961) demonstrou que a L-

asparaginase era o agente responsável pela atividade antitumoral presente no soro desses 

animais.  

Desde a década de 60, foi reconhecido que uma dose única de L-asparaginase 

podia alcançar a remissão em 65 % de crianças com LLA por cerca de 60 dias (MÜLLER et 

al., 1998). Mesmo com a existência comprovada de L-asparaginases em diferentes 

organismos, apenas as enzimas de E. coli e E. chrysanthemi são produzidas industrialmente e 

utilizadas frequentemente na terapia do câncer há mais de 30 anos (SANCHES et al., 2007). 

A presença do biocatalisador L-asparaginase já foi reportada em diversos 

organismos, incluindo animais, plantas e microrganismos (BATOOL et al., 2016), além de 

existir alguns estudos iniciais com humanos (KARAMITROS et al., 2014), entretanto a 

preferência na plataforma de produção acaba recaindo nos microrganismos devido à 

facilidade de escalonamento do processo (BATOOL et al., 2016; PATRO et al., 2011). Logo, 

alguns estudos mostraram que os fungos também poderiam ser fontes potenciais de L-

ASNases para o tratamento de neoplasias, devido aos efeitos adversos já documentados sobre 

as enzimas bacterianas e pelos fungos serem geneticamente mais semelhantes aos humanos. 

Consequentemente, isso diminuiria a probabilidade de ocorrência das reações imunogênicas 

contra L-asparaginases fúngicas (SHRIVASTAVA et al., 2012). Alguns fungos já reportados 

como produtores são: Aspergillus niger (SHRIVASTAVA et al., 2012), Aspergillus oryzae 

(HENDRIKSEN et al., 2009), Fusarium roseum (NAKAHAM et al., 1973), dentre outros. 

Outras fontes importantes reportadas como produtoras são leveduras, como a 

Saccharomyces cerevisiae (BOM et al., 1997); macroalgas marinhas como Vaucheria 

uncinata (USHA; PANDEY, 2011); e plantas, como nas sementes de Phaseolus vulgaris 



 
22 

(SALEH et al., 2015), em que a enzima apresentou uma alta atividade enzimática e era livre 

de atividade glutaminásica. Além disso, Clementi (1922) interessantemente notou que a L-

ASNase se encontrava na forma ativa em todos os tecidos de animais herbívoros e no fígado 

de animais onívoros, mas a enzima estava ausente nos órgãos de animais carnívoros. 

 

1.2.1 L-asparaginases bacterianas 

 

As bactérias são fontes ricas de L-ASNases e possuidoras de interesse médico 

considerável. A possibilidade do controle de vários fatores ambientais, como fontes de 

carbono e nitrogênio, temperatura, pH e níveis de oxigênio permitiram uma maior facilidade 

para o escalonamento do processo e a ocorrência de vários estudos acerca de produção e 

caracterização de L-ASNases com potencial terapêutico (VIDYA et al., 2017; SANCHES et 

al., 2007). Além disso, é importante o estudo dos fatores bioquímicos e farmacológicos, pois 

são eles que influenciam na presença da atividade antileucêmica (VIDYA et al., 2017). 

Alguns trabalhos mostraram o isolamento da L-ASNase com atividade anticâncer 

a partir de diferentes plataformas bacterianas, como evidenciado na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Bactérias gram-negativas e gram-positivas produtoras de L-ASNases. 

Bactérias gram-
negativas Referência 

Bactérias gram-
positivas Referência 

Citrobacter sp. 
BASCOMB et al., 

1975  
Bacillus subtilis 

FISHER et al., 
2002 

E. coli NETRVAL, 1977 Bacillus circulans 
HYMAVATHI et 

al., 2009 

E. chrysanthemi MOOLA et al., 1994 Streptococcus albus 
REDDY et al., 

1990 

Klebsiella 

pneumoniae 
REDDY et al., 1990 

Corynebacterium 

glutamicum 

MESAS et al., 
1990 

Zymomonas 

mobilis 

PINHEIRO et al., 
2001 

  

   Fonte: Adaptado de BATOOL et al., 2016. 
 

As L-ASNases bacterianas são classificadas em dois subtipos, sendo denominados 

de tipo I (citoplasmática e expressa constitutivamente) e de tipo II (periplasmática e induzida 

por anaerobiose) (OHNUMA, 1967). Um exemplo de L-asparaginase I é a codificada pelo 
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gene ansA de Bacillus subtilis e do tipo II tem-se a codificada pelo gene ansB, em Escherichia 

coli, e pelo gene ansZ pela gram-positiva B. subtilis (TABELA 3) (EINSFELDT, 2014), no 

presente trabalho, serão denominadas respectivamente por L-ASNase A, B e Z. 

 

Tabela 3 – Dados acerca das L-ASNases utilizadas no trabalho. 

Gene Proteína Organismo 
hospedeiro 

Massa molecular 
aparente 

ansA L-ASNase A (tipo I) B. subtilis 36323,49 Da 

ansB L-ASNase B (tipo II) E. coli 36719,45 Da 

ansZ L-ASNase Z (tipo II) E. coli 39972,13 Da 

Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados de massa molecular foram obtidos a partir da busca da sequência primária 
de aminoácidos das L-asparaginases de cada organismo hospedeiro na plataforma Kegg Organisms. Logo, as 
sequências primárias obtidas foram submetidas ao software ProtParam tool, hospedado no portal Expasy 

Bioinformatic Resources, responsável por computar e gerar os parâmetros físicos e químicos (massa molecular, 
pI teórico, composição atômica, coeficiente de extinção molar, entre outros) das proteínas de interesse. 

 

Ambas apresentam afinidades diferentes ao substrato L-asparagina, a enzima do 

tipo I apresenta um Km (Constante de Michaelis-Menten) aparente relativamente alto na 

ordem milimolar (mM), indicando baixa afinidade ao substrato, devido à baixa eficiência 

cinética representada pelo valor de Km, além de não possuir atividade antileucêmica reportada 

(YUN et al., 2007). Já a enzima do tipo II possui um Km aparente na ordem micromolar (μm), 

apresentando uma elevada afinidade pelo substrato e alta atividade antitumoral in vitro e in 

vivo reportada, por isso elas são utilizadas nas formulações de quimioterápicos para 

tratamento da leucemia, atuando como adjuvante junto com outros fármacos como a 

vincristina e os glicocorticoides (YUN et al., 2007; KOTZIA et al., 2007).  

Yun et al. (2007) buscaram explicar a falta de atividade antineoplásica na L-

asparaginase de tipo I destacando as propriedades bioquímicas da enzima, como o elevado Km 

para a L-asparagina, e consequentemente menor afinidade, além da influência do 

comportamento alostérico da enzima em que a L-asparagina atua como uma molécula 

moduladora da atividade enzimática. Alguns estudos destacaram a sua potencial aplicação na 

indústria alimentícia, atuando como agente auxiliar no processamento de alimentos visando a 

redução dos níveis de acrilamida tóxica no processo de pré-tratamento (KUMAR et al., 2014; 

ANESE et al., 2011). A acrilamida (2-propenamida) é um composto potencialmente 

neurotóxico, carcinogênico e danoso para o sistema reprodutivo, que acaba sendo formado no 
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processo de cozimento, em altas temperaturas, de alimentos amiláceos (pão, batatas, 

biscoitos) devido à ocorrência da reação de Maillard entre a L-asparagina e os açúcares 

redutores presentes no meio, como a glicose (FIGURA 3). Logo, a L-ASNase I pode ter, 

futuramente, uma importância fundamental na indústria de alimentos por ter a capacidade de 

converter L-asparagina em L-aspartato, e assim, otimizar o processamento desses alimentos 

(ANESE et al., 2011). 

 

Figura 3 – Formação de acrilamida em processos alimentícios de alta temperatura.  

 

 

 

Fonte: BATOOL et al. (2016). 
 

1.2.2 Características estruturais  

 

A elucidação da estrutura molecular das L-ASNases é de fundamental importância 

para uma melhor caracterização funcional. A estrutura cristalizada de L-ASNase I de E. coli, 

por exemplo, mostra que há a formação de apenas um dímero (YUN et al., 2007).  

No caso da L-ASNase II de E. coli, a estrutura tridimensional existe na forma de 

homotetrâmero, ou seja, composta por quatro subunidades idênticas não-cooperativas 

denominadas de A, B, C e D (FIGURA 4), contendo aproximadamente 330 aminoácidos por 

monômero (KOZAK et al., 2000; SWAIN et al., 1993). Essas subunidades estão organizadas 
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na forma de dímeros AB e CD, sendo que cada um dos dímeros possui dois sítios ativos. O 

sítio ativo é criado pela dimerização das subunidades A e C ou B e D e as treoninas (12 e 89) 

são as responsáveis pela atividade catalítica (KOZAK et al., 2000). Apesar de aparentemente 

as enzimas serem funcionais na forma de dímeros, análises em raio-X confirmaram que a 

formação de tetrâmeros é essencial para a eficiência catalítica da L-ASNase II (SANCHES et 

al., 2007). 

 

Figura 4 – Estrutura tetramérica de L-asparaginase II de E. coli. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de KOZAK et al. (2000). Estrutura tridimensional de E. coli com suas subunidades indicadas 
pelas letras A, B, C e D. 
 

1.3 L-asparaginase no tratamento da leucemia linfoide aguda 

 

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é um tipo de neoplasia maligna na qual 

ocorre o acúmulo e a proliferação desordenada de células linfoides imaturas dentro da medula 

óssea e em tecidos linfoides (INCA, 2014). 

A L-asparaginase (L-ASNase) tipo II é um componente quimioterápico importante 

utilizado como fármaco de primeira linha para o tratamento da LLA, devido a ser um 

relevante agente antileucêmico por atuar especificamente sob células tumorais. Desde que se 

tornou aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) em 1978, seu uso tornou-se 

fundamental para induzir a remissão da LLA (RIZZARI et al., 2013).  

O exato mecanismo de ação da L-ASNase II não está completamente elucidado, 

mas fundamenta-se na lógica de que as células leucêmicas são incapazes de sintetizar 

quantidades adequadas do aminoácido não essencial L-asparagina (L-Asn), uma vez que não 

A 

B 

C 

D 
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expressam ou expressam a níveis muito baixos a enzima asparagina sintetase (ASNS), o que 

as tornam dependentes de fontes de L-Asn exógenas para manterem-se em multiplicação. 

Portanto, ao ocorrer a diminuição dos níveis séricos desse aminoácido, os linfoblastos 

leucêmicos sofrem uma drástica redução na síntese de DNA, RNA e proteínas, o que acarreta 

em ativação da cascata sinalizadora de morte celular por apoptose (KIRIYAMA et al. 1989; 

NARTA et al., 2007; RIZZARI et al., 2013; SHRIVASTAVA et al., 2006).  

As células saudáveis não são afetadas pela atividade hidrolítica da L-ASNase II, 

por expressarem ASNS de forma suficiente para suprir sua necessidade nutricional de L-Asn 

(NARTA et al., 2007). 

 

1.3.1 Atividade glutaminásica 

 

Um fator bastante discutido na literatura é a presença da atividade glutaminásica 

de L-asparaginases bacterianas tipo II de E. coli e E. chrysanthemi (NARTA et al., 2007). 

Essas enzimas hidrolisam preferencialmente o substrato L-Asn, mas possuem cerca de 2-10 % 

de atividade glutaminásica na atividade enzimática total da L-ASNase, podendo hidrolisar o 

substrato L-glutamina (L-Gln) e gerar L-glutamato (L-Glu) e amônia como produtos finais 

(FIGURA 5).  

Acredita-se que a atividade de L-glutaminase seja determinante para a 

citotoxicidade promovida pela enzima, que estaria relacionada aos efeitos adversos do 

tratamento (NGUYEN et al., 2016). Essa teoria está sustentada no fato de linhagens 

leucêmicas com alta expressão de ASNS, como MOLT-4, K562 e REH, conseguirem captar e 

utilizar L-glutamina como fonte energética alternativa à L-asparagina, o que torna a L-

asparaginase II com atividade glutaminásica, a alternativa mais conveniente para obter uma 

considerável eficiência antineoplásica nesses casos (PARMENTIER et al., 2015). Sob outro 

ponto de vista, Chan et al. (2014) ao testar mutantes de L-asparaginase sem atividade 

glutaminásica, conseguiram demonstrar que as linhagens leucêmicas com baixa ou nenhuma 

expressão de ASNS, como as SUP-B15 e RS4;11, foram hipersensíveis à atividade 

asparaginásica sozinha, no entanto esses mesmos mutantes não apresentaram citotoxicidade 

efetiva nas células com alta expressão de ASNS, sugestionando que a atividade glutaminásica 

deva ser considerada ou não dependendo do nível de expressão de ASNS do alvo cancerígeno.  
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Figura 5 – Ilustração das reações de L-asparaginases de E. coli e E. chrysanthemi 

responsáveis pela dupla atividade asparaginásica e glutaminásica. 

 

 
 

Fonte: Nguyen et al. (2016). 
 

Outros pesquisadores buscam diminuir a atividade glutaminásica, mas mantendo a 

alta citotoxicidade ou utilizar outras L-asparaginases desprovidas de atividade glutaminásica, 

como é o caso da oriunda de B. subtilis (ONISHI et al., 2011), com o objetivo final de 

abrandar a toxicidade do quimioterápico, pois o decaimento brusco dos níveis séricos de mais 

de um aminoácido pode acarretar várias reações metabólicas desfavoráveis e afetar o 

funcionamento de alguns órgãos (REINERT et al., 2006; NARTA et al., 2007; AVRAMIS et 

al., 2012).  

 

1.3.2 Efeitos secundários e imunogenicidade 

 

As L-ASNases II bacterianas, disponíveis atualmente, apresentam uma série de 

efeitos secundários que limitam sua função terapêutica, como reações de hipersensibilidade, 

resistência adquirida, complicações imunogênicas e curto tempo de meia-vida (PASUT; 

VERONESE, 2009). Além disso, há relatos associados ao risco de trombose (EDEN et al., 

2016), pancreatite (RAJA et al., 2012), choques anafiláticos (WARRELL et al., 1982) fadiga 

crônica e febre (MÜLLER et al., 1998), provavelmente em decorrência da atividade 

glutaminásica presente na enzima (SHRIVASTAVA et al., 2006). 

Müller et al. (1998) afirmaram que os efeitos imunogênicos, desencadeados pela 

presença da L-ASNase II bacteriana, ocorreriam em virtude do grande peso molecular e da 

complexidade de alto grau da enzima, causando o desenvolvimento de anticorpos específicos 

contra ela, os chamados anticorpos “Anti-asparaginase”. Tais efeitos causados por esses 
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anticorpos vão desde dores no local da administração do quimioterápico até a inativação 

enzimática, diminuindo consequentemente sua eficiência terapêutica, sendo um fenômeno 

conhecido como “inativação silenciosa”. Dessa forma, monitorando os níveis de anticorpos 

Anti-asparaginase e os níveis séricos de asparagina, é possível determinar a ocorrência de 

resistência à proteína, o que implica na adoção de estratégias clínicas que contornem esse 

problema (FU; SAKAMOTO, 2007). 

Uma das tentativas de reduzir a imunogenicidade da droga e prolongar seu 

período de meia-vida foi a conjugação da L-ASNase em polietileno glicol (PEG), o qual 

funciona como um invólucro ao redor da proteína impedindo o reconhecimento da enzima por 

anticorpos, sem afetar sua atividade antileucêmica, pois o PEG é capaz de esconder os sítios 

imunogênicos (FIGURA 6). A PEG-asparaginase já se encontra no mercado, sob o nome de 

Oncaspar® (Exelead, Inc), mas seu elevado custo acaba limitando seu uso (PASUT; 

VERONESE, 2009). 

 

Figura 6 – Demonstração do encapsulamento da L-ASNase com o PEG.  

 

 
 

 

Fonte: Adaptado de ULU et al. (2017). A peguilação é capaz de proteger sítios imunogênicos, permitindo que a 
enzima se evada do sistema imunológico. 

  

Os gargalos que afetam o potencial terapêutico da L-ASNase podem ser 

contornados com as abordagens de engenharia genética e engenharia metabólica, buscando o 

desenvolvimento de uma L-asparaginase com propriedades melhoradas, com um drug delivery 

mais eficaz, caso acopladas a algum carreador, ou pela produção da enzima de forma 

recombinante em elevadas concentrações (VIDYA et al., 2017). 
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Métodos para minimizar as respostas imunológicas ao tratamento com L-

asparaginase incluem a bioengenharia de versões enzimáticas menos imunogênicas, utilizar 

enzimas de organismos diferentes como alternativa para terapia e prospectar novas fontes 

promissoras de L-asparaginase. Algumas estratégias reportadas buscam a diminuição da 

atividade glutaminásica (HUANG et al., 2014); a obtenção da enzima de forma extracelular, 

por meio de secreção (GHOSHOON et al., 2015); enzimas termoestáveis (JIA et al., 2013); 

enzimas de organismos diferentes com melhor atividade e rendimento se comparado às 

advindas de cepas parentais (CORNEA et al., 2002); uso de drug delivery por lipossomos 

(VIDYA et al., 2017).  

Por fim, outras abordagens mais modernas visam afetar a estabilidade enzimática, 

por meio de alterações na estrutura primária de proteínas; uso de ferramentas de 

bioinformática para predizer estratégias que diminuam os efeitos de imunogenicidade; uso de 

metodologias de engenharia de proteínas, como a evolução dirigida por meio da geração de 

mutações pontuais aleatórias na sequência gênica com a posterior triagem de acordo com a 

característica de interesse, e a mutagênese sítio-dirigida que visaria a obtenção de enzimas 

menos imunogênicas através de mutações em hot spots nos nucleotídeos do DNA; expressão 

de proteínas de fusão ou quiméricas, resultando em melhorias nas propriedades funcionais das 

L-ASNases (VIDYA et al., 2017) (FIGURA 7).  

 

Figura 7 – Diferentes abordagens para a melhoria da L-asparaginase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

Fonte: Adaptado de VIDYA et al. (2017). 

 

Estabilidade proteica da 
L-asparaginase 

Proteínas de Fusão 

Engenharia de Proteínas 
Evolução dirigida 

Mutagênese sítio-dirigida 
Design Racional 

Modificações químicas 
PEG 

Quitosana 
Biopolímeros 

Diferentes sistemas de 
expressão 
Leveduras 

Fungos  
Células de mamíferos 



 
30 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterização bioquímica e 

cinética de diferentes L-asparaginases bacterianas e a determinação dos seus potenciais 

citotóxicos em linhagens tumorais. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Expressar de forma heteróloga as L-ASNases; 

 Avaliar a influência da variação do pH e da temperatura na atividade 

enzimática; 

 Analisar as atividades asparaginásica e glutaminásica das enzimas; 

 Estimar os parâmetros cinéticos frente ao substrato L-asparagina;  

 Determinar a CI50 e o potencial citotóxico in vitro das L-asparaginases em 

linhagens celulares cancerígenas (HL-60 e Raji). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Expressão heteróloga de L-asparaginases de Bacillus subtilis e Escherichia coli  

 

Os genes ansA, ansB e ansZ foram clonados em vetor plasmidial pET28a e 

transformados na cepa de expressão E. coli Rosetta em trabalhos anteriores do grupo 

(CAETANO, 2017; TORRES, 2018). Colônias de E. coli Rosetta transformadas com os 

vetores pET28a-ansA, pET28a-ansB e pET28a-ansZ foram isoladas em placas de LB-ágar 

suplementadas com antibióticos. Colônias isoladas em cada placa, com o auxílio de uma 

ponteira estéril, foram lançadas em 5 mL de meio LB para o preparo dos pré-inóculos e 

posterior acréscimo dos antibióticos canamicina (40 μg/mL), correspondente ao marcador de 

seleção do vetor pET28a, e cloranfenicol (34 μg/mL), correspondente à resistência da Rosetta, 

em tubos de vidro previamente autoclavados. O controle negativo continha 5 mL de meio LB 

com antibióticos, mas sem a presença do material bacteriano. Os pré-inóculos foram 

incubados a 37 °C overnight, sob agitação de 200 rpm em agitador orbital (Marconi MA420). 

A expressão heteróloga foi realizada em 3 frascos de Erlenmeyer de 1 litro, cada 

um com 300 mL de meio LB, aos quais foram adicionados MgCl2 (0,1 M), canamicina (40 

μg/mL), cloranfenicol (34 μg/mL) e 5 mL do pré-inóculo crescido em cada. O meio de cultivo 

inoculado foi incubado a 37 °C e sob agitação de 210 rpm, até que atingisse a densidade ótica 

(D.O.) entre 0,4 – 0,6 a 600 nm. A partir daí, a indução ocorreu utilizando IPTG (0,5 mM) 

com incubação por 4 horas a 30 °C sob agitação a 200 rpm. Em seguida, todo o meio de 

expressão foi submetido a centrifugação de 10.000 x g por 10 minutos, a 4 °C, seguido do 

armazenamento dos pellets a -20 °C até o momento da sonicação. 

 

3.2 Lise celular 

 

 A lise celular foi realizada por sonicação, utilizando-se o processador ultrassônico 

VC 505 / VC 750 da SONICS Vibra CellTM, configurado para 30% de amplitude, por 20 

minutos com ciclos de 20 segundos de ultrassom e 40 segundos em repouso até a amostra 

ficar homogênea. Os pellets foram ressuspendidos em banho de gelo utilizando 15 mL de 

tampão de lise (HEPES 100 mM, NaCl 300 mM e 10 mM de Imidazol (pH 8,0)), (1% v/v) de 

Triton X100 e (1% v/v) de PMSF 1 mM. O lisado celular foi centrifugado a 10.000 x g por 30 

minutos a 4 °C, o precipitado foi descartado e o sobrenadante, contendo as proteínas 

recombinantes solúveis, foi reservado para posterior purificação. 
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3.3 Purificação por cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC) 

 

As estruturas primárias de L-ASNases de E. coli e B. subtilis receberam seis 

histidinas em sua porção N-terminal pelo vetor de expressão pET28a. Por apresentarem na 

sua estrutura um anel imidazólico, as histidinas interagem fortemente com cátions metálicos 

bivalentes, como o Ni2+, apresentando-se como uma metodologia consolidada de purificação 

de proteínas por meio de cromatografia de afinidade, como relatado por Gaberc-Porekar e 

Menart (2001). 

A purificação das L-ASNases foi realizada por cromatografia de afinidade com 

metal imobilizado (IMAC) e foram preparados tampões de lavagem (500 mM de NaCl e 100 

mM de HEPES contendo concentrações de 10, 30 e 60 mM de imidazol) e o tampão de 

eluição (500 mM de NaCl, 100 mM de HEPES e 300mM de imidazol), todos com pH 7,5. 

Aproximadamente 2 mL da coluna HisTrapTMHP (GE®) foi lavada com água destilada filtrada 

para a retirada do álcool residual na qual é armazenada. Logo depois foi equilibrada com o 

tampão de lise e incubada com o sobrenadante proteico por 1 hora, em banho de gelo, e sob 

agitação orbital de 100 rpm. O processo cromatográfico prosseguiu com a aplicação de um 

gradiente crescente de 10, 30 e 60 mM de imidazol. A eluição das proteínas recombinantes foi 

feita com 300 mM de imidazol, em aproximadamente 20 mL de volume coletado. 

Para avaliar a purificação das L-ASNases A, B e Z por meio de SDS-PAGE, 

alíquotas de 1 mL de cada lavagem (10, 30 e 60 mM de imidazol) e da eluição (300 mM de 

imidazol) foram coletadas e armazenadas a 4 °C para posterior uso na eletroforese. As 

alíquotas finais da eluição foram reunidas e concentradas em aproximadamente 2 mL, 

utilizando o concentrador Amicon® Pro Purification System com membrana de 10 kDa, os 

quais foram então armazenadas no ultra freezer a -80 °C. 

 

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

A eletroforese (SDS-PAGE) foi utilizada para a análise da expressão heteróloga e 

da purificação de L-asparaginases recombinantes. realizada em gel de poliacrilamida 12,5%, 

em condições desnaturantes e redutoras, na presença de β – mercaptoetanol, sendo 

adicionados para o gel de corrida: 3,150 mL de água, 2,1 mL de bis-acrilamida 40%, 1,75 mL 

de solução lower Tris 4x (Solução de Tris, 10% SDS, água destilada em pH 8,8) e 80 μL de 

uma mistura com TEMED e APS 10%. Para o gel de empilhamento 3,5% utilizou-se: 2,17 
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mL de água, 0,33 mL de bis-acrilamida 40%, 0,83 mL de upper Tris 4x (Solução de Tris, 

10% SDS e água destilada em pH 6,8) e 100 μL de mistura com TEMED e APS 10%.  

Os pellets de expressão, bem como as alíquotas de sobrenadante e precipitado 

após a lise celular foram preparados em tubos de 1,5 mL; aos pellets e precipitado pós-

sonicação, foram adicionados 30 μL de tampão de amostra (5x), ressuspendendo 

delicadamente por pipetagem; e a 30 μL de sobrenadante foram adicionados 6 μL de tampão 

de amostra (5x). Essas amostras passaram por tratamento térmico a 100˚C por 10 minutos 

para desnaturação e em cada poço do gel de poliacrilamida foram aplicadas cerca de 15 μL de 

amostra. O gel foi corado com solução de Coomassie Brilhante Blue R-250 para visualização 

das bandas proteicas. 

                                              

3.5 Quantificação de proteínas 

 

A quantificação de proteínas foi realizada pelo Qubit® Protein Assay Kit, sendo 

um método de detecção por fluorescência responsável por quantificar amostras na faixa de 

12,5 μg/mL a 5 mg/mL de proteínas, a partir da adição de 1 μL a 20 μL de amostra. O mix 

reacional do kit foi feito conforme recomendação do fabricante.  

No experimento, 5 μL de cada L-ASNase foi utilizada para quantificação. As 

amostras proteicas foram então adicionadas em tubos de 0,5 mL e o volume foi completado 

com 195 μL do mix, resultando em um volume final de 200 μL. Logo, cada tubo de reação foi 

submetido a vórtex por 3 segundos e incubados à temperatura ambiente durante 15 minutos. 

Foram realizadas triplicatas para a quantificação de cada uma das L-ASNases. Posteriormente, 

foi executada a leitura utilizando o equipamento Qubit® Fluorometer. 

 

3.6 Atividade Enzimática 

 

A atividade enzimática das L-asparaginases foi mensurada a partir da 

determinação de nitrogênio amoniacal livre por reação de Nessler (solução alcalina de 

tetraiodomercurato II de potássio), segundo a adaptação para microescala de Torres (2018) do 

método colorimétrico descrito por Wriston e Yellin (1973).  

As amostras de L-ASNases B e Z foram utilizadas em sua forma estoque e em 

frações diluídas (1:10 e 1:20), enquanto a A não sofreu diluição. As reações de atividade 

enzimática ocorreram em microtubos de 0,2 mL. Foram adicionados 10 μL de cada enzima 

em um volume reacional composto por 160 μL de tampão HEPES 100 mM, NaCl 500 mM 
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(pH 8,0) e 10 μL do substrato L-asparagina (189 mM), totalizando no final 180 μL de reação 

enzimática. E em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos em 

termociclador ESCO® Swift MaxPro. Após incubação, adicionou-se 10 μL de TCA 1,5 M 

para o bloqueio da reação. Para a reação colorimétrica, em microplaca de 96 poços, 

adicionou-se 10 μL da reação bloqueada e 240 μL de reagente de Nessler diluído (25 μL de 

Nessler concentrado + 215 μL de água ultrapura). Os microtubos eram mantidos em banho de 

gelo durante a adição da enzima nas reações. As leituras de absorbância foram realizadas em 

leitor de placas Synergy™ HTX Multi-Mode a 436 nm. Todo o ensaio foi feito em triplicata e 

um ensaio branco sem a adição de enzima como controle negativo. Para a plotagem dos 

gráficos e análises estatísticas, foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism Software 

versão 5.0. 

A concentração de amônia liberada foi calculada por comparação com os valores 

obtidos da curva padrão com sulfato de amônio para então obter os valores de U/mg como 

descrito pela equação abaixo: 

  

                            Atividade específica (𝑈/݉g)  =       [NH4
+] (μmol)  

  (mg/μL)[enzima] ∗ (݊݅݉)ݐ                                              

Onde:  

- [NH4
+] é a concentração de amônia liberada na reação enzimática (valor 

calculado a partir de uma curva padrão);  

- t é o tempo de reação;  

- [enzima] é a concentração de proteína utilizada na reação.  

 

Uma unidade (U) de atividade da L-asparaginase foi definida como a quantidade 

de enzima necessária para catalisar a produção de 1 μmol de amônia por minuto, nas 

condições de ensaio estabelecidas. 

 

3.6.1 Curva padrão 

 

Uma curva padrão foi construída utilizando uma solução de sulfato de amônio 

((NH4)2SO4) 12 mM, dissolvido em tampão PBS, em variados gradientes de concentração. 

Foram então adicionados diferentes volumes da solução estoque de ((NH4)2SO4) e de tampão 

PBS nas tiras de microtubos (0,2 mL), produzindo triplicatas de diluições cujas concentrações 

variaram de 0,216 a 2,4 μM de íon amônio (NH4
+), para um volume final de trabalho de 180 
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μL. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 min, com posterior adição de 10 µL de 

ácido tricloroacético (TCA) 1,5 M para bloqueio da reação. Para reação colorimétrica, 

utilizou-se microplaca de 96 poços, onde 10 µL de cada diluição e 240 µL de reagente Nessler 

diluído (25 µL de Nessler + 215 µL de água ultrapura) foram adicionados. A leitura de 

absorbância em comprimento de onda de 436 nm foi realizada em um leitor de microplacas 

Synergy™ HTX Multi-Mode. 

 

3.6.2 Efeito da variação de pH sobre a atividade enzimática 

 

A atividade enzimática para determinação do pH ótimo de cada enzima foi 

realizada em tiras de microtubos (0,2 mL), tal como descrito no item 3.6, utilizando diferentes 

tampões cujos pHs variaram de 3,0 a 11,0. O tampão Citrato (0,2 mM)-Fosfato (0,1 mM) 

abrangeu os pHs 3 a 7, o tampão Tris (50 mM) os pHs 7 a 9 e o tampão Glicina para os pHs 

10 e 11. O ensaio colorimétrico também seguiu os mesmos parâmetros descritos no tópico 

3.6. A leitura de absorbância a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX 

Multi-Mode. Para cada pH foi realizada uma triplicata e um ensaio branco sem adição de 

enzima. 

 

3.6.3 Efeito da variação de temperatura sobre a atividade enzimática 

 

A atividade enzimática para a determinação da temperatura ótima foi realizada 

como descrito no item 3.6 com variação de incubação entre 20 °C e 90 °C. O ensaio 

colorimétrico também seguiu os mesmos parâmetros descritos no tópico 3.6. A leitura de 

absorbância a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode. 

Para cada temperatura testada foi realizada uma triplicata e um ensaio branco sem adição de 

enzima. 

 

3.7 Ensaio de atividade glutaminásica 

 

No ensaio de atividade glutaminásica foram testadas as L-asparaginases tipo II (B 

e Z), com o objetivo de verificar a possível influência e a contribuição dessa atividade nos 

testes de citotoxicidade. Foram realizados os mesmos parâmetros descritos no tópico 3.6 

acerca da atividade enzimática, com exceção da mudança do substrato, que nesta ocasião foi a 

L-glutamina (189 mM). 
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3.8 Ensaio cinético 

 

O ensaio de cinética enzimática envolveu novamente o ensaio colorimétrico de 

atividade enzimática por reagente de Nessler. O substrato L-asparagina foi adicionado em 

diferentes volumes a partir de um estoque de 10,5 mM, como mostrado na tabela 4, estando 

sob diferentes concentrações nas reações. 

 

Tabela 4 – Teste cinético realizado para as L-ASNases tipo II recombinantes.   

Concentração do 
substrato (mM) 

Quantidade do 
substrato 

adicionado na 
reação (μL) 

Quantidade de 
tampão PBS 

pH 7,4 
adicionado na 

reação (μL) 

Quantidade de 
enzima 

adicionada na 
reação (μL) 

Volume total da 
reação (μL) 

0,0625 1,07 168,93 10 180 
0,125 2,14 167,86 10 180 
0,250 4,29 165,71 10 180 
0,500 8,57 161,43 10 180 
1,00 17,14 152,86 10 180 
2,00 34,29 135,71 10 180 
4,00 68,57 101,43 10 180 
6,00 102,86 67,14 10 180 
8,00 137,14 32,86 10 180 
9,91 170 0 10 180 

  Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As reações foram realizadas em tubos de 0,2 mL em triplicata, e ensaio branco 

para cada uma das concentrações testadas que também foi realizado em triplicata, sem a 

adição de enzima. Foram incubadas a 37 °C durante 30 min em termociclador ESCO® Swift 

MaxPro. Encerrado o período de incubação, foram adicionados 10 µL de TCA 1,5 M em cada 

reação. O ensaio colorimétrico seguiu os mesmos parâmetros descritos no tópico 3.6. A leitura 

de absorbância a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode. 

Os parâmetros cinéticos foram calculados utilizando o programa SigrafW segundo Leone et 

al. (2005), responsável por utilizar um modelo de equação de Hill simplificado para ajustar os 

dados cinéticos de ambas enzimas alostérias ou Michaelianas. 
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3.9 Ensaio de citotoxicidade 

 

3.9.1 Linhagens tumorais e culturas de células 

 

O ensaio inicial de citotoxicidade foi realizado em linhagens tumorais Raji 

(linfoma de Burkitt) e HL-60 (leucemia mieloide aguda) sendo utilizadas como screening para 

definir uma linhagem modelo para os futuros ensaios de toxicidade, através da avaliação do 

potencial citotóxico das L-asparaginases recombinantes. As células foram cultivadas em meio 

RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos (penicilina 

100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL), mantidas em estufa a 37 C e atmosfera contendo 5% 

de CO2.  

 

3.9.2 Avaliação da citotoxicidade 

 

A avaliação da citotoxicidade das enzimas recombinantes em células tumorais 

humanas foi feita pelo teste do MTT após 72h de incubação. O teste do MTT é um ensaio 

colorimétrico quantitativo in vitro baseado na redução do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-

difenil-brometo de tetrazólio (MTT) – de cor amarelada – para formazan – de cor púrpura –, 

sendo essa conversão realizada pela enzima succinil-desidrogenase, presente no Ciclo de 

Krebs, e consequentemente, em mitocôndrias de células viáveis (MOSMANN, 1983). Logo, 

essa metodologia permite estimar a viabilidade celular e o estado metabólico da célula. 

As L-asparaginases B e Z foram as amostras selecionadas para as análises 

citotóxicas devido à atividade antitumoral reportada anteriormente em testes preliminares 

realizados pelo nosso grupo. Inicialmente, elas foram testadas e incubadas junto das células 

em concentrações únicas de 40 μg/mL (20 µL de enzima/80 µL de RPMI) e 100 μg/mL (50 

µL de enzima/50 µL de RPMI) para a avaliação do potencial citotóxico, segundo a 

metodologia descrita na tabela 5.  
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Tabela 5 – Condições dos testes de citotoxicidade. 

Amostra Quantidade da amostra no poço 
Quantidade de meio no 

poço 

C20/80 20µl de PBS 80 µL de RPMI completo 

C50/50 50µl de PBS 50 µL de RPMI completo 

L-ASNase B 20/80 20 µL de L-ASNase B 80 µL de RPMI completo 

L-ASNase B 50/50 50 µL de L-ASNase B 50 µL de RPMI completo 

L-ASNase Z 20/80 20 µL de L-ASNase Z 80 µL de RPMI completo 

L-ASNase Z 50/50 50 µL de L-ASNase Z 50 µL de RPMI completo 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As células foram distribuídas em placas de 96 poços, em cada poço sendo 

adicionados 100 μL de células, numa densidade de 0,3 x 106 células/mL para as linhagens HL- 

60 e Raji, respectivamente. Os controles negativos foram as proporções de 20/80 e 50/50 de 

tampão PBS/meio de cultura RPMI.  

Após 72h de incubação, cada poço recebeu 200 μL da solução de MTT e a placa 

foi reincubada durante 3 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO2. Após esse período, ela foi 

centrifugada (3000 rpm/10 min/20 °C), o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi 

ressuspendido em 200 μL DMSO para a quantificação do sal reduzido nas células vivas. Logo 

depois, a placa foi colocada em agitador durante 20 minutos para homogeneização da solução. 

As absorbâncias foram lidas com o auxílio do espectrofotômetro de placa BeckmanCoulter® 

Multimode Detector DTX 880, no comprimento de onda de 595 nm. Os dados de todas as 

repetições foram normalizados e submetidos à regressão não linear utilizando o programa 

GraphPad Prism Software versão 5.0 para obtenção do potencial de inibição e de viabilidade 

celular. 

Depois de realizado o screening inicial para definir a linhagem celular a ser 

utilizada em ensaios posteriores, foram realizadas diluições seriadas a partir da concentração 

única de 40 μg/mL (20 µL de enzima/80 µL de RPMI), em triplicata. Foi feita a determinação 

da CI50 (concentração inibitória média capaz de provocar 50% do efeito máximo) e seus 

respectivos intervalos de confiança (IC 95%) a partir de regressão não linear, realizado pelo 

programa GraphPad Prism Software versão 5.0. 
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MM 30 (Z)  60 (Z) 300 (-) 
(Z) 

300 (+) (Z)  30(B) 60 (B) 300 (-) (B) 300 (+) (B)  

  35 kDa 

  50 kDa 

MM 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Purificação e concentração das L-asparaginases recombinantes 

 

A eluição das proteínas aderidas na coluna foi feita com alta concentração de 

imidazol (300 mM) e aproximadamente 30 mL das frações proteicas foram coletadas, uma 

vez que a absorbância a 280 nm foi sendo monitorada por espectrofotometria e variou de 

0,600 a 0,007, indicando a presença de proteína em solução. 

Os géis SDS-PAGE 12,5% mostrados nas figuras 8 e 9 apresentaram bandas 

referentes às enzimas recombinantes purificadas, com massa molecular aparente entre 35 kDa 

e 50 kDa. A purificação de todas as L-asparaginases ocorreu desde a fração solúvel após a 

sonicação, nas frações de lavagem de diferentes concentrações de imidazol de 30 e 60 mM, e 

nas alíquotas de eluição contendo 300 mM de imidazol. 

 

Figura 8 – SDS-PAGE 12,5% da purificação de L-ASNases B e Z.  

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. Purificação L-ASNase B  30 (B): lavagem com 30 mM de imidazol; 60 (B): 
lavagem com 60 mM de imidazol; 300 (+) (B): eluído da fração mais concentrada de 300 mM de imidazol; 300 (-
) (B): eluído da fração mais diluída de 300 mM de imidazol. Purificação L-ASNase Z  30 (Z): lavagem com 30 
mM de imidazol; 60 (Z): lavagem com 60 mM de imidazol; 300 (+) (Z): eluído da fração mais concentrada de 300 
mM de imidazol; 300 (-) (Z): eluído da fração mais diluída de 300 mM de imidazol: MM: marcadores molecular 
Broad Range Protein  (Promega®). 
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MM 30  60  300 (+)  300 (-)  

 35 kDa   

 50 kDa  

Figura 9 – SDS-PAGE 12,5% da purificação da L-ASNase A. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. MM: marcador molecular Broad Range Protein (Promega®); 300 (-): eluído da 
fração mais diluída de 300 mM de imidazol; 300 (+): eluído da fração mais concentrada de 300 mM de imidazol; 
60: lavagem com 60 mM de imidazol; 30: lavagem com 30 mM de imidazol. 

 

Após a cromatografia de afinidade para a purificação das asparaginases e posterior 

concentração, as amostras foram submetidas novamente à SDS-PAGE para a análise dos 

resultados da pós-concentração de amostras, podendo-se observar que as bandas 

correspondentes estão entre 35 kDa e 45 kDa, tamanho esperado para cada asparaginase 

(FIGURA 10). Vale destacar a presença da sequência rica em histidina (His-tag) adicionada 

nas L-asparaginases, devido ao vetor pET28a, que possui cerca de 2,5 kDa, então cada enzima 

apresentará uma massa molecular aparente final diferente. 

O tamanho esperado da L-asparaginase A, B e Z, incluindo a porção His-tag, é 

cerca de, respectivamente, 38,8 kDa, 39,2 kDa e 42,4 kDa. Yano et al. (2008) caracterizou e 

purificou uma L-asparaginase tipo I de B. subtilis e após análise de SDS-PAGE foi verificado 

uma massa molecular de cerca de 39 kDa, corroborando com o tamanho aproximado da L-

ASNase A obtida na figura 10. Vidya et al. (2011) isolou o gene ansB e o clonou no vetor 

pET20b para expressar uma L-asparaginase tipo II em células de E. coli DE3, e ao concluir 

todo o processo confirmou a obtenção de uma enzima de massa molecular de cerca de 37 

kDa, correlacionando com o valor obtido pela L-ASNase B sem a cauda de histidina. 
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MM A B Z 

  45 kDa 

  35 kDa 

Figura 10 – SDS-PAGE 12,5% de L-ASNases A, B e Z concentradas. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Z: L-ASNase tipo II de Bacillus s.; B: L-ASNase tipo II de E.coli; A: L-ASNase 
tipo I de Bacillus s.; MM: marcador molecular colorido TrueColor High Range Protein Marker (Sinapse®). 

 

Em contrapartida, ocorreu uma pequena diferença da L-ASNase Z com o resultado 

obtido por Jia et al. (2013), pois no referido trabalho buscou-se clonar o gene ansZ e 

expressar uma L-asparaginase II advinda da cepa não patogênica B. subtilis B11-06, obtendo 

no final do processo uma proteína de massa molecular de 38 kDa, essa divergência é 

provavelmente explicada pelo uso diferente do vetor, que nesse caso foi testado o vetor 

pMA5, além de ser uma cepa produtora distinta.  

Além disso, a metodologia de purificação e concentração possuiu um resultado 

satisfatório para a necessidade do trabalho, uma vez que é possível separar as enzimas 

recombinantes de grande parte das proteínas da cepa de expressão E. coli Rosetta, mas foi 

possível observar algumas contaminações, que com uma segunda etapa de purificação por 

meio de outro método, como o de gel filtração, poderia aumentar o grau de pureza. Como 

demonstrado, as L-ASNases foram expressas, em sua maioria, em fração solúvel, podendo ser 

visualizado a partir das bandas robustas apresentadas no gel, indicando que a bactéria 

consegue expressar satisfatoriamente. O rendimento proteico obtido, após quantificação em 

Qubit®, apresentou rendimento de 400 μg/mL para as L-ASNases B e Z visando serem 

utilizadas nos ensaios de citotoxicidade. 



 
42 

4.2 Caracterização bioquímica 

 

A determinação da influência de pH e temperatura na atividade enzimática possui 

grande importância para a caracterização bioquímica da enzima. Tendo em vista uma possível 

aplicação, como no caso da L-asparaginase, esses parâmetros são essenciais para determinar a 

viabilidade do uso dessa enzima para a aplicação biotecnológica almejada.  

Trabalhos anteriores do grupo caracterizaram preliminarmente a influência do pH 

e da temperatura nas L-ASNases B e Z. Logo, o presente estudo buscou reproduzir as 

experimentações para a confirmação dos resultados e certificação das melhores condições 

reacionais para atividade enzimática, como apresentado na tabela 6. 

 

Tabela 6 – Parâmetros bioquímicos das L-ASNases B e Z. 

Condições Reacionais L-ASNase B L-ASNase Z 

pH ótimo  8,5 7,0 

Temperatura ótima  60 °C 50 °C 

Fonte: Adaptado de TORRES, A. L. S., 2018 

 

Para o resultado de pH da L-asparaginase II de E. coli (L-ASNase B), o pH ótimo 

de atividade foi de 8,5, divergindo de alguns trabalhos relatados na literatura, como os 

descritos por Vidya et al. (2011) e Khushoo et al. (2004), que obtiveram pHs ótimos de 6,0 e 

7,2, respectivamente. Ademais, a temperatura ótima obtida foi de 60 °C, também 

apresentando-se diferente dos resultados encontrados por Vidya et al. (2011) e Khushoo et al. 

(2004), onde ambos relataram temperatura ótima de 37 °C. Essas discordâncias de resultados 

podem ser explicadas devido aos parâmetros de expressão, purificação, atividade enzimática 

serem diferentes dos utilizados nos diversos trabalhos da literatura. Além da utilização de 

diferentes variações de cepas de E. coli.  

Já para o resultado de pH da L-asparaginase II de B. subtilis (L-ASNase Z), o 

melhor pH de atividade enzimática foi 7,0, assemelhando-se com os dados relatados por 

Moorthy et al. (2010) e Jia et al. (2013) que obtiveram como pH ótimo de atividade, 7,0 e 7,5, 

respectivamente. Nessa perspectiva, o resultado de temperatura ótima obtido foi de 50 °C, 

corroborando com o resultado de Onishi et al. (2011), e se aproximando dos valores de Jia et 

al. (2013), que obteve valor de 40 °C, e Moorthy et al. (2010), que obteve 37 °C. 
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Na determinação do pH ótimo da L-asparaginase tipo I de B. subtilis (L-ASNase 

A), o pH com atividade máxima foi 7 com o tampão citrato-fosfato. No entanto, verificou-se 

uma pequena inibição de atividade ao tampão Tris no pH 7 e uma faixa de pH com atividade 

crescente, entre os pHs 8 e 9 (GRÁFICO 1), indicando a influência do referido tampão na 

decaimento atividade da enzima, o que corrobora com os resultados obtidos por Yano et al. 

(2008). 

 

Gráfico 1 – Perfil de atividade enzimática da L-ASNase A em diferentes pHs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade enzimática realizada frente à variação de pH (3,0 a 11,0). Os 
valores da curva foram determinados realizando-se a média das absorbâncias das triplicatas obtidas para cada 
tampão em teste e relacionadas entre si, considerando o maior valor médio obtido como 100% de atividade 
enzimática para a curva. O ensaio foi realizado a 37 °C. CF: tampão citrato-fosfato; T: tampão Tris. 
 

Yano et al. (2008) ao testar o tampão Tris para os pHs 8 e 9 verificou uma 

diminuição de cerca de 70% na atividade relativa enzimática, no entanto ao utilizar outros 

tampões na mesma faixa de pH citada obteve-se uma atividade máxima da enzima. Então, a 

provável hipótese levantada para esse decaimento da atividade seja devido ao fato dos 

grupamentos amina ou hidroxila do tampão estarem interferindo no sítio catalít ico enzimático 

acarretando na inibição de atividade. 

A L-ASNase A exibiu máxima atividade na temperatura de 40 °C como indicado 

no gráfico 2, mas mantendo uma atividade relativa de cerca de 80% entre as temperaturas de 

50 °C e 60 °C, antes do decaimento de atividade mais brusco nas últimas temperaturas 

analisadas devido à provável desnaturação enzimática. O resultado obtido é similar ao de 

Yano et al. (2008), que obteve temperatura ótima de 50 °C. 
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Gráfico 2 – Perfil de atividade enzimática da L-ASNase A em diferentes temperaturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade enzimática realizada frente à variação de temperatura (20 a 80 
°C). Os valores da curva foram determinados realizando-se a média das absorbâncias das triplicatas obtidas para 
cada tampão em teste e relacionadas entre si, considerando o maior valor médio obtido como 100% de atividade 
enzimática para a curva. O ensaio foi realizado em pH 7 tampão citrato-fosfato. 
 

4.3 Atividade asparaginásica e glutaminásica 

 

O teste de atividade glutaminásica foi realizado com as L-asparaginases B e Z com 

o intuito de observar a possível atividade glutaminásica presentes nas amostras. L-ASNase B 

possuía concentração proteica de 351,5 μg/mL e a L-ASNase Z possuía 358 μg/mL.  

Inicialmente, foi realizado o ensaio de atividade asparaginásica a título de comparação com a 

posterior atividade glutaminásica, logo a L-ASNase B apresentou 183,47 U/mg contra 110,50 

U/mg da L-ASNase Z (GRÁFICO 3). Pode-se inferir que as L-ASNases B e Z possuem uma 

alta afinidade ao substrato L-asparagina devido à elevada atividade específica apresentada 

(NGUYEN et al., 2016). 
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Gráfico 3 – Atividade asparaginásica das L-asparaginases B e Z. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. Gráfico de barras evidenciando a atividade enzimática das L-asparaginases B e Z 
com o substrato L-asparagina em função do valor em U/mg de proteína obtido a partir das reações. Todo o 
teste foi realizado com triplicatas de cada amostra enzimática (n=3, Média ± DP). 

 

Os resultados de atividade glutaminásica indicaram que a L-asparaginase B 

apresentou maior atividade glutaminásica (7,14 U/mg) em relação a L-asparaginase Z (1,48 

U/mg) (GRÁFICO 4). Acredita-se que isso explique o motivo da L-ASNase B ter maior 

atividade hidrolítica em comparação à L-ASNase Z, pois segundo Nguyen et al. (2016) ao 

possuir atividade asparaginásica, e uma considerável atividade glutaminásica, ocorreria a 

hidrólise concomitante dos dois aminoácidos L-Asn e L-Gln. Mahajan et al. (2014) purificou e 

caracterizou uma L-asparaginase de Bacillus licheniformis, obtendo uma atividade específica 

para L-asparagina de 140 U/mg e de 0,71 U/mg para L-glutamina, assemelhando-se aos 

resultados obtidos para a L-ASNase Z. 
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Gráfico 4 – Atividade glutaminásica das L-asparaginases B e Z. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. Gráfico de barras evidenciando a atividade enzimática das L-asparaginases B e Z 
com o substrato L-glutamina em função do valor em U/mg de proteína obtido a partir das reações. Todo o teste 
foi realizado com triplicatas de cada amostra enzimática (n=3, Média ± DP). 
 

Ademais, o presente resultado é corroborado por Narta et al. (2007) que afirma 

que a atividade glutaminásica representa cerca de 2-10% da atividade total da L-asparaginase, 

no caso para a L-ASNase B, essa atividade representou cerca de 3,9% estando o valor dentro 

da faixa citada, nesse caso, ela poderia ser uma forte candidata para o uso de ferramentas de 

bioinformática que visem diminuir a possível imunogenicidade. Para a L-ASNase Z essa 

atividade representou apenas cerca de 1,3%, então abordagens de mutagênese sítio-dirigida, 

com o auxílio de ferramentas de bioinformática para determinar hotspots de aminoácidos da 

enzima que podem ser mutados, ou até estratégias de evolução dirigida para gerar mutantes 

aleatórios com características mais robustas, seriam de grande interesse para aumentar a sua 

eficiência catalítica, ou seja, aumentar a afinidade por L-asparagina, e possivelmente ser um 

potencial biofármaco mais seguro para os tratamentos quimioterápicos. 

 

4.4 Cinética enzimática 

 

Os resultados dos ensaios cinéticos indicam até o quão da concentração de 

substrato que a enzima suporta hidrolisar até que seus sítios catalíticos estejam 

completamente saturados, sob a influência de outras variáveis experimentais como pH e 

temperatura. Os dados obtidos foram aplicados no programa SigrafW de acordo com Leone et 

al. (2005) para determinação dos parâmetros cinéticos enzimáticos. 
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O Km de um substrato é a concentração do substrato na qual a velocidade inicial 

de reação equivale à metade da velocidade máxima (LEHNINGER et al, 2014). Ele também é 

muito utilizado para se comparar a eficiência catalítica entre enzimas, em que quanto maior 

valor de Km, menor a afinidade do substrato pela enzima e vice-versa (SEGEL, 1979).  

No ensaio cinético, foram adicionados 10 µL das L-ASNases B e Z, ambas com 

concentração proteica de 400 µg/mL, para um volume reacional final de 180 µL para cada 

reação. Nos resultados apresentados, é possível observar que para L-asparaginase B consegue-

se perceber um início de platô a partir da concentração de 8 mM de L-asparagina, o que 

representaria a saturação dos sítios ativos enzimáticos, ou seja, não há enzima livre para ligar-

se ao substrato (GRÁFICO 5). 

 

Gráfico 5 – Influência da concentração do substrato L-asparagina na velocidade de reação da 

formação de amônia a 37 °C e pH 7,4 para a L-ASNase B. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade avaliada frente à variação de concentração do substrato (0,0625 
a 9,91 mM) em função do valor em U/mg obtido a partir das reações. O ensaio foi realizado em triplicata, em pH 
7,4 a 37 °C durante 30 min. 

 

Para a L-asparaginase Z é possível observar um pico também na concentração de 

8 mM de L-asparagina, e tornando-se homogênea na concentração seguinte, indicando que os 

sítios catalíticos enzimáticos estão configurando uma saturação (GRÁFICO 6). 

Foram determinados os parâmetros cinéticos da enzima L-ASNase B, de modo 

que o valor de Km foi de 3 mM e o Vmáx foi de 168,2 µmol/min/mg. E para a L-ASNase Z os 

valores foram de 1,43 mM e 90,0 µmol/min/mg para Km e Vmáx, respectivamente. O valor de 



 
48 

Km obtido para a L-ASNase Z, menor do que a da L-ASNase B, foi diferenciado, uma vez que 

a literatura mostra que a L-asparaginase B de E. coli possui um dos menores Km entre as L-

asparaginases já caracterizadas (DERST et al., 2000) e, caso confirmado por outras 

metodologias, esse dado indica uma considerável afinidade pela L-asparagina e reforça o 

potencial uso terapêutico ou biotecnológico da enzima de B. subtilis.  

 

Gráfico 6 – Influência da concentração do substrato L-asparagina na velocidade de reação da 

formação de amônia a 37 °C e pH 7,4 para a L-ASNase Z. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade avaliada frente à variação de concentração do substrato (0,0625 
a 9,91 mM) em função do valor em U/mg obtido a partir das reações. O ensaio foi realizado em triplicata, em pH 
7,4 a 37 °C durante 30 min. 

 

Vale ressaltar que o valor de Km da L-ASNase Z obtido no trabalho apresentou-se 

similar com alguns obtidos na literatura como os de Onishi et al. (2011) e de Jia et al. (2013), 

em que ambos caracterizaram uma L-ASNase II de B. subtilis, obtendo um Km de 2,06 mM e 

de 0,43 mM, respectivamente. 

Na literatura, os valores de Km e Vmáx são bem variáveis, pois mudanças nas 

condições de reação, como pH ou temperatura, podem ter influência nos valores de cinética 

enzimática (COPELAND, 2000), além da metodologia e os reagentes usados para a 

determinação da atividade enzimática. Com o objetivo de confirmar os parâmetros cinéticos 

obtidos, os experimentos estão sendo repetidos nas mesmas condições, além de buscar novas 

metodologias para a determinação da atividade enzimática, especialmente aquelas em que a 
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hidrólise é monitorada em tempo real. 

 

4.5 Citotoxicidade das L-asparaginases 

 

Das substâncias testadas, tanto a L-ASNase B quanto a L-ASNase Z apresentaram 

atividade de inibição celular superior a 75%, em ambas condições testadas 50/50 ou 20/80 

(amostra/meio RPMI completo), para a linhagem HL-60, exceto a L-ASNase Z na proporção 

de 20/80 para a linhagem Raji. Logo, a L-ASNase B foi a substância que apresentou melhor % 

de inibição para as linhagens testadas, com valores em torno ou maiores que 80%, em ambas 

condições estabelecidas. Os resultados de percentual de inibição das amostras testadas estão 

apresentados na tabela 7 e, representados graficamente no gráfico 7. 

 

Tabela 7 – Valores de % de inibição nas duas linhagens celulares testadas.  

Fonte: Elaborado pelo autor. Valores de percentagem de inibição com desvio padrão obtido por regressão não 
linear de dois experimentos independentes, realizados em triplicatas. C20/80: controle 20 μL de PBS e 80 μL de 
meio RPMI; C50/50: controle 50 μL de PBS e 50 μL de meio RPMI; L-ASNase B 20/80: 20 μL de L-ASNase B 
e 80 μL de meio RPMI; L-ASNase B 50/50: 50 μL de L-ASNase B e 50 μL de meio RPMI; L-ASNase Z 20/80: 
20 μL de L-ASNase Z e 80 μL de meio RPMI; L-ASNase Z 50/50: 50 μL de L-ASNase Z e 50 μL de meio RPMI. 
 

Nesse sentido, Li et al. (2014) buscou explicar a resistência das linhagens 

tumorais frente à L-asparaginase, por meio da análise dos níveis de expressão gênica da 

enzima asparagina sintetase (ASNS), utilizando a metodologia de PCR em tempo real, em 

diferentes linhagens de linfoma, e concluiu que as linhagens leucocitárias Jurkat, Hut-78 e 

Karpas 299, que eram naturalmente resistentes à PEG-asparaginase, possuíam elevados níveis 

de expressão da ASNS, e consequentemente eram mais resistentes ao tratamento. A linhagem 

Raji, utilizada no presente trabalho, foi também avaliada por Li et al. (2014) e demonstrou 

possuir um considerável nível de expressão de ASNS, logo necessitou de doses mais 

concentradas da enzima para obter a CI50, esclarecendo, então, a menor taxa de inibição 

obtida em células Raji ao comparar com as de HL-60. 

Amostra HL-60 RAJI 

Identificação Porcentagem de inibição 

± desvio padrão 
Porcentagem de inibição 

± desvio padrão 
C20/80 7,48 ± 3,50 23,46 ± 7,3 
C50/50 7,75 ± 4,04 17,07 ± 11 

L-ASNase B 20/80 95,72 ± 0,94 79,79 ± 2,11 
L-ASNase B 50/50 97,16 ± 0,27 82,45 ± 1,25 
L-ASNase Z 20/80 86,80 ± 2,25 61,53 ± 3,80 
L-ASNase Z 50/50 94,72 ± 1,16 76,53 ± 3,65 
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Gráfico 7 – Representação gráfica do percentual de inibição das substâncias testadas. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os resultados de maior efeito citotóxico nas células HL-60 corroboraram com o 

trabalho de Husain et al. (2016), que ao testar a L-asparaginase produzida pelo organismo 

Enterobacter cloacae diante de diferentes linhagens de câncer, como MOLT-4, T47D, MB-

231 e HL-60, na última citada foi observada uma citotoxicidade elevada, com uma CI50 de 3,1 

U/mL. Vale destacar que segundo Parmentier et al. (2015), as células de HL-60 eram 

dependentes da atividade glutaminásica para obter uma citotoxicidade efetiva, isso talvez 

explique o motivo da L-ASNase B apresentar um percentual de inibição mais acentuado que a 

L-ASNase Z. 

 

4.5.1 Determinação de CI50 

 

Na análise de citotoxicidade, as amostras de L-ASNases B e Z obtiveram um 

percentual de inibição de crescimento celular elevado contra a linhagem leucêmica HL-60, 

logo ela foi a selecionada como modelo para determinação da CI50 das enzimas. As células 

foram incubadas com concentrações que variaram entre 0,15 a 40 μg/mL, a fim de determinar 

a CI50. Os valores de CI50 após 72 horas de tratamento estão apresentados na tabela 8. 
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Tabela 8 – Avaliação da atividade citotóxica das L-ASNases B e Z frente à linhagem tumoral 

HL-60 por meio do ensaio de MTT após 72 horas de incubação. 

 

                                                                                      CI50 (μg/mL) 

                                                                                       Intervalo de confiança de 95% 

Substâncias HL-60 

L-ASNase B 0,83 μg/mL 
(0,77-0,88) 

L-ASNase Z 1,53 μg/mL 
(1,26-1,87) 

Fonte: Elaborado pelo autor. A tabela apresenta os valores de CI50 representados em μg/mL e foram calculados 
utilizando o GraphPad Software versão 5.0. Os intervalos de confiança (IC 95%) foram obtidos por regressão 
não linear a partir de um experimento realizado em triplicata, sendo mostrados entre parênteses. 
 

Nas primeiras concentrações testadas, em ambas as amostras, já foram possíveis 

observar a queda significante na percentagem de células viáveis, inferindo que elas se 

apresentam tóxicas mesmo em baixas concentrações. As amostras são consideradas tóxicas 

quando apresentam a curva de viabilidade celular abaixo da linha do CI50 ou quando cruzam 

esta linha. Neste ensaio foi observado que as amostras apresentaram CI50 distintos para cada, 

0,83 μg/mL para a L-ASNase B e 1,53 μg/mL para a L-ASNase Z, então esses valores 

representam que foi necessária uma menor concentração da L-ASNase B para inibir metade 

da população celular, inferindo que ela possui maior atividade citotóxica (GRÁFICO 8). 

Os valores de concentração inibitória média obtidos no presente trabalho 

mostraram-se bem promissores para uma possível aplicação como biofármaco, pois ao 

comparar com outros estudos de L-asparaginases, como o de Elshafei et al. (2012) e o de 

Sayed et al. (2011), que apresentaram valores de CI50 elevados na faixa de 43,3 – 76,4 μg/mL 

para o primeiro trabalho citado e de 4,67 – 10 μg/mL para o segundo, logo isso indicou que 

foram necessárias maiores concentrações de enzima para obter a CI50 nesses estudos. 
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Gráfico 8 – Viabilidade celular da HL-60 contra as L-ASNases B e Z. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. O gráfico representa o perfil de viabilidade celular da HL-60 com diferentes 
concentrações das enzimas e foi plotado utilizando o GraphPad Software versão 5.0. A linha pontilhada 
representa a concentração inibitória média (CI50). 
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5. CONCLUSÃO 

 

Com os resultados expostos, foi possível expressar as enzimas recombinantes com 

sucesso e realizar a caracterização bioquímica por meio da avaliação do pH e da temperatura, 

que corroboraram com alguns resultados expostos na literatura. É necessária uma melhor 

avaliação na cinética enzimática apresentada com o objetivo de otimizar o teste para futuras 

experimentações. Por fim, foi possível destacar o efeito inibitório das L-ASNases B e Z contra 

a proliferação das células HL-60, sendo as enzimas consideradas promissoras para o 

tratamento oncoterápico, especialmente a L-ASNase B devido ao menor valor de CI50, 

apresentando, consequentemente, maior potencial citotóxico. 

Como perspectivas, busca-se realizar estratégias modernas de bioinformática e de 

mutagênese sítio-dirigida para aperfeiçoar e aprimorar as propriedades terapêuticas das L-

ASNases obtidas, visando contornar as possíveis limitações que possam ocorrer e permitir a 

sua futura aplicação no sistema de saúde. 

 

 

 

. 
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ANEXO A – CURVA PADRÃO DE SULFATO DE AMÔNIO 
 

 

.  
     Fonte: Elaborado pelo autor. Eixo x: μmol de sulfato de amônia; Eixo y: absorbância a 436 nm. 

 
 

Diluições seriadas de sulfato de amônio ((NH4)2SO4) foram feitas e reveladas pelo 

reagente de Nessler, utilizando os mesmos parâmetros utilizados para o teste de atividade 

enzimática. Sabendo que o valor do coeficiente de determinação da regressão (R2) expressa 

numericamente a variação total do sinal analítico (x), representado por µ mol de sulfato de 

amônia, e pela variação da concentração do analito (y), correspondente a absorbância a 

436nm, o valor R2 atribuído à reta obtida nesta curva padrão foi consideravelmente 

satisfatório para baseamento dos dados de atividade enzimática futuros. 
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