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INTRODUCAO

MutacOes pontuais de nucleotideos sao comumente encontrados ao
longo de genomas, estas mutacdes podem acarretar em mudancas na
sequéncia de aminoacidos codificados pelo DNA mutado, causando
mutacdes de um uUnico nucleotideo (SNPs). Estes polimorfismos,
guando ocorrem em regides codificadoras, podem ser classificados em
dois tipos: ndao-sinénimos (nsSNP), quando ha troca de aminoacido, e
sinbnimos, quando nao ha troca de aminoacido em decorréncia da
mutacao.

Compreender e prever estas os efeitos de um SNPs é de extrema
importancia, uma vez que, sabe-se que sao causadores diretas ou
indiretas de patologias, assim como sua utilidade para a biotecnologia,
pelo uso como marcadores genéticos. A identificacao de SNPs é feita de
duas maneiras principais, experimentalmente, uma metodologia
trabalhosa e cara, e com o uso de ferramentas de bioinformatica.

Os preditores existentes de efeitos de SNPs utilizam diversos
parametros para prever estes efeitos, por exemplo, homologia de
sequéncias, propriedades bioquimicas de residuos de aminoacidos,
entre outras, porém poucos usam informacdes da estrutura
secundaria. A estrutura secundaria descreve a disposicao espacial do
esqueleto peptidico do aminoacido, esta organizacao espacial possui
algumas conformacdes mais recorrentes, as hélices alfa e as folhas
beta, assim como regidoes sem uma conformacao definida, as regides
de voltas (coils).

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é propor uma nova abordagem para predicao
de possiveis efeitos decorrentes de nsSNPs utilizando dados estruturais
de padroes tridimensionais ja depositados no RCSB PDB.

MATERIAIS E METODOS

Primeiramente uma busca por proteinas foi realizada no banco de

dados do Swiss-Prot, um banco de dados de proteinas que contém

informacdes funcionais e estruturais, incluindo mutacdes de um unico

aminoacido e seus efeitos. As proteinas selecionadas foram:

= Kappa-conotoxin PVIIA: uma toxina de organismos do género Conus
gue inibem canais de potassio;

= Cytosolic phospholipase A2: uma hidrolase responsavel pela
hidrolise de fosfolipidios na iniciacao de resposta inflamatdria. A
mutacao escolhida foi na posicao 200 R>A,H,K; onde A e H reduzem
100% da atividade da proteina, enquanto K reduz parcialmente.

As estruturas 3-dimensionais destas proteinas foram obtidas noRCSB

PDB.

— Mutacgoes:

Uma mutacdo para a toxina e outra para a hidrolase foram

selecionadas para serem testadas, porém ambas sao responsaveis pela

perda total das atividades da proteina. Apds a selecao, os aminoacidos

nativos foram substituidos pelos outros 20 aminoacidos para que fosse

possivel calcular as Angle Probability Lists (APLs). este calculo foi

realizado para 3 casos, apenas o aminoacido, para o aminoacido mais

seus vizinhos (esquerda ou direita) e para os trés aminoacidos, o

mutado e seus dois vizinhos.

A analise dos resultados e ranqueamento de possiveis efeitos na

proteina foi realizada utilizando-se o método Earth Mover’s Distance

(EMD), um algoritmo que calcula a distancia de duas distribuicoes de

probabilidades em uma certa regiao.

Contudo, as APLs nao foram suficientes para a predicao de efeito de
mutacoes pontuais de aminoacidos, portanto dinamicas moleculares
foram realizadas para que houvesse um cruzamento entre os
resultados obtidos pelo rangueamento das APLs e informacdes das
simulacdes, de forma que as melhores ranqueadas possuissem um
comportamento estrutural semelhante aos da proteina nao-mutada.
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O método foi eficiente na predicao de efeitos de mutacdes pontuais,
como mostra a Figura 1, pois classificou a Lisina como menos danosa,
enquanto que a Histidina e Alanina possuiram uma colocacao pior.
Contudo as dinamicas moleculares nao se mostraram adequadas para
serem utilizadas como parametro de validacao.
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FIGURA 1. (A) Ranqueamento do método proposto para as substituicoes de um Unico aminoacido para a mutacao
R200AHK; (B) no grafico estdao plotados os valores médio obtidos da dinamica molecular de 50ns: DSSP: residuos em a-
Hélice; SASA: Area de Superficie Acessivel ao Solvente; GYRATE: Raio de Giro; ENERGY: Energia Total; RMSF: Flutuagdo
Atdémica de todos os residuos

O método proposto mostra-se capaz de predizer efeitos de SNPs com
base na comparacao de dados depositados em bancos de dados, assim
como o EMD mostrou-se adequado para o ranqueamento. Contudo as
dinamicas moleculares , apesar de serem otimas ferramentas para
analises estruturais, nao foram capazes de correlacionar efeitos de
SNPs. A adicao dos aminoacidos da vizinhangca do aminoacido mutado,
afim de aumentar a capacidade de predicao, assim como novos
protocolos de validacao, uma vez que as dinamicas moleculares nao
foram compativeis, estao sendo estudadas para serem implementados
na ferramenta.
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