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Introducéo

A bioinformaética € um campo multidisciplinar que permite a obtencdo, processamento, analise
e apresentacdo de informacbes bioldgicas utilizando ferramentas de informatica especializadas
(ARAUJO et al., 2008). Algumas destas ferramentas nos permitem realizar a interpretacdo de
sequéncias bioldgicas de modo a identificar elementos funcionais do genoma e seus respectivos
produtos e implicacbes. Utilizando esses dados torna-se possivel realizar ensaios de inibicao
enzimatica, estudos preliminares para o desenvolvimento de farmacos, bem como fornecer respaldo
para o diagnostico de doencgas (ESPINDOLA et al., 2010).

Helianthus annuus, conhecida popularmente como girassol, € uma espécie reconhecida pela sua
inflorescéncia caracteristica, do tipo capitulo, e pelo crescimento orientado denominado
heliotropismo. O girassol € uma oleaginosa cuja semente é rica em acidos graxos poli-insaturados,
que conferem a espécie uma consideravel importancia nutricional para a alimentacdo humana e
consequente importancia agricola e econdmica (SILVA et al., 2007).

No presente trabalho, foram utilizadas algumas das ferramentas de bioinformatica para a
realizacdo de um estudo comparativo do grau de homologia entre enzimas que catalisam reacdes do
metabolismo primario (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase — RuBisCO) e secundario
(Enoil-ACP redutase — ENR) em H. annuus. O objetivo do presente estudo foi demonstrar a
aplicacdo e a importancia das ferramentas de bioinforméatica na geracdo e interpretacdo de
informac0es relevantes sobre as proteinas mencionadas.

Metodologia

Para a obtencdo das sequéncias das enzimas, utilizou-se duas bases de dados biologicos: National
Center for Biotechnology Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt
(https://www.uniprot.org/).

As sequéncias foram entdo utilizadas para a realizacdo das etapas subsequentes listadas a seguir:

I — Andlise das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas utilizando a aplicacdo ExPASy
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

Il — Estudo de gendbmica comparativa, em que as proteinas de H. annuus foram comparadas com
as de Helianthus tuberosus, Glycine max, Magnolia grandiflora, Arabidopsis thaliana, Euglena
gracilis e Zea mays. Para tanto, foram realizados alinhamentos multiplos utilizando a ferramenta
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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111 — Alinhamento utilizando a ferramenta BLAST, que compara e alinha as sequéncias inseridas
com todas as sequéncias de proteinas depositadas nas bases de dados. Foram utilizadas as seguintes
ferramentas: FASTA, da EMBL-EBI, e BLASTX, SmartBLAST e ProteinBLAST (blastp) da
NCBI-NIH. Cabe destacar que essas ferramentas, apesar de realizarem 0 mesmo processo, executam
algoritmos diferentes, o que diferencia a sua sensibilidade.

IV — Andlise da estrutura tridimensional dessas enzimas, tendo como base os resultados de
ensaios de modelagem por homologia gerados pela aplicacdo RaptorX Structure Prediction
(http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/). Foi também utilizado o software PyMOL
(https://pymol.org/2/) para visualizagéo e alinhamento das estruturas modeladas.

Resultados e Discussao

A RuBisCO é uma enzima-chave para a eficiéncia fotossintética, uma vez que regula o balango
metabolico entre fotossintese e fotorrespiracédo (SEVINDIK, 2017).

Nas caracteristicas fisico-quimicas dessa enzima, foram observadas pequenas diferencas entre a
RuBisCO de H. annuus e dos demais organismos, mesmo aqueles filogeneticamente mais distantes,
como E. gracilis. Nao foram observadas discrepancias significativas no namero total de residuos,
assim como no namero de residuos carregados (que afetam o pKa e o pl). A amplitude de variacdo
no pl se encontra dentro de um intervalo de 0,46 graus na escala de pH. O valor do pl é importante
porque determina, por exemplo, o intervalo de pH étimo para a atividade catalitica da enzima.

Os resultados do alinhamento multiplo demonstraram uma alta similaridade entre as sequéncias,
apresentando apenas alguns mismatches e gaps no final da cadeia de proteinas maiores, como as de
Helianthus spp, originados por inserc6es ao longo da histéria evolutiva da proteina.

A modelagem por homologia da RuBisCO revelou que a enzima apresenta estrutura
tridimensional quase idéntica em todos os organismos, apresentando apenas algumas torcdes
pontuais em cadeias laterais. Esse alto grau de homologia entre a enzima de diferentes organismos
pode ser discutido como consequéncia de uma conservagdo estrutural ao longo do processo
evolutivo. Esse tipo de mecanismo atua com a finalidade de impedir a perda da funcdo de uma
enzima, quando esta tem papel fundamental no metabolismo central de uma espécie ou grupo de
organismos. Muitas proteinas, no entanto, sofrem modificacbes profundas em sua estrutura
primaria, sem, no entanto, perder ou modificar a sua funcgdo inicial. No caso da RuBisCO foram
observadas mutacGes em pequeno numero, observadas principalmente nos extremos da cadeia de
residuos, fator que ndo comprometeu a sua funcéo.

De modo geral, os resultados da corrida do BLAST sobre essa proteina demonstraram que a
enzima é altamente conservada, com um grau de homologia entre 98,80 e 100,00% dentro do
mesmo género, e de 96,49 a 99,38% dentro da mesma familia. As ferramentas da NCBI-NIH
utilizadas apresentaram graus de sensibilidade distintos na anélise comparativa dessa proteina.

Ja a enzima ENR, embora tenha apresentado resultados bastante similares na anélise fisico-
quimica, divergiu em relacdo ao alinhamento e a estrutura 3D. Essa enzima, que é dependente de
NADH, catalisa a reacdo de conversao de acil-ACP a-B-insaturado em acil-ACP, através da reducéo
da ligacao dupla entre C2 e C3, e por esse motivo & amplamente estudada em bactérias, sendo um
alvo potencial para testes farmacologicos contra a tuberculose (GONZALEZ-THUILLIER et al.,
2014). Apesar de também pertencer ao metabolismo primario, sua atuagdo tambeém da origem a
acidos graxos que sdo substrato para a producdo de inimeros metabolitos secundarios na via do
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acetato. Desse modo, pode-se considerar que a enzima participa de uma via que pertence tanto ao
metabolismo primario, quanto ao metabolismo secundario.

Os resultados da anélise fisico-quimica da enzima ndo revelaram grandes diferengas a nivel de
estrutura quimica, exceto no caso de E. coli, cujo tamanho da sequéncia e pl apresentaram
diferencas significativas. O alinhamento multiplo evidenciou um alto numero de mismatches e gaps
ao longo de toda a sequéncia, considerando todos os organismos analisados, demonstrando que a
enzima é pouco conservada a nivel de estrutura primaria. E, por ultimo, as estruturas modeladas e
alinhadas de H. annuus, H. sapiens e E. coli também revelaram inimeras diferengas na organizacdo
tridimensional dos residuos de aminoécidos. Essas diferencas foram observadas até mesmo na
regido onde possivelmente se localiza o centro ativo dessa enzima, demonstrando que a catalise
ocorre de maneira distinta nos organismos avaliados.

Com base nesses resultados, pode-se perceber uma diferenca consideravel no grau de
conservacao das duas enzimas, 0 que pode estar diretamente relacionado com as reacdes quimicas
catalisadas por essas biomoléculas. Enquanto a primeira, a RuBisCO, tem estrutura e funcédo
bastante conservadas, a segunda, a ENR, se apresenta com maior diversidade quimica e estrutural.

Considerac0es Finais

A partir dos resultados apresentados, € possivel inferir que as ferramentas de bioinformatica
disponiveis fornecem dados relevantes para a compreensdo da evolucdo molecular de espécies
vegetais, disponibilizando dados estruturais e funcionais, que servem de ponto de partida para a
realizacdo de estudos experimentais que efetivamente produzam o resultado esperado.

Atualmente, com o crescimento exponencial da bioinformatica é possivel verificar a existéncia
de diversas ferramentas para a analise de dados, cuja sensibilidade e aplicacdo séo diferenciadas,
dando ao pesquisador a possibilidade de selecionar a aplicagdo que mais se aplica as suas
necessidades. H& muitas ferramentas livres, que ndo tém custo e que podem ser executadas em
qualquer plataforma ou até mesmo atraves do navegador, oferecendo recursos para a realizagdo de
pesquisa cientifica com facilidade e eficiéncia.

Em relacdo a espécie estudada, foi possivel compreender melhor as relacGes filogenéticas com
representantes de outros taxons, através do estudo comparativo de uma enzima altamente
conservada, que executa um papel indispensavel na sobrevivéncia da espécie e na fixacdo de
carbono em todos os vegetais, e de outra pouco conservada, que atua de maneira distinta em
diferentes grupos taxondmicos.
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