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INTRODUCAO

A Esclerose Lateral Amiotrdfica (ELA) é uma desordem neurodegenerativa que afeta os neurdnios motores causando perda progressiva e irreqular da forca muscular
(ESCARRABILL et al., 2014). Ainda se sabe muito pouco sobre os fatores etioldgicos de risco para ELA. Cerca de 10% de todos os casos apresentam um padrédo claro
de heranca mendeliana (denominados como casos de ELA familial — fELA) e o restante isolado na natureza sao denominados como casos de ELA esporddica (UENAL
etal., 2014). Um quarto dos casos de fELA sao herdados devido a mutacdes no gene SOD1 que codifica a enzima Superéxido Dismutase 1 (S0D1), sendo essa ultima
responsavel pela eliminacdo de radicais livres (KIM et al., 2014). As mutacdes da SOD1 na fELA tem demonstrado diminuir a afinidade dos fons cobre/zinco e/ou a
estabilidade de ligagdes dissulfeto (0GAWA; FURUKAWA, 2014). Vérios métodos computacionais estao disponiveis para predizer quando a mutacdo é relacionada a
doenca, a partir da sequéncia da proteina ou alinhamentos mltiplos de sequéncias de proteinas (CALABRESE et al., 2009). Além dos algoritmos para a predicdo, as
ferramentas de modelagem e alinhamento molecular desempenham um importante papel na compreenséo da patogénese ainda ndo completamente conhecida da
ELA. Recentemente desenvolvemos um banco de dados da SOD1 - http://bioinfogroup.com/database -(MOREIRA et al., 2013) que contém os resultados da anélise in
silico de 126 variantes relacionadas a ELA. Apés a publicacdo do artigo, vinte novas mutagdes da SOD1 foram descritas no banco de dados ALSOD e foram estudadas
neste trabalho.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos das mutagdes na estrutura e funcao das vinte novas variantes de SOD1 humana, utilizando métodos preditivos computacionais e de modelagem
comparativa, bem como, atualizar o nosso banco de dados da proteina SOD1.

METODOLOGIA

Seguindo a metodologia j& estabelecida em nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; MOREIRA et al., 2013), a andlise in silico das 20 novas
mutacdes da SOD1 realizada neste trabalho envolveu as sequintes etapas: Obtencdo da Sequéncia Proteica - A sequéncia da SOD1 humana [UniProt:
P00441] foi adquirida a partir do banco de dados UniProt (UNIPROT, 2014). Criacdo das Variantes Naturais da SOD1 obtidas do banco de dados ALSOD.
Anélise funcional das Sequéncias Mutantes — A partir da utilizacao de diferentes algoritmos: PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010), SNPeffect (DE BAETS
et al., 2012), PhD-SNP (CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO, 2006), PMUT (FERRER-COSTA; OROZCO; DE LA CRUZ, 2002), SIFT (NG; HENIKOFF, 2001), SNAP
(BROMBERG; YACHDAV; ROST, 2008), SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009) e nsSNPAnalyzer (BAO; ZHOU; CUI, 2005), I-Mutant (CAPRIOTTI; FARISELLI;
CASADIO, 2005). Modelagem computacional das proteinas mutantes — Realizada através do workflow Mholline, que inclui os algoritmos Modeller e
Procheck (CAPRILES et al., 2010). Alinhamento estrutural das sequéncias mutantes com a SOD1 selvagem — Por meio do algoritmo TM-align (ZHANG;
SKOLNICK, 2005). Atualizacdo do Banco de Dados da SOD1 — Através da utilizacdo de um server side include em Java, o JMOL. A base de dados no
http://bioinfogroup.com/database contém todos os resultados obtidos neste trabalho, tendo sido os mesmos obtidos individual e manualmente em cada
algoritmo citado.

RESULTADOS

De forma semelhante as 126 mutantes analisadas anteriormente, os resultados das andlises das novas variantes descobertas demonstraram que a maioria delas
foi classificada como sendo prejudicial a estrutura (Figura 1) e estabilidade da proteina em relacao a SOD1 nativa. O algoritmo SNPs&GO foi 0 que obteve a maior
acurdcia de classificacdo de patogenicidade, classificando corretamente todas as mutantes como patoldgicas. Estas discrepancias entre os resultados corroboram a
necessidade de se usar diferentes algoritmos como descrito por Moreira, Carvalho, e colaboradores (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; MOREIRA et al., 2013). Além
disso, quatro destas variantes foram classificadas como responséveis por aumentar a tendéncia a agregacao proteica (Lys3Glu, Ala4Phe, Arg115Cys e His120Leu),
e a variante Pro66Arg foi classificada como responsavel por diminuir a tendéncia de ligacao a chaperonas. Os valores de RMSD abaixo de 2 A definem a qualidade
do modelo (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010), a maioria das mutacdes apresentou alteracdes em suas conformacdes tridimensionais, tendo os valores de RMSD do
alinhamento estrutural variado entre 0,13 a 0,49 A e os de TM-scores entre 0.99823 e 0.99923. Tendo em vista estes valores, & importante ressaltar que estruturas
com alinhamentos cujos valores de RMSD sejam maiores do que 0.15 A correspondem a perturbacdes estruturais significativas que podem ter implicacdes funcionais
para a proteina (MISTRI et al., 2012).
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Figura 1 — A) Mutagdes classificadas como neutras e patogénicas pelos algoritmos de predi¢do. As barras vermelhas mostram o nimero de mutagdes classificadas
como responsdveis por causar a doenga, enquanto as barras azuis mostram o nimero de mutages consideradas neutras por cada algoritmo. B) Alinhamento estrutural
das estruturas nativa (verde) e mutante (azul) da SOD1 produzidas por modelagem comparativa. Em vermelho a mutagdo K3E.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos confirmam a correlacdo existente entre as novas mutagoes da SOD1 e a fELA. 0 nosso banco de dados da SOD1 é o primeiro a convergir
andlises estruturais e funcionais da SOD1, e sua atualizacdo com as variantes recentemente descritas é muito importante para uma melhor compreensao das bases
moleculares da Esclerose Lateral Amiotréfica.
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