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INTRODUCAO

Enzimas sdo substancias de natureza normalmente proteica, com
excecdo das ribozimas, grupo de enzimas constituidas de RNA
catalitico. Tem a funcdo de catalisar as reacbes quimicas nos
sistemas biologicos, podendo ser classificadas em seis grupos -
oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases - de acordo com a reacao que catalisam (ENZIMAS, 2017). As
oxido-redutases, responsaveis pela catalise de reagdes de
transferéncia de elétrons, tem como um dos representantes a
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR), enzima envolvida na
remetilacdo de homocisteina em metionina (VANNUCCHI; MELO,
2009).

0 nucleotideo 677 no gene MTHFR tem duas possibilidades: C
(citosina) ou T (timina). C na posicao 677, que conduz a uma
alanina no aminoacido 222, é o alelo normal. O alelo 677T, que
conduz a uma substituicdo por uma valina no aminoacido 222,
codifica uma enzima termo labil com atividade reduzida (MARQUI,
2015).

O FAD (flavina-adenina dinucleotideo), um derivado de riboflavina
(vitamina B2) é uma coenzima capaz de sofrer acdo redox, e age
como cofator para a funcionalidade da enzima MTHFR. O alelo
677T causa um defeito no local de interacao com o FAD, gerando
uma menor afinidade com o cofator do que o alelo 677C,
prejudicado assim a ativacao da enzima (CABACA, 2014).

O objetivo deste trabalho foi mostrar como foi gerada a estrutura
do MTHFR humano a partir do MTHFR do organismo Thermus
thermophilus, uma vez que nao ha no PDB (Protein Data Bank -
banco de dados de proteina, que se baseia nesses dados para criar
ferramentas para a investigacao e educacao em biologia molecular,
estrutural, computacional e além) o MTHFR humano.

MATERIAIS E METODOS

0 estudo foi feito in silico, através de programas e software
computacionais, cada um deles com um objetivo especifico. Foi
usado o SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (KIEFER et
al., 2009; BIASINI et al., 2014; Arnold et al., 2006), um servidor de
modelagem por homologia de estrutura de proteina totalmente
automatizado, acessivel através do servidor web ExPASy, ou do
programa DeepView (Swiss Pdb-Viewer). A finalidade deste servidor
é fazer Protein Modeling acessivel.

A sequéncia de aminoacidos foi obtida no banco de dados do NCBI
(centro Nacional de Informacdes de Biotecnologia) e a estrutura
utilizada 3APY (IGARI et al., 2011), que é o MTHFR do organismo
Thermus thermophilus, foi utilizada para fazer a modelagem por
homologia porque sao estruturas semelhantes e, além disto, foi
identificada automaticamente pelo proprio SWISS-MODEL. A
estrutura produzida foi feita utilizando uma parte da sequéncia de
aminoacidos da MTHFR humana, encontrada no NCBI em formato
FASTA (figura 1) e inserindo ela no SWISS-MODEL para formacao da
estrutura (figura 2).
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Figura 1. Pagina de acesso a sequénia de aminoacidos que vai ser obtida no formato
FASTA.
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Figura 2. Sequencia FASTA inserida no SWISS-MODEL.

Em seguida, com a estrutura molecular 3D da enzima humana
pronta, foi testado a sua eficacia, através de informacdes do
SWISS-MODEL da molécula produzida e do Rampage: Ramachandran
Plot Analysis
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).
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Ao construir a enzima, nao foi visto a molécula do FAD na
estrutura, ja que ela nao é parte da estrutura do MTHFR, mas sim
um cofator. Para adicionar o FAD ao modelo, o MTHFR da estrutura
cristalografica 3APY, o qual possui o FAD co-cristalizado em sua
estrutura foi alinhado ao modelo e em seguida foi extraido, com o
programa PyMol, apenas o modelo e o FAD (excluindo MTHFR do
3APY).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo gerado com a ajuda do SWISS-MODEL se mostrou
satisfatorio, pois de acordo com resultados projetados pelo
programa a identidade de sequéncia ficou acima dos 25% (38.68%),
nivel considerado bom para testes em nivel tedrico, e o local
predito de similaridade ao 3APY, enzima comparada, ficou proximo
ao nivel da enzima original (Figura 3). A figura 4 mostra a interacdo
entre a enzima MTHFR gerada por homologia e o FAD.

Figura 3. Alinhamento entre a 3APY (azul) e o MTHFR humano testado (marrom) para
efetuar a ligacao do FAD com a enzima teste.

Figura 4. Interacdo entre a MTHFR gerada e o FAD.

Através de comparacdo com estruturas PDB, foi possivel avaliar o
nivel de semelhanca que a enzima humana gerada por homologia
tem com as ja conhecidas (figuras 5 e 6) obtidas pelo SWISS-
MODEL.

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Figura 5. Comparacao entre a molécula gerada por homologia (em vermelho) com
estruturas pdb (em preto).
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Figura 6. Nivel de semelhanca da enzima gerada por homologia com a original 3APY.

Além disso, de acordo com os dados apresentados pelo RAMPAGE, o
grafico encontrou 97,6% dos residuos de aminoacidos em posicées
estaveis, 1% em regides permitidas e 1,4% em regides de
isolamento, ou seja, sem contato com nenhum outro residuo. As
regides onde se encontram os aminoacidos sao demonstradas na
figura 7. Regides com cores mais escuras sao as com mais
estabilidade e de acordo com os dados adquiridos, onde se
concentram a maioria dos aminoacidos.
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Figura 7. Grafico Rampage, mostrando a area de concentracao dos aminoacidos na
enzima testada.

Ainda hoje, para testes que envolvem a manipulacao da enzima, o
que requer um nivel maior de confiabilidade na estabilidade da
molécula, sdo escolhidos outros modelos estruturais, devido ao
fato da enzima ser de dificil producdo e nédo ter estabilidade, ao
contrario da enzima em outros organismos termofilicos, que sao
mais estaveis (IGARI et al., 2011).

CONCLUSOES
Este trabalho mostrou que, em base tedrica, a enzima pode ser
obtida em grau satisfatorio para auxiliar em outros estudos que
visem obter uma visdao da interacdao da enzima MTHFR com
moléculas que possam vir a fornecer uma melhor estabilidade a
nivel estrutural e funcional.
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