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RESUMO

A Ataxia de Friedreich (FRDA) ¢ a mais comum dentre as ataxias hereditarias, sendo
caracterizados pela ataxia progressiva dos movimentos, perda de sensibilidade vibratéria
e deformidades 6sseas, com impacto significativo na capacidade de realizar atividades
diarias. No entanto, at¢ o0 momento ainda ndo foram desenvolvidos tratamentos efetivos
para a FRDA, evidenciando a necessidade de mais estudos. Mutagdes missense no gene
que codifica a frataxina humana (FXN), proteina responsavel pela regulacao da
homeostase do ferro intracelular, estdo associadas ao desenvolvimento de FRDA. Tais
mutagdes resultam em disfuncdo da FXN, com consequente actimulo de ferro
mitocondrial e aumento do estresse oxidativo, culminando em ativa¢ao de vias de morte
celular neuronal. Nesse estudo, analises preditivas, modelagem estrutural e dinadmica
molecular foram realizados para caracterizar o efeito de mutagdes missense na proteina
frataxina humana. Ao todo, foram compiladas 226 variantes genéticas da FXN a partir de
revisdo de literatura e busca em bancos de dados, das quais apenas 18 ja haviam sido
caracterizadas. A analise preditiva apontou uma alta taxa de predigdes deletérias e
desestabilizadoras para as mutagdes da FXN, que afetam principalmente residuos
conservados e possivelmente importantes para a fun¢do da proteina. Além disso, foi
gerado um modelo tridimensional completo, acurado e inédito da FXN humana. O
modelo gerado da proteina nativa foi utilizado como base para a construgao das variantes
genéticas [154F e W155R, que foram selecionadas para o estudo dinamica molecular
(DM) em fungao de seu potencial clinico mais severo. A DM apontou para alteragdes de
flexibilidade e dindmica essencial da por¢ao N-terminal das duas variantes, regido que
corresponde aos dominios FXN42, FXN56 e FXN78, envolvidos na maturacdo da
proteina. Nossos achados, sugerem, portanto, que as mutacdes 1154F e W155R poderiam
afetar o perfil de interacdo nos dominios FXN42, FXN56 e FXN78, impactando a

maturagdo da proteina, o que estd alinhado com a literatura.

Palavras-chave: Frataxina, Ataxia de Friedreich, analises in silico.
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ABSTRACT

Friedreich's Ataxia (FRDA) is the most common among hereditary ataxias, characterized
by progressive movement ataxia, loss of vibratory sensitivity and bone deformities, with
a significant impact on the ability to perform daily activities. However, to date, effective
treatments for FRDA have not yet been developed, highlighting the need for further
studies. Missense mutations in the gene that encodes human frataxin (FXN), a protein
responsible for regulating intracellular iron homeostasis, are associated with the
development of FRDA. Such mutations result in FXN dysfunction, with consequent
accumulation of mitochondrial iron and increased oxidative stress, culminating in the
activation of neuronal cell death pathways. In this study, predictive analyses, structural
modeling, and molecular dynamics were performed to characterize the effect of missense
mutations in the human frataxin protein. In total, 226 genetic variants of FXN were
compiled from a literature review and database search, of which only 18 had already been
characterized. The predictive analysis showed a high rate of harmful and destabilizing
predictions for FXN mutations, which mainly affect conserved residues that are possibly
important for the protein's function. Furthermore, a complete, accurate and unprecedented
three-dimensional model of the human FXN was generated. The generated model of the
native protein was used as a basis for the construction of the genetic variants 1154F and
WI155R, which were selected for the molecular dynamics (MD) study due to their more
severe clinical potential. The DM pointed to changes in flexibility and essential dynamics
of the N-terminal portion of the two variants, a region that corresponds to the FXN42,
FXN56 and FXN78 domains, involved in the maturation of the protein. Our findings
therefore suggest that the [154F and W155R mutations could affect the interaction profile
in the FXN42, FXN56 and FXN78 domains, impacting the maturation of the protein,

which is in line with the literature.

Keywords: Frataxin, Friedreich's Ataxia, in silico analysis.
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1.  Introducdo

1.1. Ataxias

A ataxia ¢ caracterizada pela incoordenagao dos movimentos musculares e pode
ser um sintoma de diversos processos patologicos subjacentes. As ataxias cerebelares
hereditarias (ACIs) pertencem a um grupo amplo e complexo de doengas
neurodegenerativas raras que afetam principalmente o cerebelo, mas frequentemente
envolvem também a medula espinhal e os nervos periféricos. Clinicamente, as ACIs sao
marcadas por uma sindrome cerebelar progressiva, onde ocorre a degeneracao do cortex
cerebelar e das suas conexdes com as fibras nervosas aferentes e eferentes. A investigagao
das causas desses distirbios ¢ essencial para definir a melhor estratégia de tratamento. As
condi¢des que resultam em ataxia cerebelar podem ser de origem hereditaria ou nao, e
podem ocorrer de forma adquirida ou esporadica. (Figura 1) (ASHIZAWA; XIA, 2016;
COARELLI et al., 2023; KLOCKGETHER, 2008).

ATAXIAS
— Nao
Hereditaria hereditaria
Autossdmicas Doengas (Adquiridas ] [ Esporadicas |
ligadas ao
cromossomo X
- Digrinaie Degeneragao Ataxia
Recessiva cerebelar esporadica do
Sindrome de Doengas alcodica ) adulto (SAOA)
Dano por Defidients Tremor/Ataxia Mitocondriais| | (Encefalopatia
estresse Associada ao de Wernicke)
oxidativo ol Ataxias X fragil
do DNA Espinocerelares (FXTAS)
(SCAs)
Ataxia de Ataxia
Friedriech telangiectasia
(FRDA) (AT)

Figura 1. Diagrama das Ataxias cerebelares e seus diferentes subtipos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As ataxias cerebelares nao hereditarias incluem as ataxias adquiridas, como a
degeneracao cerebelar alcodlica, a forma crénica de ataxia mais comum. Esta condi¢ao
pode levar a Encefalopatia de Wernicke, caracterizada pela perda de células da camada
de Purkinje e pela degenera¢do das regides anteriores dos hemisférios cerebelares

(KLOCKGETHER, 2008). O principal mecanismo da doenga estd relacionado a
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deficiéncia de tiamina (Vitamina B1) causada pela interferéncia do alcool na absor¢do da
mesma (HAES et al., 2010).

Além disso, as ataxias nao hereditarias também podem incluir as formas
esporadicas, como a Ataxia Esporadica do Adulto (SAOA — do Inglés “Sporadic adult-
onset ataxia”), que ¢ causada por um disturbio cerebelar de origem multicausal.
Apresentando inicio dos sintomas por volta dos 50 anos de idade, com a atrofia cerebelar
isolada, além de pouco ou nenhum envolvimento do tronco cerebral (BARSOTTINI et
al., 2014; KLOCKGETHER, 2008)

J4 as ataxias cerebelares hereditarias podem ter origem ligada ao cromossomo X
e mitocondriais, ou autossoOmicas. As ataxias ligadas ao cromossomo X com padrao de
heranga ligado ao cromossomo sexual, podem levar a sindrome da ataxia ligado ao X-
Fragil. A sindrome do X-Fragil ¢ causada pela expansdo de trinucleotideos no gene
FMRI1. Pacientes com mais de 200 repeti¢cdes desse segmento genético manifestam o
quadro classico da doenga, caracterizado por atraso no desenvolvimento do paciente. Ja
os pacientes com repeticoes entre 50 a 200 repeticdes, desenvolvem o quadro
caracterizado pela sindrome de tremor/ataxia associada ao X fragil (FXTAS - do inglés
“Fragile-X associated Tremor/Ataxia Syndrome”). Apresentando tremor de intencao
progressivo e ataxia motora com inicio ap6s os 50 anos (CHRISTOFOLINI et al., 2009;
GODEIRO JR. et al., 1999; RIBEIRO, 2017).

As doengas mitocondriais sdo causadas por mutagdes esporadicas ou
espontaneas no acido desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial ou nuclear (GODEIRO
JR. et al., 1999). A disfungdo mitocondrial causada por essas doengas leva a diversas
manifestagdes clinicas com sintomas diferentes, dentre eles a ataxia cerebelar, causada
pela disfuncdo da cadeia respiratoria. Essa disfun¢do, por sua vez, leva ao estresse
oxidativo, e consequente dano aos tecidos mais dependentes da energia gerada por esses
mecanismos para o seu funcionamento, como o cerebelo e o sistema nervoso (BRAGA-
NETO et al., 2016; CALABRESE et al., 2005).

Por outro lado, as ataxias hereditarias autossdmicas mais comuns sdo as Ataxias
Espinocerelares (SCAs — do Inglés “Spinocerebellar Ataxias™). As SCAs formam um
grupo heterogéneo de doencas de ataxia progressiva, dentre elas a Doenca de Machado-
Joseph (DMJ), que ¢ a mais comum no Brasil. Esta doenca ¢ causada pela expansao da
sequéncia de trinucleotideos CAG no gene que codifica a proteina Ataxina-3 (ATXN3),
resultando numa  forma  mutada da  ataxina-3 com  propriedades

neurotoxicas(GONCALVES, 2018; KLOCKGETHER, 2008).
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Jé as ataxias autossoOmicas recessivas podem ser causadas por dois mecanismos:
defeitos do mecanismo de reparo do DNA e estresse oxidativo(ASHIZAWA; XIA, 2016;
KLOCKGETHER, 2008). Dentre as ataxias cerebelares causadas por defeitos do
mecanismo de reparo de DNA, destaca-se a Ataxia Telangiectasia (AT) (FUSSIGER,
2017; KLOCKGETHER, 2008). A AT ¢ um distarbio multissistémico causado por
mutacdes no gene ATM que codifica a proteina serina/treonina quinase ATM que
pertence a uma familia fosfatidilinositol-3-quinase (PIKKs), atuando no reparo do DNA
e na regulacao do ciclo celular (AMIRIFAR et al., 2020).

Ja no grupo das ataxias hereditarias recessivas causadas pelo estresse oxidativo,
se destaca a Ataxia de Friedreich (FRDA - do inglés “Friedreich’s Ataxia’) (FUSSIGER,
2017; KUO, 2019). A FRDA ¢ a mais comum dentre as ataxias hereditarias recessivas
(ASHIZAWA; XIA, 2016). Essa doenga ¢ causada por mutagdes no gene FXN, que
codifica a frataxina, uma proteina mitocondrial (ARAUJO et al., 2022) que participa do
metabolismo do ferro. Tais muta¢des levam a uma producdo ineficiente da proteina
frataxina, fazendo com que o ferro se acumule no interior das mitocondrias € aumente
significativamente o estresse oxidativo em fungao de reagdes de Fenton (BENCZE et al.,

2006; KUO, 2019).

1.2. Ataxia de Friedreich

Entre os anos de 1863 e 1877, Nikolaus Friedreich escreveu varios artigos que
descreviam, pela primeira vez, um tipo de atrofia degenerativa das colunas medulares
posteriores, que se caracterizava pela ataxia cerebelar, arreflexia e presenca de sinal de
Babinski (ACHARYA; JAMIL; DEWEY, 2024). E, logo ap6s, ganhou o nome de Ataxia
de Friedreich em homenagem ao pesquisador (FRIEDREICH, 1863 e 1877). Desde o
primeiro relato, uma variedade de outros sinais e sintomas foram associados a FRDA,
que sdo caracterizados pelo acometimento multissistémico dos pacientes, € ndo apenas
neurologico (CNOP; MULDER; IGOILLO-ESTEVE, 2013; KEITA et al., 2022)

A FRDA tem uma prevaléncia global de aproximadamente 2/100.000 pessoas
(KEITA et al., 2022) e uma incidéncia que pode variar de 1/20.000 a 1/250.000
(MAUDOUX et al., 2020), afetando igualmente homens e mulheres (KEITA et al., 2022).
Na América Latina poucos estudos foram realizados com o intuito de estimar a
prevaléncia de FRDA no continente, inclusive no Brasil, onde ainda ndo foram realizados

estudos de prevaléncia da doenca (FUSSIGER, 2017; ARAUIJO et al., 2022).
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A FRDA ocorre devido a mutagdes no gene FXN que codifica a proteina
frataxina humana localizado no cromossomo 9q21. Além de mutagdes missense no
geneda frataxina, o desenvolvimento de FRDA também pode ocorrer por meio da
expansao de repeticdo da trinca de bases nitrogenadas GAA no primeiro intron do gene
FXN. Sem nenhuma mutagdo, o cromossomo 9 contém de 7 a 22 repetigdes de GAA,
porém, em cromossomos com mutacgdes que levam ao desenvolvimento de FRDA, essas
repeticdes podem chegar a ser de 100 a 1300 em ambas as copias do gene (MAUDOUX
et al., 2020).

Foi observado, em alguns estudos, que quanto maior o numero de repeticdes de
GAA, mais rapido seria o avang¢o, desenvolvimento e inicio dos sintomas da FRDA. Além
disso, a FRDA também pode ocorrer em pacientes chamados de heterozigotos compostos,
que sao aqueles que apresentam uma expansao por repeticao de GAA em um alelo e uma
mutacdo missense no outro alelo (CAMPUZANO et al., 1996; RICHARDSON et al.,
2001; PELUZZO et al., 2019).

1.2.1. Mutag¢des Missense da Frataxina

As variantes de nucleotideo tnico (SNVs — do Inglés “Single Nucleotide
Variant) sdo mutacdes que afetam um unico nucleotideo no DNA. As SNVs que afetam
regides nao codificantes sdo ditas mutacdes silenciosas. Quando as SNVs afetam regides
codificantes elas podem ser do tipo sindnimas ou ndo sindnimas. As mutagdes sindnimas
ndo afetam o aminoécido traduzido a partir do coédon mutante. Ja as SNVs ndo-sindnimas
alteram o sentido do codon, resultando na alteracdo da sequéncia de aminoacidos. As
mutacgoes ndo-sindnimas, por fim, podem ser do tipo missense ou nonsense. As primeiras
levam a substituicdo de um Unico aminoacido na sequéncia da proteina traduzida, ao
passo que a ultima ocasiona a substituicdo para um coédon de parada (AUG),
interrompendo a sintese proteica e gerando uma proteina truncada (ZHANG et al., 2012).

As mutacdes missense estdo associadas a uma série de distirbios patologicos e
influenciam assim, na maior propensao a doencas. Se faz necessario entender os efeitos
das mutagdes missense quando se considera as doencas genéticas, ja que a substituicdo
de residuos na sequéncia proteica pode estar relacionada a diversas condigdes patoldgicas,
como Alzheimer. Essas mutacdes afetam principalmente a estabilidade e interacdes

moleculares, além da localizagdo celular de proteinas (STEFL et al., 2013).
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Uma parte dos pacientes com FRDA sdo heterozigotos compostos, ou seja,
apresentam uma expansao de repeticdo GAA em um dos alelos e uma mutagdo pontual,
missense, no outro alelo (LAM et al., 2023; ZUHLKE et al., 2004). A correlacio da
apresentacao clinica com as mutacdes missense nos pacientes heterozigotos compostos
sugeriu que estes pacientes apresentam uma producdo quase nula de frataxina. Além
disso, a idade de inicio dos sintomas foi precoce, e a Diabetes Mellitus se mostrou mais
comum nos heterozigotos compostos, independente da producdo de frataxina. Ja a
cardiopatia se mostrou mais comum em homozigotos (GALEA et al., 2016).

Por outro lado, os heterozigotos compostos mais frequentes apresentam quadros
clinicos mais brandos, com alguns achados atipicos como reflexos tendinosos profundos
presentes, auséncia de um quadro cerebelar € uma evolugao mais lenta da progressao da
doenca (COSSEE et al., 1999; SHEN; RUMMEY; LYNCH, 2024).

Até o momento, apenas dezoito mutagdes missense foram catacterizadas nos
bancos de dados. Dentre elas, dez foram associadas ao desenvolvimento de FRDA
(AGARWALA etal.,2017): M11, R40C, L106S, G130A, G130V, N146K, 1154V, 1154F,
WI155R, W173G. Por outro lado, oito mutagdes foram caracterizadas como neutras:
A14E, L33V, T44N, T441, R60H, M76V, D178E e D209G (SHERRY et al., 2001).

Além disso, foram encontradas mutagdes que ocorrem nos sitios relevantes da
proteina como as que ocorrem em residuos de ligacao ao ferro: E92K, E96K, E100A,
E108V, E108D, D112H, D112Y, D112A, D115E, D122Y e H177Y. Também foram
relatadas mutagdes em sitios de fosforilagao (S81T, T94A, Y118C, S160C, S160T,
S160R), e ainda mutacdes no sitio de acetilagao (K171E e K171R) e sitio de sumoilagao
(K197R) da proteina. Essas modificagdes pds-traducionais tem um importante papel na
regulacdo do funcionamento e degradagdo da proteina (ENRIQUE, 2019; HIRATA,
2012)).

Ainda, segundo o estudo de Li e colaboradores (2013), duas mutacdes missense
sdo classificadas como sendo as mais severas e com pior progndstico associado, sao elas
all54F e W155R (LI etal., 2013). Ja o estudo de Cossée e colaboradores (1999), indicou
que a G130V e a W173G seriam as mutagdes associadas @ FRDA mais frequentes na
populagdo (COSSEE et al., 1999). Além disso, o estudo de Clark e colaboradores (2019),
sugeriu que a mutacao G130V afeta a maturacdo da frataxina, embora esteja relacionada

a um fen6tipo mais brando da doenca (CLARK et al., 2019).
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1.2.2. Sintomatologia

A Ataxia de Friedreich (FRDA) geralmente tem inicio na segunda década de
vida, sendo caracterizada por uma ataxia cerebelar progressiva que afeta inicialmente os
movimentos dos membros inferiores. Além disso, podem ocorrer disartria, perda da
sensibilidade vibratoria e atrofia muscular (CAMPUZANO et al., 1996). Os sinais ¢
sintomas neuroldgicos da FRDA incluem a degeneragdo das colunas dorsais, dos tratos
espinocerebelares e da medula espinhal (MARIA et al., 2002), levando a ataxia dos
membros e da marcha e sendo a manifestagao mais comum entre os pacientes com FRDA.

Outras caracteristicas neuroldgicas incluem disartria, auséncia de reflexos e
perda da sensacdo vibratéria e proprioceptiva. Os trés principais sistemas
neuroanatomicos afetados pela FRDA sdo o sistema proprioceptivo, o nicleo dentado do
cerebelo e os tratos corticoespinhais. A degeneragdo desses sistemas € responsavel pelos
sintomas como ataxia de membros, espasticidade, disartria, fraqueza nos membros
inferiores, perda da propriocep¢do e auséncia de reflexos tendinosos profundos. (KEITA
et al., 2022).

Além disso, os sistemas sensoriais visual e auditivo também sao comprometidos
na FRDA, levando a outras manifesta¢des neurologicas. Entre elas estdo a perda de visao
- principalmente devido a atrofia Optica e reducdo da espessura da camada de fibras
nervosas da retina, causada pela morte das células ganglionares da retina, perda auditiva
- sem prejuizo dos tons primarios, refletindo uma neuropatia auditiva, urgéncia urinaria e
dor neuropatica - associada a perda dos nervos sensoriais (KEITA et al., 2022).

Os pacientes diagnosticados com FRDA também demonstram uma maior
predisposicdo a desenvolver diabetes mellitus, em 20% dos casos, e cardiomiopatia
hipertrofica, com uma frequéncia acima de 90% (MARIA et al., 2002). Também podem
estar presentes anormalidades vestibulares, como o nistagmo (MAUDOUX et al., 2020),
e deformidades dsseas, como escoliose e pé cavo, uma deformidade caracterizada por um
arco plantar mais alto do que o normal, que ndo se achata ao aplicar peso sobre o pé
(PIAZZA et al., 2010; COSSEE et al., 1999).

Como consequéncia desse quadro, ocorre a perda lenta e gradual de dependéncia
do individuo, afetando, assim, a capacidade do paciente de realizagao de atividades diarias
como o trabalho. Por outro lado, durante o curso de toda a doenca, sdo preservadas as

fungdes cognitivas do paciente (FERREIRA, 2011; ZEIGELBOIM et al., 2018).
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Na FRDA, a importancia dos sintomas neuropsiquiatricos, disturbios de humor,
fadiga e alteragdes no sono tem sido reconhecida, de forma semelhante ao observado em
varias outras doengas neurodegenerativas como na Doenga de Parkinson. No entanto,
para a FRDA, ha poucos estudos avaliando tais sintomas. As alteragdes de fungdes
cognitivas foram avaliadas na década de 1980, e foi sugerido que os pacientes apresentam
um déficit na velocidade de processamento, porém com as demais fun¢des preservadas.
Posteriormente, foi evidenciado ainda, alteragdes que podem ser mais extensas, como a
redugdo no tempo de reagao motora e dificuldade na consolidagao de informagdes verbais.
Além disso, estudos sugerem ainda uma maior frequéncia de sindrome das pernas
inquietas e a apneia obstrutiva do sono (KEITA et al., 2022; SILVA, 2014).

A expectativa de vida do paciente ¢ de aproximadamente 15 a 20 anos apds o
diagnostico da doenca. Cerca de 60% das causas de morte em pacientes diagnosticados
com FRDA ocorrem devido a insuficiéncia cardiaca ou outras disfunc¢des cardiacas

(MARIA et al., 2002; KEITA et al., 2022).

1.3. Frataxina

A frataxina humana (FXN) ¢ uma proteina altamente conservada localizada na
membrana interna das mitocondrias que possui 210 aminoacidos (COSSEE et al., 1999).
A frataxina, codificada por genes nucleares e localizada nas mitocondrias, ¢ expressa
predominantemente em tecidos que dependem fortemente da respira¢do oxidativa, e
desempenha um papel importante na homeostase do ferro intracelular e na regulacao do
metabolismo de ions metalicos (BERNARDO-SEISDEDOS et al., 2023).

A FXN entdo promove a sintese e metabolismo do grupo heme, além da
montagem e o reparo de clusters ferro-enxofre (ISC - do Inglés “Iron-sulfur clusters’)
(DAVIDE et al., 2023; LESUISSE et al., 2003; SCHOENFELD et al., 2005), estoque de
ferro (BULTEAU et al., 2004), ativagao da fosforilagdo oxidativa e controle do estado
redox (RISTOW et al., 2003). A maior parte do metabolismo do ferro ocorre no interior
das mitocondrias, incluindo a sintese do grupo heme e dos clusters ferro-enxofre
(GROTTO, 2008).

Os ISC sao formados pelo ferro e anion sulfeto, gerando, por sua vez,
aglomerados 2Fe-2S e 4Fe-4S na matriz mitocondrial, onde o ferro se acumula quando

estiver em excesso. Esses aglomerados tém fungdes essenciais na cadeia de transporte de
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elétrons durante as reacdes redox do catabolismo de gas carbonico e dgua. Dentre os
componentes celulares envolvidos na sintese e maturacdo dos ISC estad a proteina
frataxina (PANTOPOULOS et al., 2012; RICHARDSON et al., 2010) .

Embora o mecanismo nao esteja totalmente esclarecido ainda, a frataxina tem
um o papel de regular a utilizagdo do ferro dentro da mitocdndria, destinando o ferro a
sintese do grupo heme ou a génese dos ISC (Figura 2) (DAVIDE et al., 2023). Além
disso, a frataxina ¢ uma proteina que cumpre um papel importante ao se ligar ao ferro,
formando um complexo que previne a formacao de radicais livres na mitocondria. Assim,
a deficiéncia na producdo de frataxina promove o acimulo de ferro mitocondrial e o
aumento do estresse oxidativo (GROTTO, 2010).

Por sua vez, a frataxina ¢ ubiquamente expressa, mas o seu nivel de expressao ¢
variavel entre os tecidos de acordo com a fase de desenvolvimento do organismo. A
frataxina ¢ mais elevada no sistema nervoso e cardiaco, bem como no figado, musculo
esquelético, cortex cerebral e cerebelar (CAMPUZANO et al., 1997) pancreas, tecidos
esses que sao mais afetados pela FRDA (FERREIRA, 2011).

A cadeia respiratoria mitocondrial, tem subunidades que sdo, por sua vez,
envolvidas no transporte de elétrons. Tais subunidades sdo importantes na ligagdo com o
ferro férrico (Fe*") e o ferroso (Fe?"), formas em que a ferroquelatase — enzima que
catalisa a Ultima etapa da sintese do grupo heme consegue reconhecer — para que, entao,
seja incorporado ao anel pirrdlico e complete a sintese do grupo heme (GROTTO, 2010;

BERNARDO-SEISDEDOS et al., 2023).
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Estresse
oxidativo

Ferroquelatase

Figura 2. Participac¢io da frataxina no metabolismo do ferro na mitocéndria.

Fonte: Figura adaptada de (GROTTO, 2010).

1.4. Fisiopatologia

Na FRDA, ocorre o acimulo de ferro no interior das mitocondrias, devido a
deficiéncia da proteina frataxina, levando, assim, ao depdsito do ferro nos tecidos
associados a disfuncao mitocondrial e aumento do estresse oxidativo. Esse acimulo de
ferro mitocondrial na FRDA, ¢ observado principalmente no coragdo, cerebelo e
pancreas, tecidos onde ocorre a maior concentracao de frataxina. Consequentemente, tais
regides sdo as mais afetadas pela doenca, apresentando alteracdes cardiacas e maior
propensdo ao desenvolvimento de diabetes (CAMPUZANO et al., 1997, GROTTO,
2010; KEITA et al., 2022).

O ferro acumulado no interior das mitocondrias, por sua vez, reage com peroxido
de hidrogénio produzido pela cadeia respiratoria, oxidando-se e produzindo o radical
hidroxila, ainda mais reativo (reacdo de Fenton), ocasionando um desbalango no
equilibrio redox (BENCZE et al., 2006).

Além disso, a deficiéncia de proteinas que fazem parte dos ISC também afeta o
transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratéria, levando ao

aumento da geracdo de radicais livres, espécies reativas de oxigénio (ROS - do Inglés
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“Reactive Oxygen Species”), diminui¢do da producdo de ATP, alteracdes na homeostase
do célcio e permeabilidade mitocondrial (DAVIDE et al., 2023; HALLIWELL, 2008;
KUO, 2019). O estresse oxidativo ainda ocasiona danos mitocondriais e ativacao de vias
de morte por apoptose nos neurdnios afetados (CLARK et al., 2019).

O estresse oxidativo ocorre pelo desbalango de espécies reativas de oxigénio,
que sdo geradas naturalmente durante a respiracdo e pode ser ampliado por eventos
fisiopatologicos como a inflamacgao. As ROS, por sua vez, sdo encontradas em condigdes
fisiologicas do metabolismo celular, sendo produto de suas reagdes quimicas, onde o
oxigénio (O2) sofre redugdes com transferéncia de elétrons. Durante esse processo, sdo
formadas espécies reativas, radicais superdxido (O2"), hidroperéxido (HO:) e hidroxila
(OH), além de peroxido de hidrogénio (H20»). Essas reagdes quimicas com o oxigénio
ocorrem normalmente no interior das mitocondrias (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Existem, ainda, mecanismos antioxidantes endogenos que auxiliam na
detoxificagdo das ROS, como a cascata enzimatica, que envolve as proteinas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Esses antioxidantes evitam a formacao de
radicais livres por meio do sequestro ou degradagdo, prevenindo a ocorréncia de danos
celulares (RIBEIRO et al., 2014).

O sistema nervoso ¢ um dos tecidos mais afetados pela deficiéncia da sintese de
frataxina e consequente acimulo de ferro, dada a sua maior necessidade energética
(CALABRESE et al., 2005; DAVIDE et al., 2023). Dessa maneira, a doenca ocasiona a
morte neuronal, que ¢ responsavel pela perda da sensibilidade vibratéria, da
propriocepgao e ataxia sensorial (ROCHA, 2011).

Alteragdes no tecido cardiaco, como a redugdo da atividade de proteinas
responsaveis pela contracdo dos cardiomiocitos, contribuem para o desenvolvimento de
cardiomiopatia, a principal causa de morte em pacientes com FRDA. Cerca de 85% dos
pacientes apresentam anormalidades no ECG, incluindo altera¢des na repolarizagdao da
onda T, e muitos desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda e fibrose tardia, além de
arritmias frequentes. Aproximadamente 30% dos pacientes morrem por insuficiéncia
cardiaca, e o monitoramento da cardiomiopatia ¢ dificultado por mudangas lentas no
ecocardiograma e elevacdes paradoxais de biomarcadores, como troponina I (KEITA et
al., 2022).

A cardiomiopatia também foi associada a um maior risco de diabetes mellitus
(DM) relacionado a FRDA. Essa associagdo ¢ menos evidente em pacientes com inicio

precoce dos sintomas (<15 anos), onde a alta prevaléncia de cardiomiopatia dificulta a
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detec¢do de variagdes no impacto da doenca cardiaca sobre o DM. A relagdo entre
cardiomiopatia e DM pode ser explicada pela maior gravidade da FRDA nesses casos, ou
pelo proprio DM contribuindo para a progressao da cardiomiopatia, como ocorre em
adultos sem FRDA. O estresse cronico causado pela cardiomiopatia também pode afetar
o metabolismo da glicose, e essa interacao ainda esta sob investigagdo (TAMAROFF et
al., 2022).

Hé ainda, individuos que apresentam um amplo espectro de sensibilidade
auditiva e comprometimento no processamento auditivo. Cerca de 8-13% desenvolvem
perda auditiva neurossensorial, enquanto 90% manifestam dificuldades auditivas, como
compreensdo de fala em ambientes ruidosos e atencdo seletiva a vozes. Esse tipo de perda
auditiva ¢ chamado de neuropatia auditiva, e esta associado a preservagdo das estruturas
cocleares, mas com danos no nervo auditivo e no tronco cerebral (KEITA et al., 2022).

J& no musculo esquelético, foram observadas alteracdes envolvidas no
metabolismo de lipidios e oxidacdo de 4cidos-graxos, além de uma diminuicdo, da
atividade no tecido hepatico e de proteinas glicoliticas. Essas altera¢des podem contribuir
para o aparecimento da resisténcia a insulina e desenvolvimento de diabetes (CNOP;

MULDER; IGOILLO-ESTEVE, 2013; RISTOW et al., 2003).

1.5. Diagnéstico

O diagnostico de Ataxia de Friedreich comega com uma avaliacdo clinica
detalhada do quadro clinico tipico, que inclui ataxia progressiva da marcha, com inicio
tipicamente antes dos vinte anos de idade, disartria, arreflexia dos membros inferiores,
perda de propriocep¢do e vibracdo, hipertrofia cardiaca e deformidades esqueléticas,
como escoliose e pé cavo. A presenca destes sintomas, combinada com a histéria familiar
de consanguinidade ou de outras pessoas afetadas, pode levar a suspeita diagndstica de
FRDA (KUO, 2019).

O exame neurologico de um paciente com FRDA indica ataxia sensorial, a perda
da sensibilidade vibratoria e da propriocep¢do nos membros inferiores, reflexos
tendinosos profundos ausentes ou diminuidos nos membros inferiores, e a resposta plantar
extensor, conhecido como sinal de Babinski (ACHARYA; JAMIL; DEWEY, 2024)
também pode estar presente. Os estudos neurofisiologicos, como exames de condugao
nervosa € potenciais evocados somatossensoriais, sdo feitos com a finalidade de

identificar a presenga de neuropatia sensorial axonal, com atrasos nos potenciais evocados
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somatossensoriais, o que reflete no comprometimento da condug¢do nos tratos espinhais
dorsais (DELATYCKI; BIDICHANDANI, 2019; KEITA et al., 2022; KUO, 2019).

A ressonancia magnética (RM) do cérebro e da medula espinhal, pode
demonstrar atrofia da medula espinhal e, ocasionalmente, atrofia cerebelar. Porém, as
alteracdes mostradas em exames de imagem ndo sdo especificas, e sdo mais usadas
principalmente para excluir outras causas de ataxia, como tumores ou lesdes vasculares
(CAMPUZANO et al., 1996; DELATYCKI; BIDICHANDANI, 2019).

O diagnostico diferencial inclui outras formas de ataxias hereditarias e
adquiridas, como a Ataxia Espinocerebelar e Ataxia Telangiectasia, bem como causas
metabolicas, inflamatodrias ou toxicas de ataxia. A historia clinica, exame neurologico e
os achados de exames genéticos permitem a distingdo entre estas condi¢des. Devido a alta
prevaléncia de cardiomiopatia hipertrofica e diabetes mellitus em pacientes com FRDA,
¢ recomendada uma avaliagdo glicémica e cardioldgica periddica com ECG e
ecocardiograma (DELATYCKI; BIDICHANDANI, 2019).

O teste genético molecular ¢ o padrao-ouro para o diagnostico definitivo da
FRDA. Testes como a PCR (Reagdao em Cadeia da Polimerase) e o Southern Blot sao
usados para quantificar o nimero de repeticdes de GAA ou mutagdes no gene FXN. A
FRDA ¢ uma doenga grave e de grande impacto, cujo diagndstico precoce e confirmagao
sao fundamentais para a gestdo adequada da doenca (HARDING, 1981; ORTEGA
SUERO et al., 2021).

1.6. Tratamento

1.6.1. Tratamento farmacologico

Até o momento, alguns farmacos foram testados com o objetivo de atrasar o
desenvolvimento da doenga(PILOTTO; CHELLAPANDI; PUCCIO, 2024), mas ainda
ndo existe cura definitiva paraa FRDA (LYNCH et al., 2021; MENDONCA et al., 2024).
O diagndstico preciso permite a monitorizagdo adequada das complicacdes, ¢ a
implementagdo de terapias de suporte que podem melhorar a qualidade de vida dos
pacientes (CLARK et al., 2019; DELATYCKI; BIDICHANDANI, 2019). Além disso, a
incorporacao desse tema nas relacdes sociais, na saide e nas pesquisas, que contribuam
para estudos de novos tratamentos e farmacos, se mostra importante (LUZ; DA SILVA;

DEMONTIGNY, 2016).
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Farmacos de diferentes grupos foram testados visando melhorar a fungdo
mitocondrial, reduzir o estresse oxidativo, modular vias metabolicas e elevar a expressao
da frataxina (Figura 4). O estudo mais avancado atualmente ¢ o da Omaveloxolona
(OMAYV) (LYNCH et al., 2024).

A deficiéncia de frataxina desregula as defesas antioxidantes, gerando um ciclo
de disfun¢do mitocondrial, comprometimento da sinaliza¢do do fator Nrf2 e redu¢do na
producao de ATP. Normalmente, o estresse oxidativo ativa o Nrf2 para induzir genes
antioxidantes e proteger as células, mas na FRDA, essa sinalizacao € prejudicada. Células
de pacientes com FRDA mostram hipersensibilidade ao estresse oxidativo devido a falha
na ativagdo do Nrf2 e na producdo de antioxidantes, como glutationa e superdxido
dismutase. Esse comprometimento pode contribuir para a neurodegeneracao observada
na doenca (LYNCH et al., 2021).

O mecanismo de a¢do proposto da omaveloxolona, como mostra a Figura 3, ¢ a
ativacao do fator de transcri¢do Nrf2, que pesquisas demonstraram estar paradoxalmente
diminuido em células de pacientes com FRDA. A ativacdo de Nrf2 pode melhorar a
fun¢do mitocondrial ao reduzir o estresse oxidativo e prevenir a peroxidacao lipidica. Em
estudos pré-clinicos, a omaveloxolona e outros compostos que ativam o Nrf2 mostraram
aumentar o numero de mitocondrias, melhorar sua eficiéncia, aumentar a producao de

energia mitocondrial e reduzir a peroxidacao lipidica (LYNCH et al., 2021, 2024).
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Figura 3. Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator (NRF2) e 0 mecanismo de acido do

omaveloxolone.

Painel esquerdo: Em condigdes fisiologicas, o NRF2 citoplasmatico encontra-se ligado a

proteina associada ao Kelch-like ECH (KEAP1) (1,2). Sob condigdes de stress oxidativo, o NRF2 ¢
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libertado e translocado para o nucleo (3). No ntcleo, ele forma pares com pequenas proteinas
musculoaponeuroéticas de fibrossarcoma (MAFs) e ativa a transcricdo de genes antioxidantes ao ligar-se as
sequéncias do elemento de resposta antioxidante (ARE) (4); Painel central: Na doenca ataxia de Friedreich,
niveis baixos de frataxina (FXN) e a reducdo de proteinas ferro-enxofre (Fe-S) levam a disfungéo
mitocondrial e a0 aumento da carga de ferro nas mitocondrias, resultando na produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (1,2). Além disso, mecanismos desconhecidos provocam a redugdo na expressdo de
NRF2, que ndo consegue localizar-se no nucleo (3,4), resultando em niveis reduzidos de glutationa
peroxidase 4 (GPX4) e glutationa (GSH) (5). Esses eventos subsequentes aumentam a inflamacao e a
produgdo de ROS, intensificando o stress oxidativo e a ferroptose, o que acaba por causar morte celular;
Painel direito: O omaveloxolone (Omav) pode inativar o KEAP1 (1), levando a acumulagdo de NRF2
recém-produzido (2), que pode translocar-se para o nucleo e regular a transcrigdo dos seus genes-alvo
através da ligacdo as sequéncias ARE (3). Isso contribui para atenuar o stress oxidativo e inflamatorio,
melhorando o metabolismo mitocondrial (4). Fonte: Adaptado de: PILOTTO; CHELLAPANDI; PUCCIO,
2024.
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Figura 4. Principais fAirmacos em estudo para o tratamento de FRDA.

No eixo vertical, sio mostrados os principais candidatos terapeuticos agrupados com base no
mecanismo de agdo ou abordagem do tratamento. Ja no eixo horizontal é mostrada a etapa da pesquisa

onde cada candidato esta no processo de desenvolvimento. Fonte: Adaptado de: FARA et al., 2024.

A vatiquinona (PTC-743) ¢ um composto sucessor do EPI-A0001, projetado
para melhorar a fungdo mitocondrial e celular, atuando sobre a 15-lipooxigenase. Essa
enzima ¢ um regulador chave de uma via que envolve inflamacao, estresse oxidativo e
morte celular, conhecida como ferroptose, implicada em doencas do sistema nervoso
central, incluindo a ataxia de Friedreich. A vatiquinona em fase lll de desenvovimento,
recebeu as designacdes de medicamento 6rfao e via rapida para FA pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA.

Em 2012, diversos estudos clinicos abertos relataram o uso do EPI-743 (também
conhecido como PTC-743) em doengas mitocondriais, como a sindrome de Leigh e a
neuropatia optica hereditaria de Leber. Esses estudos indicaram que os pacientes tratados

com EPI-743 apresentaram melhorias clinicas, sem eventos adversos relatados. Um
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estudo aberto anterior, envolvendo 14 pacientes com diversas condigdes mitocondriais,
concluiu que o EPI-743 modificou a progressao da doenga em mais de 90% dos casos,
com base em parametros clinicos, qualidade de vida e exames cerebrais ndo invasivos.
Esses resultados motivaram a realizagao de ensaios controlados para confirmar essas
descobertas (FARA et al., 2024).

J& o Elamipretide (também conhecido como Bendavia, MPT-131 e SS31)
¢ um composto tetrapeptideo desenvolvido pela Stealth Therapeutics que atua na
membrana mitocondrial interna, ligando-se reversivelmente a cardiolipina. Em estudos
pré-clinicos e clinicos, ainda em fase 1, o elamipretide demonstrou aumentar a respiracao
mitocondrial, melhorar a fun¢@o da cadeia de transporte de elétrons e a produgao de ATP,
além de reduzir a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) patogénicas. Esses
efeitos contribuem para a melhora funcional, promovendo a producdo de ATP e
potencialmente interrompendo ou revertendo o estresse oxidativo prejudicial.

Em modelos animais, uma unica injecao de elamipretide foi capaz de reverter a
energia mitocondrial deprimida e restaurar o ambiente redox celular no musculo
esquelético de camundongos envelhecidos. Outros estudos também demonstraram efeitos
positivos em modelos de camundongos de neurodegeneracdo, cardiomiopatia e
degeneracdo macular relacionada a idade (FARA et al., 2024).

Nos estudos com a cobinagdo NAD+ e exercicio fisico na AF, a hipdtese de que
a combinagdo de exercicio fisico com ribosideo de nicotinamida (NR), um precursor do
NAD+, aumentara a capacidade de fosforilacdo oxidativa mitocondrial no musculo
esquelético, promovendo o ganho de massa muscular e melhorando a capacidade aerébica
em pacientes com Ataxia de Friedreich.

O fumarato de dimetila, um medicamento aprovado para o tratamento da
esclerose multipla e psoriase, demonstrou induzir a biogénese mitocondrial em pacientes
com esclerose multipla por meio da ativacao da via Nrf2. Considerando que a ataxia de
Friedreich também envolve comprometimentos na ativagdo de Nrf2 e perda de
mitocondrias, o tratamento com fumarato de dimetila pode oferecer beneficios
terapéuticos, e estd em fase Il de desenvolvimento, como mostra a Figura 3 (FARA et al.,
2024).

Por outro lado, o nomlabofusp (nomla) ¢ uma terapia de reposicdo proteica
desenvolvida especificamente para tratar a deficiéncia de frataxina na ataxia de
Friedreich. O nomlabofusp ¢ composto por um peptideo de penetragdo celular (CPP)

ligado a frataxina, permitindo que a proteina atravesse as membranas celulares. Com a
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adicdo de uma sequéncia de alvo mitocondrial, a frataxina ¢ direcionada para a
mitocondria, onde restaura suas funcdes na cadeia de transporte de elétrons e na produgao

de energia (FARA et al., 2024).

1.6.2. Tratamento nao farmacoldgico

A terapia sintomadtica pode ajudar os pacientes e seus familiares a lidarem de
uma melhor forma com o curso da doenca e a progressao da doenga, além de uma melhor
qualidade de vida, como a terapia psicoldgica e o pilates (CLARK et al., 2019). Nos
ultimos anos varias propostas de tratamentos estdo sendo estudados com o objetivo de
reverter a deficiéncia de frataxina (terapia genética, reposi¢do de proteina, terapia
epigenética, reversdo do silenciamento de FXN) ou mesmo melhora de eventos
patogénicos (KEITA et al., 2022).

Além das intervencdes farmacoldgicas, que visam tratar a causa da FRDA, os
pacientes devem ter acompanhamento médico regular, a fim de prevenir complicagdes,
além da verificacdo de progressdo da doenga em todos os aspectos. Apos a avaliagdo,
medidas para o acompanhamento devem ser tracadas com o objetivo de minimizar as
consequéncias da doenga, assim como manter a autonomia do paciente nas atividades
diarias pelo maior periodo possivel, considerando o carater neurodegenerativo da doenca
(MARING; CROARKIN, 2007).

Assim pode ser proposto o uso proteses, cadeiras de rodas, fisioterapia prescrita
pelo médico especialista em reabilitagdo, de modo a manter um estilo de vida o mais ativo
possivel. Intervengdes ortopédicas cirurgicas ou nao cirurgicas para a escoliose e
deformidades dos pés, além de acompanhamento com fonoaudiologia. Além disso, ha
casos em que alteragdes na dieta e o uso de sonda nasogastrica nos estdgios mais graves
da doenca devido a disfagia (BIDICHANDANI; DELATYCKI, 2017; SCHULZ et al.,
2009).

Hé casos em que se faz necessario o uso de farmacos para o tratamento da
cardiomiopatia observada na FRDA, que incluem diuréticos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, befa-bloqueadores, antagonistas de aldosterona, digoxina
e amiodarona. Além do controle da Diabetes Mellitus feito por meio de dieta, ou com o
uso de antidiabéticos orais ou mesmo insulina. Agentes antiespasmddicos podem ser
usados para a disfuncao vesical, o uso de proteses auditivas, tratamento da apneia, e do

sono (BIDICHANDANI; DELATYCKI, 2017).
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A terapia ocupacional e psicoterapia também sdo indicadas para os pacientes, a
fim de garantir um ambiente seguro em casa e no trabalho, além de tratar os transtornos
psiquiatricos que geralmente afetam pacientes com doengas neurodegenerativas, como a
ansiedade e depressao (VALLI; SOBRINHO, 2014). Ainda assim, a percep¢ao individual
da qualidade de vida durante o curso da doenca ¢ influenciada por fatores culturais,
circunstancias familiares e socioecondmicas. Sendo assim, incluir a familia dos pacientes
nos programas de tratamento e reabilitacao ¢ de extrema importancia (BIDICHANDANI;

DELATYCKI, 2017).

1.7. Bioinformética

O desenvolvimento da bioinformatica se consolidou a partir do Projeto Genoma
Humano e de outros projetos de sequenciamento genético. A necessidade de armazenar e
analisar um grande volume de dados impulsionou avangos em hardware, software e
estratégias de andlise ¢ modelagem matematica (VERLI, 2014; XIONG, 2006). Essas
inovagoes tém sustentado a pesquisa bioldgica e biomédica, desde a anotacao de genomas
e analise de expressdo genética, at¢ o desenvolvimento de dispositivos e analises
preditivas. Atualmente, essas ferramentas computacionais permitem prever o impacto de
mutacoes na funcao de uma proteina e modelar estruturas tridimensionais usam base em

sequéncias de aminoacidos (KREBS; DE MESQUITA, 2016).

A bioinformatica ¢ uma area multidisciplinar que integra conceitos moleculares,
de quimica e fisica, utilizando principios e métodos computacionais para analisar e
interpretar dados bioldgicos, especialmente aqueles gerados pela biologia molecular e
genética. Abrangendo uma gama de ferramentas para o desenvolvimento e aplicacdo de
algoritmos, ferramentas estatisticas e técnicas de modelagem computacional, para a
gestdo de grandes volumes de dados bioldgicos, visando, por exemplo, o estudo de
genomas, proteomas e metagenomas, bem como a estrutura e a fun¢do de proteinas
(ALTSCHUL et al., 1990; LI et al., 2017).

Os experimentos in silico, que correspondem a experimentagdo em
bioinformatica, utilizam ferramentas computacionais para simular e analisar processos
biologicos, funcionando de forma andloga aos termos in vivo e in vitro (EKINS;

MESTRES; TESTA, 2007; VERLI, 2014).
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A capacidade de organiza¢do e armazenamento da crescente quantidade de
informagdes bioldgicas em bancos de dados digitais ¢ de extrema importancia. Alguns
desses bancos de dados tem grande relevancia e sdo de livre acesso aos usudrios,
facilitando assim a busca por dados e informagdes, incluindo o NCBI (WINTER, 2017),
UniProt (BATEMAN, 2019) e Protein Data Bank (ROSE et al., 2021).

Ferramentas computacionais também podem ser usadas para predizer os
aspectos evolutivos, funcionais e estruturais de proteinas (XIONG, 2006). Dados de
sequéncias de proteinas ¢ DNA vem ao longo de milhares de anos, acumulando
informagdes a partir de mutagdes, as quais constituem evidéncias evolutivas, permitindo
assim a identificacdo de ancestrais em comum e relacdes evolutivas entre espécies
(ASHKENAZY et al., 2016). Nesse cenario, o alinhamento entre sequéncias se faz
essencial para identificar aspectos evolutivos a partir de sequéncias depositadas em
bancos de dados (XIONG, 2006), tornando possivel a realizagdo de analises filogenéticas
(ASHKENAZY et al., 2010).

Milhdes de novas mutacdes foram descobertas gracas aos métodos de
sequenciamento de nova geragdo. Entretanto, as abordagens experimentais de
caracterizagdo de variantes sao mais caras, demorados e de dificil execugdo. Simulagdes
complexas também requerem grande poder computacional, o que implica o uso de
maquindrio robusto e caro. No entanto, as simulacdes computacionais, ou seja,
simulagdes in silico, contribuem para os estudos e a predi¢ao dos efeitos de mutagdes de
forma mais eficiente, rapida e barata. Assim sendo, os métodos computacionais sao
importantes aliados dos métodos experimentais, dado que essa abordagem permite
priorizar as mutac¢des mais provaveis de serem deletérias para que estas sejam estudadas
a fundo em bancada molhada (PEREIRA; TELLINI; DE MESQUITA, 2019).

Além disso, as tecnologias de sequenciamento de nova geragdo permitem
determinar a sequéncia de proteinas de forma massivamente paralela. No entanto,
métodos de bancada para a determinagdo de estruturas proteicas, como a Ressonancia
Magnética Nuclear e a Cristalografia de Raios-X, sdo relativamente mais custosos,
demorados e de dificil execucdo. Nesse cendrio, ocorre uma grande defasagem entre a
quantidade de sequéncias proteicas depositadas nos bancos de dados e a sua respectiva
estrutura tridimensional. A bioinformatica se apresenta como uma solugdo para resolver
essa defasagem, visto que permite a predicdo de modelos tridimensionais de proteinas a

partir da sua sequéncia (VERLI, 2014).
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Dos métodos computacionais usados para a modelagem de estruturas proteicas,
se destacam a modelagem comparativa, ab initio e threading. A modelagem comparativa
¢ o0 método mais acurado dentre eles, permitindo a geragdo de modelos da proteina com
uma qualidade geral que se assemelha a das estruturas de proteinas experimentais
previamente determinadas. Porém depende de informagdo prévia de estruturas
tridimensionais de proteinas potencialmente relacionadas para serem utilizadas como
molde (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003; ZAFAR et al., 2016).

Ja a modelagem ab initio ¢ menos acurada que a comparativa, mas nao ¢
dependente de um modelo previamente determinado, necessitando somente de
informagdes contidas na sequéncia de aminoacidos da proteina em questdo. O método
utiliza calculos de propriedades fisico-quimicas e termodindmicas, baseados no minimo
de energia livre global, visando encontrar uma conformagdo com menor energia livre,
minimo global (VERLI, 2014).

Por sua vez, a modelagem por threading identifica relagdes existentes entre os
fragmentos estruturais e as regides correspondentes na sequéncia da proteina alvo,
utilizando uma biblioteca de fragmentos conhecidos. Entdo, tais fragmentos sdao unidos,
gerando uma estrutura tridimensional temporaria. E por fim, sdo utilizadas simula¢des
como as de Monte-Carlo, que calculam as interacdes desses fragmentos entre si para gerar
o modelo final (SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Outra técnica computacional essencial nas simulagdes in silico, ¢ a dinamica
molecular (DM), usada para simular o movimento de d&tomos e moléculas ao longo do
tempo. Esta abordagem permite entender o comportamento e as interagdes de moléculas
como proteinas, acidos nucleicos, lipidios e complexos moleculares, em condigdes
proximas as fisiologicas (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

O uso de métodos de DM ¢ essencial para o estudo detalhado da conformacao,
estabilidade estrutural ¢ mecanismos funcionais de biomoléculas, com impactos diretos
em areas como o planejamento de farmacos e biologia estrutural. A DM possibilita
observar como as moléculas se reorganizam e como essas mudangas conformacionais
afetam suas fungdes biologicas. No contexto do planejamento de farmacos, por exemplo,
a DM permite monitorizar o comportamento de alvos terapéuticos e sua interagdo com
potenciais candidatos a fArmaco, facilitando a identificacdo de compostos que possam se
ligar de forma estavel e especifica aos sitios de ligacdo da biomolécula, promovendo o
desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e direcionados (HOLLINGSWORTH;

DROR, 2018).
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Na investiga¢do sobre proteinas, a DM ¢ usada para estudar a flexibilidade
estrutural e como diferentes conformagdes influenciam a atividade enzimatica ou no
reconhecimento de ligantes. Em proteinas de membrana, a DM ajuda a desvendar como
canais e transportadores se movem, e funcionam, sendo uma tarefa essencial para
entender os mecanismos de sinalizagdo e transporte celular (SHUKLA et al., 2014). A
andlise das interagdes proteina-proteina ¢ também um ponto bastante importante para a
uso da DM, uma vez que se torna possivel a simulacao de condi¢des fisiologicas dentro
da célula, dando informagdes sobre como essas proteinas se comportam, formam
complexos e como estas interagdes sdo influenciadas pelo ambiente molecular
(KARPLUS; MCCAMMON, 2002).

O conhecimento de estruturas tridimensionais contribui para uma melhor
compreensao da atividade bioldgica e de interagdes proteina-ligante, incluindo farmacos.
Estruturas tridimensionais de proteinas sdo importantes pontos de partida para o desenho
racional de novos farmacos baseados em estrutura, abordagem que se tornou fundamental
para descoberta de novos medicamentos e impulsionou a induastria farmacéutica nas
ultimas décadas. Essa abordagem permite a identificacdo e otimizagado de /eads de forma
mais rapida e eficiente que os métodos tradicionais de tentativa e erro (BATOOL;
AHMAD; CHOI, 2019)

O rapido crescimento da industria farmacéutica nas ultimas décadas se deve, em
grande parte, aos avangos em modelagem molecular, caracterizacdo de doengas e
descoberta de farmacos promovidos pela bioinformatica. Uma técnica amplamente usada
nesse campo ¢ o desenho racional de farmacos baseado em estrutura, que visa
compreender as bases moleculares das doengas. Esse método utiliza o conhecimento da
estrutura tridimensional do alvo bioldgico para identificar e otimizar candidatos a
farmacos de forma mais rapida, econdmica e eficiente (LIONTA et al., 2014).

O conhecimento das estruturas tridimensionais das proteinas permite o design
de moléculas que se ligam com alta afinidade e especificidade ao sitio ativo de uma
proteina-alvo ou a um receptor. Esta abordagem racional reduz significativamente a
toxicidade e viabiliza o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com menos efeitos
adversos do que o método tradicional de tentativa e erro (XIONG, 2006). A
bioinformatica facilita essa etapa filtrando, em bibliotecas com milhdes de compostos, 0s
candidatos mais promissores para investigagdes in vitro e in vivo. Esse processo necessita
de uma proteina-alvo, cuja fun¢do serd modulada através da interagdo com um ligante,

induzindo uma resposta farmacologica.

32



Na triagem virtual, sdo aplicados uma combinagdo de algoritmos de predigao,
filtros, além de um docking molecular, para reduzir o nimero de candidatos a farmacos.
Inicialmente, sdo removidos compostos toxicos ou com caracteristicas indesejaveis, os
compostos restantes t€ém entdo suas afinidades de ligacdo com a proteina-alvo estimadas
pelo docking molecular, técnica que mostra, com certa precisdo, o comportamento dos
farmacos nos sitios de ligagdo (ROY; KAR; AMBURE, 2015). Aqueles com maior
afinidade e complementaridade sdao selecionados para testes posteriores (SEGRETO et
al., 2017).

As abordagens in silico também ganham destaque em contextos regulatdrios,
com agéncias como FDA (do inglés - “Food and Drug Administration™) e o REACH (do
inglés - “Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals”)
incentivando seu uso para reduzir testes in vivo, promovendo seguranga toxicoldgica
sustentavel e diminuindo residuos laboratoriais (GELLATLY; SEWELL, 2019). Esses
métodos permitem avaliagdes iniciais de seguranca e toxicidade, guiando os testes
subsequentes e oferecendo alternativas quando faltam dados experimentais sobre
carcinogenicidade e toxicidade (MYATT et al.,, 2018). Assim, a bioinformatica se
estabelece como uma ferramenta poderosa para economizar tempo € recursos, com
impacto positivo em termos de sustentabilidade(CHUSHAK et al., 2018; RAUNIO,
2011). Esse avango tecnologico facilita a priorizagdao ¢ o direcionamento de estudos
futuros, economizando tempo e recursos, e concentrando os esforcos de pesquisa nas
4reas mais promissoras (GOLLER et al., 2020).

A Dbioinformatica, portanto, desempenha um papel fundamental como
complemento dos métodos experimentais, contribuindo para identificar fungdes de genes
e proteinas, aprofundando o entendimento dos mecanismos e das causas de doengas
humanas e viabilizando o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias (LIONTA
et al., 2014). As andlises in silico ajudam a direcionar pesquisas futuras, permitindo
concentrar esfor¢os nas hipdteses mais promissoras, 0 que otimiza tempo € recursos

(GOLLER et al., 2020).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo ¢ caracterizar o impacto de mutacdes do tipo missense
na funcdo e estrutura da proteina frataxina humana, além de desenvolver e validar um
modelo teodrico abrangente da proteina. Além disso, foram utilizadas técnicas de
modelagem estrutural e dindmica molecular, a fim de investigar detalhadamente os efeitos

estruturais das mutagoes I154F e W155R na frataxina.

2.2 Objetivos Especificos

. Obter a sequéncia nativa, estrutura tridimensional (incompleta) e
mutacdes missense da proteina FXN na literatura e em banco de dados;
. Caracterizar as mutagdes compiladas utilizando algoritmos de predigao

funcional e estabilidade;

. Construir e validar um modelo tedrico completo para a FXN nativa;
. Analisar o grau de conservagao evolutiva de cada aminoacido da proteina;
o Construir modelos teoéricos para as variantes [154F e W155R da FXN e

verificar possiveis alteracdes estruturais existentes em relacdo a forma nativa.
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3  Materiais e Métodos

3.1 Obten¢do da Sequéncia e Compilagdo das Variantes da FXN Humana.

A sequéncia da proteina FXN humana nativa foi obtida no banco de dados
UniProt [Q16595]. Variantes genéticas da proteina FXN foram compiladas dos seguintes
bancos de dados: UNIPROT: [PDB ID: Q16595] (BATEMAN, 2019), OMIM: [OMIM
ID: 6068291 (AMBERGER et al., 2019), dbSNP (SHERRY et al., 2001), bem como por

revisdo da literatura no PubMed.

3.2  Predicao Funcional e de Estabilidade das Mutacgodes.

Os métodos de predicao funcional utilizam diferentes algoritmos de machine
learning e bancos de dados para treinar os seus modelos. Além disso, ndo existe um
método padrdao ouro para a predicdo de mutagdes (LOUREIRO et al., 2022). Dessa
maneira, a diferenga observada entre os algoritmos de predicdo na classificagdo das
mutacdes da FXN evidencia a importancia do uso combinado de algoritmos para essa
analise.

Dentre os algoritmos de machine learning mais utilizados, estdo: Maquina de
Suporte de Vetores, arvore de decisdo, Redes Neurais (LOPEZ-FERRANDO et al.,
2017), e métodos Bayesianos (BROMBERG; ROST, 2007). Esses algoritmos utilizam
conceitos de Inteligéncia Artificial, que viabilizam o aprendizado computacional baseado
na deteccdo de padrdes a partir de exemplos contidos em grandes bancos de dados
(TAVARES; LOPES; LIMA, 2007). Esses algoritmos sdo treinados a partir de um
conjunto dados que servem como exemplo, onde os casos sdo divididos em classes
associadas a um conjunto de varidveis ou atributos, visando, assim, detectar padrdes nas
variaveis que estejam associados a classe em questdo. A partir das relagdes (padroes)
aprendidos na etapa de treinamento, esses algoritmos conseguem realizar predi¢des sobre
novos casos com relativa precisdo (BATISTA; MONARD, 2003).

O algoritmo PMUT ¢ treinado em um conjunto de dados extraido do banco de
dados SwissProt utilizando como método de aprendizado, as Redes Neurais a fim de
analisar parametros como a conservagao evolutiva do residuo de aminoacido substituido,
informagdes sobre a proteina e as propriedades fisico-quimicas (LOPEZ-FERRANDO et
al., 2017).
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J& o algoritmo SNAP, por sua vez, utiliza o método de Redes Neurais afim de
fazer as analises funcionais a partir do Banco de Dados de Proteinas Mutantes, usando
parametros para analise derivados da sequéncia de aminoacidos da proteina, aspectos
evolutivos e estruturais da proteina como ligacdo a solventes e estrutura secundaria
(BROMBERG; ROST, 2007).

J& o algoritmo SNPs&GO, utiliza maquina de vetores de suporte para realizar
suas predicoes, se baseando nas informacdes de um conjunto de dados contendo variantes
neutras e deletérias provenientes do SwissVar. Nesse sentido, o algoritmo analisa a
funcionalidade e o dominio afetado pela mutacdo, alteragdes de estrutura secundaria e
ainda a conservagao evolutiva do residuo em questao (CAPRIOTTT et al., 2013).

O algoritmo SIFT, por sua vez, se baseia no alinhamento de multiplas sequéncias
(PSI-blast) e na matriz de probabilidade, utilizando como base o banco de dados do
dbSNP, com o objetivo de analisar caracteristicas evolutivas da sequéncia em questdo
para entdo realizar a sua andlise preditiva (KUMAR; HENIKOFF; NG, 2009).

Ao passo que o algoritmo PolyPhen-2, usa o método classificador baseado em
Naive Bayes e utiliza para seu treinamento os bancos de dados como o HumDiv e
HumVar, se baseando, por sua vez em caracteristicas evolutivas e estruturais como a
carga eletroestatica, estrutura secundaria, hidrofobicidade, acesso ao solvente, quantidade
de interagdes, superficie e volume da cadeia lateral, para realizar sua andlise
(ADZHUBEL JORDAN; SUNYAEYV, 2013).

Ja o algoritmo PhD-SNP utiliza o método de maquina de vetores de suporte,
sendo treinado a partir de um conjunto de dados derivado do SwissProt, a fim de analisar
a conservacdo evolutiva do aminodcido substituido na mutacdo (CAPRIOTTI
CALABRESE; CASADIO, 2006).

O MutPred2 usa o método baseado em Redes Neurais se baseando em um
conjunto de dados derivado dos bancos HGMD, SwissVar e dbSNP. Para assim, realizar
a analise preditiva, onde avalia a superficie acessivel ao solvente, a estrutura secundaria,
ligagdo a metais e modificagcdes pods-translacionais (PEJAVER et al., 2020).

O algoritmo SNAP2 também usa o método baseado em Redes Neurais, sendo
por sua vez, treinado em um conjunto de dados derivado do Protein Mutant Database. A
fim de analisar pardmetros como informagdes sobre o dominio afetado pela mutagao, a
conservagao evolutiva, estrutura secundaria, acessibilidade ao solvente e a flexibilidade

(BROMBERG; ROST, 2007).
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O Panther utiliza 0 modelo oculto de Markov, que funciona como um modelo
estatistico onde um sistema ¢ modelado com pardmetros desconhecidos a partir de
parametros observaveis. Sendo treinado a partir do bando de dados de muta¢des humanas,
a fim de anualizar a funcionalidade da mutacao ¢ a conservacao evolutiva do residuo
(SHAN et al., 2017).

Por fim, o algoritmo Predict-SNP usa a metodologia em consenso, utilizando um
conjunto de dados derivados dos bancos de dados do UniProtKB e Protein Mutant, onde
ele analisa a pontuacao de oito algoritmos diferentes como o MAPP, nsSNPnalyser,
Panther, SIFT, SNAP, PolyPhen-1, PolyPhen-2 e o Phd SNP (BENDL et al., 2014).

A sequéncia da proteina nativa e as variantes compiladas foram submetidas a
analises de predicao funcional e de estabilidade. Dez algoritmos foram utilizados para
predizer o efeito funcional das variantes da FXN: PolyPhen-2, SNAP2, SNP&GO,
PANTHER, SIFT, SNAP, PHD-SNP, PMut, PREDICT-SNP ¢ MutPred?2.

Os algoritmos TANGO, WALTZ e LIMBO do SNPEffect4.0 foram utilizados
para predizer se as mutagdes afetam a agregagao proteica, propensao amiloide e tendéncia
de ligacao a chaperonas (LOUREIRO et al., 2022). Ja o algoritmo I-Mutant foi utilizado
para predizer o efeito das variantes na estabilidade da proteina. A andlise de predi¢do de
estabilidade feita pelo I-Mutant, se aplica ao método “Support Vector Machine”, a fim de
calcular a energia livre baseada em estruturas determinadas experimentalmente

(CAPRIOTTIL; FARISELLI; CASADIO, 2005).

3.3 Modelagem e Alinhamento Estrutural.

Métodos in silico possibilitam a modelagem de estruturas proteicas de forma
eficiente e precisa. Dentre os métodos disponiveis, a modelagem comparativa ¢ o mais
acurado, e permite a geracdo de modelos da proteina com uma faixa de qualidade geral
que pode se assemelhar a das estruturas de proteinas experimentais previamente
determinadas (ZAFAR et al., 2016). Essa ¢ a técnica mais dependente de informacdes
prévias se baseia em utilizar como molde, proteinas com sequéncias potencialmente
relacionadas e com estruturas tridimensionais ja conhecidas. A estrutura experimental é
selecionada de acordo com a identidade obtida entre a sequéncia alvo e os possiveis
candidatos a molde disponiveis em banco de dados de sequéncia especificos (SANTOS

FILHO; ALENCASTRO, 2003).
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J& a modelagem ab initio ndo ¢ dependente de um modelo previamente
determinado, necessitando somente de informacdes contidas na sequéncia de
aminoacidos da proteina em questdao. O método utiliza calculos de propriedades fisico-
quimicas e termodindmicas, baseados no minimo de energia livre global, visando
encontrar uma conformag¢do com menor energia livre (minimo global) (VERLI, 2014).

Por sua vez, a modelagem por threading usa uma biblioteca de fragmentos
conhecidos, a partir da qual identifica relacdes existentes entre os fragmentos estruturais
e as regides correspondentes na sequéncia alvo. Esses fragmentos sdo entdo unidos,
gerando uma estrutura tridimensional tempordria. Por fim, sdo utilizadas simulagdes
como as de Monte-Carlo para calcular a intera¢do desses fragmentos entre si e gerar o
modelo final (SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

O fragmento experimental da FXN humana foi obtido no Protein Data Bank
(PDB) [3S4M] (ROSE et al., 2021), sendo selecionada com base na maior cobertura e
identidade de sequéncia calculados por meio de uma busca utilizando o algoritmo Protein
Blast. A maior resolugao também foi levada em consideracao para a escolha da estrutura,
que foi utilizada como template para a modelagem comparativa. Modelos teodricos
completos da proteina nativa foram construidos por modelagem comparativa, threading
e/ou ab initio nos seguintes servidores de modelagem: SwissModel, Robetta, -TASSER,
MholLine e Raptor-X (DE OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA; SILVA, 2019). Modelos
incompletos em termos de cobertura de sequéncia ou folding foram desconsiderados para

analises futuras.

3.4 Validagao Estrutural

A qualidade estrutural dos modelos tedricos completos da frataxina humana
(FXN) foi avaliada utilizando seis algoritmos de valida¢do: ProSa-Web, QMEAN,
PROCHECK, Verify3D, ERRAT e VoroMQA. Esses algoritmos analisam a
compatibilidade entre sequéncia e estrutura, a qualidade geral do modelo em comparagao
com estruturas experimentalmente determinadas, e realizam analises estereoquimicas,
incluindo a verificagdo do grafico de Ramachandran (De Oliveira et al.,, 2019). A
utilizagdo de multiplos algoritmos garantiu maior rigor nas analises, onde o modelo
tedrico que obteve o maior nimero de aprovagdes nos testes de validagdo foi selecionado

para a etapa de alinhamento estrutural.
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O modelo selecionado foi alinhado estruturalmente com o fragmento
experimental 3S4M utilizando o servidor TM-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005), de
forma a verificar se este possui similaridade estrutural ao template utilizado em sua

modelagem (comparativa).

3.5 Andlise de Conservagdo Evolutiva

O modelo validado foi submetido a uma analise de conservagao evolutiva no
servidor ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016), que calcula o grau de conservagao
evolutiva de cada aminodcido da proteina baseado na relacdo filogenética existente entre
a proteina alvo e suas sequéncias homoélogas por meio de alinhamentos de multiplas
sequéncias (DE OLIVEIRA et al., 2019). O ConSurf tem uma escala que varia do ciano
ou 1 (altamente variavel), ao bordd ou 9 (altamente conservado). Residuos de
aminodcidos com importancia funcional ou estrutural, sdo mais relevantes pra fungao
proteica, e por isso muitas vezes conservados evolutivamente ao longo do tempo devido
a uma maior pressao seletiva (CHOI; TORRALBA; WILLSKY, 2012).

Os seguintes parametros foram selecionados para andlise: algoritmo de busca
homologa: PSI-BLAST; niimero de iteragdes: 3; Valor de corte E; 0,0001; banco de dados
de proteinas: UniProt; sequéncia de referéncia: mais préxima; nimero de sequéncias de
referéncia selecionadas: 150; identidade de sequéncia méxima: 95%; identidade minima
para contrapartes: 35%; método de alinhamento: MAFFT-L-INS-I; método de calculo:

Bayesiano; modelo de substituicao evolutiva: melhor modelo (padrao).

3.6 Dinamica Molecular

A simulacdo de dindmica molecular (DM) trata-se de um método in silico de
resolucdo de equacdes newtonianas de movimentos para um grupo de 4tomos, e ajudam
a reproduzir o comportamento de proteinas em seu ambiente biologico (KNAPP et al.,
2011). As coordenadas atomicas e velocidades calculadas para o sistema simulado sao
registradas ao longo do tempo no arquivo de trajetoria, e assim fornecem informagdes
detalhadas sobre as mudangas conformacionais e as flutuagdes das proteinas de acordo
com o tempo. O arquivo de trajetéria ¢ entdo analisado para avaliar parametros

bioquimicos e estruturais como flexibilidade estrutural (KHAN et al., 2016). As
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simulagdes MD podem reproduzir o comportamento real de uma proteina em seu
ambiente natural, possibilitando o estudo de processos biomoleculares como mudanca
conformacional, dobramento da proteina e ligagdo aos ligantes, além de prever os efeitos
de perturbagdes como mutacdo, fosforilagdo e protonacdo na estrutura da proteina
(KNAPP et al., 2011).

As mutagdes [154F e W155R foram induzidas individualmente por mutagénese
in silico no modelo validado da FXN nativa utilizando o Mutator Plugin 1.3 (GAJULA
et al., 2014) do software Visual Molecular Dynamics (VMD) 1.9.3 (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996). O pacote GROMACS 2018.3 foi utilizado para as
simulagdes de Dinamica Molecular (DM) (ABRAHAM et al., 2015) da proteina nativa e
variantes. Seguindo a metodologia previamente descrita pelo nosso grupo (DUARTE et
al., 2022; PEREIRA; DE AZEVEDO ABRAHIM VIEIRA; DE MESQUITA, 2021), as
simulacdes foram realizadas em triplicatas utilizando o campo de forca AMBER99SB-
ILDN. Este campo de for¢a descreve com precisdo muitas propriedades estruturais e
dinamicas de proteinas (FREZZA; MARTIN; LAVERY, 2018). Inicialmente, as
moléculas foram solvatadas em uma caixa triclinica e preenchida com moléculas de dgua
TIP3P. O sistema foi neutralizado pela adigdo de ions Na“ e CI sob uma concentragdo de
0.15mol/L. Em seguida, este teve sua energia minimizada pelo método steepest descent
(NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008). O sistema minimizado foi entdo submetido a
ensembles NPT (numero constante de particulas, pressdo e temperatura constantes) e
NVT (ntimero, volume e temperatura constantes), os quais foram realizados durante
100ps sob pressao constante de latm e temperatura de 300K. Apds a simulagdo NPT,
simulacdes de DM foram realizadas em triplicatas por 300ns sob uma temperatura de
300K (DA SILVA et al., 2024; PEREIRA; ABRAHIM-VIEIRA; DE MESQUITA,
2023).

As trajetorias DM foram analisadas comparativamente, usando os seguintes
programas de distribuicilo GROMACS: gmx trjcat, gmx trjconv, gmx rms, gmx rmsf, gmx
gyrate, gmx sasa, gmx hbond, gmx mindist, gmx distance, and gmx gangle, para os
seguintes parametros: desvio quadratico médio (RMSD, do inglés: “Root-Mean-Square
deviation™), flutuacdo Quadratica Média (RMSF, do inglés: “Root-Mean-Square
Sfluctuation’), Raio de Giro (Rg), Numero de Ligacdes de Hidrogénio Intramoleculares,
Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA, do inglés: “Solvent Accessible Surface
Area”) e Bfactor. Também foi realizada uma analise de componentes principais (PCA,

do inglés: “Principal Component Analysis”) para FXN nativa e suas variantes. Os
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movimentos rotacionais e translacionais foram removidos para a construcao das matrizes
de covariancia. O PCA foi realizado sobre os atomos Ca., que tiveram suas coodordenadas
cartesianas usadas para gerar as matrizes de covariancia. O pacote Bio3D (GRANT et al.,
2006) disponivel no software R (GRANT et al., 2006) foi utilizado para as analises de
PCA. A visualizagao dos dados foi realizada com auxilio do pacote ggplot2 (WICKHAM,
2011) em R e do software UCSF Chimera (GODDARD; HUANG; FERRIN, 2005).

4 Resultados e Discussao

4.1. Obtengdo da Sequéncia e Compilacao das Variantes da FXN Humana.

A sequéncia da FXN nativa obtida no UniProt esta completa, contando com 210
aminoacidos (AGARWALA et al., 2017). A FXN ¢ inicialmente codificada no nucleo,
sendo entdo enderegada ao interior das mitocondrias. Esse processo ocorre em duas etapas
e depende da agdo da enzima peptidase de processamento mitocondrial (MPP). Essa
enzima cliva inicialmente o peptideo de transi¢do (residuos 1 — 41), responsavel pelo
enderecamento mitocondrial, contido na por¢do N-terminal da frataxina, removendo-o e
gerando uma forma intermediaria da enzima (residuos 42 — 210). Posteriormente, a forma
intermedidria da frataxina pode ser clivada em trés sitios diferentes, dando origem a
formas maduras distintas da proteina: FXN56, FXN78 e mFXN (FXN81). As formas
maduras da FXN recebem o nome da posi¢do em que ocorre a segunda clivagem pela
enzima MPP. O estudo de Schmucker e colaboradores, 2008, sugere que a forma
predominante da enzima seja a mFXN (FXN81). As demais formas maduras, FXN56
(residuos 56 — 210) e FXN78 (residuos 78 — 210), sao produzidas no processo anormal
de maturagdo e ndo se sabe ao certo sua relevancia fisiolégica (SCHMUCKER et al.,
2008). As diferentes regides envolvidas no processamento da frataxina sdo mostradas na

Figura 5.
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Figura 5. Estrutura tridimensional e representacio esquematica dos dominos.

(A) Estrtura tridimenseional da proteina FXN humana completa e seu dominios representados
como no esquema logo abaixo, alé dos residuos com as mutacgdes [154F e W155R destacados em rosa. (B)
O esquema da proteina foi desenhado utilizando o software IBS (http://ibs.biocuckoo.org/). A sequéncia
nativa da proteina ¢ mostrada junto com dominios funcionais e residuos relevantes para sua funcdo. O
peptideo de transicdo esta colorido em verde, ao passo que o dominio semelhante a frataxina esta colorido
em azul. As regides que compdem as formas intermediaria, FXN56, FXN78, FXN81 foram delimitadas
pelos colchetes e destacadas em amarelo, laranja e vermelho, respectivamente. A forma madura da proteina
estd destaca pelo colchete que vai do aminoécido 81 até o 210. Os tridngulos vermelhos representam os
sitios de ligagdo a ferro, os losangulos roxos representam os sitios de fosforilagdo, os hexagonos verdes
representam os sitios de acetilacdo, ao passo que a seta laranja representa sitios de ubiquitina¢do. Fonte:

Elaborado pelo autor (2024).
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Segundo o Pfam, a proteina frataxina possui um dominio conservado, chamado
de dominio semelhante a frataxina (FLD), que contém os residuos de 90 a 198. Esse
dominio ¢ encontrado em frataxinas eucaridticas € na proteina homoéloga a frataxina, a
CyaY de E. SCHMUCKER et al., 2008. Semelhante a frataxina, a CyaY ¢ uma proteina
envolvida na sintese de clusters ferro-enxofre e no metabolismo do ferro (AGARWALA
et al., 2017). Uma vez que o ferro se acumula nas mitocondrias na auséncia ou defeitos
na proteina frataxina, acredita-se que a frataxina possua um papel central na homeostase
do ferro. Devido a funcgao fisiologica da frataxina, acredita-se que a ligagao dessa proteina
a ferro seja essencial para que esta consiga desempenhar sua fung¢do bioldgica (SIRANO
et al., 2000). De acordo com Sirano et al. (2000) e Huang et al. (2008), os seguintes
residuos da frataxina podem se ligar a ferro: E92, E96, E100, E101, E108, D112, D115,
E121, D122, D124 e H177(HUANG; DIZIN; COWAN, 2008; SIRANO et al., 2000).

A proteina frataxina pode ser fosforilada pela tirosina quinase, majoritariamente
no sitio Y118, promovendo a subsequente ubiquitina¢do da proteina, um sinal para sua
degradacao (CHERUBINI et al., 2015). Além disso, outros oito sitios de fosforilagao
também ja foram identificados na proteina, conforme mostrado na Figura 1, incluindo:
S72,S81,T94, Y118, Y143, S160,S161 e Y205 (HORNBECK et al., 2015). Além disso,
a posi¢do K171 da frataxina ¢ um sitio de acetilagdo, ao passo que posicdo K197 ¢ um
sitio de (HORNBECK et al., 2015).

Ao todo, foram compiladas 226 variantes genéticas da FXN humana (S1_Table),
sendo que a maior parte delas ainda ndo teve seus efeitos caracterizados. Apenas 18
mutacoes ja foram caracterizadas na literatura e nos bancos de dados consultados. Dez
mutacoes sao deletérias: M11, R40C, L106S, G130A, G130V, N146K, 1154V, 1154F,
WI155R, W173G, ao passo que oito mutacdes sdo neutras: A14E, L33V, T44N, T44l,
R60H, M76V, D178E e D209G, pois ndo afetam regides criticas para a estrutura e funcao
da proteina ou resultam na substituicdo de aminoacidos por outros com caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes. (SHERRY et al., 2001).

Todas as mutagdes apontadas como deletérias, estdo associadas ao
desenvolvimento de FRDA (AGARWALA et al., 2017). Nesse sentido, 208 mutagdes
ainda nao tiveram seus efeitos determinados, o que corresponde a vasta maioria das
mutacoes conhecidas da FXN humana. As mutacdes compiladas estdo distribuidas de
forma homogénea ao longo de toda a sequéncia da proteina, afetando de forma

semelhante os dominios funcionais da FXN. Este artigo oferece a mais extensa

43



compilacdo de variantes da frataxina disponivel na literatura at¢ o momento, reunindo
dados essenciais para o avanco no entendimento das mutacdes associadas a essa proteina.

Foram verificadas usando os bancos dados as mutagdes que ocorrem nos sitios
relevantes da proteina como as que ocorrem em residuos de ligagdo ao ferro, onde as
seguintes mutacdes foram encontradas: E92K, E96K, E100A, E108V, E108D, D112H,
D112Y, D112A, D115E, D122Y, H177Y. Por outro lado, as mutagdes: S81T, T94A,
Y118C, S160C, S160T, S160R, estdo em sitios importantes de fosforilagao. Além disso,
as mutacoes K171E ¢ K171R ocrrem no sitio de acetilagdo, e a K197R no sitio de

sumoilacao da FXN.

4.2.  Predi¢do Funcional e de Estabilidade das Mutagdes.

Nessa etapa, foram usados dez algoritmos de predi¢dao funcional, para predizer
os efeitos neutros ou deletérios das mutagdes missense na funcdo da FXN (S2 Table).
Dentre eles o PopyPhen-2, SIFT, PANTHER e o SNAP2, obtiveram 100% de acerto
dentre as 10 mutacdes sabidamente deletérias, seguidos pelo SNAP com 90%, o
PredictSNP, SNP&GO e o PMut com 80%. J& os algoritmos PhD-SNP e Mutpred2,
obtiveram 70% e 30% de acerto em suas predi¢des, respectivamente.

Os algoritmos SNAP2 e MutPred2 obtiveram uma alta taxa de predicdo deletéria
considerando a analise de todas as mutacdes, com respectivamente, 75 e 85% das
variantes preditas por estar nessa classe (Figura 6A). Por outro lado, o PhD-SNP
apresentou uma baixa taxa de predicOes deletérias, classificando apenas 25% das

mutagdes como danosas.
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Figura 6. Predicio funcional das variantes da proteina FXN humana.
(A) Predi¢do funcional das mutagdes em cada algoritmo de predi¢dao funcional utilizado. O
nimero de mutagdes preditas como deletérias € mostrado em vermelho, ao passo que o niimero de mutagdes

preditas como neutras ¢ mostrado em cinza. (B) Taxa de predigdes deletérias para as mutagdes estudadas.

Nesse sentido, aplicados uma abordagem consenso para andlise das mutagdes
missense da FXN. Quarenta e um por cento das mutagdes foi predito como deletéria de
forma consenso, isto €, por mais da metade dos algoritmos utilizados (>6 algoritmos),

como mostrado na Figura 6B. Esse achado sugere que essas muta¢des poderiam ser
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danosas para a fungdo da proteina, sobretudo aquelas preditas como deletérias por todos
os algoritmos de predicdo funcional ao mesmo tempo, dado que algoritmos com
parametros diferentes convergiram para um mesmo resultado.

Além disso, as mutagdes que obtiveram as maiores taxas de predi¢cdes deletérias
se concentraram no dominio semelhante a frataxina, dominio esse que estd envolvido no
metabolismo do ferro e na sintese de clusteres de ferro-enxofre. O dominio semelhante a
frataxina, esta localizado entre os residuos 90-198, intervalo onde se encontram a maior
parte dos residuos de ligagdo ao ferro e outros sitios de modificagdes pos-translacionais
(Figura 5B), como a fosforilagdo, que ¢ indispenséavel para a degradacdo da frataxina
(SCHMUCKER et al., 2008).

A analise do SNPeffect, que avalia a tendéncia a agregagdo proteica, propensao
amiloide, e a tendéncia de ligagao a chaperonas através dos algoritmos TANGO, WALTZ
e LIMBO (S3_Table) (DE BAETS et al., 2012), (Figura 7A). Por sua vez, indicou que
nove mutagdes aumentaram a propensdo amiloide (WALTZ): V681, V73A, E108D,
DI112A, D122Y, L1561, V174A, V174L, H183R, ao passo que outras oito mutagdes
foram classificadas por aumentar a agregacao proteica (TANGO) da FXN: A10V, G11V,
M76V, E108V, G130A, G130V, D139V e H177Y. Esses mecanismos sdo centrais na
patofisiologia de doengas neurodegenerativas como o Alzheimer, Parkinson e doenca de
Huntington. Nenhuma mutacao foi predita por diminuir ou aumentar a ligacdo a
chaperonas. (LOUREIRO et al., 2022; PEREIRA; DE AZEVEDO ABRAHIM VIEIRA;
DE MESQUITA, 2021).

A andlise de predicdo de estabilidade no I-Mutant (S3 Table e Figura 7B)
sugeriu que a maior parte das mutagdes afetou a estabilidade da proteina. Cinquenta e
dois porcento das mutag¢des foram preditas por reduzir a estabilidade da proteina, ao passo
que aumento de estabilidade foi considerado um fenotipo raro, dado que apenas 1% de
todas as mutacdes foram preditas nessa classe. Altera¢des de estabilidade ocasionadas por
mutacoes missense, como observado em mais da metade das mutagdes analisadas, podem
impactar a fun¢do da proteina tanto por aumentar ou diminuir a estabilidade. Alteracdes
de estabilidade podem prevenir mudangas conformacionais requeridas para a fun¢do da
proteina, incluindo aquelas envolvidas em modificagdes pds-traducionais e interagdes

proteina-proteina (SANAVIA et al., 2020).
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Figura 7. Predicio de estabilidade e SNPEffect4.0 em mutacées missense na proteina FXN.
(A) As mutagdes missense da FXN foram compiladas e submetidas ao WALTZ (propensao
amildide), TANGO (tendéncia a agregacdo proteica), LIMBO (ligacdo a chaperonas) algoritmos do
SNPEffect4.0. (B) O grafico mostra a porcentagem de mutagdes que alteram a estabilidade da proteina de

acordo com I-Mutant3.0.

4.3. Modelagem e Alinhamento Estrutural.

A FXN humana teve apenas parte da sua estrutura determinada
experimentalmente por cristalografia de raios-X até o momento (ROSE et al., 2021), de
forma que somente a por¢ao final da proteina, contendo os aminoacidos 89-210 possui
uma estrutura tridimensional determinada experimentalmente. Conhecer as estruturas

tridimensionais de proteinas, se faz necessario visto que melhoram a compreensao de
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processos bioldgicos que cercam a proteina em questdo. Isso poderia levar a um melhor
entendimento da atividade, relagdo estrutura-fun¢do, ¢ interagdo com outras moléculas
(KREBS; DE MESQUITA, 2016). Sendo assim, um modelo teoérico completo da proteina
foi construido, utilizando modelagem in silico.

Dentre os fragmentos experimentais disponiveis no PDB para a FXN humana, o
fragmento 3S4M apresentou maior resolugio (1,30A), cobertura (61%), e identidade
(100%) de sequéncia, e foi, portanto, selecionado para as etapas seguintes.

Foram gerados ao todo, 13 modelos tedricos da FXN, desses somente os modelos
gerados pelo servidor Robetta se apresentaram completamente modelados e enovelados
(Tabela 1), e, portanto, foram os utilizados nas etapas seguintes de validacdo. Os cinco
modelos do Robetta foram entdo alinhados no 7M-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005) e
obtiveram alta similaridade estrutural com o fragmento experimental da 3S4M, dado seus
valores de RMSD e TM-score como mostrado na Tabela 2. O RMSD e TM-score sao
parametros de similaridade estrutural, onde modelos similares estruturalmente aos seus
templates apresentam RMSD <2 angstrom e TM-score >0.5 respectivamente (KREBS;
DE MESQUITA, 2016).

Tabela 1. Modelagem estrutural da proteina fra taxina humana.

Algoritmo Modelo () Tamanh Enovelamento do
o do Modelo Modelo
Rosetta 1 210 Completo
Rosetta 2 210 Completo
Rosetta 3 210 Completo
Rosetta 4 210 Completo
Rosetta 5 210 Completo
FFasser 1 210 Ineomplete
FFasser 2 210 Tneomplete
FFasser 3 210 Tneomplete
FFasser 4 210 Ineomplete
FFasser 5 210 Tneomplete
Rapter=X 1 210 Incompleto
Mhretie 1 210 Incompleto
SwissMedel 1 168 Completo

Os modelos com tamanho e/ou enovelamento incompleto foram tachados na tabela.
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Tabela 2. RMSD e TM-Score calculado a partir do alinhamento estrutural com o

fragmento 3S4M.

Algoritmo Modelo RMSD TM-Score
Rosetta 1 0.59 0.98055
Rosetta 2 0.67 0.97807
Rosetta 3 0.59 0.98093
Rosetta 4 1.53 0.90771
Rosetta 5 0.70 0.97564

4.4. Validacao Estrutural

A qualidade estrutural dos modelos completos, isto ¢, aqueles gerados pelo
servidor Robetta, foram analisados utilizando algoritmos de validagdo (Tabela 3).

O ProSa-Web estima a qualidade geral de um modelo, o Z-score, com base na
avaliacdo da energia potencial da estrutura tridimensional. O Prosa-Web calcula o Z-score
de todas as estruturas contidas no Protein Data Bank e plota esses valores em um grafico,
que contém a distribuicdo de valores de Z-score esperada para estruturas experimentais
determinadas por cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear, Figura 8A.
Por fim, o algoritmo calcula e inclui o valor de Z-score para a proteina de interesse nesse
grafico (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

O QMEAN usa seis descritores fisico-quimicos a fim de estimar a qualidade
geral de determinada estrutura (QMEAN-score). Tal pontuacio QMEAN ¢ calculada para
a estrutura alvo e disposta em um grafico, contendo os valores da QMEAN-score para
9766 estruturas de proteinas de alta resolugdo (BENKERT; KUNZLI; SCHWEDE,
2009), visto na Figura 8B.

O servidor PROCHECK, por sua vez, dispde os residuos em um grafico
chamado grafico de Ramachandran, Figura 8C. Nesse grafico, cada residuo da proteina ¢
alocado em diferentes regides com base na disposicdo dos seus angulos phi e psi. A
validacao estrutural depende do nimero de residuos dispostos em regides favoraveis no
gréfico, isto ¢, regides coloridas em vermelho. Estruturas que apresentam mais de 90%
de seus residuos alocados nessas regides sdo validadas pelo servidor (LASKOWSKI et

al., 1996).
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Figura 8. Valida¢io do modelo Gerado.

(A) Validagdo do modelo4 robetta no servidor ProSa-web. Numero de residuos ¢ representado
no eixo X, e o z-score da estrutura estd representado no eixo Y. A estrutura submetida no servidor
corresponde ao ponto preto, a regido azul mais claro corresponde as estruturas ja determinadas por difracdo
de raios-x e a regido representada em azul mais escuro corresponde a estruturas determinadas por NMR.
(B) Gréfico de validacdo do modelo4 robetta no servidor QMEAN. Comprimento da estrutura em ntimero
de residuos (eixo X), QMEAN-score do modelo (eixo Y). O QMEAN-score de estruturas experimentais
estdo dispostos em faixas de qualidade conforme seu z-score, representadas em uma faixa de normalidade
com uma escala que vai do preto ao cinza no grafico. O QMEAN-score da estrutura submetida ¢é
representada por um “x” Vermelho na imagem. (C) Grafico de Ramachandran gerado a partir da validagdo
do modelo4 robetta no servidor PROCHECK. Os residuos, representados por pontos pretos, sdo dispostos
em regides favoraveis (vermelho), regides permitidas (amarelo), regides pouco permitidas (bege) e regioes

ndo permitidas (branco).
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O ERRAT identifica as regides propensas a erro em estruturas de proteina, por
meio da andlise da distdncia de suas interagdes ndo ligadas. Baseado na distribuigdo
observada para essas distancias, registradas a partir de um conjunto de dados contendo
96 estruturas proteicas de alta resolugdo, o algoritmo estima uma probabilidade de erro
para cada residuo da proteina. Estruturas de alta resolucdo apresentam aproximadamente
95% de chance dos residuos com probabilidade de erro inferior a 95%. Como mostrado
na Figura 9A, o modelo teodrico da frataxina humana apresentou 96.48% dos seus residuos
dentro da faixa de erro esperada, logo sendo validado (COLOVOS; YEATES, 1993).

J& o algoritmo Verify-3D, atribui para cada residuo um valor de compatibilidade
estrutural, o 3D-1D score, e mostra o resultado dessa analise em um gréafico, como visto
na Figura 9B. O servidor utiliza o valor minimo de 0,2 de 3D-1D score como ponto de
corte, de forma que apenas residuos acima desse valor sejam considerados validados.
Estruturas de alta resolucdo, geral apresentam mais de 80% dos seus residuos
considerados aprovados pelo servidor, i.e, > 0.2 de 3D-1D score (LUTHY; BOWETI;
EINSENBERG, 1997).

O VoroMQA, "Avaliacdo da Qualidade do Modelo baseado em diagrama de
Voronoi”, por sua vez, mostra uma estimativa da qualidade geral da estrutura baseado nas
interacdes entre atomos da proteina. A partir dessas analises interatdmicas, o algoritmo
estima pontuagdes de qualidade por residuo que sao plotadas em um grafico, como visto
na Figura 9C. Utilizando as pontuagdes locais calculadas, o algoritmo gera um valor geral
de qualidade para a estrutura. Estruturas de alta resolucdo geralmente apresentam
pontuagdes globais de qualidade>0,4 (OLECHNOVI; VENCLOVAS, 2017). O modelo

validado da frataxina apresentou valor global de qualidade de 0.4, sendo assim validado.
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Figura 9. Valida¢io do modelo Gerado.

(A) Grafico de validagao pelo algoritmo ERRAT, em que os residuos estdo dispostos no eixo X,
e o valor de erro no eixo Y. (B) Avaliacdo de compatibilidade estrutural do modelo no servidor Verify-3D.
Os residuos da estrutura sdo mostrados no eixo X, enquanto o valor de 3D-1D score estd no eixo Y. (C)
Grafico de pontuagao global e por residuos do modelo no servidor VOROMQA, onde sdo mostrados os

scores de qualidade para cada residuo.

Além disso, tendo em vista os valores de qualidade estrutural obtidos nos
algoritmos de validagdo, bem como os respectivos pontos de corte para aprovagdo —
também mostrados na Tabela 3 — o modelo 4 foi considerado validado. Essa analise
indicou que o modelo 4 tem qualidade equiparavel ao de estruturas determinadas

experimentalmente (ProSa-Web e QMEAN), além de possuir alta qualidade
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estereoquimica (PROCHECK), geométrica (ERRAT) e adequagdo de sua estrutura a sua
sequéncia (Verify-3D).

Tabela 3. Validacio estrutural dos modelos tedricos completos da proteina FXN.

\ 1 PRO A% ProS oM Vo
odelo RRAT* CHECK? erify-3D* | a-Web* EAN® roMQA®

! g 8 RM alta 0.4
osettal 9 86 0 N resolugdo 3

! g 7 RM alta 0.4
osetta2 9 84 7 N resolugdo 3

! g 8 RM alta 0.4
osetta3 5 87 6 N resolugdo 2

! g 8 RM alta 0.4
osettad 6 91 0 N resolucdo 0

! g 8 RM alta 0.4
osetta5 8 86 3 N resolugdo 2

'Indice de qualidade geral do ERRAT (%). Modelos de alta resolugio possuem valores de
qualidade >95%; 2Percentual de aminoacidos nas regides mais favoraveis do grafico de Ramachandran.
Estruturas experimentais possuem >90% dos seus aminoacidos localizados nessas regides; *Percentual de
residuos com score compatibilidade 3D-1D >0,2. Estruturas experimentais possuem >80% dos residuos
com 3D-1D-score >0,2; *A pontuagdo de qualidade geral, Z-score, estimada para o modelo esta dentro da
faixa de valores de Z-score calculados para estruturas de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) ou
difragdo de raios-X; > O valor de qualidade geral, QMEAN-score, estimado para o modelo esta dentro da
faixa de valores de QMEAN-score calculados para estruturas proteicas de alta resolucdo; Pontuacdo de
qualidade global do algoritmo VoroMQA. Estruturas experimentais, em geral, possuem valores de
qualidade > 0.4.

O modelo final validado, bem como seu alinhamento estrutural com o fragmento
experimental da 3S4M, sao mostrados na Figura 10. A inspe¢ao visual do alinhamento
reafirma a similaridade estrutural entre o modelo validado e o fragmento cristalografico

da FXN humana.
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Figura 10. Modelo teérico da FXN humana gerado no servidor Robetta.

(A) Alinhamento estrutural no TM-Align do modelo 4 do Robetta e o fragmento experimental
3S4M. A estrutura tridimensional do modelo validado esta representada em verde, ao passo que a estrutura
do fragmento cristalografico esta representada em amarelo. (B) Modelo final validado da FXN humana.
Regides de folhas-beta estdo representados por setas rosas, ao passo que as regides de alfa-hélices estdo

representadas por hélices azuis. A superficie da proteina também ¢ mostrada na figura.

4.5. Analise de Conservacao Evolutiva

A superficie do modelo gerado da proteina frataxina foi colorido de acordo com
a escala de codificagdo de cores ConSurf como mostrado na Figura 13A, com o grau de
conservagao evolutiva de cada aminoacido da proteina. Nesse sentido, mutacdes que
afetam posicdes conservadas, tem maior probabilidade de serem prejudiciais para a
proteina (PEREIRA et al., 2022).

Como mostra a Figura 13B, a analise no ConSurf indicou que a maioria das
mutagdes na FXN, 40% ocorrem em posicdes conservadas (ConSurf-score > 7). Por sua
vez, 39% das mutagdes ocorrem em posigdes varidveis (ConSurf-score < 3), e 21%
ocorreram em posi¢des de média conservagdo (4> ConSurf-score <6). Além disso, 19%
das mutagdes na FXN tiveram um ConSurf-score igual a 9, ou seja, receberam a
pontuagdo maxima de conservagdo, sendo, portanto possivelmente importantes para a

fun¢do da FXN (CHOI; TORRALBA; WILLSKY, 2012).
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Figura 11. Analise de conservacgio evolutiva da proteina FXN humana no ConSurf.

(A) O grau de conservagao evolutiva dos aminoacidos da proteina FXN foram representados na
superficie da proteina conforme a escala colorimétrica do ConSurf, que varia de 1 e ciano (variavel) até 9
e bord6 (conservado). (B) Grafico de donut mostrando a quantidade de muta¢Ges para cada grau de

conservacdo evolutiva da posicdo afetada.

Grande parte das mutagcdes observadas na frataxina ocorrem no dominio
semelhante a frataxina (33%), onde 36 delas recebem o maximo nivel de conservagao do
ConSurf. Isso pode ser relacionado a importancia funcional deste dominio, ja que nele se
encontram a maior parte dos sitios de modificagdes pos-translacionais, como os sitios de

ligagdo ao ferro e de fosforilagao.

4.6. Dinamica Molecular

Foram realizadas simulagdes de dindmica molecular com a proteina frataxina do
tipo selvagem e outras duas variantes de mutacdes missense com base em seu potencial
patogénico, que foram: 1154F e W155R, para observar melhor o impacto da substituicdo

desses aminoacidos na estrutura da proteina.
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O RMSD ¢ a medida das diferencas espaciais entre a estrutura inicial e suas
coordenadas correspondentes calculadas durante a simulacdo. O RMSD ¢ usado para
analisar o deslocamento atdmico entre as estruturas proteicas durante uma simulagao DM,
e realizado pela comparacao de conformagdes da proteina WT e suas variantes a cada
etapa da simulacdo da dinamica molecular. Tal parametro ¢ util para a analise do
movimento em relacdo ao tempo das estruturas proteicas, e assim poder comparar a
convergéncia das estruturas ao longo da simulagdo (MARTINEZ, 2015).

Os valores de RMSD foram calculados a partir do niamero total de conformagdes
proteicas computadas nas trajetorias MD (MARTINEZ, 2015). Como mostrado na Figura
13, o tipo selvagem da FXN e as variantes [154F (Figura 13A) e W155R (Figura 13B),
apresentaram um comportamento estavel apés um momento de instabilidade na estrutura
no inicio da analise. Ap6s aproximadamente 150 ns, ¢ possivel observar a formagao de
um platé nos valores de RMSD (PEREIRA; SILVA, 2019). O que sugere que essas
proteinas estdo em uma conformacgdo média estdvel, o que por sua vez indica que o
sistema encontrou o equilibrio (PEREIRA; ABRAHIM-VIEIRA; DE MESQUITA,
2021).
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Figura 12. Analise RMSD de FXN nativa e suas variantes.

Os valores RMSD calculados para os atomos da estrutura da proteina FXN do tipo selvagem e
suas variantes em 300K ao longo do tempo. As médias (linhas solidas) e os intervalos de confianga 95%
(linhas suaves) sdo mostradas para as triplicatas. (A) O tipo selvagem ¢ representado em preto, enquanto a
variante 1154F ¢ representada em azul. (B) O tipo selvagem ¢ representado em preto, enquanto a variante

W155R ¢ representada em vermelho.

O Rg mede o deslocamento estrutural de &tomos da proteina em seu centro de
massa comum ao longo da trajetdria, o que fornece informagdes sobre a compactagdo da
proteina ao longo do tempo. Os valores de Rg calculados para a FXN WT e suas variantes,

estdo dispostos na Figura 13. As estruturas proteicas analisadas apresentaram valores
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relativamente constantes de Rg, o que sugere um enovelamento estavel da
proteina (DUARTE et al., 2022). Os valores de média e desvio padrao de Rg para a FXN
WT (1,917+0,091) sdao semelhantes aos da variante W155R (1,968+0,095) (Figura 13B).
Ja a variante 1154F (Figura 13A) teve os menores valores de média e no desvio padrao,

(1,854+0,032). Tal resultado sugere ndo haver alguma alteracdo de compactagdao da

variante 1154F analisada.
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Figura 13. Anélise do Rg da FXN nativa e suas variantes.
Valores de Rg da FXN nativa e suas variantes a 300K sdo mostradas ao longo do tempo. As

médias (linhas so6lidas) e os intervalos de confianga de 95% (linhas suaves) sdo mostradas para as triplicatas.
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Sendo as médias de cada triplicata representadas pelas linhas sélidas, e nas linhas mais suaves o intervalo
de confianga. (A) O tipo selvagem ¢ representado em preto, e a variante [154F em azul. (B) O tipo selvagem

¢ representado em preto, ¢ a variante W155R em vermelho.

SASA mede a superficie exposta em uma estrutura proteica que pode ser, de
alguma forma acessivel a moléculas de solventes (SINHA et al., 2018). Fornecendo dados
importantes sobre exposi¢ao da proteina ao longo do tempo em seu ambiente biologico
(WANG et al., 2019). Os valores SASA calculados ao longo das simulagdes, mostrados
na Figura 14, apontam para um comportamento estavel para as variantes 1154F (Figura
14A) e W155R (Figura 14B), assumindo assim um comportamento estavel apds 150 ns
até o final das trajetorias MD.A andlise indicou que os valores médios de SASA para a
FXN WT (128,0+ 4,7) sao semelhantes aos valores médios das variantes 1154F (127,7+
3,9) e W155R (124,243,4), indicando ndo haver alteragdes significativas que apontem

para alteracdes na superficie proteica.
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Figura 14. Analise do SASA da FXN nativa e suas variantes.

Valores de SASA da FXN nativa e suas variantes a 300K sdo mostradas ao longo do tempo. As

médias (linhas so6lidas) e os intervalos de confianga de 95% (linhas suaves) sdo mostradas para as triplicatas.
(A) O tipo selvagem ¢ representado em preto, e a variante 1154F em azul. (B) O tipo selvagem ¢

representado em preto, e a variante W155R em vermelho.

RMSF ¢ um parametro usado para medir o deslocamento estrutural de um

aminoacido com relagdo a sua posi¢ao média durante a simulacdo (PEREIRA; SILVA,
2019). O RMSF, por sua vez, avalia a flexibilidade das estruturas proteicas, levando a
identificagdo de regides mais flexiveis ou rigidas (CRAVEUR et al., 2015). A analise
RMSF apontou aumento de flexibilidade na para a mutagdao 1154F, Figura 15A, com

maiores alteracdes nos dominios iniciais como no peptideo de transi¢do (FXN42),
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FXN56, FXN78 ¢ mFXN (FXN81). E diminuicdo de flexibilidade para a variante
W155R, Figura 15B.
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Figura 15. Analise RMSF da FXN nativa e suas variantes.

Os valores de RMSF para cada residuo de FXN selvagem e suas variantes sdo mostradas em um
grafico linear, a temperatura de 300k. Logo abaixo ¢ mostrado um esquema da estrutura da proteina
selvagem onde estd projetada em representagdes esquematicas as regides fundamentais da proteina. O
peptideo de transigdo esta colorido em verde, ao passo que o dominio semelhante a frataxina esta colorido
em azul, e as regides que compoem as formas intermediarias, FXN56, FXN78 ¢ FXN81 foram destacadas

em amarelo, laranja e vermelho. (A) O tipo selvagem ¢ representado em preto, enquanto a variante 1154F
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¢ representada em azul. (B) O tipo selvagem ¢ representado em preto, enquanto a variante W155R ¢

representada em vermelho.

Assim como o RMSF, o Bfactor ¢ usado para descrever a flexibilidade dos
residuos de uma proteina, sendo usado durante a simulacdo de DM para analisar a
flexibilidade de seus resisuos (CRAVEUR et al., 2015; KUZMANIC; ZAGROVIC,
2010). Analisando o deslocamento estrutural de um aminoacido com relagdo a sua
posi¢do média considerando as vibragdes causadas pela temperatura (KUZMANIC;
ZAGROVIC, 2010). Cada aminoacido da proteina FXN teve seu valor calculado, e
posteriormente foram projetados na superficie da estrutura da proteina, fornecendo,
assim, uma representacao tridimensional da flexibilidade estrutural da proteina (Duarte
et al., 2022; Pereira & Silva, 2019).

Como mostra a Figura 16A, a variante [154F apresentou maior flexibilidade nas
regides do peptideo de transicdo e FXN56, quando comparada a FXN do tipo selvagem.
Ja a variante W155R, Figura 16B apresentou uma menor flexibilidade na mesma
regido. Durante a analise do Bfactor, foram observadas alteracdes de flexibilidade nas
duas variantes em regides semelhantes as que foram encontradas durante a analise de

RMSF, sugerindo entdo uma alteragao na flexibilidade da proteina com as duas variantes.
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Figura 16. Analise do Bfactor da FXN nativa e suas variantes.

Os residuos de aminoacidos de FXN de tipo selvagem (A) e suas variantes [154F (B) e W155R
(C) s@o dimensionados e coloridos de acordo com seus valores de Bfactor, seguindo a escala de espessura
de coloragdo que varia do azul e fino (residuos mais rigidos) ao vermelho € mais grosso (residuos mais
flexiveis). (D) Representacdo esquematica da estrutura FXN para comparacdo. O peptideo de transi¢@o esta
colorido em verde, ao passo que o dominio semelhante a frataxina esta colorido em azul, e as regides que
compdem as formas intermediarias, FXN56, FXN78 ¢ FXN81 foram destacadas em amarelo, laranja e

vermelho, respectivamente. Em rosa, destacam-se os residuos com as mutagdes, [154F ¢ W155R.

A dinamica essencial (DE) também conhecida como PCA ¢ aplicado para
analisar simulagdes DM (DUARTE et al., 2022). O PCA transforma os dados de alta
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dimensdo e mais complexos que estdo contidos em uma trajetdria molecular (SANG et
al., 2017), e em um espago de baixa dimensdao onde sdo observados movimentos em
grande escala de proteinas, e reduz o nimero de dimensdes e que sdo necessarias para
descrever a dinamica dessas proteinas. O PCA ¢ uma técnica que filtra estatisticamente
os movimentos observados de escala espacial da trajetoria molecular da proteina em
questdo, usando uma matriz de covaridncia usando as coordenadas cartesianas
representando as posicdes atoOmicas da proteina (Sang et al., 2017; Dehury et al.,
2017). Com 1isso, o PCA permite separar os movimentos proteicos essenciais dos
demais. Os movimentos de maior escala, ou seja, os movimentos essenciais sao
geralmente biologicamente mais relevantes para a fun¢do da proteina, como a abertura,
fechamento e flexdo, ja os demais movimentos sdao de pequenas flutuagdes locais, sendo
irrelevantes (PEREIRA; DE AZEVEDO ABRAHIM VIEIRA; DE MESQUITA, 2021).

As trajetorias DM da FXN do tipo selvagem e suas variantes no subespaco
abrangido por PC1 e PC2 sdo dispostas na Figura 16. Na imagem, a analise do PCA
sugere que os componentes principais, PCl1 e PC2, capturaram os movimentos
dominantes da proteina, representando cerca de 89,74%, 73,31% e 91,39% da variancia
total para FXN WT e suas variantes [154F e W155R, respectivamente. Na Figura 16, ¢
possivel observar que as variantes ocupam uma area no espago conformacional bem
parecida, enquanto a variante 1154F (Figura 17A) ocupou uma area aparentemente maior,
e a variante WI55R (Figura 17B) ocupou uma area menor. Alteragdes no formato do
cluster, ou seja, no espago conformacional das variantes também foram observadas,
quando comparadas ao cluster da frataxina selvagem. A andlise ED apontou, portanto,
alteracdes na dindmica essencial global de todas as variantes (PEREIRA; DE AZEVEDO
ABRAHIM VIEIRA; DE MESQUITA, 2021).
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Figura 17. PCA para a FXN nativa e as suas variantes.

Projecdo dos dois primeiros componentes principais extraidos das trajetérias de DM.(A)
Projecdo do PCA para a FXN do tipo selvagem em preto, em comparagdo com a variante [154F em azul.
(B) Projec@o do PCA para a FXN do tipo selvagem em preto, em comparagdo com a variante W155R em

vermelho.
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Foram analisadas também a contribuicdo do RMSF em cada aminoacido da
proteina para os componentes principais PC1 e PC2. Os valores de RMSF para as
projecdes estdo mostrados nas Figuras 18 e 19, respectivamente. O RMSF para o PCI
(Figura 18), mostrou um aumento da mobilidade essencial no peptideo de transi¢ao das
duas variantes, ¢ no dominio FXN78 da variante 1154F, além de uma diminui¢do de
flexibilidade no dominio semelhante a frataxina, com uma maior perda na variante 1154F
(Figural8B). Ao passo que a contribui¢do do RMSF para o PC2 (Figura 19), mostrou
alteracOes essenciais de mobilidade no peptideo de transi¢ao, FXN56, FXN78 e no
dominio semelhante a frataxina, principalmente na variante 1154F (Figura 19B).
Analisando as Figuras 18 e 19, as altera¢des parecem ser mais acentuadas no peptideo de
transi¢do, FXN56 e FXN78, com altas flutuagdes de flexibilidade, principalmente da
variante 1154F.
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Figura 18. Contribui¢io do RMSF para PC1 da FXN nativa e suas variantes.

A contribui¢do de RMSF de cada aminoacido da proteina para PC1, ¢ mostrado em um grafico
linear, e onde a estrutura correspondente ¢é projetada e representagdes esquematicas de regides fundamentais
da proteina estdo destacadas. O peptideo de transi¢do esta colorido em verde, ao passo que o dominio
semelhante a frataxina esta colorido em azul, e as regides que compdem as formas intermediarias, FXN56,
FXN78 e FXN81 foram destacadas em amarelo, laranja e vermelho. Cada aminoéacido, seja da WT e suas
duas variaveis em questdo, foi colorido e dimensionado de acordo com sua contribui¢o de RMSF, em uma
escala de coloracdo e de espessura que varia de azul e fino (baixas flutuagdes) a vermelho e grosso (altas
flutuagdes). (A) Contribuigdo de RMSF de FXN WT para PC1. (B) Contribuig¢do RMSF da variante 1154F
para PC1. (C) Contribuigdo RMSF da variante W155R para PC1.

67



™
<
<
w N
n o
>
o
g -
] i Mllﬂ
O | e —
T T T T T
50 100 150 200
Residuos
< | <
o o |
@ _| ™
o o |
<
5 B B
= w :
o ‘f/'ﬂ/ \
- - ‘ 4
o S \\ J
o | o | M I||1I||‘ m |
o o [ ——— ]
I I I I [
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Residuos Residuos

Figura 19. Contribui¢io do RMSF para PC2 da FXN nativa e suas variantes.

A contribui¢do de RMSF de cada aminoacido da proteina para PC2, ¢ mostrado em um grafico
linear, e onde a estrutura correspondente ¢é projetada e representagdes esquematicas de regides fundamentais
da proteina estdo destacadas. O peptideo de transi¢do esta colorido em verde, ao passo que o dominio
semelhante a frataxina esta colorido em azul, e as regides que compdem as formas intermediarias, FXN56,
FXN78 e FXN81 foram destacadas em amarelo, laranja e vermelho. Cada aminoacido foi colorido e
dimensionado de acordo com sua contribui¢do de RMSF, em uma escala de coloragéo e de espessura que
varia de azul e fino (baixas flutuagdes) a vermelho e grosso (altas flutuagdes). (A) Contribuigdo do RMSF
para PC2 da FXN WT. (B) Contribui¢do do RMSF para PC2 da variante 1154F. (C) Contribui¢do do RMSF
para PC2 da variante W155R.
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A compreensdo da forma com que as mutagcdes missense na frataxina afetam a
fisiopatologia da FRDA ¢ dificultada pela complexidade da biogénese do FXN 1-210. O
impacto dessas mutagdes que podem incluir desde efeitos na eficiéncia de dobramento,
estabilidade proteica, suscetibilidade proteolitica, funcdo ou até mesmo na maturacao da
proteina (PUCCIO; K(ENIG, 2000). Sabe-se que a frataxina humana completa ¢ traduzida
no citosol e direcionada entdo para as mitocondrias usando a sequéncia de direcionamento
no dominio N-terminal, no caso da frataxina o peptideo de transicdo, FXN42, FXN56 e
FXN78 (Figura 5), sendo clivada apos sua importacao para o interior das mitocondrias
(MONFORT et al., 2022).

As mutagoes [154F ¢ W155R levam a forma de FRDA com sintomas mais
graves (PUCCIO; K(ENIG, 2000). Em um estudo feito por Koutnikova et al.1998, o
grupo sugeriu que a ligagdo e clivagem da frataxina pela MPP parecem parcialmente
afetadas por mutagdes missense causadoras da FRDA em sua por¢do N-terminal em
comparagdo com a frataxina do tipo selvagem (KOUTNIKOVA; CAMPUZANO;
KOENIG, 1998).

Nesse estudo, as analises de RMSF e Bfactor da proteina nativa e suas variantes,
[154F e W155R, indicaram alteracao de flexibilidade da proteina na parte N-terminal das
duas variantes, porém em maior propor¢do na variante [154F. Os dominios peptideo de
transi¢do, FXN42, FXN56 e FXN78 em que foram achadas as alteracdes de flexibilidade
apontadas, podem afetar assim maturagdo e a clivagem da frataxina, que ocorrem na
por¢ao N-terminal onde se encontram esses dominios. Nossos achados estao alinhados
com o descrito por Koutnikova et al.1998 e Puccio et al. 2000, e poderiam estar
relacionados aos fendtipos mais graves de FRDA causados pelas mutagdes missense
[154F e W155R.

Alteragoes de flexibilidade podem levar a alteracdes fortes e ndo intuitivas nas
propriedades de interacdo de proteinas, sendo que a flexibilidade estrutural de uma
proteina € um ponto determinante para a afinidade e especificidade de ligacdes quimicas,
interagdo com outras moléculas e maturagdo proteica (FORREY; DOUGLAS; GILSON,
2012). Além disso, a funcdo bioldgica de uma proteina ¢ geralmente determinada por seus
movimentos essenciais, especialmente aqueles envolvidos em interagdes proteicas e
ligacdo a substratos (PEREIRA et al., 2020). Sendo assim, as alteracdes observadas
durante as simulagdes de DM para as variantes analisadas podem afetar as propriedades

de maturagdo da frataxina ja que ocorrem, em maior propor¢ao, na por¢ao N-terminal.
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5 Conclusio

No presente trabalho, foram compiladas 226 mutagdes missense na frataxina
humana (FXN). As analises preditivas indicaram uma alta incidéncia de mutacdes
deletérias e desestabilizadoras, especialmente em residuos conservados, sugerindo um
impacto significativo na fungao proteica. O algoritmo SNPEffect4.0 identificou mutacdes
que promovem alteragdes na tendéncia a agregacdo proteica e formacao de fibras
amiloides, associadas ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.

Para explorar as alteragdes estruturais causadas por mutagdes, realizdmos
alinhamentos das estruturas das variantes [154F e W155R com a FXN tipo selvagem
durante simula¢des de dindmica molecular (MD). O alinhamento resultou em valores de
RMSD de 3,35 A e 3,81 A, revelando perturbagdes estruturais significativas,
principalmente no dominio N-terminal, que podem comprometer a fungdo da proteina.

A frataxina humana ¢ uma proteina altamente conservada, sintetizada como uma
pré-proteina que requer processamento proteolitico para se tornar funcional. As mutagdes
relacionadas a ataxia de Friedreich (FRDA) no gene FXN podem impactar a estabilidade
proteica, o dobramento, a maturacao e a fun¢do da frataxina. Estudos anteriores indicaram
que as mutagdes [154F e W155R reduzem a estabilidade termodindmica e comprometem
a maturacdo da proteina, associando-se a forma mais severa da FRDA.

Nossas simulagdes MD mostram que as mutagdes [154F e W155R afetam a
estrutura e a dindmica da FXN, especialmente no dominio N-terminal, crucial para a
maturacao proteica. Estas alteracdes podem prejudicar o reconhecimento e clivagem da
FXN pela peptidase de processamento mitocondrial (MPP), comprometendo a capacidade
da proteina de atingir uma conformacao funcional e impactando sua ligacdo aos alvos.
Esses achados corroboram a literatura existente e ampliam a compreensdo dos

mecanismos pelos quais essas mutagdes contribuem para a patogénese da FRDA.
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APENDICES

APENDICE A - Variantes da proteina frataxina compiladas no banco de dados

do dbSNP.

Variantes rsID Significincia clinica
M1V 15147643987 Desconhecido
MIL 15147643987 Desconhecido
MI1I rs104894108 Deletério
MIK rs142133355 Desconhecido
MIT rs142133355 Desconhecido
W2L rs1831535584 Desconhecido
L4P rs1197008330 Desconhecido
G5R 1s960895342 Desconhecido
R6L 1s992322273 Desconhecido
R6H 1s992322273 Desconhecido
R7H rs1194735245 Desconhecido
A8G 1rs775586060 Desconhecido
A8T rs1831536106 Desconhecido
VoI rs1431787480 Desconhecido
A10T 1s947792827 Desconhecido
Al10V rs1831536332 Desconhecido
G111V rs1373837878 Desconhecido
G118 1s1639970994 Desconhecido
L121 rs1168839252 Desconhecido
L12V rs1168839252 Desconhecido
L13Q rs1462047732 Desconhecido
Al4E 15761236678 Neutro

717



P16H rs1384835969 Desconhecido
P16S rs1392880712 Desconhecido
S17T rs1831536874 Desconhecido
P18A 151275914423 Desconhecido
P18T 151275914423 Desconhecido
A19S rs1316684728 Desconhecido
A21V rs1831537475 Desconhecido
A21D rs1831537475 Desconhecido
Q22R rs1831537597 Desconhecido
T231 1s572324212 Desconhecido
T23N 1s572324212 Desconhecido
T23A 1s777206398 Desconhecido
T23S 1s572324212 Desconhecido
L24F rs1052328470 Desconhecido
T25N rs1423258307 Desconhecido
T25A rs1831537991 Desconhecido
R26W 1s536676174 Desconhecido
R26Q rs1167243329 Desconhecido
V27F rs1831538235 Desconhecido
P28R 151292894778 Desconhecido
R29Q rs1385313783 Desconhecido
R29L rs1385313783 Desconhecido
P30L rs1339514881 Desconhecido
P30Q rs1339514881 Desconhecido
P30T 151295948276 Desconhecido
E32K 1s555289797 Desconhecido
E32Q 1s555289797 Desconhecido
L33V rs767135118 Neutro

P35L rs1244615817 Desconhecido
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C37R rs1261839617 Desconhecido
G38S 1s576852565 Desconhecido
G38C rs576852565 Desconhecido
R39L rs1564326540 Desconhecido
R39H rs1564326540 Desconhecido
R39C rs1010056458 Desconhecido
R40C rs145854903 Deletério
G41V rs1831539533 Desconhecido
G41R rs1388134271 Desconhecido
L42R rs1028088816 Desconhecido
R43H 1s752207437 Desconhecido
R43P 1s752207437 Desconhecido
R43L 1s752207437 Desconhecido
R43C rs1486151799 Desconhecido
T44N 1rs544129099 Neutro

T441 1rs544129099 Neutro

T44P 1s1423319770 Desconhecido
D45N 1s755663313 Desconhecido
D45H 1s755663313 Desconhecido
146N rs1464752486 Desconhecido
146S 151464752486 Desconhecido
146T rs1464752486 Desconhecido
146V rs1831540145 Desconhecido
146M 1s565294240 Desconhecido
D47E 151202974994 Desconhecido
A48T rs1358112208 Desconhecido
A48V rs1156655103 Desconhecido
T49N 15995690945 Desconhecido
T49P rs1587811863 Desconhecido
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T49S 1s995690945 Desconhecido
C50R rs1304232460 Desconhecido
C50Y rs1376272802 Desconhecido
C50F rs1376272802 Desconhecido
T51M rs1395007559 Desconhecido
T51A rs1831540731 Desconhecido
P52S 1s992332123 Desconhecido
P52T 1s992332123 Desconhecido
P52L 151026671871 Desconhecido
R53H rs1023779193 Desconhecido
R53L rs1023779193 Desconhecido
R54H 1s979225932 Desconhecido
R54C 15969560796 Desconhecido
R54G 15969560796 Desconhecido
ASST rs1316008371 Desconhecido
S56N rs1831753352 Desconhecido
S56R rs1831753436 Desconhecido
SS57L rs180718803 Desconhecido
Q59H rs1273492939 Desconhecido
R60H rs141858334 Neutro

R60C rs373519193 Desconhecido
G61V 1s902854618 Desconhecido
G61S rs1239150831 Desconhecido
L62P 1s763682148 Desconhecido
N67S rs146284289 Desconhecido
V68A rs778674959 Desconhecido
V638G rs778674959 Desconhecido
V681 151223712761 Desconhecido
V73A rs1051718716 Desconhecido

80



Y74C 15750274023 Desconhecido
M76V rs59907886 Neutro

M76T rs1273772459 Desconhecido
K80ON rs1169387979 Desconhecido
S81T 1s555673369 Desconhecido
L84W rs57777433 Desconhecido
L84F 1s747283339 Desconhecido
G85A 1s57215370 Desconhecido
G85V 1s57215370 Desconhecido
H86P rs1587818053 Desconhecido
G88C 151340263641 Desconhecido
DI91H 1s373668521 Desconhecido
E92K rs1831884210 Desconhecido
T931 rs778620538 Desconhecido
T94A 13766667087 Desconhecido
Y95H rs1258217167 Desconhecido
Y95C rs1184832782 Desconhecido
E96K 1s762990650 Desconhecido
R97K rs1378785673 Desconhecido
R97G rs1181092877 Desconhecido
A99T 15766086086 Desconhecido
E100A 1s541981554 Desconhecido
T102M 1s964046026 Desconhecido
D104E rs1831885244 Desconhecido
S105F 15267602259 Desconhecido
L106S rs104894105 Deletério
L106V rs1285151894 Desconhecido
A107P rs1831885649 Desconhecido
E108V rs1587821826 Desconhecido

81



E108D rs1564333434 Desconhecido
F110S rs1831885938 Desconhecido
D112H 1s1239243428 Desconhecido
D112Y 1s1239243428 Desconhecido
DI112A rs1587821839 Desconhecido
L1131 rs1219540200 Desconhecido
All14V 1s767712381 Desconhecido
DI115E 1s756215781 Desconhecido
K116E rs1165716226 Desconhecido
P117T rs867960097 Desconhecido
P117L rs778049381 Desconhecido
Y118C 1s749780215 Desconhecido
T119K 1s757847415 Desconhecido
T119M 1s757847415 Desconhecido
D122Y 15142157346 Desconhecido
Y123F rs1831886976 Desconhecido
G130A rs104894107 Deletério

G130V rs104894107 Deletério

G130S rs1681448766 Desconhecido
T133A rs1340783297 Desconhecido
V1341 1s759441343 Desconhecido
V134G rs1316786478 Desconhecido
K135R 13771963647 Desconhecido
G138R 1s775491351 Desconhecido
D139Y 1s760965156 Desconhecido
D139V 15764352477 Desconhecido
N146K 15146818694 Deletério

QI148R rs140472905 Desconhecido
T149M 1s551991546 Desconhecido
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T149A 151424491000 Desconhecido
K152E rs1432630081 Desconhecido
QIS53R rs77781994 Desconhecido
QI53H rs780387020 Desconhecido
1154V rs104894106 Deletério
1154F rs104894106 Deletério
WI155R rs138471431 Deletério
L156I 151423162963 Desconhecido
L156P 15143340609 Desconhecido
S158A rs748916855 Desconhecido
S158P rs748916855 Desconhecido
S160C rs1372039162 Desconhecido
S161T rs1832143962 Desconhecido
S161R 151475266569 Desconhecido
K164R rs1832295048 Desconhecido
R165H rs143396368 Desconhecido
R165C rs138034837 Desconhecido
R165P 1s143396368 Desconhecido
Y166F rs901095040 Desconhecido
G170W rs1345161827 Desconhecido
K171E rs1280128357 Desconhecido
K171R 13781204747 Desconhecido
W173G 1s56214919 Deletério
VI174L 151832295554 Desconhecido
VI174A 151212674570 Desconhecido
Y175F 151052201 Desconhecido
H177Y 1s747833464 Desconhecido
D178E 1561754561 Neutro
D178N 15777926714 Desconhecido
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G179S rs1189451813 Desconhecido
V180M 1s774482038 Desconhecido
S181C rs568327835 Desconhecido
L182F 15139616452 Desconhecido
L182H rs149335881 Desconhecido
H183Y rs1228124556 Desconhecido
H183L rs144610605 Desconhecido
HI183R 15144610605 Desconhecido
L186R 15148443992 Desconhecido
Al187V 151474150285 Desconhecido
A188T rs776068810 Desconhecido
T191S 15200532520 Desconhecido
T191A 15200532520 Desconhecido
A193P 15762731436 Desconhecido
T196A 1s765980325 Desconhecido
K197R rs1832296959 Desconhecido
L198V rs1036228270 Desconhecido
L198R 15144104124 Desconhecido
D199N 1s751170542 Desconhecido
D199G 1s754523390 Desconhecido
L200S rs1379863332 Desconhecido
S202C rs1052195 Desconhecido
S202P rs1384605005 Desconhecido
L203F 151832297474 Desconhecido
A204P rs780954419 Desconhecido
S206Y rs1289276430 Desconhecido
S206C 1s1289276430 Desconhecido
S206T rs1832297570 Desconhecido
G207R 1s777584849 Desconhecido
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D209G

1574621026

Neutro

APENDICE B - Anélise da predi¢io funcional das variantes da proteina

frataxina.

Variantes | PredictSNP | PhD-SNP | PolyPhen-2 SIFT SNAP | PANTHER | SNP&GO | PMut | SNAP2 | Mutpred2
MIL Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
MI1K Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério Neutro
MIT Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério Neutro
M1V Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro Neutro | Deletério Neutro
MII Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
W2L Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério

L4P Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G5R Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério Deletério Deletério | Neutro [ Neutro Deletério
R6H Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R6L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R7H Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
A8G Deletério Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
A8T Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
VoI Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
A10T Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
AlO0V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
GI11S Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
GIl1V Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
L121 Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
L12V Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
L13Q Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
Al4E Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
P16H Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P16S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Neutro Deletério
S17T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
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P18A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
P18T Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro | Neutro Deletério
A19S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
A21D Deletério Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
A21V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Neutro Deletério
Q22R Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T23A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
T23N Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T 231 Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T23S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
L24F Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Neutro Deletério
T25A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Neutro Deletério
T25N Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
R26Q Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
R26W Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
V27F Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro [ Neutro Deletério
P28R Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R29Q Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R29L Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
P30Q Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
P30L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro [ Neutro Deletério
P30T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
E32Q Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
E32K Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
L33V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P35L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Neutro Deletério
C37R Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G38C Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G38S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
R39C Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Neutro Deletério
R39H Neutro Neutro Deletério Neutro | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R39L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R40C Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
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G41R Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G41V Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
L42R Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R43C Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R43H Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
43L Neutro Deletério Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R43P Deletérios Deletério Neutro Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
T44 N Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T441 Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
T44P Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
D45 N Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
D45H Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
146 N Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
146M Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
146S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
146T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
146V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
D47E Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
A48T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
A48V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T49 N Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Deletério
T49P Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério
T49S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Deletério
C50R Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
C50F Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
C50Y Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
T51A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
T51M Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P52L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P52S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P52T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
R53H Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
R53L Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
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R54C Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R54G Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R54H Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
AS5T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
S56R Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
S56 N Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
S57L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
Q59H Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
R60C Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
R60H Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
G61S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G61V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
L62P Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério Neutro
N67S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
V68A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
V68G Neutro Deletério Neutro Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
V681 Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
V73A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
Y74C Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
M76T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
M76V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neut Deletério | Deletério
K80 N Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
S81T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
L84F Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
L84W Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério
G85A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
G85V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério
H86P Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
G88C Neutro Neutro Deletério Deletério [ Neutral Deletério Neutro Neutro Neutro Deletério
DI91H Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
E92K Neutro Deletério Neutro Neutro | Deletério Neutro Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
T931 Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
T94A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
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Y95C Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
Y95H Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
E96K Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Deletério | Deletério Neutro
RI7G Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
RI7K Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
A99T Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
E100A Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Neutro | Deletério | Deletério Neutro
T102M Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
DI04E Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
S105F Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
L106S Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
L 106V Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Neutro | Deletério | Deletério Neutro
A107P Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
E108 D Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
E108V Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
F1108 Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
DI12A Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
DI112H Neutro Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
D112Y Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
L1131 Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
Al14V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
DI15E Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
K116E Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
P117L Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
P117T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
Y118C Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
T119K Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério | Deletério | Deletério Neutro
T119M Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
D122Y Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
Y123F Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
GI30A Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
G130S Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
G130V Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
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T133A Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
V134G Deletérios Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério Neutro
V1341 Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
K135R Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
GI138R Deletério Deletério Deletério Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
D139Y Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
D139V Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
N146K Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
QI148R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
T149A Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
T149M Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
K152E Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
QI53R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério Neutro
QI153H Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério Neutro
1154F Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
1154V Neutro Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
WI155R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
L1561 Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério
L156P Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
S158A Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
S158P Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
S160C Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
S161R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
S161T Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
K164R Deletério Deletério Neutro Deletério | Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
R165C Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
R165H Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Neutro | Deletério Neutro
R165P Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
Y166F Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
G170W Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
K171R Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
K171E Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
W173G Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
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V174A Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
V174L Neutro Deletério Neutro Deletério | Neutro Neutro Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
Y175F Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
H177Y Deletério Deletério Neutro Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
D178 N Neutro Deletério Deletério Deletério | Neutro Neutro Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
DI178E Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
G179S Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
V180M Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
S181C Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutrol Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
L182H Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
L182F Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
HI183R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
HI183L Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Neutro Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
H183Y Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
L186R Deletério Deletério Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
A187V Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Deletérios Neutro Neutro Neutro Deletério
A188T Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
T191A Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
T191S Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
A193P Deletério Deletério Deletério Neutro | Deletério Deletério Deletério | Neutro | Deletério | Deletério
T196A Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
K197R Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
L198R Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
L198V Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
D199 N Neutro Neutro Deletério Neutro Neutro Deletério Neutro | Deletério | Neutro Deletério
D199G Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
L200S Deletério Neutro Deletério Deletério | Neutro Deletério Deletério | Deletério | Deletério Neutro
5202C Neutro Neutro Neutro Deletério | Neutro Deletério Neutro Neutro Neutro Deletério
S202P Deletério Deletério Deletério Deletério | Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
L203F Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Neutro | Deletério | Deletério | Deletério
A204P Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
S5206C Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro Neutro Deletério
S206T Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério
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S206Y Deletério Neutro Deletério Deletério | Deletério Deletério Deletério | Deletério | Deletério | Deletério
G207R Neutro Neutro Deletério Neutro | Deletério Neutro Neutro Deletério | Deletério | Deletério
D209G Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro Neutro | Deletério | Deletério

Mutant3.0 e o SNPEffect.

Variantes | -MUTANT3.0 TANGO WALTZ | LIMBO
MIL Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
MIK Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
MIT Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
M1V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
MII Aumenta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
W2L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L4P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G5R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R6H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R6L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R7H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A8G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
AS8T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta

VoI Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
AI10T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
AlOV Nao afeta Aumenta Nao afeta | Nio afeta
Gl11S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
GI11V Nao afeta Aumenta Nao afeta | Nio afeta

L121 Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
LI12V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L13Q Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
Al4E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta

APENDICE C - Analise das variantes da proteina frataxina de acordo com o I-
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P16H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P16S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S17T Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P18A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P18T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
A19S Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
A21D Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A21V Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
Q22R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T23A Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T23 N Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T231 Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T23S Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L24F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T25A Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T25N Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R26Q Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R26 W Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
V27F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P28R Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R29Q Nio afeta Nio afeta Nio afeta | Nio afeta
R29 L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P30Q Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P30L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P30T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
E32Q Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
E32K Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L33V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P35L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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C37R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
G38C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
G38S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R39C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R39H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R39L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R40C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G41R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G41V Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L42R Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R43C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R43H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R43L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R43P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T44N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T441 Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T44P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
D45N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
D45H Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
146N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
146M Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
146S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
146T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
146 V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
D47E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A48T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A48V Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T49N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T49P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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T49S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
C50R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
C50F Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
C50Y Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T51A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T51IM Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
P52L Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P52S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P52T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R53H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R53L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R54C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R54G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R54H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
AS55T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S56R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S56N Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S57L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
Q59H Diminui Nio afeta Nio afeta | Nio afeta
R60C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R60H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
G61S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
G61V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L62P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
N67S Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
V68A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
V638G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
V681 Nao afeta Nao afeta Aumenta | Nao afeta
V73A Diminui Nao afeta Aumenta | Ndio afeta
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Y74C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
M76T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
M76V Diminui Aumenta Nao afeta | Nio afeta
K80N Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S81T Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L84F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L84W Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G85A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G85V Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
H86P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G88C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
DI91H Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
E92K Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T931 Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T94A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
Y95C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
Y95H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
E96K Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
RI7G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
RI7K Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
A99T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
E100A Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T102M Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
DI104E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S105F Aumenta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L106S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L106V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A107P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
E108D Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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E108V Nao afeta Aumenta Aumenta | Nio afeta
F110S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
DI12A Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
DI112H Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
DI112Y Nao afeta Nao afeta Aumenta | Ndio afeta
L1131 Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
All4V Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
DI15E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
KI116E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P117L Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
P117T Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
Y118C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T119K Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
TI119M Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
DI122Y Nao afeta Nao afeta Aumenta | Nio afeta
Y123F Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
GI30A Diminui Aumenta Nao afeta | Nao afeta
G130S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
G130V Nao afeta Aumenta Nao afeta | Nio afeta
TI133A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
V134G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
V1341 Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
KI135R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
GI38R Nao afeta Diminui Nao afeta | Nao afeta
DI139Y Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
D139V Nao afeta Aumenta Nao afeta | Nao afeta
N146K Nao afeta Diminui Nao afeta | Nao afeta
QI148R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T149A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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T149M Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
K152E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
Q153R Nio afeta Nio afeta Nio afeta | Nio afeta
Q153H Diminui Nio afeta Nio afeta | Nio afeta
[154F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
1154V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
WI155R Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L1561 Diminui Nao afeta Aumenta | Nao afeta
L156P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S158A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S158P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S160C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S161R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S161T Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
K164 R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R165C Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
R165H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
R165P Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
Y166F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
GI170W Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
K171R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
K171E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
W173G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
V174A Diminui Nao afeta Aumenta | Nao afeta
V1741 Diminui Nao afeta Aumenta | Nao afeta
Y175F Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
HI177Y Nao afeta Aumenta Nao afeta | Nao afeta
DI178N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
D178E Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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G179S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
V180M Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S181C Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L182H Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L182F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
HI183R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
HI183L Aumenta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
HI183Y Nao afeta Nao afeta Aumenta | Nao afeta
L183R Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
AlL8TV Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A188T Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
T191A Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T191S Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
A193P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
T196A Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
K197R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L198R Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L198V Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
DI199N Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
D199G Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
L200S Diminui Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S5202C Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
S202P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
L203F Diminui Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
A204P Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S206C Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S206T Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
S206Y Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nao afeta
G207R Nao afeta Nao afeta Nao afeta | Nio afeta
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D209G Diminui ‘ Naio afeta ‘ Nao afeta | Ndo afeta
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