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RESUMO 

 

ALEIXO, M. A. A. Mapeamento das bases estruturais e suas correlações com 
patogenias humanas associadas à mutações na fumarase humana. 2018. 

112f.Tese  de Doutorado. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 

Fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisam a reação estereoespecífica 
reversível de hidratação do fumarato em L-malato. Essas enzimas se apresentam 
em todas as classes de organismos, desde procariotos a eucariotos, e podem ser 
encontradas nas formas mitocondrial e citosólica. A enzima tem papel importante na 
produção de energia pois participa do ciclo do ácido cítrico, na resposta ao dano do 
DNA e como supressor tumoral. A fumarase humana (HsFH), que pertence à classe 
II, é codificada pelo gene 1q42.1, possui 467 aminoácidos em cada monômero com 
peso molecular de 50,2 kDa cada. Estudos associaram mutações no gene da FH 
com diversas doenças humanas como acidúria fumárica, leiomiomatoses de útero e 
pele (MCUL), que quando associadas com um agressivo carcinoma múltiplo de 
células é conhecido como leiomiomatose hereditária e câncer renal (HLRCC). 
Apesar da grande importância da fumarase humana no metabolismo energético, 
ainda há pouca informação em relação ao mecanismo catalítico adotado pela 
enzima e o efeito estrutural e cinético causado pelas mutações envolvidas com 
essas doenças. Diante disso, nosso trabalho utilizou uma abordagem híbrida que 
envolve a caracterização biofísica, bioquímica e estrutural da enzima HsFH, e seus 
mutantes: N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, 
G282VHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH, identificados em pacientes. 
Estudos cinéticos foram realizados em sete diferentes pHs e, pela primeira vez para 
fumarases, o ensaio foi realizado com os dois substratos presentes na mesma 
mistura reacional, confirmando a contribuição da reação reversa para a velocidade 
global da enzima. De acordo com os estudos de termoflúor a proteína é estabilizada 
em pHs alcalinos e através da ligação de compostos no sítio ativo. A estrutura da 
enzima HsFH nativa foi resolvida a 1,8 Å e identificou a presença de moléculas de 
HEPES complexadas na região C-terminal da enzima. Os estudos cinéticos 
demonstraram um aumento da eficiência catalítica na presença do HEPES, 
sugerindo um possível papel alostérico de seu sítio de ligação para a atividade 
catalítica. Foram determinadas as estruturas para os mutantes N107THsFH, 
H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH. 
As mutações Q185R, E362Q, S365G e N373D foram identificadas no sítio ativo 
afetando diretamente a capacidade da proteína em ligar os substratos, enquanto que 
a mutação H180R foi localizada no sítio B, que conduz os substratos e produtos 
para dentro e fora do sítio ativo. Já a mutação K230R está localizada no domínio 
central, mas os resultados de termoflúor demonstram um efeito direto na capacidade 
da enzima em acomodar o substrato. A mutação N107T, localizada longe do sítio 
ativo foi a única que permaneceu ativa e teve seus parâmetros cinéticos residuais 
determinados. O presente trabalho contribui para o entendimento das bases 
estruturais que correlacionam mutações na HsFH, deficiência enzimática e 
patologia. 
  
Palavras-chave: fumarato hidratase, doenças raras, cristalografia, cinética 
enzimática, termoflúor 
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ABSTRACT 

 
ALEIXO, M. A. A. Mapping the structural basis and its correlation with human 
pathogenesis associated with human fumarase mutations. 2018. 112f. Thesis of 

Doctoral. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 

Fumarate hydratases or fumarases (FH) catalyze the reversible stereospecific 
hydration of fumarate to L-malate. They are present in all classes of organisms, from 
prokaryotes to eukaryotes, and can be found in the mitochondrial and cytosolic 
forms. The enzyme has an important role in energy production as part of the well-
known Citric Acid Cycle, in DNA damage response and as tumor suppressor. Human 
fumarase (HsFH) belongs to class II and is encoded by 1q42.1 gene. HsFH is 
tetrameric and has 467 amino acids per monomer, with predicted molecular weight of 
50.2 kDa. Several studies associated FH gene mutations with some human diseases 
such as fumaric aciduria, multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis (MCUL), 
which when associated with an aggressive form of multiple cell carcinoma is known 
as hereditary leiomyomatosis and renal cancer (HLRCC) syndrome. Although the 
major role of HsFH in energetic metabolism, there are still little structural and kinetic 
information about the mutants involved in these diseases. Thus, this study aims, 
through a hybrid approach, composed by biophysics, biochemical and structural 
characterization of mutants N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, 
G282VHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH and N373DHsFH identified from patients. 
Steady-state kinetics studies were performed in seven different pHs and, for the first 
time, the contribution of both substrates was analyzed simultaneously in a single 
kinetic assay and allowed to quantify the contribution of the reverse reaction for 
kinetics. According to thermofluor studies, structural stability can be achieved at 
alkaline pHs and suggests that ligand binding can modulate the protein stability. 
HsFH crystal structure was solved at 1.8 Å resolution and identified HEPES 
molecules complexed with the enzyme C-terminal region. Kinetics studies with 
HEPES showed an increase of the catalytic efficiency and suggests that HEPES 
binding site might have an allosteric role. Crystal structures for the mutants 
N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH 
and N373DHsFH were determined. The mutations Q185R, E362Q, S365G and 
N373D were identified in the active site and affect the substrate binding capacity 
directly, while mutation H180R was localized in the B site, which conducts the 
substrates and products in and out the active site. The mutation K230R is localized in 
the central domain, but thermofluor results demonstrate a direct effect on the ability 
of the enzyme to accommodate the substrate. The N107T mutation located far from 
the active site was the only one that remained active and had its residual kinetic 
parameters determined. The present work contributes to the understanding of the 
structural bases that correlate mutations in HsFH, enzymatic deficiency and 
pathology. 
 
Keywords: fumarate hydratase, rare diseases, crystallography, enzymatic kinetics, 

thermofluor 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doenças Raras 

  

 O grupo de doenças consideradas raras é formado por 5000 a 7000 

condições clínicas anormais, que não ocorrem com frequência em determinada 

região, que podem afetar qualquer sistema do corpo humano, serem crônicas e de 

difícil diagnóstico e tratamento [1]. Portanto, a definição de doença rara incorpora 

doenças de diferentes etiologias, como de origem genética, autoimune, cânceres 

raros e doenças infecciosas [2]. Segundo a Organização Mundial de Saúde – OMS 

para uma doença para ser considerada, ela deve afetar menos de 65 pessoas a 

cada 100.000 habitantes [3], porém, cada país ou bloco regional utiliza uma 

definição que pode ser baseada em números absolutos de doentes ou prevalência 

dessas doenças [4]. Estima-se que existam 400 milhões de pacientes no mundo 

afetados por doenças raras [2], destes, 30 milhões estão na União Europeia e outros 

30 milhões nos Estados Unidos [1, 2].  

 Entre as doenças consideradas raras mais conhecidas estão fibrose 

cística, hemofilia, fenilcetonúria e a síndrome respiratória aguda grave (SARS). No 

entanto, devido a distribuições geográficas desiguais uma doença pode ser 

considerada rara em uma região ou determinada população, mas perder essa 

denominação por ser frequente em outra, como é o caso da talassemia, considerada 

rara no norte europeu, mas frequente no Mediterrâneo [5]. Esse cenário pode ser 

modificado, uma vez que a migração de pessoas vem aumentando, introduzindo 

doenças inexistentes em determinada região ou novos casos de doenças antes 

consideradas raras. 

 Em todo o mundo legislações específicas para doenças raras vem sendo 

estabelecidas. Apesar de negligenciadas no passado, nas últimas décadas novos 

investimentos em pesquisa voltada para as doenças raras vêm sendo realizados. 

Em 1983 os Estados Unidos lançaram o Orphan Drug Act, que estimulou a pesquisa 

de novos medicamentos para as doenças raras, concedendo financiamento para 

pesquisa acadêmica, créditos fiscais para despesas de ensaios clínicos e 

exclusividade de mercado por sete anos, durante os quais nenhum outro 

medicamento para a mesma doença seria aprovado [4]. Entre 1984 e 2015 o Food 

and Drug Administration (FDA), órgão que regulamenta a produção e venda de 
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medicamentos nos Estados Unidos, concedeu 3.647 designações de medicamento 

órfão e aprovou para venda 554 medicamentos [4].  

 Na União Europeia, a primeira legislação voltada para o desenvolvimento 

de medicamentos órfãos e pesquisa nas doenças raras foi a EU Regulation No 

141/2000, que assim como nos Estados Unidos, além da redução de taxas e 

incentivos para a pesquisa de novos medicamentos, garante exclusividade de 

mercado para os medicamentos órfãos aprovados, nesse caso de dez anos [2].  

 Para se enquadrar na designação de órfão, tanto nos Estados Unidos 

quanto na União Europeia (EU), o produto tem que estar relacionado com 

diagnóstico ou tratamento de uma doença que afete até 5 pessoas em 10.000 

habitantes (critério de prevalência) ou que o retorno do investimento após 

comercialização não seja o suficiente para o investimento no produto (critério do 

retorno do investimento). Na EU existem ainda mais dois critérios: A) de gravidade, 

ou seja, o produto tem que estar relacionado com o diagnóstico, tratamento ou 

prevenção de uma condição que oferece risco de morte ou que seja crônica e B) de 

significância, em que não exista outro produto de diagnóstico, tratamento ou 

prevenção para a mesma doença ou, se existir, que o candidato traga mais 

benefícios [2]. 

 O Brasil, que utiliza a mesma definição de doença rara que a OMS, nos 

últimos anos vem desenvolvendo políticas públicas que englobam o diagnóstico e o 

tratamento dessas doenças [6]. Em 2014 foi aprovada a Política Nacional de 

Atenção Integral às Pessoas com Doenças Raras que estabeleceu diretrizes sobre o 

diagnóstico, tratamento e acompanhamento em longo prazo de pacientes com 

doenças raras pelo Sistema Único de Saúde (SUS) [6]. No entanto, embora em vigor 

há quatro anos, pouco foi realizado. Em 2018, o Senado Federal aprovou um projeto 

que institui a Política Nacional para Doenças Raras no Sistema Único de Saúde 

(SUS), do qual a partir da sua implementação é esperado que novos medicamentos 

e métodos diagnósticos sejam incorporados ao SUS e auxiliem a detecção e 

tratamento precoces.  

 Dentre as mais de 5.000 doenças classificadas como raras existe a 

leiomiomatose cutânea e uterina múltipla (Multiple Cutaneous and Uterine 

Leiomyomatosis – MCUL, OMIM 150800), a síndrome de leiomiomatose hereditária 

e carcinoma de células renais (Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Cancer – 
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HLRCC, OMIM 605839) e doenças metabólicas como a acidúria fumárica ou 

deficiência de fumarase (OMIM 606812), todas essas relacionadas com alterações 

na atividade da enzima fumarato hidratase (fumarase – FH) [7]. 

 A MCUL é caracterizada pela presença de tumores de músculo liso 

benignos, localizados na pele e em mulheres também no útero. Esses tumores 

podem formar nódulos, esparsos ou agregados com alta concentração de fibras de 

colágeno ao seu redor [8].  Leiomiomas cutâneos são tipicamente sensíveis às 

temperaturas mais baixas e à abrasão, mais comuns em mulheres do que em 

homens, e se desenvolvem entre 20 e 40 anos de idade como pápulas intradermais 

[9]. Mulheres que desenvolveram leiomiomatose uterina podem manifestar 

sangramento intenso durante o período menstrual, dor pélvica, aumento do volume 

abdominal e infertilidade, que provocam graves impactos negativos na qualidade de 

vida dessas pacientes [10, 11]. Quando associada ao desenvolvimento de tumores 

nas células renais, é conhecida como HLRCC. Embora existam apenas 200 casos 

de HLRCC reportados no mundo, essa síndrome apresenta tumores extremamente 

agressivos, que podem produzir metástases mesmo quando o tumor original é 

pequeno (< 1 cm) [8, 12]. Os pacientes relatados com MCUL e HLRCC 

apresentaram mutações heterozigotas no gene que codifica a enzima FH e por 

consequência, alterações na sua atividade [7, 11]. 

A acidúria fumárica, é um transtorno metabólico caracterizado por mínima ou 

nenhuma atividade da enzima FH e presença de concentrações elevadas de ácido 

fumárico na urina dos pacientes; está relacionada com mutações homozigotas no 

gene que codifica a enzima. Possui um início rápido e diversas manifestações 

clínicas como hipotonia, convulsões, problemas respiratórios e malformações 

cerebrais [13, 14]. A expectativa de vida desses pacientes é baixa, ou seja, levando 

a morte nos primeiros anos de vida [15]. No Brasil o primeiro caso foi reportado em 

2010, em uma criança, filha de primos consanguíneos, que apresentou um quadro 

clínico complicado desde o nascimento, levando a morte no quarto mês [16].   
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1.2 Fumarases 

  

 Fumarase foi o termo cunhado por Batelli e Stern, em 1911, para a enzima 

isolada de tecido animal capaz de converter ácido fumárico em ácido málico. Em 

1922, Dakin mostrou que todo o ácido málico formado era na forma do isômero L 

[17]. Assim, as fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisam a reação 

estereoespecífica e reversível de hidratação de fumarato a L-malato (Figura 1). 

Essas enzimas estão presentees em uma grande variedade de organismos, como 

bactérias, leveduras, plantas, invertebrados e mamíferos, e podem ser encontradas 

nas formas mitocondrial e citosólica. Na década de 1950, dois conjuntos de estudos 

sobre fumarase foram publicados, um em Cambridge por Masey [18-20] e o outro 

nos Estados Unidos por Alberty [21-26].  
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Figura 1. Reação enzimática catalisada pela enzima fumarase (FH). 

 

 A enzima fumarase mitocondrial participa do Ciclo do ácido cítrico (Ciclo do 

ácido tricarboxílico – TCA ou Ciclo de Krebs) convertendo fumarato em L-malato na 

sétima etapa do ciclo (Figura 2). Estudos recentes demonstraram que a forma 

citosólica está envolvida no ciclo da ureia, no metabolismo de aminoácidos e 

também atua como supressor tumoral [11, 27-29].  

 Fumarases são comumente divididas em duas classes distintas (I e II) de 

acordo com seu estado oligomérico, dependência de metais e sensibilidade ao 

oxigênio [30].  
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Figura 2.Ciclo do ácido cítrico (Ciclo do ácido tricarboxílico – TCA ou Ciclo de Krebs). Estruturas das 
enzimas participantes do ciclo, ou parte dos complexos, retiradas do Protein Data Bank (PDB). 
Citrato-sintase (código PDB: 2CTS), Aconitase (código PDB: 2B3Y), Isocitrato-desidrogenase (código 

PDB: 5YFN), Complexo -cetoglutarato-desidrogenase (código PDB: 2JGD), Succinil-CoA sintetase 
(código PDB: 2FP4), Succinato-desidrogenase (códigos PDB: 1NEK), Fumarase (código PDB: 3E04), 
Malato-desidrogenase (código PDB: 1MLD). 

 

1.2.1 Fumarases classe I 

  

 Fumarases de classe I são homodiméricas, de peso molecular em torno de 

120 kDa, contendo um complexo de ferro-enxofre (4Fe-4S) no centro catalítico, são 

sensíveis ao oxigênio e consideradas termolábeis [31]. Fumarases de classe I são 

expressas em bactérias (fumarase A e B de E. coli) e alguns eucariotos unicelulares 

[31, 32]. 

  Tripanossomatídeos, como o Trypanosoma cruzi e Leishmania major, 

possuem somente fumarases de classe I, localizadas na mitocôndria e no citosol, e 

que são codificadas por dois genes distintos. O complexo de 4Fe-4S está associado 

à fumarase através da interação de três de suas moléculas de ferro com os enxofres 

de três resíduos de cisteína. Sua participação na atividade enzimática se dá pelo 
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único ferro livre, que atua como um ácido de Lewis interagindo com oxigênios 

carboxílicos dos substratos fumarato e L-malato [33].  

 Embora estejam presentes em diversos organismos de importância para a 

saúde da população, poucos dados estruturais sobre essas enzimas estão 

disponíveis. A busca no banco de dados de proteínas (Protein Data Bank – PDB) 

revelou apenas uma estrutura de fumarase de classe I descrita, a fumarase 

citosólica de Leishmania major (LmFH-2), depositada com o código PDB: 5L2R 

(Figura 3) [34]. 

 

 

 
Figura 3. Representação da estrutura tridimensional da enzima LmFH-2. A) Representação do 

dímero da fumarase de L. major. Em azul estão as hélices  e em rosa as fitas . Em amarelo e 
laranja, representado em stick, está o cluster [4Fe-4S]. B) Cluster [4Fe-4S] em destaque. Em verde 
estão representados os resíduos de cisteína que participam da ligação e em rosa o substrato L-
malato. Átomos de enxofre estão em amarelo, ferro em laranja, oxigênio em vermelho, nitrogênio em 
azul e carbonos em rosa ou verde. (PDB ID: 5L2R) 

 

 

 Estudos envolvendo as fumarases de classe I abordam principalmente a 

possibilidade de uso dessas enzimas como alvo terapêutico contra, especialmente, 

doenças parasitárias, uma vez que entre classe I e classe II de fumarases observa-

se uma baixa similaridade, de aproximadamente 20% [35] e humanos apresentam 

apenas fumarase de classe II. Ou seja, devido ao papel fundamental que a FH 
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exerce no metabolismo desses parasitas e a diferença com relação à enzima 

humana, o desenvolvimento de fármacos seletivos e específicos se torna possível. 

1.2.2 Fumarases classe II 

  

 As fumarases de classe II fazem parte da superfamília aspartase/fumarase, 

um grupo de enzimas que compartilham características de arranjo terciário e 

quaternário, assim como a arquitetura do sítio ativo (Figura 4) [36]. Uma 

característica da superfamília é que as enzimas que a compõe catalisam reações 

envolvendo substratos que possuem o grupo succinil e fornecem fumarato como 

produto final [36]. Algumas das enzimas que fazem parte da superfamília 

aspartase/fumarase e que foram mais bem estudadas são: fumarase classe II, 

aspartase, argininosuccinato liase, adenilosuccinato liase [36]. 

 

 

Figura 4. Superfamília da Aspartase/Fumarase. Representação em cartoon do monômero de 
algumas enzimas da superfamília. A) Fumarase humana (Código PDB: 5D6B, artigo não publicado), 
B) Aspartase de Bacillus sp. cepa YM55-1 (Código PDB: 3R6V [37]), C) Adenilosuccinato liase de 
Escherichia coli (Código PDB: 2PTR [38]) D) Tetrâmero de FumC de E. coli representando a estrutura 
quaternária das fumarases de classe II (Código PDB: 1YFE [39]). O círculo preto indica a região de 
um dos quatro sítios ativos da enzima. 
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 As enzimas pertencentes a essa superfamília possuem um mecanismo de 

catálise ácido-base comum  [36, 40-43], em que um próton do C-3 do substrato é 

retirado por uma base da enzima. O carbânion resultante é estabilizado com um 

intermediário aci-carboxilado, com duas cargas negativas. Por fim, a ligação C-N é 

quebrada (C-O para fumarases) e a saída do subproduto pode ser facilitada pela 

presença de um ácido da enzima que doa um próton (Figura 5) [36]. Acredita-se que 

os resíduos envolvidos na catálise sejam Ser 186, Ser 187, Arg 188, His 235, Glu 

362, Lys 371, Ans 373 e Glu 378.  

 

 

Figura 5.  Representação da proposta de mecanismo catalítico para as enzimas Aspartase, 
Fumarase, Argininosuccinato liase e Adenilosuccinato liase. Figura modificada de Veetil et al. [36]. 

  

 Fumarases de classe II são homotetraméricas, de peso molecular em torno 

de 200 kDa e independentes de metais [31]. São expressas em bactérias (fumarase 

C de E. coli) e eucariotos superiores como mamíferos [44, 45]. Estruturalmente, essa 

classe de fumarases é caracterizada como proteínas predominantemente compostas 

de hélices divididas em três domínios (D1, D2 e D3), sendo D2 o principal 

responsável pelas interações que estabilizam o tetrâmero.  A fumarase humana 
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(HsFH), que pertence a classe II, é codificada pelo gene 1q42.1, possui 467 

aminoácidos em cada monômero, peso molecular de 50,2 kDa e ponto isoelétrico 

teórico de 6,91 [46]. 

 A primeira estrutura descrita para fumarases de classe II foi para FumC de 

E. coli em 1995 por Weaver et al., que confirmou a forma tetramérica da proteína e 

subdividiu cada monômero em subdomínios [47]. A partir dos estudos estruturais 

com a FumC foram determinados os resíduos considerados catalíticos, que cada 

sítio era formado por regiões de três dos quatro monômeros e a presença de um 

segundo sítio de ligação para os substratos denominado sítio B [30, 47, 48].  

Atualmente existem 25 estruturas de fumarases de classe II determinadas no PDB. 

Na figura 6 está representado o alinhamento da sequência dos resíduos de 

aminoácidos de algumas fumarases de classe II. 

 A localização citosólica e mitocondrial das fumarases de classe II se deve a 

diferentes mecanismos nos diferentes organismos. No caso de leveduras, como 

Saccharomyces cerevisiae, que possuem somente um gene para fumarase (FUM1), 

essa dupla localização acontece por translocação reversa, em que um único produto 

de translação é formado, com endereçamento para a mitocôndria, porém após a 

retirada do peptídeo de endereçamento uma parte dessas proteínas retorna para o 

citosol, movimentação que é determinada pelo enovelamento da proteína [29, 49]. 

Já em ratos, que também possuem somente um gene codificador de fumarase, a 

dupla localização acontece pela formação de dois produtos de translação derivados 

do mesmo RNAm [29]. Diferente da maioria dos eucariotos, a planta Arabidopsis 

thaliana possui dois genes para fumarase, um codifica a proteína endereçada para a 

mitocôndria (FUM1) e outro uma proteína menor, sem o peptídeo de 

endereçamento, que é citosólica (FUM2). Essas duas fumarases possuem 95% de 

similaridade, diferindo somente na região N-terminal [29].    

 Para a HsFH, o modo como a dupla localização ocorre é pela produção de 

dois RNAm que produzirão duas proteínas com tamanhos diferentes, uma 

endereçada para a mitocôndria, com 44 resíduos a mais no N-terminal, e outra 

menor, que permanece no citosol [50].  
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Figura 6. Alinhamento das sequências de resíduos de aminoácidos de fumarases de class II: humana 
(HsFH), Saccharomyces cerevisiae (ScFH), Eschericia coli (FumC), Rickettsia buchneri (RbFH), 
Thermus aquaticus (TaFH) e Mycobacterium tuberculosis (MtFH). Em destaque estão as regiões do 
monômero que compõe o sítio. Região 1 está em vermelho, região 2 em azul e região 3 em roxo. 
Resíduos catalíticos estão marcados com uma estrela. A caixa verde indica a posição do sítio B. 

  

  

 A deficiência na atividade da HsFH causa uma diminuição na produção de 

energia devido a interrupção do fluxo de metabólitos pelo ciclo do ácido cítrico [51]. 

A fumarase humana também é considerada um supressor tumoral e estudos 

recentes classificam o fumarato como um oncometabólito, ou seja, a presença de 
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altos níveis de fumarato no organismo é um indicador do desenvolvimento de câncer 

[52].  

 

1.2.2.1 Mutações da enzima fumarase humana 

 

 Em 2010, Bayley et al. sistematizaram um banco de dados contendo todas 

as mutações reportadas para o gene da fumarase (EC 4.2.1.2) associadas a casos 

clínicos (www.lovd.nl/FH). Duzentas e sete variações no gene que codifica a HsFH já 

foram reportadas. Dentre elas, o tipo mais frequente é a missense (50%), seguida de 

mutações silenciosas (16%), frameshifts (11%) e nonsense (9%), que resultam em 

proteínas truncadas e diversas deleções, inserções e duplicações [9]. As mutações 

missense estão distribuídas por todas as regiões da proteína, sendo 23 no D1, 75 no 

D2 e 6 no D3.  

Uma análise das mutações reportadas em pacientes mostra que a maioria 

esta relacionada com o desenvolvimento de MCUL e HLRCC e que a posição das 

mutações não tem relação direta com o tipo de enfermidade desenvolvida pelo 

paciente. As mutações relatadas possivelmente afetam a estabilidade estrutural da 

proteína e a busca por moléculas que estabilizam esses mutantes pode ser uma 

estratégia no desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento dessas 

doenças. 

Infelizmente, ainda não há tratamento específico para combater os 

transtornos metabólicos causados pela deficiência de fumarase. Embora FHs de 

diferentes organismos tenham sido estudadas [21-26, 53-55], uma caracterização 

cinética detalhada da HsFH ainda não foi reportada.  

O estudo detalhado da fumarase humana e seus mutantes, além de 

possibilitar um melhor entendimento sobre o comportamento da enzima e elucidar o 

impacto das mutações sobre sua função e estrutura, poderá também fornecer 

importantes bases estruturais para o desenvolvimento de novas terapias. 

Sendo assim, o presente trabalho visa utilizar métodos de biologia estrutural 

para mapear as características biofísicas, bioquímicas e estruturais da proteína 

nativa e de mutantes selecionados, de forma a contribuir para a compreensão dos 

mecanismos moleculares que modulam o desenvolvimento das doenças raras 
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diretamente relacionadas com mutações na fumarase. Neste trabalho, combinamos 

o uso das técnicas difração de raios X por monocristais, varredura por fluorimetria 

diferencial, espalhamento dinâmico de luz e cinética enzimática para caracterizar os 

efeitos de cada mutação na estrutura da proteína, na estabilidade de seu arranjo 

oligomérico e na sua atividade catalítica.  

Foram selecionadas 8 mutações missense, ou seja, mutações genéticas que 

resultam na substituição de um resíduo de aminoácido, reportadas para pacientes 

com MCUL (N107T, H180R, Q185R, K230R e G282V) [7, 11], HRLCC (S365G e 

N373D) [56, 57] e Ácidúria Fumárica (E362Q) [7], localizadas ao longo das regiões 

que compõe o sítio ativo e próximas à ele e que são reportadas mais de uma vez em 

pacientes [9]. As mutações selecionadas para este estudo estão na figura 7.  

 

 

Figura 7. Representação em cartoon do monômero da HsFH. Em rosa estão destacadas as 
localizações dos resíduos mutantes escolhidos para esse trabalho 
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5. CONCLUSÕES 

 

 Fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisa a reação estereoespecífica 

de hidratação/desidratação do fumarato em L-malato e podem ser encontradas nas 

formas mitocondrial e citosólica. A enzima mitocondrial participa do Ciclo do ácido 

cítrico (Ciclo do ácido tricarboxílico – TCA ou Ciclo de Krebs) convertendo fumarato 

em L-malato na sétima etapa do ciclo, já a forma citosólica participa no metabolismo 

de aminoácidos e quando migra para o núcleo pode atuar no reparo ao dano ao 

DNA. A fumarase humana também atua como supressor tumoral e mutações nessa 

enzima estão relacionadas com casos de MCUL e HLRCC.  

 Diante da importância dessa enzima, nosso estudo centrou-se na completa 

caracterização da enzima fumarase humana (HsFH) e dos mutantes N107NHsFH, 

H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365SHsFH e N373DHsFH 

através da combinação de técnicas bioquímicas e biofísicas.  

Pela primeira vez para fumarases foi realizado o experimento de 

caracterização cinética avaliando a influência dos dois substratos na mesma 

mistura reacional. Os resultados comprovam a influência do produto formado na 

velocidade global da reação e permitiram a determinação correta dos parâmetros 

cinéticos. Os estudos estruturais da enzima nativa confirmam a semelhança 

estrutural compartilhada entre a fumarase humana e outras fumarases de classe 

II. Além disso, a presença de moléculas de HEPES na extremidade C-terminal da 

proteína e sua influência positiva na eficiência catalítica levanta a hipótese da 

relevância desse sítio para a atividade enzimática. Estudos para investigar essas 

hipóteses estão em planejamento. 

A produção dos mutantes H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, 

E362QHsFH, S365SHsFH e N373DHsFH demonstrou a importância desses 

resíduos para a atividade catalítica. Somente o mutante N107THsFH manteve a 

atividade com valores de velocidade e Km menores que a nativa.  

Os estudos de estabilidade térmica indicaram que as mutações 

influenciam na ligação de moléculas como citrato de sódio e ácido succínico e os 

resultados são consistentes com a ideia de que as mutações estudadas 

interferem na acomodação dos substratos. No entanto, os estudos estruturais 
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dos mutantes demostram, que apesar das mutações influenciarem na atividade 

enzimática, não afetam a formação do tetrâmero.  

O entendimento do funcionamento da enzima humana permite estudos 

seletivos envolvendo fumarases de organismos patogênicos. A caracterização da 

enzima fumarase humana e seus mutantes presente nesse trabalho fornece 

base para o desenvolvimento de novos estudos envolvendo as doenças 

relacionadas à essas mutações.  
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