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INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa de inicio na idade adulta caracterizada por paralisia rapidamente progressiva e morte por
insuficiéncia respiratdria, geralmente dentro de 2 a 3 anos do inicio dos sintomas. Como em outras doencas neurodegenerativas, ~10% da ELA sao classificadas
como familial (ELAf), a0 passo que os restantes 90% dos casos sao considerados esporddicos, como eles parecem ocorrer aleatoriamente na populacao (RENTON;
CHIO; TRAYNOR, 2014). A proteina FUS foi recentemente correlacionada a casos de esclerose lateral amiotrdfica familial tipo 6 (ODA; IZUMI; KAJI, 2011). O gene FUS
codifica uma proteina que compdem o complexo de proteinas ribonucleicas heterogéneas, pertencentes a familia FET RNA ligantes, que tem funcdo de regulagdo na
expressao génica e manutencdo da integridade genomica do DNA, além do processamento de RNAm e de pré-RNAm e na sua migragdo para o citoplasma (VANCE et
al., 2009). Concentrada predominantemente no nicleo, possui aproximadamente 75 kDa e € codificada pelo gene FUS no cromossomo 16p11.2. Na esclerose lateral
amiotrdfica familial 4% é resultado de mutagdo na FUS (TICOZZI et al., 2011). Sequindo a metodologia estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA,
2013; MOREIRA et al., 2013), neste trabalho foram utilizadas ferramentas de bioinformética e biologia computacional para criar modelos estruturais, tridimensionais,
a partir das sequéncias dos SNPs da FUS e para estudar os mecanismos, através dos quais, cada mutagdo afeta a estrutura e funcionalidade da proteina.

OBJETIVO

Identificar possiveis alteracdes estruturais causadas pelas mutacdes na FUS e relaciona-las a estabilidade, capacidade de agregacao da proteina. Determinar se tais
mutacbes comprometem a estabilidade ou a atividade da proteina por predicdes dos efeitos funcionais, relacionando-as ao desenvolvimento da esclerose lateral
amiotréfica tipo 6.

METODOLOGIA

Compilagao dos polimorfismos nao sindnimos (nsSNP) da FUS descritas na literatura, com as sequéncias mutadas foram feitas andlises pelos algoritmos
nsSNP Analyzer (BAO; ZHOU; CUI, 2005), PhD-SNP, Pmut (FERRER-COSTA et al., 2005), Polyphen-2, Sift (FLANAGAN; PATCH; ELLARD, 2010), SNAP
(BROMBERG; ROST, 2007), SNPs&GO, SNPeffect e I-mutant (CAPRIOTTI; FARISELLI; CASADIO, 2005) para compreensdo da estabilidade e atividade proteica.
A analise filogenética das sequéncias da proteina FUS humana e de outros organismos foi feita para comparacéo de regides conservadas da proteina, com
o algoritmo Consurf. (GLASER et al., 2003). A estrutura tridimensional da FUS nativa e suas variantes foram determinadas por modelagem computacional
ab initio com os algoritmos I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010) e Rosetta, e modelagem comparativa com os algoritmos Modeller (ESWAR et al.,
2007) e RosettaCM . Com os modelos gerados foi feito um alinhamento estrutural de cada variante e da nativa pelo algoritmo TM-align.

RESULTADOS

De trinta e seis variantes estudadas, todas foram classificadas como neutras pelo SNPs&GO e patoldgicas no Sift. Apenas uma variante aumentou a propensao amiloide
de acordo com o SNPeffect. Nos demais algoritmos as classificacdes entre neutras e patoldgicas foi equilibrada. Observamos que a maioria das variantes classificadas
como patoldgicas obtiveram essa classificagdo em quatro diferentes algoritmos. Quanto a estabilidade proteica a andlise do FOLDX classificou a maioria das variacdes
como neutras, enquanto que o I-mutant classificou como redutoras de estabilidade. Estas discrepancias entre os resultados corroboram a necessidade de se usar
diferentes algoritmos como descrito por Moreira e colaboradores ( MOREIRA et al., 2013), A filogenia estrutural foi analisada utilizando-se o ConSurf, e revelou que a
FUS humana é altamente conservada, principalmente nas regides em que mutagdes causam a doenca sugerindo que a ELA atue como pressdo seletiva na conservagao
(DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013). Os valores de RMSD abaixo de 2 A definem a qualidade do modelo (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010), a modelagem estrutural
(figura 1.a) gerou modelos de qualidade com RMSDs entre 1,02 e 1,66 A no alinhamento estrutural (figura 1.b). Um banco de dados curado foi desenvolvido com os
resultados e permitird que profissionais da drea de satide explorem os nsSNPs da FUS, incluindo todas as analises como a predicdo das consequéncias das variagdes e
a visualizagdo do alinhamento dos modelos estruturais naturais com os mutantes.
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Figura 1: (a) Modelo estrutural da proteina FUS nativa gerada no ITASSER (b) Alinhamento estrutural pelo TM-allign da FUS nativa (azul) com a variante N159Y
(verde). Em vermelho a mutacao.

CONCLUSAO

Os resultados confirmaram os efeitos dos nsSNP na estrutura da proteina FUS. A predicdo funcional e estrutural demonstrou a necessidade de se usar mais de um
algoritmo de predicdo para ter resultados confidveis. Os resultados foram compilados em um banco de dados da FUS gratuito e disponivel em http://bioinfogroup.
com/database/.
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