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INTRODUCAO

Acesclerose lateral amiotréfica (ALS, do inglés, “amyotrofic lateral sclerosis”) é uma desordem neurodegenerativa, progressiva e fatal, caracterizada pela perda seletiva
de neurdnios motores(HARDIMAN; VAN DEN BERG; KIERNAN, 2011). A diminuicdo de estimulos nervosos, decorrente desta perda, pode levar a atrofia muscular dos
membros superiores e inferiores e da regio tordcica, que, por sua vez, pode evoluir a paralisia do trato respiratdrio levando os pacientes a dbito. A maioria dos casos
de ALS se desenvolve de maneira esporddica, entretanto, a doenca pode ser herdada geneticamente, caracterizando a esclerose lateral amiotréfica familial (fALS, do
inglés “familial amyotrofic lateral sclerosis”). Devido a alta complexidade na execucdo de pesquisas relacionadas a fALS, a descri¢do de sua incidéncia varia de 0,8 a
18% dos casos (ABEL et al., 2013). Recentemente, 5 polimorfirmos de nucleotideo tinico (SNPs, do inglés “single nucleotide polymorphism”) do gene PFN1, foram
associados ao desenvolvimento de fALS (INGRE et al., 2013; WU et al., 2012). Este gene codifica a profilina 1 (PFN1) [Uniprot ID: P07737], uma pequena proteina
citosolica e ubiqua, responsavel pelo controle da dinamica dos filamentos de actina (THERIOT; MITCHISON, 1993). Além de se ligar diretamente a actina, a PFN1
interage com moléculas que contem sequéncias ricas em prolina, como é o caso de vdrias proteinas requladoras (TANAKA; SHIBATA, 1985) e com fosfatidilinositois,
principalmente com o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)(RUST; KULLMANN; WITKE, 2012). Uma vez que as causas de fALS ainda nao foram completamente
elucidadas, a busca por um tratamento eficaz, ainda inexistente (ZHAO et al., 2012), torna-se dificil, portanto, a compreensao dos mecanismos de desenvolvimento
da doenca, é extremamente importante. Os métodos de bioinformética podem ser empregados para identificar e caracterizar regides proteicas envolvidas no
desenvolvimento de inimeras doencas, guiando o desenho racional de farmacos, que facilita a criagdo de tratamentos eficazes (AGNATI et al., 2013). A bioinformatica
e biologia computacional podem ser utilizadas como ferramentas para caracterizar a estrutura e propriedades funcionais da PFN1 nativa e de suas formas mutadas,
sugerindo vias que podem conduzir a agregacdo proteica (GUIDOLIN et al., 2012), formacdo de agregados insoldveis e outras alteracdes que contribuem com o
desenvolvimento de fALS. Sequindo a metodologia estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; MOREIRA et al., 2013), neste trabalho foram
utilizadas ferramentas de bioinformatica e biologia computacional para criar modelos estruturais, tridimensionais, a partir das sequéncias dos SNPs da PFN1 e para
estudar os mecanismos, através dos quais, cada mutacdo afeta a estrutura e funcionalidade da proteina.

OBJETIVO
Identificar possiveis alteracdes estruturais causadas por mutacdes na PFN1 humana, bem como inferir o comprometimento da estabilidade ou atividade proteica e
sua relagdo com o desenvolvimento de ALS, além de criar um banco de dados, online e gratuito, com os resultados obtidos.

METODOLOGIA

Foi sequida a metodologia ja estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; MOREIRA et al., 2013), os SNPs da FPN1 relacionados ao
desenvolvimento de fALS foram coletados a partir de uma revisao bibliografica e suas respectivas sequencias foram criadas manualmente. As sequéncias
mutadas foram submetidas a analises pelos sequintes algoritmos: I-Mutant, nsSNPAnalyzer, PhD-SNP, PMUT, PolyPhen-2, SAAP, Sift, SNAP, SNPs&GO e
SNPeffect. Em sequida, foi realizada uma andlise filogenética estrutural, usando-se o servidor Consurf. Um modelo estrutural, tridimensional, foi criado
para cada sequéncia, por modelagem ab initio, através do servidor I-TASSER(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010) e os servidores HHpred, M4T, ModWeb,
Phyre2, Robetta e SwissModel, disponiveis no Protein Model Portal(ARNOLD et al., 2009), foram utilizados para a validacdo dos modelos, através de um
alinhamento estrutural multiplo realizado pelo servidor POSA(YE; GODZIK, 2005). O servidor TM-Align(ZHANG; SKOLNICK, 2005) foi utilizado para realizar
alinhamentos estruturais entre a estrutura nativa da PFN1 e os modelos obtidos pelo I-TASSER. Todos os resultados obtidos estdo sendo agrupados em
um banco de dados.

RESULTADOS

Os resultados das andlises de predicdo corroboram a relacdo, ja descrita, entre os SNPs da PFN1 e as anormalidades funcionais que podem estar associadas ao
desenvolvimento de fALS. De maneira geral, as mutagdes foram consideradas como ndo neutras pela maioria dos algoritmos e todas promoveram algum tipo de
alteracdo na estabilidade da PFN1. A andlise filogenética estrutural revelou que 4 dos 5 SNPs ocorrem em regides bastante conservadas ao longo da evolugdo. Um
modelo tedrico foi criado para cada sequéncia submetida ao servidor I-TASSER e de acordo com os resultados do TM-Align o modelo criado com base na sequéncia
nativa é topologicamente similar a estrutura da PFN1, determinada experimentalmente, enquanto os modelos das mutacdes revelaram alteragdes estruturais
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significantes, que podem contribuir com o surgimento de disttrbios funcionais da PFN1, que por sua vez, podem estar associados ao desenvolvimento de fALS. 0
alinhamento dos modelos, realizado através do servidor POSA apresentou um RMSD geral de 0.674, indicando que os modelos criados neste estudo sio bem similares
a estrutura da PFNT, ja determinada por cristalografia de raio X. Os resultados obtidos estao sendo agrupados em um banco de dados, que sera disponibilizado
gratuitamente, para acesso online através do endereco: www.bioinfogroup.com/database, para individuos das dreas médicas e bioldgicas possam explorar os nsSNPs
da PFN1 e as alteragdes estruturais provocadas por cada mutacdo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da andlise funcional dos SNPs e seu alinhamento com a estrutura nativa da PFN1 sugerem que tais mutag6es podem afetar a estrutura
e, consequentemente, a estabilidade e funcionalidade da proteina, contribuindo com o desenvolvimento de fALS. Além disso, os SNPs descritos ocorrem em regides
da PFN1 conservadas ao longo da evolugao, portanto, pode-se concluir que a ocorréncia dessas mutagdes pode acarretar na alteragdo de regides, cuja preservacao
é essencial a integridade funcional da PFN1. Levando em consideracdo a inexisténcia de um tratamento eficaz para a ALS, pode-se atribuir um caréter de bastante
importéncia a continuidade de estudos sobre a relagdo entre SNPs da PFN1 e o desenvolvimento de fALS.
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