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Resumo

A Huntingtina € uma proteina existente nos neurdnios, que transita
constantemente entre o nucleo e o citoplasma, apresenta 3142 residuos de
aminoacidos em sua cadeia. MutagBes na sequéncia de amino&cidos da
Huntingtina (HTT) pode causar algumas doencas, dentre elas a sindrome de
Rett. Pouco se sabe sobre as informacfes estruturais da HTT, devido a
complexidade de se obter um método que permita sua descricdo detalhada.
A sindrome de Rett € caracterizada pela interrupcdo do desenvolvimento
neuromotor, ocorrido de maneira prevalente em meninas. A causa da Sindrome
de Rett se da por uma mutacdo no gene que codifica a proteina-2 de ligacéo
metil-CpG - MECP2, a variante congénita da sindrome de Rett, € causada por
uma mutacao no gene FOXG1. Com tudo o estudo se baseia em mutagdes que
geram as mesmas caracteristicas fenotipicas que definem a sindrome de Rett,
porém em regides diferentes a MECP2 e FOXG1, estando vinculado a dois
casos da sindrome ocorrido tanto pela mutacdo P703L(LOPES et al., 2016)
como pela F2717L(RODAN et al., 2016), apresentando resultados diferentes
em cada um dos casos e mesmo assim estando dentro do quadro clinico da
sindrome de Rett. O trabalho computacional nos permite realizar manipulacdes
de menor custo, facilitando a andlise relacionada a um genoma por completo,
trazendo melhor clareza dos organismos e da complexidade de seus fatores
biol6gicos. Nesse estudo objetivamos analisar as alteracBes funcionais e
estruturais das mutacées P703L e F2717L da proteina HTT por modelagem
estrutural in silico. por meio da utilizacdo de algoritmos e software realizamos
de uma forma geral: alinhamento, identificacdo de padrbes de sequéncias e

modelagem da proteina e suas variantes.



ABSTRACT

Huntingtin is an existing protein in the neurons, that transits constantly between
nucleus and cytoplasm, presents 3142 amino acid residues in its chain.
Mutations in the HTT amino acid sequence can cause some diseases, including
Rett syndrome. Little is known about the structural information of HTT, due to
the complexity of obtaining a method that allows its detailed description. Rett
syndrome is characterized by the interruption of neuromotor development,
which is prevalent in girls. The cause of Rett's syndrome is due to a mutation in
the gene that encodes the methyl-CpG-binding protein-2 - MECP2, the
congenital variant of Rett's syndrome, is caused by a mutation in the FOXG1
gene. However, the study is based on studies of mutations that generate the
same phenotypic characteristics that define Rett syndrome, but in different
regions to MECP2 and FOXGL1, being linked to two cases of the syndrome that
occurred both by the P703L mutation (LOPES et al., 2016) as well as by
F2717L (RODAN et al., 2016) presenting different results in each case and still
being within the clinical picture of Rett syndrome. The computational work
allows us to perform manipulations at a lower cost, facilitating the analysis
related to a complete complete genome, bringing better clarity of the organisms
and the complexity of their biological factors. In this study we aim to analyze the
functional and structural changes of the HT70 protein P703L and F2717L
mutations by structural modeling in silico using algorithms and software in
general: alignment, identification of sequential patterns and modeling of the

protein and its variants.
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Introducéo

A Huntingtina é uma proteina amplamente expressa em neurénios. Esta
proteina de 3142 residuos de aminoacidos, transita constantemente entre o
ndcleo e o citoplasma e desempenha um papel essencial no desenvolvimento
humano. Consequentemente, alteracdes nesta proteina podem levar ao
surgimento de patologias graves, dentre as quais, a mais conhecida é a doenca
de Huntington, a qual é causada pelo excesso de trinucleotideos consecutivos
CAG gque codificam uma regido de poliglutamina N-terminal na sequéncia
genética da Huntingtina (Futter et al., 2009 ). Entretanto, estudos demostram
gue diferentes mutacdes que podem ocorrer na sequéncia de aminoacidos da
Huntingtina, provocando outras patologias, como por exemplo, a sindrome de
Rett, causada tanto pela mutacdo P703L(LOPES et al., 2016) como pela
F2717L(RODAN et al., 2016), que resultam em caracteristicas clinicas
distintas.

O Brasil ainda é um pais carente em dados epidemiologicos sobre a
sindrome de Rett. Contudo, estudos anteriores relataram o quadro clinico de
pessoas portadoras desta sindrome, a exemplo do primeiro caso identificado
por Rosemberg et al., 1986. A incidéncia da sindrome de Rett é estimada entre
1:10.000 e 1:15.000 meninas com casos da doenca, admitindo ser uma das
causas mais observadas de deficiéncia mental severa que afeta o sexo
feminino (Schwartzman JS., 2003). Um estudo mais recente realizou o
sequenciamento de 80 pacientes com sindrome de Rett, encontrando vinte e
nove diferentes variacbes em 49 pacientes. Destes, 34 (69,4%) pacientes
apresentaram a forma classica da sindrome, enquanto 15 (30,6%)
apresentaram formas atipicas da doenca. Além disso, 13 das 29 mutacdes
detectadas representam novas variacdes de sequéncia (Leila Schuindt et al.,
2010).

A ampla distribuicdo da em diferentes organelas e a alta capacidade de
interac6es moleculares da Huntingtina, no entanto, dificulta o esclarecimento
das suas funcdes biolégicas, bem como dos mecanismos moleculares que

levam ao desenvolvimento das patologias associadas (Matthias Michalek et al.,



10

2013). Portanto, a realizacédo de estudos voltados a compreensao das funcdes
desta proteina, bem como dos mecanismos fisiopatoldégicos associados a
sindrome de Rett possuem uma relevancia clinica significante e poderdo

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Fisiopatologia da Sindrome de Rett

A sindrome de Rett é definida como um grupo de sinais e sintomas de
manifestacdes clinicas, independentemente da etiologia, que caracteriza a
suspencao do desenvolvimento neuromotor, prevalente em criangas do sexo
feminino. Aparentemente as manifestacdes clinicas sédo perceptiveis a partir de
6 a 8 meses de vida. De forma geral, os primeiros sinais clinicos sdo 0s
movimentos estereotipados com as méos e a microcefalia, com posterior
desenvolvimento de convuls@es e retardo mental. Embora seja raro, ha relatos
de meninos afetados, 0s quais apresentaram classicamente mosaicismo
somatico ou um cromossomo X extra (Moog et al., 2003).

A forma classica da Sindrome de Rett é decorrente de uma mutacao no
gene que codifica a proteina-2 de ligagdo metil-CpG - MECP2; no cromossomo
Xg28. O MECP2 é uma proteina associada a cromatina que se liga a
sequéncias CpGs metilados, podendo ativar e reprimir a transcri¢cdo. A principal
funcdo de MECP2 €& condensar a cromatina para montagem de novas
estruturas secundarias, sendo necessaria para a maturacéo e desenvolvimento
dos neurbnios (Swanberg et al., 2009).

A variante congénita da sindrome de Rett € causada por uma mutagéo
no gene FOXG1 localizado no cromossomo 14g13. O gene FOXGL1 codifica um
fator de transcricdo do desenvolvimento com atividades repressoras (Murphy et
al.,1994 ; Li et al.,1995), causando um distirbio do desenvolvimento
neurologico grave com caracteristicas da sindrome de Rett classica, mas com
inicio mais precoce nos primeiros meses de vida, diferindo, neste aspecto, do
desenvolvimento tardio visto na forma classica. Ndo ha cura para esta
condicdo, embora medicamentos, fisioterapia, psicoterapia e suporte nutricional
ajudam a controlar os sintomas, evitar complicagdes e melhorar a qualidade de
vida (Mitter et al., 2018)
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Por outro lado, a sindrome de Rett definida como forma atipica, engloba
0s demais casos que se enquadram nas caracteristicas clinicas da sindrome,
embora nem todas as manifestacbes clinicas estejam necessariamente
presentes. Além disso, as manifestacbes podem se dar em idade diferente da
esperada, e ndo envolver a mutacdo do gene MECP2 nem de sua variante
congénita FOXG1(Zahraa, et al., 2020).

Sindrome de Rett no sexo masculino

Os primeiros casos de Sindrome de Rett em meninos foram descritos em
1990, um deles por Coleman e outros dois por Philippart. De um modo geral,
meninos com sindrome de Rett sofrem de morte prematura ou, entdo, aborto
espontaneo durante a gestacdo, devido ao comprometimento grave do
desenvolvimento neurolégico (Topcgu et al., 2002). No entanto, € descrito que
meninos podem desenvolver a sindrome em trés diferentes situacdes: 1)
meninos que ndo apresentam alteracdes em seu caridtipo para 0 Sexo
masculino (46, XY), mas possuem mutacées no gene MECP2. Neste caso,
pode ocorrer duplicacdo do gene MECP2 ou ainda, auséncia de cOpia do gene
para contrabalancar a mutacdo do alelo, o que leva a manifestacdo de
sintomas severos nos pacientes (COSTA, Marcella., 2016); 2) meninos que
apresentam o cariétipo (47, XY), caracterizado pela presenca da Sindrome de
Klinefelter, o que esta associado a mutacdo do alelo do gene MECP2 em um
dos cromossomos X, formando um quadro clinico de duas sindromes
concomitantemente, a de Klinefelter com a Sindrome de Rett
(SCHWARTZMAN JS et al., 1998); 3) meninos que apresentam um cariotipo
normal (46, XY) nos quais apenas algumas de suas células somaticas
apresentam um alelo mutado, podendo ocorrer com iSSO 0 mosaicismo
somatico (Topcu et al., 2002).

Meninos com Sindrome de Rett apresentam pouca chance de
sobreviver, atingindo no maximo dois anos de idade. Esse aspecto difere
significativamente do que € observado nas meninas, cuja expectativa de vida
varia entre 60 e 70 anos. Esta diferenca notoria se da pela presenca de dois

cromossomos X nas meninas (Hagberg, et al., 2002).
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Critérios de diagnostico

O diagnostico da Sindrome de Rett, especialmente na sua forma
classica, é realizado a partir das caracteristicas clinicas. Exames para detectar
alteracdes genéticas no gene para MECP2 ou de sua variante FOXG1 séo
realizados apenas para diagnoéstico da sindrome na forma atipica. O acordo
internacional aceito e formado nos ultimos anos foi publicado por Hagberg et al.
em 2002, e é o que tem sido utilizado como modelo padrdao no diagnéstico da

sindrome de Rett, conforme mostrado nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas para diagnostico da sindrome de Rett

classica.

Norma para diagnostico da sindrome de Rett Classica.

| — Condic0es:

1 - Progressao pré-natal e perinatal supostamente normal,
2 - Progresséo psicomotora supostamente normal no periodo dos cinco
primeiros meses apds 0 nascimento;

3 - Auséncia inicial da caracteristica de microcefalia.

Il = Surgimento posterior ao periodo normal do desenvolvimento:

1 - Comprometimento do desenvolvimento craniano no periodo
entre o 5° e 0 48° més de vida;

2 - Comprometimento das habilidades manuais adquiridas no
periodo do 5° a 30° més de vida, com o surgimento subsequente de
movimentos estereotipados das méaos (por ex. gestos como torcer
ou lavar as maos);

3 - Desinteresse precoce do ambiente de ambito social;

4 - Marcha e movimentos do tronco desordenados ou diminui¢c&o do
tdnus muscular;

5 - Comprometimento severo das linguagens seja ela para se

expressar ou de receptividade, com severo retardo psicomotor.
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Fonte: The Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work Group (1988) & DSM-IV-TR (2002)

Tabela 2. Caracteristicas de suporte ao diagnéstico da sindrome de Rett.

Suporte ndo obrigatério ao diagndstico.

1 - Hiperventilagéo;

2 - Escoliose progressiva;

3 - Crises epilépticas;

4 - AlteracOes diversas no eletroencefalograma de sono (EEG de
sono);

5 - Disturbios vasomotores e tréficos de extremidades (méos e pés
pequenos e frios);

6 - Retardo pondero-estatural (baixa estatura e peso subnormal);

7 - Ranger de dentes (bruxismo);

8 - Padrbes de sono anormais (despertar noturno, sonoléncia
diurna)

9 - Constipacéo ou prisdo de ventre crénica;

10 - Distenséo do abdome por ingestéo de ar

11 - Sinais espésticos, ridez e distonias.

Fonte: The Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work Group (1988) & DSM-IV-TR (2002)

Nem todos os casos da sindrome de Rett necessariamente apresentam
mutacdo em MECP2, como também existem casos de pacientes com a
mutacdo em MECP2 que ndo desenvolveram caracteristicas que se
enguadram no diagnostico da sindrome de Rett. Sendo assim, a caracteristica
de maior relevancia para diagnostico € um periodo de regressdo do
desenvolvimento, seguida de recuperacao ou estabilizacdo limitada. Embora a
microcefalia seja um fator que dé suporte ao diagnéstico classico, ela ja nao é
mais vista como necessaria para determinar o diagnostico (Neul et al., 2010).

Para o diagnostico das formas atipicas da sindrome de Rett é necessario
apresentar pelo menos 3 requisitos das 6 condi¢cdes de maiores relevancias ou
ainda, 5 requisitos das 11 condicdes de menor relevancia. Pode incluir a
manifestacdo de epilepsia precocemente, anormalidade no desenvolvimento,

possivel preservagdo da fala ou algum tipo de linguagem funcional,
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manifestacdo tardia dos sinais e sintomas (Hagberg B, et al., 2002), conforme

resumido na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas para diagndstico da sindrome de Rett atipica.

Norma para diagnéstico da sindrome de Rett atipica.

| — CondigBes de maior relevancia

1 - Auséncia ou reducdo das habilidades manuais praxicas

2 - Reducéao ou perda da fala em balbucios

3 - Reducéo ou perda das habilidades comunicativas

4 - Desaceleracao do crescimento cefalico nos primeiros anos de vida

5 - Padrdo monaotono de estereotipias manuais

6 - Perfil da desordem Rett: Estagio de regressdo seguido de
recuperacdo da interacdo social contrastando com regressao

neuromotora lenta

Il — Condicdes de menor relevancia

1 - Irregularidades respiratorias

2 - Distensao abdominal / Aerofagia

3 - Bruxismo

4 - Locomocao anormal

5 - Escoliose / cifose

6 - Amiotrofia dos membros inferiores
7 - Contato visual intenso

8 - Resposta diminuida para dor

9 - Episddios de risadas / gritos

10 - Hipotermia, pés arroxeados, crescimento (usualmente)
comprometido

11 - Disturbios de sono, incluindo episédios de terrores noturnos

Fonte: The Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work Group (1988) & DSM-IV-TR (2002)
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Doenca de Huntington

A doenca de Huntington estd bastante vinculada a mutacdo da proteina
huntingtina, com isso, esse tépico vem para ressaltar caracteristicas da doenca
de Huntington que a diferem da sindrome de Rett.

Huntington é uma doenca hereditaria provocada pela morte de
neurbnios. A consequéncia disso gera perda de coordenagdo motora,
locomocédo instavel, perda da fala e degeneracdo mental até o estado de
deméncia (Adam MP, et al., 2018). Na grande maioria das vezes 0s sintomas
surgem entre os 30 e 50 anos de idade, porém existem relatos que a cada
nova geracao mais cedo ocorre a manifestacdo. A doenca abrange entre 4 e 15
em cada 100 000 pessoas de ascendéncia europeia, afetando de igual forma
mulheres e homens (Dayalu P, et al., 2015).

Huntington pode ser herdado tanto da mae quanto do pai, por uma
mutacdo genética autossbmica dominante do gene que formara a proteina
Huntingtina. A expansédo anormal de um trato de poliglutamina na por¢cao N-
terminal da Huntingtina € a causa da doenca de Huntington, devido a uma
repeticdo tripleto CAG que se encontra no gene, resulta nessa forma mutante
da proteina que leva a morte dos neurdnios, porém seus mecanismos nao sao

totalmente compreendidos (Durr A, et al., 2012).

As caracteristicas clinicas da doenga de Huntigton séo:

Tabela 4 . Caracteristicas para diagnéstico da doenca de Huntington.

Sintomatologia.

1 - Coreia (movimentos involuntarios, rapidos, irregulares e sem
finalidade dos membros, da face e/ou do tronco, geralmente
associados a hipotonia e a diminuicédo da forca muscular);

2 - Perda progressiva de memoria;

3 - Transtornos psiquiatricos: depresséo, ansiedade, irritabilidade,
hipersexualidade, egocentrismo.

4 - Disartria (distarbios da fala, mastigacéo e deglutic&o);
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5 - Falaincompreensivel, hesitante, explosiva e desorganizada;

6 - Perda da visao periférica.

Fonte: Duijn E, et al., 2007 - J Neuropsychiatry Clin Neurosci.

A doenca de Huntington ndo é a causa da morte dos portadores, e sim
os disturbios originados dos sintomas em decorréncia do desenvolvimento da
doencga, sendo progressivo o comprometimento do organismo e letal (Duijn E,
et al., 2007).

Um dos motivos que a doenca de Huntington e a sindrome de Rett
parecem compartilhar algumas caracteristicas estd na possivel variacdo que
ocorre no processo de formacdo da Huntingtina, sendo essas variacfes a
possivel causa da doenca. JA que a Huntingtina € uma proteina que interage
diretamente com MECP2 e a reducao da expressao de Huntingtina em todo o
cérebro, leva a um defeito no transporte de BDNF, ocasionando alteragdes em
processos transcricionais, atrofia neuropatolégicas do estriado e apresentacao
clinica de disturbio do movimento compulsivo mais disfuncdo cognitiva
(McFarland, et al., 2014).

Huntingtina

Os dados sobre informacfes estruturais da Huntingtina ainda se
encontram incompletos, devido a complexidade de se obter um método que
permita sua descricdo detalhada. As informacdes ja descritas € que maior parte
de sua formacao é a-helicoidal com trés dominios, existe nos dominios N-
terminal e C-terminal multiplas repeticées do fator de alongamento 3, proteina
fosfatase 2A e lipidios quinase TOR (HEAT), estes estdo organizados de
maneira solenoide, e se apresentam conectados por uma ponte com dominio
menor contendo variadas formas de repeticdes em tandem ( Guo, et al., 2018).

A importancia de se obter mais informacdes da estrutura da Huntingtina
em alta resolucédo se da, para melhor esclarecimento da larga capacidade de
diferentes interacbes que a Huntingtina pode realizar, para o entendimento do
desenvolvimento da patogénese em relacdo a sua funcdo biolégica e de seus

mecanismos moleculares. Aumentando ainda mais o grau de importancia e de
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dificuldade, ao saber de sua vasta localizacdo em um grande numero de
organelas e estruturas celulares, como por exemplo, nucleo, membrana
plasmatica, Reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi, vesiculas endociticas
e mitocondrias. (Matthias Michalek, et al., 2013)

Estudos moleculares, demostram que a Huntingtina é uma proteina
grande de 348 KDa primordial no desenvolvimento embrionario, uma proteina
nuclear altamente expressa que se liga a diversos fatores de transcricao,
desenvolvendo um papel regulatério desses fatores. Apresenta um importante
papel em diversas atividades da célula, como por exemplo: Autofagia,
endocitose e transcricao (Guo, et al., 2018).

Sua grande capacidade de interacdes e suas funcdes bioldgicas
sugerem que a Huntingtina em coparticipagdo com outras moléculas, funciona
semelhante a um grande centro de interacdo entre proteina — proteina, sendo
assim, vias intrinsecas de extrema importancia para atividade do metabolismo
celular pode ser comprometida devido a sua mutacéo ( Futter, et al., 2009 ).

Uma das interagbes que a Huntingtina pode realizar, é a atividade de
regular positivamente a transcricdo do fator neurotréfico de BDNF, fator
importante para a sobrevida de neurbnios, atividade esta de estrema
importancia que acaba sendo comprometida a partir do momento em que a
proteina Huntingtina sofre mutacdo, acarretando no declinio da sintese de
BDNF cortical e uma insuficiéncia no suporte de producao neurotroéfico, levando
a morte desses neurdnios (Zuccato, et al., 2001).

A Huntingtina pode funcionar no interior do ndcleo como uma espécie de
montagem de complexos proteicos, estando voltada para processos de
repressdo transcricional e de processamento de RNA. Sendo assim, a
protedlise da Huntingtina mutante pode causar perturbacfes nas funcées
nucleares e de suas interacdes do complexo proteico (Kegel, et al., 2002).

O gque geralmente acontece em relacdo a Huntingtina mutante € o seu
acumulo no nucleo, por meio da baixa interacdo da por¢cdo N-terminal que é
transportada do nucleo para o citoplasma, esses fragmentos por interacao
molecular com a regido promotora de proteinas que se localiza no poro do
ndcleo ndo conseguem interagir de forma eficaz, ndo completando o seu
transporte para o citoplasma, causando entdo, o acumulo da Huntingtina no

nucleo da célula (Cornett, et al., 2005).
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In silico

O trabalho computacional nos permite realizar manipulagdes de menor
custo, facilitando a analise relacionada a um genoma por completo. Com isso,
0 processo se torna mais rapido para estudos diretamente direcionados a
individuos ou populacdes de individuos, trazendo melhor clareza dos
organismos e da complexidade de seus fatores biol6gicos. Permite o possivel
entendimento da histéria evolutiva de um conjunto de organismos ou até
mesmo, tracar vias de interacbes entre moléculas de um determinado
organismo, tecido ou tipo celular, de uma forma geral: alinhamento,
identificacdo de padrdes sequéncias, filogenia, genomas e biologia de
sistemas. (Hugo Verli. — 12 ED. 2014, Pag.7)

Algoritmo e Modelagem

A utilizacdo de software e algoritmos contribui-se muito para estudos que
envolvem a estrutura das biomoléculas, servindo para analise evolutiva de
conservacdo de residuos e estabilidade da estrutura proteica, possiveis
comparacdes de estruturas em terceira dimensdo, e na realizacdo de seu
alinhamento. Fornecendo entdo, melhores entendimentos sobre seu significado
de conservacdo seja de grandes residuos a pequenos conjuntos de
sequéncias. (Hugo Verli. — 12 ED. 2014, Pag.7)

Dos primordiais avancos conhecidos na pesquisa que envolve a selecéo
de recursos em um conjunto de aplicacdes de bioinforméatica, dois problemas
principais merecem atencdo, como problemas comuns no dominio do uso da
bioinformética: a grande dimensionalidade da entrada e os pequenos tamanhos
de amostra. De modo a solucionar esses problemas, diversas técnicas foram
projetadas por pesquisadores em bioinformatica, como aprendizado de
maquina e mineracao de dados.

De uma forma geral, muitos pesquisadores da area ainda se prendem a
abordagens univariadas. A proposta do uso de algoritmos de selecdo

multivariada pode ser considerada uma das linhas de trabalho mais
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promissoras para a comunidade de bioinformética, como por exemplo, SNPs
mineracdo de texto e literatura e a combinacdo de fontes de dados
heterogéneos, a metodologia se torna essencial no tratamento do carater de
alta dimenséao dessas aplicagdes. (Yvan Saeys et al., 2007)

Os nsSNPs tém sido utilizados no estudo de uma vasta variedade de
doencas. Avaliando a funcdo das proteinas, de suas alteracdes em relacao as
regides de ligacdo ao DNA e do fator de transcricdo, que por sua vez, reduz a
solubilidade das proteinas e desestabiliza suas estruturas. Em vista disso,
compreender as consequéncias de alteragBes funcionais ndo-sinbnimas e
prever as possiveis causas e a base molecular de doencgas requer a integracao
de o maximo de informacbes, sendo elas de diversas fontes heterogéneas,
envolvendo sequéncia, dados estruturais e relacdes entre vias entre proteinas.
Na contemporaneidade, é possivel observar indmeros estudos e recursos que
permitem explorar os efeitos dos nsSNPs na estrutura terciaria de proteinas e
em sua funcionalidade, sendo esses recursos lancados para uso publico (Alper
et al., 2007).

A bioinformética sem duvida possui um papel fundamental na industria
farmacéutica, bem como em outras areas da pesquisa cientifica atualmente. Na
terapia medicamentosa, € importante predizer interagdes entre as moléculas a
fim de avaliar possiveis efeitos colaterais ou melhora-las para que tenham uma
melhor compatibilidade com as moléculas desejadas. Entender as mutacdes
gque podem gerar alteracbes na sequéncia de aminoacidos € de Vvital
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos, mais eficazes no
tratamento de doencas genéticas.

O projeto desenvolvido tem como foco central a utilizacdo de ferramentas
da Bioinformética para analise in silico das mutacdes e modelagem da
Huntingtina Humana, apoiando a ideia de desenvolvimento sustentavel da
ciéncia com baixo custo e impactos ao meio, dessa forma os resultados obtidos
e no projeto tem uma grande importancia, para novas caracterizacdes de
estudos e vantagens sobre possiveis farmacos, que posteriormente possam

auxiliar a minimizar algumas caracteristicas causadas pela mutacao.
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Caso clinico das variantes

O trabalho se iniciou com a andlise de dois casos clinicos distintos mais
gue geram as mesmas caracteristicas fenotipicas que definem a sindrome de
Rett. Embora seja um caso clinico confirmado de sindrome de Rett, as
caracteristicas se enquadram na forma atipica da sindrome, em que a mutacao
presente na Huntingtina ndo envolve os genes MECP2 e FOXG1l ja
anteriormente mencionado. A variante P703L foi descrita como uma variante
heterozigota que no caso foi de origem materna, (LOPES et al., 2016) e da
mesma forma foi descrito para a variante F2717L, porém citado como uma
regido que deduz ser conservada (RODAN et al., 2016).

Da paciente diagnosticada com a sindrome de Rett, e que apresenta a
variante P703L, foi descrito regressdo do desenvolvimento por volta dos 6
meses, apos o periodo de 2 meses a falta de interagdo com o ambiente, com
0s exames neurologicos foi descrito uma dificuldade de degluticéo,
distonia(contracdo que afeta de modo regular um ou varios muasculos ou
membros e, por vezes, 0 eixo corporal), bradicinesia sem rigidez(lentidao
anormal dos movimentos voluntarios), estereotipias manuais(a¢cdes repetitivas
com as maos), e com a ressonancia foi relatado atrofia significativa do estriado,
do cortex e vermis cerebelar, o autor relata atender os critérios do diagndstico
para sindrome de Rett, e mais oito critérios suporte (LOPES et al., 2016).

Em relacdo a paciente que apresenta a variante F2717L, foi descrito um
atraso no seu desenvolvimento desde o nascimento, hipotonia central (reducao
do tonus postural), dificuldades de degluticdo, bruxismo, miopia grave,
hipertonia apendicular progressiva com postura distonica intermitente,
estereotipias na linha média, incluindo tor¢do nas maos. Ela nunca teve
convulsbes. E importante mencionar que nesse estudo, a menina tém dois
irmaos que nao sdo diagnosticados com a sindrome, sendo observado em um
deles, algumas caracteristicas semelhantes a da irmd, mas que ndo se

enguadra no quadro clinico da sindrome de Rett (RODAN et al., 2016).
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Objetivo Geral

Nesse estudo objetivamos analisar as alteracdes funcionais e estruturais
das mutagbes P703L e F2717L da proteina HTT por modelagem estrutural in

silico.

Objetivos Especificos

5.1. Predicao funcional de SNPs, visando estudar a patogenicidade dessas
mutacgoes;

5.2. Obter modelos tridimensionais por algoritmos de modelagem
comparativa e ab initio;

5.3. Alinhamento estrutural dos modelos tridimensionais mutantes e néo

mutantes;

Metodologia

No estudo proposto, foi coletado dados de dois casos clinicos de
sindrome de Rett atipica, decorrente da variacdo de um aminoacido
P703L(LOPES et al, 2016) e de F2717L(RODAN et al., 2016) que
compdem a proteina Huntingtina para analise in Silico, que pode determinar se
essas variantes podem influenciar na estrutura tridimensional, funcional ou na
estabilidade da proteina. Foram criados modelos tedricos estruturais para as
variantes em analise, usando modelagem comparativa por meio das
coordenadas atbmicas fornecidas em bancos de dados. Os resultados obtidos,
posteriormente fardo parte de um banco de dados que esta disponivel
gratuitamente em http: //bioinfogroup.com/database/ e vem sendo atualizado

regularmente.
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Compilacdo das mutacdes na proteina Huntingtina

A compilagdo das mutagBes na proteina Huntingtina descritas na
literatura e em bancos de dados de polimorfismos nao sinénimos (NsSNP)
humanos. Foi entdo, utilizados recursos de dados para mapear O
desenvolvimento de nsSNPs em estruturas de proteinas, fornecendo uma visao
estrutural dos efeitos dos nsSNPs em proteinas como estabilidade,
funcionalidade, interacbes proteina-proteina e outros problemas relacionados
com a estrutura proteica. Essa analise foi realizada em treze algoritmos
distintos avaliando os efeitos funcionais dos polimorfismos. Sao esses: MAPP,
PMUT, nsSNP (Bao L et al.2005), PhD-SNP (Capriotti E et al 2006), Polyphenl
e Polyphen2 (Adzhubei Ivan A at al 2010), PON-P2, Mult Pred, SIFT (Ng PC
2003), SNAP e SNAP2 (Bromberg Y et al. 2008), PredictSNP (De Baets G et al.
2012) e PROVEAN (Choi Y et al. 2012).

Predicdo funcional das muta¢cdes na proteina Huntingtina

Esta abordagem permite identificar se tais mutacdes comprometem a
estabilidade ou a atividade da proteina por predicdes dos efeitos funcionais
usando estruturas tridimensionais de proteinas como guia. Para tanto serdo
utilizados algoritmos como o I-Mutant e o PolyPhen (ADZHUBEI; JORDAN,;
SUNYAEV, 2013).

Modelagem computacional comparativa de ab initio da

estrutura tridimensional das mutacdes da Huntingtina

Para modelagem comparativa foram utilizadas as coordenadas atdémicas
das estruturas tridimensionais determinadas experimentalmente por difracao de
raios-X ou ressonancia magnética nuclear. Quando estes dados ndo estavam
disponiveis foram utilizados modelos tedricos criados a partir dos parametros
termodindmicos da proteina. Esta analise objetiva correlacionar as possiveis

mudangas estruturais causadas pelas mutacdes e a atividade biolégica. Os
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modelos estruturais tedricos das sequéncias proteicas foram criados por
modelagem comparativa utilizando os algoritmos do servidor SWISS-MODEL
(WATERHOUSE et al., 2018)

Alinhamento

Para investigar a similaridade estrutural foram utilizados algoritmos de
alinhamento tridimensional, como o TM-align, que pode realizar comparacoes
da sequéncia de estruturas proteicas, gerando um alinhamento otimizado por
meio de seus residuos, tendo como orientacdo as similaridades estruturais. O
alinhamento estrutural gera um valor definido como TM-score, resultante de
sua similaridade. A pontuacdo estatistica do TM é (0,1), sendo 1
correspondente a uma combinacdo perfeita das estruturas (ZHANG;
SKOLNICK, 2005).

Padrdes e dominios

Para a analise de caracteristicas, padrdes e dominios foram utilizados os

algoritmos disponiveis no EXPASy Proteomics Server(UNIPROT, 2015).

Padrdes de conservacéao

Analise filogenética das sequéncias da proteina Huntingtina humana e de
outros organismos visando evidenciar regides conservadas na evolucdo
(BEREZIN et al., 2004). O Consurf destaca-se por ser uma ferramenta capaz
de projetar uma estimativa da conservacéo evolutiva de aminoacidos de uma
proteina baseado em um banco de dados, é uma das ferramentas da
bioinformética que pontua em um esquema de cores, a superficie da molécula
de interesse, e essa pontuacdo esta vinculada a relacdes filogenéticas da
proteina e da sequéncia de seus homologos. Sendo, portanto, os aminoacidos
considerados de melhor relevancia, aqueles em que ao longo de sua histéria
evolutiva permaneceram conservados tanto para a estrutura, quanto para a sua
funcdo na atividade da proteina ( KREBS; DE MESQUITA, 2016).
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Mutantes

As estruturas mutantes foram obtidas por mutagénese in silico

usando o algoritmo VMD do Linux.

Resultado e Discussao

Em concordancia a casos que ja foram descritos sobre a sindrome de
Rett, relacionado aos efeitos da substituicAo dos aminoécidos das regifes
P703L e F2717L. Esperava-se que todos os algoritmos fossem capazes de
identificar como deletério as variantes, visto que, as regides de interesse para o
estudo j& estdo correlacionadas com casos clinicos da sindrome de Rett.

E de grande relevancia salientar, a existéncia de diferentes
caracteristicas sobre os grupos de algoritmos utilizados na interpretacdo de
suas previsdes. De modo que dentre seus métodos de extrair informacdes
contidas nos alinhamentos de mdultiplas sequéncias, os algoritmos foram
agrupados e diferenciados da seguinte forma: Os algoritmos que estéo
voltados para a previsao estrutural, funcional e de estabilidade da proteina.

Os algoritmos utilizados que estéo voltados para analise estrutural séo:
Phd-SNP, SIFT, SNAP, Pmut, PON-P2; Os algoritmos que estédo voltados nao
apenas para analise estrutural mais também prevé a funcdo exercida pela
proteina sao: Provean, MAPP, MultPred, Predict SNP; Os algoritmos que levam
em consideracdo a predicdo voltada para a estabilidade da proteina em
diferentes condi¢des séo: I-mutant, o Polyphen 1 e o Polyphen 2.

Foi entéo realizado prediges com 13 algoritmos distintos e distribuidos
em duas tabelas para melhor visualizagcdo. Na primeira tabela contendo seis
algoritmos, foram agrupados os que estéo relacionados a questao estrutural da
proteina [Tabela 1], e a outra contendo sete algoritmos, que estdo nao soO
voltados para a questdo estrutural, mas também leva em consideracdo a
funcdo da proteina [Tabela 2] e ainda os trés ultimos algoritmos da segunda
tabela estdo voltados para a estabilidade da proteina em diferentes condi¢des

de testes. Em ambas as tabelas foram adotadas a seguinte nomenclatura:
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neutra (do inglés, Neutral), deletério (do inglés, Deleterious) e indeterminado

(do inglés, Unknown). [7.1]

Predicbes de 13 Algoritmos Sobre o Efeito da substituicdo de

aminoacidos.

Dos seis algoritmos utilizados para a predicdo da funcédo da proteina
Huntingtina em relagdo as variantes, cinco deles determinaram a variante
P703L como deletério e uma das seis, 0 PON-P2 ndo foi capaz de realizar a
predicdo da variante como deletério ou neutro, sendo entdo classificado como
indeterminado. Ja em relacdo a variante F2717L, trés algoritmos foram
capazes de determinar como deletério e apenas o0 SNAP-1 e SNAP-2
determinou a variante como neutro, e mais uma vez o algoritmo PON-P2 foi
incapaz de prever como deletério ou neutro a variante F2717L, classificando
como indeterminado (Tabela 1).

Na tabela 2 observamos o resultado de sete algoritmos, como dito
anteriormente os quatro primeiros estao voltados para a funcao exercida pela
proteina Huntingtina e os trés ultimos a estabilidade da proteina Huntingtina.
Trés desses algoritmos vinculados a funcédo determinaram a variante P703L
como deletério e apenas o MAPP determinou como neutro. A variante F2717L
foi determinada como deletério por todos os quatro algoritmos que prevé a
funcdo da proteina. Os trés dltimos algoritmos vinculados com a estabilidade
da proteina Huntingtina, o I-Mutant e o Polyphen-1 e 2, preveem como deletério

tanto a variante P703L quanto a variante F2717L.
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Tabela 1. Algoritmos Estruturais.

| |PhDSNP [SAT___|SNAP-L_|SNAP2 |PMUT _|PonP2 |

yOEIE Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Indeterminado

F¥hV/ Deletério Deletério Neutro Neutro Deletério Indeterminado

Tabela 2. Algoritmos Funcionais e de Estabilidade.

SNP

P703L Deletério Neutro Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério

F2717L Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério

Tabela 1 e 2. — Predicdes das variantes P703L / F2717L em determinacdo de suas estruturas,

funcdes e estabilidade.

A importancia da utilizacdo de mais de um algoritmo para a validacéo e
determinacdo do efeito das Huntingtina variantes e suas funcgfes, esta na
relacdo dos algoritmos com suas diferentes previsbes. Conforme descrito por
Tugba, et al., 2016 alteracdo nas propriedades fisico-quimicas (por exemplo,
polaridade, hidrofobicidade, energia de solvatacdo, etc.) causadas pela
mutacdo leva a um distarbio no equilibrio energético na acdo de
empacotamento da proteina e da sua atividade exercida, podendo estabilizar
ou desestabilizar a proteina. No entanto, deve-se levar em consideracdo o
posicionamento espacial da mutacao, em analise da magnitude dessa variacédo
em relacdo a proporcdo da proteina, pra definir se ouve alteragdes estruturais
significativas que comprometa sua funcao.

Foi observado que alguns algoritmos determinaram as variantes como
neutro. Na analise feita pelo algoritmo SNAP-1 e 2 que classificou a variante
F2717L como neutra para as alteracdes da estrutura da Huntingtina, em
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relacdo as caracteristicas moleculares, sugerem que seja pelo fato do
posicionamento espacial ou da menor variagdo entre as moléculas, o algoritmo
nao reconheceu essa variante como suficiente para gerar alteragbes na
estrutura da proteina. J& o algoritmo PON-P2 ndo gerou uma determinacdo nas
duas variantes, possivelmente pela dificuldade de se encontrar nos bancos de
dados modelos completos da Huntingtina com finalidade comparativa. Na
predicao sobre a funcdo da proteina, apenas o algoritmo MAPP para a variante
P703L identificou como neutra, para ambas as variantes, sabe-se que estao

vinculadas com casos clinicos da sindrome de Rett.

Modelagem computacional.

As estruturas tridimensionais da proteina Huntingtina nativa e suas
variantes foram visualizadas pelo software PyMOL, que é um software para
computador, um sistema de visualizagdo molecular criado por Warren Lyford
DeLano. O que permite produzir imagens 3D da proteina e de suas variantes.
Posteriormente foi criados modelos estruturais tedricos de suas sequéncias
proteicas, por meio de modelagem comparativa utilizando os algoritmos OS DO
servidor SWISS-MODEL (WATERHOUSE ET AL., 2018). E através da analise
dos resultados in silico se esperava encontrar correlacbes moleculares entre as
alteragbes estruturais da Huntingtina. Possivelmente essas correlagdes
moleculares podem auxiliar em novos estudos relacionados com o
desenvolvimento de doencgas motoras e interacdes de farmacos.

As modelagens foram formadas a partir das sequencias de seus
aminoécidos, foram entédo formados trés modelos tridimensionais, a Huntingtina
natural e suas variantes [Figura 1.]. Visualmente € possivel observar alteragées
nas estruturas das variantes em ralagdo a natural. Por ser uma proteina grande
e de dificil cristalizacdo, mesmo os resultados de suas sequéncias nos bancos
de dados se encontram incompletos, contendo assim alguns espacgos entre
alguns aminoacidos. Ainda assim a modelagem foi realizada.

Na analise comparativa dos modelos podemos notar que a variante
F2717L, na porcao inferior se encontra melhor conservada em sua morfologia

estrutural em relacdo a Huntingtina natural, quando comparamos com a
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morfologia estrutural na porcéo inferior da variante P703L, onde se encontra o
primeiro dominio. O esquema de cores nos permite diferenciar e determinar 0s
dominios da proteina Huntingtina que sofreu maior alteracao, justamente onde
se encontra posicionalmente a variante P703L, que sera mais bem destacada
na proxima figura da predicdo da conservacao.

No modelo computacional da variante F2717L, a alteracdo morfolégica
da estrutura proteica da Huntingtina é moderada, se observamos no dominio
pintado de azul, no lado direito da gravura, a existéncia de uma moderada
alteracdo quando comparamos com a Huntingtina natural, o que ndo é
observado na estrutura proteica da variante P703L.

Da mesma forma que percebemos uma diferenca morfolégica das
estruturas entre as variantes P703L e F2717L, corroborando com os resultados
descritos nas tabelas, possivelmente essas distintas alteragdes explique o que
foi observado também com relacdo as diferencas clinicas entre os casos,
justamente pelo fato de uma das variantes a F2717L apresentou melhor
conservacao estrutural de seus dominios em relagdo a conservacao estrutural
da variante P703L.

Figura 1. — Predi¢des das variantes P703L / F2717L em determinagdo de suas funcdes.

A comparacgao dos resultados da tabela dos algoritmos [Tabela 1.] com o

modelo, explica o motivo que os algoritmos SNAP-1 e SNAP-2 foram incapazes
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de determinar como deletério a variante F2717L. A variacdo foi minima em
relacdo a Huntingtina nativa. Conforme os resultados de Guo, et al., 2018 ,e
dos resultados gerados pelo nosso grupo nos sugerem ainda, que as
alteragOes pela variantes P703L foram aparentemente mais comprometedoras
ndo sO em sua estrutura mais principalmente na atividade exercida pela
proteina, isso por se apresentar na porcdo N-terminal que esta de coloracdo
azul, e ainda por se encontrar proximo do sitio de interacdo com o ligante, o

gue serd melhor observado na predicédo de conservacao.

Predicao de regides de conservacao.

Para analise de conservacao estrutural foi utilizado o algoritmo Consurf,
capaz de determinar as regides de conservacao evolutivas e 0 seu grau de
conservacgao. Permitindo entdo, estabelecer um nivel de conservacdo das
regides onde se encontram as variantes, auxiliando no entendimento de como
a variacdo da regido em estudo pode influenciar tanto estruturalmente, bem
como, na atividade exercida pela proteina Huntingtina.

O algoritmo Consurf classifica as regides da seguinte forma: Azul como
variavel, branco como intermediaria e turquesa como conservada. A imagem a
seguir mostra a Huntingtina em quatro angulos distintos para facilitar a analise
e localizacdo das variantes. Assim, foi possivel destacar ndo s6 o
posicionamento das variantes, mas também, mostrar onde se concentra o
maior grau de conservacao na proteina Huntingtina, e podemos observar que
maior parte da proteina o algoritmo néo foi capaz de determinar o grau de
conservagao na coloragcdo amarelo, essas regidoes podem ser resultado da
interferéncia causada pela falta de informacdes completas nos bancos de
dados. Na imagem da visdo posterior pode se observar maior grau de
conservacgao da porcdo mais distal a direita da Huntingtina, e do mesmo modo
na imagem da visdo superior da Huntingtina maior grau de conservacdo na
porcdo mais inferior a direita da Huntingtina.

Foi destacada entdo a regido referente as variantes P703L e F2717L
com a seta vermelha, onde se pode observar que a variante P703L esta

localizada na porcéo, onde se encontra um maior agrupamento estrutural que
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foi classificado com grau indeterminado em sua conservacao, diferente do que
observamos na variante F2717L, que se apresenta na por¢ao estrutural que se
obtém maior grau de variaveis diferente do que se imaginava ao descrever

RODAN et al., 2016 que sugeriu ser uma regiao de estrutura conservada.

Visdo anterior Visao posterior

Visdo superior Visdo inferior

v3|lv4|v5|v6|lv7|8H

Average Conserved

Figura 2. — Andlise de conservacdo dos aminoacidos que formam a Huntingtina, sendo
representado o grau de conservagdo de 1 a 9, dentro de um gradiente de cores, sendo
determinado como azul variavel, branco intermediaria e turquesa conservada, (a cor amarela
séo regido indeterminadas). Visto de em quatro angulos distintos: anterior, posterior, superior e
inferior. Em destaque com uma seta vermelha as regides relacionadas as mutantes P703L e
F2717L.
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Esses resultados auxiliam no entendimento n&o sO sobre a estrutura e 0
grau de conservagéo onde se encontram as variantes, mas por outro lado nos
permite sugerir que a variante F2717L, por se apresentar numa porcao
classificada como variavel, possivelmente nesse caso o comprometimento da
funcdo e estrutura da proteina Huntingtina pode ser dita como branda e em
pesquisas mais detalhadas, obter melhores resultados que possam minimizar

algumas caracteristicas clinicas, por meio de intervencéo terapéutica.

Conclusao.

Tendo em vista os relevantes aspectos mencionados, os algoritmos em
conjunto, foram capazes de determinar as variantes P703L e F2717L como
deletérias, corroborando com os dados ja antes conhecidos que vinculam
essas mutacdes a sindrome de Rett. Esses dados somados aos modelos
tridimensionais sugerem que essas alteracdes estruturais da Huntingtina
humana, podem sim estar vinculadas com as possiveis caracteristicas que
levam a causa da sindrome de Rett, por ser uma proteina de extrema
importancia ao sistema neurologico, e de alta afinidade de interagdo com
outras proteinas nucleares, que a integra em diversas vias metabdlicas, pode
acarretar na interferéncia ou ainda no bloqueio dessas vias de interacdo
levando assim as causas da Sindrome de Rett.

Com a analise das caracteristicas morfolégicas da proteina, foram vistas
alteracOes causadas pelas variaveis P703L ou F2717L, mesmo sendo incapaz
de realizar o alinhamento das variantes com a normal, isso se da, pelo fato dos
bancos de dados apresentarem alguns espagos na codificacdo de sua
estrutura molecular. Possivelmente se compararmos visualmente as estruturas
das variantes com a normal se pode observar sugestivamente uma moderada
conservacgao da estrutura da F2717L em relacdo a P703L, o que explicaria o
motivo por que na andlise dos algoritmos SNAP-1 e SNAP-2, foram
determinados F2717L como neutro.

A analise permitiu identificar as variantes em dominios inversos na

propria proteina Huntingtina, sugerindo possiveis caracteristicas distintas da
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Sindrome de Rett em relacdo ao posicionamento das variantes, e se
observarmos em detalhes o que foi descrito por LOPES et al., 2016 em relacéo
a variante P703L e RODAN et al., 2016 da variante F2717L. As diferencas
existentes leva a deducdo de que a variante F2717L por ser potencialmente
mais conservada, e ser definida como menos comprometedora de algumas
acOes metabdlicas da célula nervosa em relacéo a P703L.

O resultado de conservacao caracterizou a regido da variante P703L
como indeterminada e a regido F2717L de fato é determinada como variavel,
modificando 0 modo de interpretacdo antes mencionado dentro do caso clinico
como conservada, as variantes que se apresentam em regifes mais
conservadas, possivelmente apresentam um papel fundamental seja para
estrutura ou para funcdo da proteina e adotando caracteristicas clinicas mais

comprometedoras.
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