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RESUMO

A ELA é uma doenga neurodegenerativa progressiva e fatal, que afeta
0s neurbnios motores levando ao Obito, geralmente, por insuficiéncia
respiratoria, cerca de 3 a 5 anos apods o inicio dos sintomas. Ja a deméncia
frontotemporal (DFT) € uma doenga neurodegenerativa de inicio pré-senil
causada pela degeneragao dos lobos frontal e temporal do cérebro, sendo
caracterizada por disturbios de personalidade, cogni¢do e linguagem. A ELA e
a deméncia frontotemporal (DFT) apresentam sobreposi¢ao clinica, genética e
patologica, além de marcadores histopatolégicos em comum, sugerindo que
estas sdo duas extremidades no espectro de uma mesma doenga. Dentre as
principais causas associadas ao desenvolvimento de ELA e DFT, estdo
mutagcdes na proteina VCP humana, uma proteina da familia das AAA-
ATPases que esta envolvida em a uma série de processos celulares
essenciais, como: degradacgao de proteinas, apoptose, mitose e vias de reparo
do DNA. Mutagbes na VCP resultam na disfungéo da degradagao proteica e da
homeostase de calcio, mecanismos centrais envolvidos na fisiopatologia da
ELA e DFT. Esse trabalho tem como objetivo caracterizar utilizando simulagdes
computacionais possiveis alteracbes estruturais e funcionais causadas de
mutagdes da proteina VCP, seguindo a metodologia previamente estabelecida
por nosso grupo. Foram compiladas 16 muta¢des da proteina VCP humana
dos bancos de dados e literatura consultada. A analise de conservagao
evolutiva indicou que as mutagdes ocorrem majoritariamente em posigoes
variaveis e de media conservacdo da VCP, e que os dominios D1 e D2 sao
majoritariamente conservados. A modelagem computacional gerou um modelo
acurado e completo da VCP humana, inédito para a proteina. O alinhamento
estrutural entre a VCP nativa e suas mutantes apontou para alteragdes
estruturais sugestivas de implicagdes funcionais para a proteina, afetando
sobretudo os dominios C-terminal e D2, o que poderia estar relacionado ao
desenvolvimento de ELA e DFT. A caracterizacdo de regides proteicas
potencialmente envolvidas no desenvolvimento de patologias utilizando
bioinformatica, auxilia na melhor compreensdao das bases estruturais de
doencga, podendo guiar o desenho racional de farmacos baseado em estrutura,

e ainda facilitar o desenvolvimento de novos tratamentos para a ELA.
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ABSTRACT

ALS is a progressive and fatal neurodegenerative disorder that affects
motor neurons, generally leading to death due to respiratory failure within 3 to 5
years after the symptoms’ onset. Frontotemporal dementia (FTD) is a pre-senile
neurodegenerative disease caused by the degeneration of the frontal and
temporal lobes of the brain. FTD is characterized by disorders of personality,
cognition, and language. ALS and frontotemporal dementia (FTD) present
clinical, genetic, and pathological overlap, in addition to common
histopathological markers, which suggest that they are two ends in the
spectrum of the same disease. Mutations in the human VCP protein are among
the main causes associated with the development of ALS and DFT. VCP is a
protein from the AAA-ATPase family involved in a series of essential cellular
processes, including protein degradation, apoptosis, mitosis, and DNA repair
pathways. VCP mutations result in dysfunctions of protein degradation and
calcium homeostasis, which are central mechanisms involved in the
pathophysiology of ALS and DFT. This work aims to characterize in silico
possible structural and functional alterations caused by mutations in the VCP
protein, following the methodology previously described by our group. Sixteen
VCP mutations were compiled from the literature and databases consulted.
Evolutionary conservation analysis indicated that these mutations mostly occur
in variable and average conserved positions of VCP. D1 and D2 domains were
the most conserved among the functional domains of VCP. Computational
modeling generated an accurate and complete model of human VCP, which is
unprecedented for the protein. The structural alignment between VCP wild-type
and mutants pointed to structural alterations suggestive of functional
implications for the protein, mainly affecting the C-terminal and D2 domains.
These alterations could be related to the development of ALS and DFT. The in
silico characterization of protein regions potentially involved in the development
of pathologies leads to a better understanding of the structural bases of the
disease. This approach may guide the rational drug design based on protein

structure and facilitates the development of new treatments for ALS.
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1. INTRODUGAO

1.1 Esclerose Lateral Amiotréfica e Deméncia frontotemporal

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) - do inglés “amyotrophic lateral
sclerosis” — também conhecida como a Doenca de Lou Gehrig (HARDIMAN;
VAN DEN BERG; KIERNAN, 2011) — descrita pela primeira vez em 1869 por
Jean-Martin Charcot, (REDLER; DOKHOLYAN, 2012, PADHI et al., 2014)
como uma cicatriz ou endurecimento dos tecidos na medula espinhal lateral
(GRAD et al., 2017). A ELA é uma doenga neurodegenerativa progressiva e
fatal, que afeta os neurbnios motores superiores e inferiores do cérebro e
medula espinhal. A doenca leva ao obito, geralmente, por paralisia e/ou
insuficiéncia respiratoria, cerca de 3 a 5 anos a partir do inicio dos sintomas
(JOHNSON et al., 2010; BEGHI et al., 2006).

As principais caracteristicas neuropatolégicas da ELA s&o os: I) trato
corticoespinhal palido, devido a perda de neurénios motores; Il) presenca de
inclusdes de proteinas ubiquitinizadas nos neurénios motores sobreviventes;
[Il) deposicado de agregados de TDP-43 (proteina de ligacao ao RNA que exibe
fungdes nucleares e citoplasmaticas), que também parece estar envolvido em
eventos do RNA, assim como em varias outras fungcbes metabdlicas do RNA
qgue na presenca de inclusdes citoplasmaticas e intranucleares pode produzir a
toxicidade neuronal por meio de algum ganho de funcdo ou por meio da
interrupcéo das fungdes fisioldgicas do TDP-43 no nucleo celular das células
basais (ASH et al., 2019; JOHNSON et al., 2010; NEUMANN et al., 2006); 1V)
gliose reativa, que corresponde a hipertrofia de células gliais no cértex motor e
medula espinhal nas &areas de degeneracdo (GRAD et al, 2017); V)
degeneragao frontotemporal associada a presenga de inclusbes TDP-43 (S.
SPINA ET AL, 2013).

10% de todos os casos de ELA sdo do tipo familial, associados a
mutagcdes em 20 genes, dentre eles: ALS, SOD1, TARDBP, FUS, OPTN, VCP,
UBQLN2, C90ORF72 e PFN1 (BONDUELLE, 1982; RENTON; CHIO;
TRAYNOR, 2014) enquanto que cerca de 90% dos casos sao do tipo

1



esporadico (GRAD et al., 2017; HAVERKAMP; APPEL; APPEL, 1995;
TIRYAKI; HORAK, 2014), sem origem hereditaria conhecida (YAMASHITA,;
ANDO, 2015), e podendo estar envolvido os seguintes fatores ambientais: |)
Exercicio fisico exacerbado (FACCHINETTI; ORSINI; LIMA, 2009), metais
pesados, tabagismo, dieta, servigo militar e a exposi¢céo a herbicidas/pesticidas
(ASH et al., 2019).

Os dados globais de ELA apontaram para uma prevaléncia de 4,42 em
1.00.000 habitantes e incidéncia de 1,59 em 1.00.000 por ano (XU et al., 2020),
sendo considerada a forma mais comum de Doengas do Neurénio Motor (do
inglés — “motor neuron diseases”, MND) em adultos (MANCUSO; NAVARRO,
2015). Entretanto, existem variagées pontuais na taxa de incidéncia (aumento)
em algumas regides, como na ilha de Guam, em Nova Guiné ocidental, e na
peninsula de Kii no Japdo. O consumo de um aminoacido neurotoxico contido
nas sementes de Cycas micronesica, um fruto nativo da micronésia, poderia
estar relacionados as elevadas taxas de prevaléncia de ELA nessas regides
(ZAREI et al., 2015). Na América do Sul e no Brasil, poucos estudos
epidemioldgicos foram realizados até o momento, mas estes sugerem que as
taxas de incidéncia sejam similares as encontradas na América do Norte e
Europa (MOURA; CASULARI; CARVALHO GARBI NOVAES, 2016; ZAREI et
al., 2015). Também foram vistas variagdes na taxa de incidéncia em veteranos
de guerra, como a do Golfo, que apresentaram um risco relativo de 1,5 vezes
maior do que aos homens que ndo serviram. A exposicdo a gases
neurotoxicos, tal qual a experenciada por veteranos da guerra do golfo é
considerado fator de risco para a ELA. Além disso, a exposicao a outros fatores
de risco ambiental, como choques, atividade fisica exacerbada e maior
estresse oxidativo nesses individuos também poderiam influenciar no
desenvolvimento da doenga (ALLARD, 2013; CLEMENTINO, [Associagao Pré-
Cura pela Ela]; FGA; LIMA; ALVARENGA, 2009).

No Brasil, observa-se uma predominancia masculina e em caucasianos
entre os afetados, além da frequéncia de mortalidade de 91% de 8.942 em
pacientes com causa de morte por doencas neuro motoras. A ELA possui
incidéncia de 0,61 a 0,89 e dentre os maiores de 20 anos e em maiores de 45
anos esta entre 1,77 a 2,3 por 100000 habitantes (MOURA; CASULARI;



CARVALHO GARBI NOVAES, 2016), e possui prevaléncia de 1,5 em 100.000
habitantes (PEREIRA, Roberto Dias Batista, 2006). Para dados atualizados no
pais, no sistema publico de saude (SUS) do Brasil, o diagnostico precoce da
ELA pode sofrer devido a infraestrutura e devido também a problemas

socioeconémicos que pode influenciar negativamente nos desfechos clinicos
(FAVERO et al., 2017).

A ELA e a deméncia frontotemporal (DFT) apresentam sobreposi¢cao
clinica, genética e patologica, além de marcadores histopatologicos em
comum. Essas evidéncias sugerem que a DFT e a ELA sao duas extremidades
no espectro de uma mesma doenga, que podem cursar com casos puros de
ELA e/ou DFT, além de casos intermediarios que envolvam disturbios
cognitivos, de linguagem e comportamentais tipicos de DFT, e disturbios de

neurdnios motores caracteristicos de ELA (VAN ES et al., 2017).

A DFT, por sua vez, € uma doenga neurodegenerativa heterogénia
progressiva e fatal de inicio pré-senil causada pela degeneracdo dos lobos
frontal e temporal do cérebro. Como resultado da degeneracédo dessas regides
cerebrais, o paciente cursa com disturbios relacionados a motivagao,
personalidade, cogni¢cao, atencdo e linguagem (BOTT et al., 2014; ONYIKE;
DIEHL-SCHMID, 2013). A DFT é a segunda maior causa de deméncias pré-
senil, estando presente em cerca de 26% de todos os casos (BANG; SPINA;
MILLER, 2015). A prevaléncia global estimada para a DFT é de 15 por 100.000
e a incidéncia é de cerca de 2,7-4,1 por 100.000 ao ano (ONYIKE; DIEHL-
SCHMID, 2013; PIGUET et al., 2011).

A DFT pode ser subdividida em familial ou esporadica, sendo cerca de
60% dos casos esporadicos e 40% familiais, o que sugere uma forte
contribuicdo genética (BANG; SPINA; MILLER, 2015). Dentre os fatores
ambientais associados ao desenvolvimento de DFT esporadica, estdo traumas
na cabega e doencas na tireoide (ONYIKE; DIEHL-SCHMID, 2013).

Dentre as manifestagdes clinicas da DFT, um tipo especifico, chamado
de IBMPFD (do inglés — “Inclusion body myopathy with Paget disease and
frontotemporal dementia”), inclui sintomatologia e diagnostico compativel com

DFT e doenga de Paget de inicio precoce. A IBMPFD & uma doencga



multissistémica causada especificamente por mutagdes missense no gene que
codifica a proteina VCP humana, resultando em fraqueza e atrofia muscular
proximal e distal, comprometimento cardiaco, além de degeneragao nos lobos
frontais e temporais (MILLER, T D et al., 2009).

1.1 Proteina contendo valosina (VCP)

A Proteina Contendo Valosina (VCP, do inglés — “Valosin-containing
Protein”) € uma proteina hexamerica de 806 aminoacidos (GUO et al., 2019),
pertencente a familia das AAA-ATPases (Adenosina Trifosfatada) do tipo I
(NIWA et al., 2012; WATTS et al., 2007; CHAPMAN; FRY; KANG, 2011;
YAMANAKA; SASAGAWA; OGURA, 2012; BAYRAKTAR et al., 2016). AVCP ¢é
altamente conservada entre as espécies (HALAWANI et al., 2009). A VCP esta
envolvida em a uma série de processos celulares essenciais, como: fusdo de
membrana, reconstrugdo do envelope nuclear e remontagem de Golgi pds-
mitética e degradacado de proteina dependente de ubiquitina (WATTS et al.,
2007; GUO et al.,, 2019). Além disso, a VCP possui fungdes relacionadas a
ativacdo da transcricdo, mitose, apoptose, via de reparo do DNA (Acido
Desoxirribonucleico), degradagédo associada ao Reticulo Endoplasmatico (RE)
(MOREIRA, 2016; GUO et al., 2019; S. SPINA et al., 2013; BAYRAKTAR et
al., 2016), degradagéo de proteinas mediada por proteassoma, controle do
ciclo celular, autofagia, e morte celular em alguns processos envolvendo a
possibilidade de lise do ATP (KAKIZUKA, 2015).

A VCP pode ser subdividida nos seguintes dominios funcionais: ) N-
Terminal: Regula as ligagdes primarias da proteina VCP e participa da ligagao
ao substrato e cofator enzimatico (GUO et al., 2019; HUANG et al., 2020); Il)
D1: atividade de ATPase (CLOUTIER et al., 2013), além de ser responsavel
pela regulacédo da formacao de hexadmeros da VCP; Ill) D2: também possui
atividade de ATPase (GUO et al., 2019; HUANG et al., 2020). A porcéo C-
terminal da proteina VCP (HALAWANI et al., 2009; MOUNTASSIF et al., 2015;
NIWA et al., 2012) parece estar associada a processos catabdlicos celulares
como a autofagia (BAYRAKTAR et al., 2016) e também para manter a
estabilidade do hexamero (CHIA et al., 2012; NIWA et al., 2012)



Assim como outras AAA-ATPases, a estrutura quaternaria da VCP trata-
se de um homohexamero estruturado em forma de barril. Esse barril é
composto anéis empilhados, formados pela ligacdo do dominio N-terminal da
VCP, flexivel, ao dominio D1 (GUO et al., 2019; HUANG et al., 2020;
MOUNTASSIF et al.,, 2015). Durante o ciclo da atividade de ATPase,
importantes mudangas conformacionais na VCP sdo observadas, sobretudo, no
dominio N-terminal. Tais alteragcbes, decorrentes da ligagdo/desligamento do
substrato na regido N-terminal, permitem com que a VCP atue como uma
espécie de chaperona (HALAWANI et al., 2009), realizando a
extragdo/remodelagem do substrato e a desmontagem do complexo
macromolecular (BUCHBERGER; SCHINDELIN; HANZELMANN, 2015).

Para a realizagdo de suas atividades bioldgicas, a VCP utiliza as
proteinas adaptadoras que ligam ao seu dominio N-terminal (YE; MEYER;
RAPOPORT, 2003), dentre elas: Ufd1 (do inglés — Ubiquitin fusion degradation-
1), Npl4 (do inglés — Nuclear protein localization-4), p47-VCIP (VCP interacting
protein), e VIMP (do inglés — VCP interacting membrane protein) (HALAWANI;
LATTERICH, 2006).

A via ubiquitina funciona através da mitofagia (tipo especial de autofagia)
que ocorre quando as mitocondrias velhas ou danificadas sido primeiro
ubiquitinada por E3-ligases como PARK2 (Parkin) e, em seguida, degradadas
pelo sistema de autofagico com a participagdo da VCP (BAYRAKTAR et al.,
2016; FANG et al., 2015; LLEWELLYN et al., 2020).

As proteinas ou organelas destinadas a degradagao por autofagia, sao
capturadas em vesiculas de dupla membranas chamadas de autofagossomos,
que, por sua vez, se fundem aos lisossomos dando origem aos
autolisossomos. Dentro do ambiente acido dos autolisossomos, proteases e
lipases, quebram essas proteinas e organelas em partes menores, 0s quais
sdo transportados ao citosol e reutilizados pela maquinaria celular
(BAYRAKTAR et al., 2016). Dentre as proteinas envolvidas na formacao e
maturacéo de autofagossomos estdo, a ATG8/MAP1LC3, que sédo processadas
no sitio C-terminal da VCP, liberando a forma livre da proteina LC3-I. Em
seguida, dois mecanismos semelhantes a ubiquitinagdo catalisam a

conjugacgao de LC3-I a uma molécula lipidica chamada fosfatidiletanolamina e
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formam a LC3-ll associada a membrana autofagica (KABEYA et al., 2000;
TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2020; BAYRAKTAR et al., 2016). Com a
associagao a outras proteinas de ligagédo a ubiquitina, a VCP, consegue facilitar
a degradacgao de proteinas via proteassoma e autofagia (GONZALEZ et al.,
2014).

1.2 Fisiopatologia da ELA/DFT-VCP

Os mecanismos da fisiopatologia que levam a degeneragcao em ELA e
DFT ainda ndo sao totalmente compreendidos. No entanto, os principais
mecanismos ja descritos associados ao desenvolvimento dessas doengas s&o:
neuroinflamacéo (LYON et al., 2018), disfungdo de autofagia, processamento
deficiente de RNA, desarranjos no citoesqueleto (ROBBERECHT; PHILIPS,
2013), toxicidade mediada por glutamato, trafego e sinalizagdo intracelular
deficiente, estresse oxidativo, agregacao proteica e disfungdo mitocondrial
(PALMA, 2016).

Dentre as principais causas associadas ao desenvolvimento de ELA e
DFT, estdo mutagcdes na proteina VCP humana. Os principais mecanismos
celulares afetados por essas mutacdes incluem a disfungdo da degradacéao
proteica e da homeostase de calcio, mecanismos centrais envolvidos na
fisiopatologia da ELA (MEJZINI et al., 2019; SUN; QIU, 2020; TIRYAKI;
HORAK, 2014; YAO et al., 2020).

O Reticulo Endoplasmatico (RE) é caracterizado por ser uma rede
membranosa de tubulos ramificados e sacos achatados, presente em células
eucaridticas que se estende pelo citoplasma, sendo responsavel pela
biossintese, enovelamento, montagem e modificacdo de inuUmeras proteinas
soluveis e sintese de proteinas de membrana (FRIEDMAN et al., 2010;
LOPEZ-CRISOSTO et al., 2017; TERASAKI; CHEN; FUJIWARA, 1986). Além
disso, essa organela pode ainda ser dividida em: |) Reticulo Endoplasmatico
Liso (REL), responsavel por criagdo e armazenamento de lipidios e esteroides;
II) Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), responsavel pela sintese de
proteinas (TERRENCE SANVICTORES & DONALD D. DAVIS, 2020).



O aumento da demanda por enovelamento/re-enovelamento de
proteinas, ou estimulos que afetem o correto enovelamento dessas
macromoléculas criam um desequilibrio da proteostase, fazendo com que
proteinas mal enoveladas se acumulem no lumen gerando um processo de
estresse do RE, que, em ultima instancia, resulta em ativagao de vias de morte
celular (ZHANG, Kezhong; KAUFMAN, 2008).

A VCP esta envolvida na conjugagao dos substratos na cadeia de
ubiquitina pela interacdo com uma variedade de adaptadores de ubiquitina e no
transporte dos substratos para o proteassoma 26S, crucial para a degradagéo
proteica (ZHOU et al., 2017). Alteragdes estruturais e de expressao da VCP
ocasionadas por mutagdes, contribuem para o desenvolvimento de varias
patologias, incluindo a ELA e DFT, por meio de efeitos diretos no ER, nas
mitocondrias e no sistema ubiquitina-proteassoma, interferindo na degradagéao

de proteinas e na homeostase do calcio (SUN; QIU, 2020).

A disfungdo da degradacéo proteica, por sua vez, resulta no acumulo de
proteinas mal-enoveladas, que iniciam processos téxicos de agregacao,
impactando sobretudo em neurénios motores. O acumulo de proteinas é um
fator importante na marca de diversas doengas neurodegenerativas, incluindo a
ELA e DFT (YEHUDA et al., 2017). As proteinas mal-enoveladas possuem uma
propriedade em comum, a exposicdo de regides hidrofébicas de baixa
complexidade, que favorecem interagbes aberrantes com outros componentes
celulares (WEIDS et al.,, 2016). Proteinas e outras biomoléculas sé&o
sequestradas e inativadas durante esse processo (RAMESH; PANDEY, 2017),
que resulta em uma reacdo em cadeia levando a disfungcdo de mecanismos
celulares essenciais (TANAKA; MATSUDA, 2014).

O mal-enovelamento e a agregacao de proteinas em determinadas
condicdes, resulta na formacéao de fibras amiloides, estruturas ricas em folhas-f3
e presente em muitas doengas neurodegenerativas. Esse tipo de estrutura,
pode se acumular em ambiente extracelular, levando ao desenvolvimento de
amiloides, quanto acumular em ambiente intracelular, na forma de inclusdes
(CHITI; DOBSON, 2017; RELINI et al., 2009; SIRANGELO et al., 2016).



Outra importante funcdo do Reticulo Endoplasmatico € manter a
homeostase de calcio, indispensavel para diversos eventos celulares, inclusive
a contragdo muscular (WILKINSON, 2019; SUN; QIU, 2020; LOPEZ-
CRISOSTO et al., 2017; WELIHINDA; TIRASOPHON; KAUFMAN, 1999). Para
tal, € necessario que o RE interaja com outras organelas no meio, sobretudo as
mitocéndrias que fornecem o ATP necessario para liberagdo de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico (SUN; QIU, 2020). A proteina VCP desempenha um
papel importante na regulagcdo da homeostase de calcio devido a sua atividade
de ATPase. Mutacdes na VCP levam a desregulacdo desse equilibrio (SUN;
QIU, 2020), resultando em alteragbes mitocondriais que levam a disturbios
metabdlicos e energéticos (RYAN; ASHKAVAND; NORMAN, 2020), resultando
no desenvolvimento de cancer, doencas neurodegenerativas, doencas
cardiacas, obesidade e diabetes (BHATTI; BHATTI; REDDY, 2017; FILADI;
THEUREY; PIZZO, 2017; PAILLUSSON et al, 2016; SORRENTINO;
MENZIES; AUWERX, 2018; THOUDAM et al., 2016).

Nos estudos de YAMAMOTO et al. (2004), YAMAMOTO et al. (2005) e
ZHOU et al. (2017), o nivel de expressao de VCP mostrou ser regulado
positivamente em algumas patologias, principalmente em resposta ao aumento
da degradacdo de proteinas. Estudos mostraram que a inibicdo de VCP
poderia ser uma abordagem terapéutica promissora para o tratamento do
cancer (YAMAMOTO et al., 2004, 2005; ZHOU et al., 2017). Por outro lado,
alguns estudos descobriram que a VCP participa do crescimento e da
sobrevivéncia dos cardiomidcitos e desempenha um papel protetor contra a
patogénese induzida por estresse em doencgas cardiacas, atenuando o
estresse mitocondrial e ER por meio da regulagdo da homeostase do calcio
(LIZANO et al., 2017, 2013; ZHOU et al., 2017; ZHOU; STOLL; QIU, 2017).



1.3 Mutagdes na proteina VCP

Mutagbes na proteina VCP foram associadas ao desenvolvimento de
varias doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, ELA, DFT,
doenga de Paget (ISHIKAWA et al., 2012), além de cardiopatias (GUO et al.,
2019). As formas familiais de DFT-VCP apresentam padrédo de heranca
mendeliana autossémica dominante (KOPPERS et al., 2012).

A heranga mendeliana pode ser definida como um tipo de heranca
genética que segue os principios desenvolvidos por Gregor Mendel. A heranga
mendeliana € determinada por genes localizados em cromossomos, que sao
transmitidos de ambos os pais para seus filhos. Mendel propds dois principios
ou leis que regem a genética mendeliana: i) a primeira lei diz que os caracteres
herdados sdo produzidos por fatores independentes (alelo) que sé&o
transmitidos de forma inalterada de uma geragao para a subsequente. ii) ja a
segunda lei, diz que esses fatores (alelos) estdo presentes em pares nos
individuos, sendo necessariamente, um alelo herdado do pai e outro da mae.
Esses alelos podem ser dominantes ou recessivos. O alelo dominante recebe
esse nome pois consegue sobrepor (dominar) os efeitos do alelo recessivo,
que, por sua vez, tem a sua caracteristica sobreposta (desaparecida) nessa
geracdo. Além disso, na formagdo de gametas, os dois alelos sdo separados,
segregados, de forma que cada célula gamética possui apenas um alelo.
Nesse sentido, apenas um gameta de cada um dos pais sera utilizado para
geracao de um novo individuo (NEVES, 2021).

Nas formas familiais de ELA-VCP, a maior parte das mutacdes também
apresentam padrdo de heranga mendeliana autossdmica dominante (DE
SOUZA et al, 2015). Nesse padrao de heranga, dada caracteristica é
manifestada nos individuos pela presenca de pelo menos um alelo dominante
em cromossomos autossomos, isto &, que armazenam caracteristicas comuns
a todos os individuos da espécie. Em geral, doengas com esse padrao de
heranca se manifestam em todas as geragcdes de dada familia, e
aproximadamente metade dos individuos s&o afetados em cada geragao
independente do sexo. Um individuo afetado geralmente possui pelo menos um

genitor afetado pela mesma doencga (KLUG et al., 2010).



As mutagbes da VCP foram encontradas da seguinte forma na
populagao estudada em estudo de genome wide association, cujos resultados
estdo disponiveis no dbSNP database: I) R95G, R159G, L198W, N387H e
D592N: 4 a cada 100 mil individuos cada um; Il) R159H: 8 a cada 100 mil
individuos; Ill) 1126F: 12 a cada 100 mil individuos; 1V) R191Q: 16 a cada 100
mil individuos (WHEELER et al., 2000). As demais mutagcbes foram
encontradas pontualmente em pacientes de estudos de caso. Esses estudos

envolveram pesquisa da arvore genealogica dos pacientes e correlagao clinica.

Tabela 1: Tabela de mutagao e frequéncia alélica encontradas na populagao de mais de

250 mil individuos.

Mutacao no DNA | Substituigdo de aminoacido Frequénicr:li(z;ialc;élljig:IZSO mil
C>G R95G 0,000004
G>A G97E estudo de caso
A>T 126F 0,000012
C>T R155C estudo de caso
G>A R155H estudo de caso
G>T R155L estudo de caso
G>C R155P estudo de caso
C>A R155S estudo de caso
C>G R159G 0,000004
G>A R159H 0,000008
G>A E185K estudo de caso
G>A R191Q 0,000016
T>G L198W 0,000004
C>A A232E estudo de caso
A>C N387H 0,000004
G>A D592N 0,000004

Grande parte das mutagdes da VCP levaram a substituicido de G:C para
T:A. Esse tipo de mutagao, que decorre da substituicdo de bases nitrogenadas
pirimidinicas por purinicas ou vice-versa, € chamado de transversdes, sendo
considerado uma assinatura de dano oxidativo no DNA. Esse tipo de dano se
torna mais frequente em condigbes celulares de estresse oxidativo, em que
ocorre o desbalango na quantidade de moléculas oxidantes em detrimento de
moléculas anti-oxidantes (ITSARA et al, 2014). Dentre os principais

responsaveis por danos oxidativos no DNA estdo as espécies reativas de
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oxigénio, geradas normalmente ao longo da cadeia respiratoria. O radical
hidroxila € uma das formas mais reativas e danosas  de espécies reativas
de oxigénio. Quando a base nitrogenada guanina é exposta a grandes
quantidades de radical hidroxila, o que acontece com maior frequéncia
condi¢cbes de estresse oxidativo, ocorre a incorporagdo de uma hidroxila no
carbono 8 da guanina, gerando uma 8-hidroxiguanina. A 8-hidroxiguanina, por
sua vez, se pareia erroneamente com uma timina (G-T), levando ao

aparecimento de uma transversdo (MARTINEZ et al., 2009).

A mutacdo R95G possui padrao de heranga autossdmico dominante, e
leva ao desenvolvimento de um disturbio chamado de Proteinopatia
Multissistémica do Tipo 1. Esse disturbio decorre da interrupgéo das alteragbes
normais de conformagéo da VCP que regulam a ligagao dessa proteina ao seu
cofator enzimatico pela por¢do N-Terminal (HUANG et al., 2020; WATTS, Giles
D J et al., 2004).

A mutagcdo G97E é potencialmente patogénica pelo aumento da
atividade de ATPase da VCP (JERATH et al., 2015). Presente em familia de
pacientes com varios graus de fraqueza muscular, miopatia e vacuolos orlados.
Entretanto nenhum dos familiares tinha deméncia frontotemporal (JERATH et
al., 2015).

A mutacao 1126F ocorre na por¢cao N-Terminal, que esta envolvida na
ligacdo com a ubiquitina. Essa mutagéo foi descoberta em um estudo de caso,
mas também ja foi observada em outros organismos, como peixe-zebra,
camundongo e frango (MATSUBARA et al., 2016).

A mutagcdo R155C foi associada a deméncia frontotemporal
(BAYRAKTAR et al., 2016) e € mais frequente em pacientes de etnia japonesa
(IKEDA et al., 2020). Na posicédo 155 da VCP ocorrem diversas mutacdes
missense que causam deméncia frontotemporal (IKEDA et al., 2020;
BAYRAKTAR et al., 2016; SURAMPALLI ET AL., 2017). A posi¢cao 155 esta
situada na porgédo N-terminal proteina VCP (CLEMEN et al., 2018). Essa
mutagdo impacta o processo de maturagao das vesiculas de autofagia e fuséo
lisossomal (BAYRAKTAR et al., 2016). Essa mutagdo (SCHUTZ; RENNELLA;
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KAY, 2017) foi descrita por aumentar a atividade de ATPase da VCP em até 4

vezes quando comparada ao tipo selvagem (RIJAL et al., 2016).

Pacientes heterozigéticos para a mutacdo R155H da VCP,
apresentaram fraqueza muscular, acumulo de inclusdes positivos para LAMP-
1, LAMP-2 e TDP43 (CHENG et al., 2020; WEN et al., 2010). Pacientes com a
mutacdo R155C também apresentaram aumento da atividade de ATPase da
VCP cerca de 4 vezes a mais quando comparada com a proteina selvagem.
Essa mutagcdo também resultou na redugdo da hexamerizagdo da VCP (RIJAL
et al., 2016).

A mutacdo R155L estd associada a doengca de Paget e deméncia
frontotemporal. A mutagao possui padrao de heranga autossémica recessiva.
Os resultados mostraram que essa mutacao também pode levar a disfuncéo do
trato piramidal (KUMAR et al., 2010).

A mutacdo R155P é mais prevalente em pacientes com deméncia
frontotemporal ou doenca de Paget. Esses pacientes apresentaram acumulo de
inclusbes proteicas no citoplasma e nucleo, resultando em degeneracédo e
distrofia neuronal (HALAWANI et al., 2009). Além disso, a mutagcdao R155P
impacta negativamente a capacidade de ligacédo da VCP aos seus cofatores
enzimaticos (MOUNTASSIF et al., 2015).

A mutacdo R155S, por sua vez, ocasiona Miopatia — doenca
degenerativa que afeta os musculos do corpo, faringeos e oculares (BENATAR
et al., 2013). Os achados iniciais relacionados a essa mutagdo incluem
mudangas de comportamento ou linguagem. Alguns pacientes também
desenvolvem anormalidades 6sseas e desorganizagao esquelética poliostética,
além de apresentar fosfatase alcalina alterada (S. SPINA ET AL, 2013),
elevacao nos niveis de Creatina Quinase (CK) (GUO et al., 2019; BODY et al.,
2014)

A variante R159G foi associada a patologias como a Doencga de Paget,
Miopatia e a deméncia frontotemporal, afetando sobretudo o neurbénio motor
inferior (BENATAR et al., 2013). Ja a mutacdo R159H, esta associada com a
doenga de Alzheimer e deméncia frontotemporal (RAMOS-CAMPOY et al.,
2020).
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A mutacdo E185K ocorre entre o dominio N-terminal e o dominio D1,
resultando no aumento nos niveis da proteina LC3Il paralelamente com a

interrupcado na maturagao de autofagossomos (GONZALEZ et al., 2014).

A mutagcdo R191Q ja foi associada a deméncia frontotemporal de inicio
precoce e ELA familial, sendo caracterizada pela presenga de inclusées de
ubiquitina TDP-43 positivas sobretudo em neurbnios motores superiores
(WATTS, Giles D J et al., 2004; WATTS, G. D.G. et al., 2007; JOHNSON et al.,
2010). Esta variante também a elevacédo dos niveis de fosfatase alcalina e
achados 06sseos tipicos da doenca de Paget (S. SPINA ET AL, 2013). Essa
mutacdo também parece afetar a maturagdo nas membranas de vesiculas
autofagicas (BAYRAKTAR et al., 2016).

A variante L198W, por sua vez, também esta associada a doenga de
Paget, levando a fraqueza muscular e impactando a capacidade de
deambulagdo dos pacientes. Os achados histolégicos mostraram tamanho
variavel da fibra muscular, vacuolos circulares e inclusdes citoplasmaticas de
proteinas (WATTS, G. D.G. et al.,, 2007). Ainda assim, a substituicdo de
triptofano por leucina na posicdo 198 pode alterar o movimento normal da
porcao N-terminal da VCP (WATTS, G. D.G. et al., 2007).

A variante A232E esta associada ao desenvolvimento de doenca de
Paget e deméncia frontotemporal grave (BENATAR et al., 2013; HALAWANI et
al., 2009; KIMONIS et al., 2008; RABOUILLE et al., 1995; WATTS, Giles D J et
al., 2004). A mutacédo também ja foi descrita por elevar até trés vezes a
atividade da ATPase. Esse aumento da atividade de ATPase da VCP parece
ser mediado por alteragdes de flexibilidade no dominio D2 da proteina. O
dominio D2 interage com a por¢ao N-terminal da proteina, ativando/desligando
a atividade da enzima (NIWA et al., 2012).

Pacientes com as mutagdes N387H e L198W apresentaram sinais de
fragueza muscular, e presenga de inclusdes citoplasmaticas em neurdnios
motores. Essas mutacbes também foram associadas as doencas de Paget,
Miopatia e deméncia frontotemporal (BENATAR et al., 2013; WATTS, G. D.G.
et al., 2007). A mutagdo N387H ocorre na alfa-hélice 5 do dominio D1, mas fora
do sitio catalitico deste dominio (WATTS, G. D.G. et al., 2007).
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A mutacdo D592N afeta uma posicdo diretamente localizada no poro
central do hexamero da VCP (Figura 1) (JOHNSON et al., 2011). Essa variante
foi encontrada em paciente com ELA familial de inicio bulbar, sem
comprometimento cognitivo. O paciente veio a 6bito um ano apds o diagndstico
(JOHNSON et al., 2010).

Figura 1. Estrutura tridimensional da proteina VCP humana

(A) Estrutura tridimensional (fragmento) do mondmero da VCP mostrando a localizagdo dos
residuos mutados R155, R159, R191 e D592. (B) Estrutura tridimensional (fragmento) da VCP
hexamérica vista de cima. Os residuos R155, R159 e R191 estao localizados na fenda formada
entre os dominios D1 e N-terminal da proteina. O residuo D592 esta diretamente adjacente ao

poro central formado pelo hexamero. Adaptado de Johnson et al. (2011).

1.4 Tratamentos para a ELA e DFT

Apesar de um grande numero de farmacos tenha sido proposto para o
tratamento de ELA, apenas o Riluzol (em 1995) e o Edaravone (mais de 22
anos depois, em 2017) foram aprovados pelo departamento de Administragcéo
de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA) para o tratamento de
ELA (ROTHSTEIN, 2017; MEJZINI et al., 2019).

O Edaravone é capaz de retardar a disfuncdo motora associada a ELA

em estagios iniciais da doenga. O ensaio clinico randomizado ocorrido no

14



Japao envolvendo 134 pacientes com menos de 2 anos do desenvolvimento de
ELA, sugeriu que os indices de ALSFRS-R — escala de classificacdo funcional
para a ELA — teve média reduzida de 7,50 nos grupos que receberam placebo
(n=66), para 5,01 no grupo de pacientes que receberam edaravone (n=68). A
diferenga entre esses dois grupos foi estatisticamente significativa, confirmando
a eficacia do farmaco (SAWADA, 2017). O edaravone age como um
antioxidante, eliminando radicais livres, incluindo o perdxido lipidico e radicais
de hidroxila. O farmaco atua minimizando a lesdao oxidativa em neurdnios do
SNC (MASRORI; VAN DAMME, 2020; MEJZINI et al., 2019; ROTHSTEIN,
2017).

O Riluzol, por sua vez, é capaz de apenas prolongar a vida do paciente
por poucos meses. O estudo de FAVERO et.al., 2017 comparou a curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier de 231 pacientes no Brasil com diagnodstico
confirmado para ELA durante 120 meses. Dentre esses 231 pacientes, 144
morreram antes de 19 meses do diagndstico, e 87 morreram apos esse periodo
de tempo. A mediana de sobrevivéncia dos pacientes tratados com Riluzol do
grupo de pacientes que morreram com menos de 19 meses nao foi significante
estatisticamente. Entretanto, para os pacientes que sobreviveram por mais de
19 meses, a mediana de sobrevivéncia do grupo de pacientes tratados com
Riluzol foi de 36,6 meses, ao passo que a do grupo nao tratado com o farmaco
foi de 27,4, apresentando diferenga estatistica (teste log-rank, p = 0.001)
(FAVERO et al, 2017). Além disso, uma série de ensaios clinicos
randomizados realizados em populagdes europeias e norte americanas que
compararam as curvas e mediana de sobrevivéncia entre pacientes tratados
com Riluzol e placebo apontaram para uma tendéncia de aumento da
sobrevivéncia global em cerca dois a trés meses (MILLER et.al.,, 2012). O
Riluzol é um antagonista de glutamato, atuando nos neurdnios motores,
reduzindo a excitotoxicidade mediada por glutamato. Seu mecanismo de agéo
tem efeitos nos receptores de glutamato, como demonstrado em (MEJZINI et
al., 2019) estudos in vitro inibe a liberacdo de glutamato, desta forma,
protegendo as células de danos mediados pelo excesso de estimulagdo por
glutamato (STUDIES, 1997).
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Ja para a deméncia frontotemporal, ainda nao existem terapias
modificadoras de doencga disponiveis ou aprovadas. O manejo da doencga é
limitado a tratamentos dos sintomas por meio do uso de recaptadores seletivos
de serotonina e antipsicoticos (KIRSHNER, 2014; WAUTERS et al., 2017).

1.5 Analise in silico

Com o avancgo das técnicas de biologia molecular no sequenciamento de
genomas, tem sido produzido um grande volume de dados bioldgicos,
implicando na necessidade da bioinformatica e métodos in silico para organizar
e analisar de forma mais completa esses dados. O grande numero de
sequéncias de proteinas determinadas nao foi acompanhado pelo numero
restrito de novas estruturas proteicas depositadas em bancos de dados, de
forma que se estabeleceu um desbalango entre a quantidade de estruturas e
sequéncias. A partir do conhecimento da sequéncia da proteina, é possivel
predizer sua estrutura tridimensional utilizando a bioinformatica com relativa
acuracia, que muitas vezes se equipara a de meétodos experimentais de
determinacao estrutural. Além disso, a quantidade de novas mutacbes
descobertas no genoma estd muito além da capacidade atual de
caracterizagao experimental de seus efeitos, que ainda € muito cara, demorada
e de dificil execugdo (PEREIRA, G. R.C. et al, 2019). Nesse cenario,
novamente, os métodos in silico se apresentam como uma abordagem
necessaria, pois viabilizam a caracterizagao estrutural e funcional de mutacées
a baixo custo/efetividade e acuracia elevada (CALABRESE et al., 2009). O
efeito dessas variantes genéticas pode ser predito a partir de modelagens de
bioinformatica estrutural projetadas para quantificar ennovelamentos
incorretos da proteina, agregacao, e interagédo com outras proteinas.

Além disso, as novas mutagdes descobertas na populagdo podem ainda
influenciar na efetividade de medicamentos, dosagens e efeitos adversos.
Essas variantes podem afetar a estrutura da proteina em sitios cruciais para a
ligacdo com o farmaco, impactando nos modos de ligagao e afinidade proteina-
ligante. De forma que essa informagao genética € de grande importéncia para o
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desenvolvimento de novos farmacos em geral é crucial para a medicina de
precisdo (CARRASCO-RAMIRO; PEIRO-PASTOR; AGUADO, 2017).

O uso de simulagdes computacionais, in silico, torna ainda possivel a
compreensao e caracterizagao de regides proteicas potencialmente envolvidas
no desenvolvimento de patologias, auxiliando a melhor compreensao das
bases estruturais da doencga. As metodologias in silico podem, portanto, guiar o
desenho racional de farmacos, baseado na estrutura de seus alvos, e facilitar o
desenvolvimento de tratamentos e diagndsticos de diversas enfermidades. A
pesquisa nesta area € inovadora e estratégica para fornecer o suporte
necessario as areas experimentais e impulsionar significativamente as
descobertas cientificas (VERLI, 2014).

2. OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Caracterizar por meio de simulagao computacional, in silico, possiveis
alteracbes estruturais e funcionais causadas pelas 16 mutagdes descritas na

literatura para proteina VCP humana.

2.2 Objetivos especificos

I.  Obter a sequéncia, estrutura e variantes da proteina VCP Humana em
bancos de dados;
[I.  Realizar predigédo funcional e de caracteristicas estruturais das
variantes;
[ll.  Analisar a conservacgao evolutiva da proteina;
IV. Modelar e validar a estrutura tridimensional da proteina VCP nativa;
V. Realizar a modelagem estrutural das variantes da VCP;
VI.  Realizar alinhamento estrutural entre as estruturas nativas e mutantes
da VCP.
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3. METODOLOGIA

Seguindo a metodologia estabelecida pelo Grupo de Bioinformatica e
Biologia Computacional da UNIRIO (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013;
KREBS; DE MESQUITA, 2016; MOREIRA et al., 2013; PEREIRA, G. R.C. et

al., 2019), foram realizadas as seguintes etapas:

3.1 0Obtencao da sequéncia, estrutura e compilagcao das variantes

A sequéncia da proteina foi obtida no UniProt (ID: P55072). A estrutura
tridimensional da VCP nativa foi obtida a partir do banco de dados Protein Data
Bank (PDB). Dentre as estruturas experimentais disponiveis para a VCP no
PDB, foi escolhida a estrutura de maior cobertura de sequéncia e maior
resolucado (PDB ID: 5FTK). As variantes genéticas da proteina VCP humanas
foram compiladas dos bancos de dados: Uniprot (BATEMAN, 2019), OMIM (ID:
601023) (HALLIDAY et al., 2010) e revisao de literatura no PubMed. Dado que
as formas familiais de ELA e a DFT possuem padrdo de heranga genética
mendeliana (DE SOUZA et al., 2015; KOPPERS et al.,, 2012), o banco de
dados OMIM foi utilizado para a obtencdo das mutagdes missense da proteina
VCP (WHEELER et al., 2000). A plataforma OMIM é um banco de dados de
genética médica, o qual fornece informacdes textuais concisas baseadas na
literatura biomédica revisada por pares sobre mais de 15.500 genes, 26.200
variantes alélicas e 7.800 fendtipos genéticos que possuem padrao de heranga
mendeliana (AMBERGER; HAMOSH, 2018).

3.2 Anadlise de predigao do efeito das mutagoes

Seguindo a metodologia ja estabelecida por nosso grupo (DA SILVA et
al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2018; ROSA et al., 2018)
as variantes genéticas compiladas da proteina VCP tiveram seus efeitos
funcionais e estruturais preditos utilizando 12 algoritmos. Esses algoritmos
utilizam informagdes evolutivas e/ou fisico-quimicas obtidas a partir da
sequéncia da proteina e da substituicdo de aminoacidos correspondente para
predizer se: 1) a mutagdo € neutra ou deletéria (predicdo funcional); 2) a
mutagdo aumenta, diminui ou ndo afeta a estabilidade da proteina (predi¢cao de

estabilidade); 3) a mutagdo aumenta, diminui ou n&do afeta a agregacéao
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proteica, propensao amiloide e tendéncia de ligacdo a chaperonas

(fenotipagem estrutural da mutagao).

Para a analise do efeito das mutagdes, a sequéncia no formato fasta da
proteina nativa e as muta¢des compiladas foram submetidas aos algoritmos de
predicdo. Os seguintes algoritmos foram utilizados para a predi¢gao funcional
das variantes: 1) PhD-SNP (CAPRIOTTI; FARISELLI, 2017), Provean (CHOI,
CHAN, 2015), SIFT (VASER et al., 2015), PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al.,
2010), PredictSNP (BENDL et al., 2014), Pon-p2, SNPs&GO (CALABRESE et
al., 2009), SNAP2 (SOLAYMAN et al., 2017), PMUT (CONDE et al., 2005) e
MutPred2 (PEJAVER et al, 2017). Os algoritmos I|-Mutant2.0 (CAPRIOTTI;
FARISELLI; CASADIO, 2005) e Fold-X (incluido no servidor SNPEffect4.0),
foram utilizados para a predigdo de estabilidade. Por fim, os algoritmos WATLZ,
TANGO e LIMBO do servidor SNPEffect4.0 — servidor voltado a fenotipagem
estrutural de mutagcbes missense — foram utilizados para a predicdo da
propensao amiloide, agregagao proteica e tendéncia de ligagdo a chaperonas,
respectivamente (DE BAETS et al., 2012).

Os algoritmos de predi¢ao funcional e de estabilidade utilizam conceitos
aprendizado de maquinas e estatistica para identificar padrées em grandes
conjuntos de dados (treino), a partir dos quais criam modelos matematicos
capazes de fazer inferéncias sobre novos casos, fora do conjunto treino, com
relativa precisdo. Esses algoritmos extraem informacgdes a partir da sequéncia
da proteina submetida, ou de estruturas tridimensionais, quando disponiveis, e
entdo classificam o comportamento de dada mutagédo (LEE; MONARD, 2003;
TAVARES; LOPES; LIMA, 2007). Dentre os principais parametros levados em
consideragdo por esses algoritmos, estdo: i) conservagdo evolutiva; ii)
alteracbes de energia livre; iii) propriedade fisico-quimica do aminoacido
substituido; iv) acessibilidade ao solvente; v) estrutura secundaria; vi)
flexibilidade; vii) importancia/informac¢des sobre a regidao afetada (anotagdes
funcionais); viii) informacdes de interatoma; ix) modificagdes pos-translacionais;
X) localizagao celular (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013; BROMBERG;
YACHDAYV; ROST, 2008; CAPRIOTTI, E.; CALABRESE; CASADIO, 2006;
CAPRIOTTI, Emidio et al., 2013; DE BAETS et al., 2012; KUMAR; HENIKOFF;
NG, 2009).
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3.3Modelagem estrutural e validacao da proteina VCP nativa

Por meio de simulagdo computacional, é possivel predizer a estrutura
tridimensional de proteinas com acuracia/qualidade muitas vezes equiparada
ou até superior a de métodos experimentais de determinagéo estrutural, como
a difracéo de raios-X (PEREIRA, G. R.C. et al., 2019). A estrutura completa da
proteina VCP humana foi gerada utilizando modelagem comparativa, ab initio e
threading nos algoritmos |-Tasser (threading) (YANG; ZHANG, 2015), MholLine
(modelagem comparativa) (CAPRILES et al., 2010) e SwissModel (threading)
(KIEFER et al., 2009). Além disso, dois métodos diferentes de modelagem
foram utilizados no servidor Robetta: 1) modelagem ab initio e comparativa; Il)
modelagem por threading (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004).

A modelagem comparativa € a abordagem mais precisa dentre os
métodos computacionais de predicdo de estruturas de proteinas, podendo
gerar modelos com acuracia semelhante a de estruturas experimentais (KHAN
et al., 2016). Entretanto, a modelagem comparativa depende de estruturas
tridimensionais homodlogas como molde, ficando por vezes ser inviabilizada
(NIEDZIALKOWSKA et al., 2016). Ja a modelagem ab initio € um método
necessario para predizer estruturas de proteinas quando a modelagem
comparativa ou por threading ndo puder ser realizada, pois ndo depende de
estruturas molde, utilizando somente informagdes obtidas a partir da sequéncia
e conceitos de termodinamica. Esse método, por sua vez, possui a menor
acuracia dentre os meétodos in silico de modelagem estrutural, e ainda é
limitado a predi¢cdes de pequenas regides/proteinas (KIHARA; CHEN; YANG,
2009; PEREIRA et al, 2019). Ja a modelagem por threading, € uma
abordagem que apresenta acuracia intermediaria entre os dois métodos citados
anteriormente. Esse método utiliza uma combinagdo de pequenos fragmentos
de estruturas determinadas experimentalmente (biblioteca de fragmentos)
como molde, sendo, portanto, menos dependente de estruturas experimentais
que a modelagem comparativa. A modelagem por threading também pode ser
aplicada a faixas de menor identidade de sequéncia, em relagdo a modelagem
comparativa que, por sua vez, necessita de estruturas experimentais de maior
identidade para a predigdo (VERLI, 2014).
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Para modelagem comparativa da proteina VCP nativa nos algoritmos
MholLine e SwissModel, foram utilizadas como molde as coordenadas
atbmicas das estruturas tridimensionais 6G2Z e 5FTK, respectivamente,
determinadas experimentalmente e disponivel no banco de dados Protein Data
Bank (ROSE et al., 2016). O MholLine combina um conjunto especifico de
programas, que inicialmente realizam alinhamentos de multiplas sequéncias,
predicdo de regides transmembrana e anotagdes funcionais para a detecgao de
estrutura homologas, a qual é, entdo, utilizada como template para a
modelagem no software Modeller. Por fim a qualidade da estrutura é verificada
quanto a aspectos estereoquimicos pelo software PROCHECK (CAPRILES et
al., 2010). O SwissModel € um servidor de modelagem automatizado que
realiza alinhamento de multiplas sequéncias e um algoritmo de busca
probabilistica (aprendizado de maquinas) para detectar sequéncias
potencialmente relacionadas de estrutura conhecida dentro de uma biblioteca
préopria de estruturas (BIASINI et al., 2014).

Para o método de modelagem comparativa e ab initio no servidor
Robetta divide a proteina em dominios. A regido da proteina que possui
coordenadas atbmicas conhecidas (determinadas experimentalmente) foram
preditas por modelagem comparativa utilizando como molde estruturas do PDB
(nesse caso, a estrutura 7JY5). As regides proteicas ainda ndo determinadas
experimentalmente, por sua vez, foram preditas utilizando modelagem ab initio,
método que utiliza principios termodinamicos a partir de informagdes contidas
na sequéncia da proteina. Os fragmentos gerados ab initio foram, entdo, unidos
aos dominios modelados comparativamente, e a estrutura resultante submetida
a simulagcdes de Monte Carlo para simular o processo de enovelamento
proteico e, assim, otimizar propriedades fisico-quimicas da estrutura (KIHARA;
CHEN; YANG, 2009; KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004).

Ja a modelagem por threading no servidor Robetta e |-Tasser utilizou
como molde coordenadas de pequenos fragmentos de proteinas experimentais
contidas em bibliotecas (banco de dados) préprias (KIM; CHIVIAN; BAKER,
2004; YANG; ZHANG, 2015). O I-TASSER modela a estrutura tridimensional
de proteinas por meio da unido e organizagado de fragmentos experimentais.

Esses fragmentos sdo montados de acordo com resultados de alinhamento de
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multiplas sequéncias e anotagbes funcionais. O modelo final com os
fragmentos unidos passa por simulagbes de Monte Carlo a fim de calcular o
enovelamento proteico (amostrar). As conformagdes de menor energia livre sdo
entdo identificadas e refinadas geometricamente (YANG; ZHANG, 2015). Ja a
abordagem do Robetta threading € baseada em deep learning, o TrRosetta,
que realiza alinhamento de multiplas sequéncias e um algoritmo de busca para
detectar pequenos fragmentos potencialmente relacionados a sequéncia
submetida. O algoritmo entdo combina e une esses fragmentos levando em
consideragao as distancias e orientagdes dos atomos, bem como restricbes
estéricas. Os fragmentos resultantes tem sua energia minimizada e relaxada,

dando origem aos modelos finais (YANG et al., 2020).

Os modelos tridimensionais gerados in silico foram inicialmente
analisados quanto ao tamanho da estrutura modelada e a completude de seu
enovelamento. Modelos incompletos em tamanho e enovelamento foram

desconsiderados para a validacao estrutural.

Apenas o0s modelos completos foram submetidos a etapa de
alinhamento estrutural realizada no servidor TM-Align, que se baseia na
sobreposicao entre duas estruturas proteicas. Nesse estudo, o modelo criado
computacionalmente foi sobreposto a uma estrutura molde determinada
experimentalmente (PDB ID: 5FTK) a fim de verificar a similaridade estrutural,
etapa essencial para validacdo de modelos tedricos. O alinhamento estrutural
no TM-Align retorna valores de RMSD e TM-score, parametros de similaridade
estrutural. Apenas modelos similares a estrutura experimental 5FTK — isto é:
modelos que apresentaram valores de RMSD menores que 2A e TM-score
maior que 0.5 — foram selecionados para a etapa subsequente de analise da
qualidade estrutural (ZHANG, Yang; SKOLNICK, 2005).

A analise da qualidade estrutural dos modelos criados foi realizada
utilizando seis algoritmos. O ERRAT, Verify3-D e PROCHECK foram utilizados
dentro do servidor SAVES (KREBS; DE MESQUITA, 2016). O PROCHECK
analisa a qualidade estereoquimica da proteina baseado na disposicdo dos
angulos Phi e Psi de tor¢gdo da cadeia principal de cada aminoacido da proteina
no grafico de Ramachandran (LASKOWSKI et al., 1993). O Verify-3D atribui um

valor de qualidade geral para o modelo baseado na compatibilidade entre a
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estrutura e sequéncia da proteina (EISENBERG, David; LUTHY; BOWIE,
1997). O ERRAT atribui um valor de qualidade geral para o modelo baseado na
probabilidade de erro que cada aminoacido da proteina possui. J4 o ProSa
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e 0 QMEAN (BENKERT; KUNZLI; SCHWEDE,
2009) comparam a qualidade do modelo em questdo com a qualidade de
estruturas experimentais de proteinas depositadas no banco de dados PDB.
Por fim, o MolProbity realiza analises geométricas e de contatos entre todos os
atomos e, entdo, atribui um valor de qualidade geral para o modelo

tridimensional.

Os modelos tedricos que ficaram reprovados na analise de qualidade em
qualquer um dos seis algoritmos de validagao foram desconsiderados. Dentre
os modelos teoricos aprovados (validados) por todos os algoritmos, foi
selecionado para as etapas subsequentes deste estudo aquele que apresentou

os maiores indicadores de qualidade.

3.4 Analise de conservagao evolutiva

O modelo validado da VCP humana foi submetido a anadlise de
conservagao evolutiva no algoritmo Consurf, que analisa o grau de
conservagao de cada aminoacido da proteina por meio de alinhamento de
multiplas sequencias e construgdo de arvore filogenética. Os seguintes
parametros foram selecionados para a analise do ConSurf: identificador de
cadeia: A; algoritmo de busca homodloga: PSI-BLAST; numero de iteracdes: 3;
ponto de corte para o E-value: 0.0001; banco de dados de proteinas: UniProt;
sequéncia de referéncia: mais proxima (do inglés — “closest’); numero de
sequéncias de referéncia selecionadas: 150; valor maximo de identidade de
sequéncia: 95%; valor minimo de identidade de sequéncia: 35%; método de
alinhamento: MAFFT-L-INS-i; método de calculo: Bayesiano; modelo de
substituicdo evolutiva: melhor modelo (ASHKENAZY et al., 2016).

3.5 Modelagem estrutural das variantes

As sequéncias de todas as 16 variantes da VCP (R95G, G97E, 1126F,
R155C, R155H, R155L, R155P, R155S, R159G, R159H, E185K, R191Q,
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L198W, A232E, N387H e D592N) foram construidas por meio da indugao da
substituicdo de aminoacido correspondente na sequéncia fasta da proteina
nativa utilizando o bloco de notas. As coordenadas do modelo validado da
proteina VCP nativa foram utilizadas como molde para a modelagem
comparativa das variantes. A modelagem comparativa das variantes foi
realizada utilizando o algoritmo RosettaCM, a partir da submissado das

sequéncias mutantes e modelo validado da VCP (SONG et al., 2013).

Os modelos das variantes foram entdo alinhados experimentalmente
com o modelo validado da VCP nativa utilizando o algoritmo TM-Align (ZHANG,
Yang; SKOLNICK, 2005). Os valores de RMSD e TM-score do alinhamento
foram entdo analisados juntamente com uma inspecao visual das estruturas
tridimensionais alinhadas, de forma a verificar possiveis alteracdes estruturais

nas variantes em relagéo a proteina selvagem.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao da sequéncia, estrutura e compilagao das variantes

A sequéncia da proteina nativa da VCP humana obtida no UniProt (ID:
P55072) é completa, e possui 806 aminoacidos de extensdo. Todas as
estruturas experimentais da VCP humana contida no banco de dados PDB séao
incompletas (fragmentos). Dentre os fragmentos estruturais disponiveis, o
fragmento 5FTK, determinado por eletrocriomicroscopia, apresenta a maior
cobertura de sequéncia (aminoacidos 21-706 & 728-761) e maior resolugao
(2.40 A), e foi, portanto, selecionado para etapas subsequentes deste estudo
(ROSE et al., 2017).

Foram compiladas, ao todo, 16 variantes da VCP humana,
representadas esquematicamente na Figura 2 junto aos dominios conhecidos
da proteina (BRAUN, 2014). Como mostrado na Figura 2, a maior parte das
mutagoes (68%) ocorre no dominio N-terminal, duas mutagées no dominio D1
e apenas uma mutacdo no dominio D2. As mutagdes R191Q e L198W nao

ocorreram em dominios conhecidos da VCP.
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Figura 2. Representacdo esquematica da proteina VCP humana.
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As variantes compiladas estdo destacadas em vermelho junto ao seu local de ocorréncia na
proteina, que esta representado por uma linha preta. Os dominios N-terminal, D1, D2 e C-
terminal estdo coloridos de verde, azul, vermelho e amarelo, respectivamente. Os sitios
(posicao) de inicio e término de cada dominio também sdo mostrados na proteina. Adaptado
de BRAUN, 2014.

A Tabela 2 mostra o aminoacido que foi substituido em cada mutacgao,
levando em consideracdo suas caracteristicas fisico quimicas. A mutacao
N387H, representada em verde, foi a unica que nado acarretou em alteracéo
das propriedades fisico quimicas de aminoacido, enquanto todas as demais
mutacoes, representadas em vermelho, levam a alteragdes de propriedades

fisico quimicas.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das substituicoes de aminoacidos decorrentes
das mutacgdes da proteina VCP humana.

Posicao | Variante Aminoacido original Aminoacido mutado
95 R95G Arginina (R): aminoacido grande e basico Glicina (G)
97 G97E Glicina (G) Glutamato (E): aminoacido médio e acido
126 1126F Isoleucina (I): aminoacido médio e hidrofébico Fenilalanina (F): aminoacido grande e aromatico
155 R155C Arginina (R): aminoacido grande e basico Cisteina (C): aminoacido médio e polar
155 R155H Arginina (R): aminoacido grande e basico Histidina (H): aminoacido médio e polar
155 R155L Arginina (R): aminoacido grande e basico Leucina (L): aminoacido médio e hidrofébico
155 R155P Arginina (R): aminoacido grande e basico Prolina (P): aminoacido médio e hidrofébico
155 R1558 Arginina (R): aminoacido grande e basico Serina (S): aminoacido pequeno e polar
159 R159G Arginina (R): aminoacido grande e basico Glicina (G)
159 R159H Arginina (R): aminoacido grande e basico Histidina (H): aminoacido médio e polar
185 E185K Glutamato (E): aminoacido médio e acido Lisina {(K): aminoacido grande e basico
191 R191Q Arginina (R): aminoacido grande e basico Glutamina (Q): aminoacido médio e polar
198 L198W Leucina (L): aminoacido médio e hidrofobico Triptofano (W): aminoacido grande e aromatico
232 A232E Alanina (A): aminoacido pequeno e hidrofébico Glutamato (E): aminoacido médio e acido
387 N387H Asparagina (N): aminoacido médio e polar Histidina (H): aminoacido médio e polar
592 D592N Aspartato (D): aminoacido médio e acido Asparagina (N): aminoacido médio e polar
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Embora a mutagcdo N387H acarrete em uma substituicdo de um residuo
de aminoacido asparagina (N) para histidina (H) na posi¢ao 387, trocando um
residuo médio e polar para outro de mesma caracteristica fisico-quimica, o
estudo de caso de WATTS et al. (2007) mostrou que essa mutagdo esta
relacionada ao desenvolvimento das seguintes patologias: doenga de Paget,
Miopatia e deméncia frontotemporal (BENATAR et al., 2013; WATTS, G. D.G.
et al., 2007). Além disso, essa mutacao localizada na alfa-hélice 5 do primeiro
dominio D1, responsavel pela atividade de ATPase (CLOUTIER et al., 2013),
além da regulacdo da formacado de hexameros da VCP e ligacdo da enzima
aos seus co-fatores enzimaticos (GUO et al., 2019; Apud HUANG et al., 2020).
Entretanto, a regido afetada pela mutagdo N387H fica localizada fora do sitio

catalitico contido no dominio D1.

4.2 Analise de predicao do efeito das mutacoes

Os resultados de predigéo funcional das variantes da VCP por algoritmo
estdo mostrados na Figura 3. De acordo com a revisao de literatura realizada,
todas as mutagcdes compiladas ja foram associadas ao desenvolvimento de
pelo menos uma patologia (IKEDA et al., 2020; BAYRAKTAR et al., 2016;
SURAMPALLI ET AL., 2017; SCHUTZ; RENNELLA; KAY, 2017; RIJAL et al.,
2016; KUMAR et al., 2010; HALAWANI et al., 2009; RAMOS-CAMPOY et al.,
2020; GONZALEZ et al., 2014; WATTS, Giles D J et al., 2004; WATTS, G. D.G.
et al., 2007; JOHNSON et al., 2010; S. SPINA ET AL, 2013; BENATAR et al.,
2013; HALAWANI et al., 2009; KIMONIS et al., 2008; RABOUILLE et al., 1995;
HUANG et al., 2020; JERATH et al., 2015; MATSUBARA et al., 2016).

Os algoritmos PMut e PON-P2 foram os algoritmos com a maior taxa de
predicao deletéria (100%) e, portanto, os algoritmos com maior taxa de acerto
de predi¢ao. Por outro lado, o algoritmo SIFT e PredictSNP foram os algoritmos
que tiveram a menor taxa de predi¢cao deletéria (18.7%), e consequentemente,
os algoritmos que apresentaram a menor acuracia de predicdo nesse estudo
(Figura 4). Esse resultado aponta para a fragilidade do uso individualizado de

algoritmos de predi¢ao funcional.
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Figura 3. Predigao funcional das variantes da VCP por algoritmo utilizado.
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representadas pela barra vermelha e cinza, respectivamente.

As mutacdes R155C, G97E e L198W foram preditas como deletérias por
todos os algoritmos utilizados (Figura 4). Na literatura consultada, essas
variantes ja foram associadas com o desenvolvimento de deméncia
frontotemporal e doenca de Paget, corroborando esse resultado. Ja a mutagao
A232E, sabidamente deletéria e também associada ao desenvolvimento de
deméncia frontotemporal e doenca de Paget, obteve a menor taxa de predigéo
deletéria (40%), indicando baixa taxa de acerto dos algoritmos para essa

mutacgao.
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Algoritmos de predigao funcional

Figura 4. Predigao funcional de cada uma das mutagées da VCP.
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barra vermelha e cinza, respectivamente.

Todas as mutacgdes estudadas foram preditas como deletérias por pelo
menos quatro algoritmos de predi¢ao utilizados (Figura 5). Além disso, cerca de
88% de todas as mutagdes foram preditas como deletérias por mais da metade
dos algoritmos simultaneamente. Os resultados da analise de predicao
funcional apresentados nesse estudo, portanto, reforcam a importancia do uso
combinado de algoritmos para a obtencdo de maior acuracia na predigcao
funcional. Isso porque esses algoritmos utilizam estratégias e abordagens
diferentes para a predicao e nao existe um método padrao ouro para esse tipo
de analise. Os algoritmos de predicdo funcional sdo amplamente utilizados
para a triagem e selecdo de mutagbes com maior probabilidade de serem
deletérias, a fim de que estas sejam priorizadas e estudadas mais a fundo em

bancada molhada, economizando tempo e recursos (PEREIRA et al., 2021).
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Figura 5. Porcentagem de variantes preditas como deletérias por 0 a 10 algoritmos.

mmutagoes preditas como deletérias por 10 algoritmos
mmutagdes preditas como deletérias por 9 algoritmos
= mutagoes preditas como deletérias por 8 algoritmos
mmutagoes preditas como deletérias por 7 algoritmos
= mutagoes preditas como deletérias por 6 algoritmos
mutagoes preditas como deletérias por 5 algoritmos

mutagées preditas como deletérias por 4 algoritmos

No gréfico de setores, quanto mais escura a cor na escala de vermelho, maior a quantidade de

algoritmos que predisseram aquelas mutagdes como deletérias.

Como mostrada na Figura 6, a analise do SNPEffect4.0 indicou que
nenhuma mutacao foi predita por afetar a propensdao amildide da proteina
(WALTZ). As mutacdes R155C, R155L, R155S e L198W, por sua vez, foram
preditas por aumentar a tendéncia de agregacgao proteica da proteina, ao passo
que as mutagdes R155G e R159H reduzem a tendéncia a agregacao proteica.
Por fim, a mutagdo N387H foi predita por reduzir a tendéncia de ligagcao a
chaperonas (LIMBO).
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Figura 6. Predicdo de agregagao proteica (TANGO), propensdo amiloide (WALTZ) e

tendéncia de ligagédo a chaperonas (LIMBO) para as variantes da VCP.
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16

15
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WALTZ TANGO LIMBO
nao altera reduz aumenta

A barra azul representa mutagdes que nao alteraram o pardmetro analisado, a barra vermelha
representa mutagdes que reduziram o pardmetro analisado, e a barra azul representa

mutagdes que aumentam o parametro analisado.

A analise de predicao de estabilidade no I-Mutant indicou que 87% das
mutacdes foram preditas como redutoras de estabilidade, ao passo que 13%
nao alteraram a estabilidade da proteina. Ja para o Fold-X, metade das
mutacdes ndo alteraram a estabilidade e apenas 37% das mutagdes reduziram
esse parametro. Apenas a mutacdo R155P foi predita por aumentar a
estabilidade da VCP para o Fold-X. A analise do Fold-X foi inconclusiva para a
mutacao D592N.

As mutagdes R95G, R155S, E185K, R191Q, e L198W foram preditas
como redutoras de estabilidade para o I-Mutant e Fold-X simultaneamente. Ja a
mutacdo A232E foi predita por n&o alterar a estabilidade da proteina de acordo
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com a analise dos dois algoritmos. Apesar da diferenga entre as predi¢gdes do
Fold-X e I-Mutant para as variantes da VCP, apenas a predi¢cédo para a variante
R155P foi opostas, isto é: predita por reduzir a estabilidade em um algoritmo e
aumentar a estabilidade no outro algoritmo utilizado. A divergéncia entre os
resultados da predicdo de estabilidade podem ser atribuidas aos métodos
utilizados pelo I-Mutant e Fold-X para realizar suas analises. O FoldX utiliza um
campo de forga treinado em banco de dados de proteinas engenheiradas para
calcular alteragbes de energia livre em mutagdes e predizer o respectivo
impacto na estabilidade (SCHYMKOWITZ et al., 2005). Ja o I|-Mutant é
baseado em Support Vector Machine (método de aprendizado de maquinas)
treinado em banco de dados de estruturas proteicas determinadas
experimentalmente (CAPRIOTTI; FARISELLI; CASADIO, 2005).

Figura 7. Predigdo de estabilidade para as variantes da VCP.

1

1

14

I-Mutant FoldX
nao altera reduz aumenta indeterminado
A barra azul representa mutagbes que ndo alteraram a estabilidade, a barra vermelha
representa mutagdes que reduziram a estabilidade, e a barra azul representa mutagdes que
aumentaram a estabilidade. A barra amarela representa predigbes inconclusivas para a

mutacao analisada.

31



4.3 Modelagem estrutural da proteina nativa

A modelagem computacional da proteina VCP nativa, retornou 17
modelos tridimensionais, conforme mostrado na Tabela 3. Dentre os modelos
gerados, dez foram completamente modelados em extensdo e enovelamento
(do Inglés — “folding”). Os modelos completos foram gerados pelo algoritmo |-
Tasser e Robetta, ambos algoritmos que utilizam abordagens de modelagem
por threading (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004; YANG; ZHANG, 2015). Os sete
modelos gerados pelo SwissModel, MholLine e Robetta (pelo método de

dominio) foram incompletos, e portanto, desconsiderados para futuras analises.

Tabela 3. Modelagem estrutural da proteina VCP.

Algoritmos Modelo | Tamanho | Folding
Robetta (threading) 1 806 Completo
Robetta (threading) 2 806 Completo
Robetta (threading) 3 806 Completo
Robetta (threading) 4 806 Completo
Robetta (threading) 5 806 Completo

I-Tasser 1 806 Completo
|-Tasser 2 806 Completo
I-Tasser 3 806 Completo
I-Tasser 4 806 Completo
|-Tasser 5 806 Completo

Svasshlodel 3 748 Completo

Robetta{domar) 4 3 Completo
Robetta{domam 2 3 Completo
boatta A 4 3 CA et
HooallA A - [ LA et
Feotelia oA o) 435 Lot

Iholine 3 508 lncompleto

Modelos incompletos em extens&o e/ou enovelamento estdo tachados e o respectivo erro
destacado em vermelho.

Os modelos tridimensionais completos da proteina VCP nativa foram
entdo submetidos ao alinhamento estrutural no servidor TM-Align com o
fragmento 5FTK, que retornou valores de RMSD e TM-score para cada

alinhamento, mostrados na Tabela 4. Os modelos 4 do Robetta, bem como os

32



modelos 2 e 4 do |-Tasser ndo apresentaram similaridade estrutural com o
fragmento experimental da proteina VCP (5FTK), uma vez que seus valores de
RMSD foram maiores que 2A. Considerando que a similaridade estrutural é
indispensavel para garantir a acuracia e validar estruturas tedricas, os referidos
modelos foram entdo desconsiderados para as etapas subsequentes de

validagao.

Tabela 4. Alinhamento estrutural dos modelos computacionais da VCP nativa e o

fragmento 5FTK do PDB.

Algoritmos Modelo | TM-score (>0.5) | RMSD (<2A) | Residuos Alinhados
Robetta (threading) 1 0.97674 1.46A 723
Robetta (threading) 2 0.97563 1.50A 723
Robetta (threading) 3 0.97334 1.67A 723
Robetta{threading: 4 083627 590A 23
Robetta (threading) 5 0.97925 1.38A 723

|-Tasser 1 0.98691 1.09A 723
} Tasser 2 083234 ZA49A 723
I-Tasser 3 0.98681 1.09A 723
bodnaer 4 i FATA A
|-Tasser 5 0.98689 1.09A 723

Modelos que tiveram no alinhamento valores de RMSD maiores que 2A e TM-score menores
que 0,5 e, portanto, ndo apresentaram similaridade estrutural com o fragmento
experimental da proteina VCP foram tachados, e seus respectivos erros destacados em

vermelho

Sete modelos apresentaram similaridade ao fragmento experimental da
proteina VCP, e foram submetidos a algoritmos de validacdo para analise da
qualidade estrutural, cujos resultados estdo mostrados na Tabela 5. A fim de
auxiliar a comparagao, os pontos de corte para os valores de parametro
necessarios a validagao da estrutura estdo mostrados na tabela junto ao nome
de cada algoritmo. Cinco modelos foram reprovados nas analises de qualidade
estrutural por pelo menos um algoritmo de validagao (isto €, ndo apresentaram
valores de parametro dentro do ponto de corte preconizado pelo algoritmo),
indicando que esses modelos apresentavam baixa qualidade em algum
parametro estrutural analisado. Apenas os modelos 1 e 5 do Robetta
(threading) foram aprovados por todos os algoritmos de validagédo, sugerindo

que esses modelos apresentaram alta qualidade em todos os parametros
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estruturais investigados. Dentre essas duas estruturas, 0 modelo 5 do Robetta
apresentou os valores de parametro indicativos de maior qualidade estrutural
na analise de validagdo, sendo, portanto, selecionado para as etapas

subsequentes desse estudo.

Tabela 5. Validagao estrutural dos modelos computacionais da VCP nativa.

Algoritmos Modelo ERRAT | Verify-3D Pg:{g::,ﬂ( Prosa (Z-score/ faixa de | QMEAN (QMEAN-score/ | MolProbity
9 (>95%) (>80%) - - ',’, qualidade) faixa de qualidade) (score<2)

n.perm=:0%)

("'?rc‘ezzti‘:g) 1 96,84% | 93.55% 90.1%/0.3% -12,88/Difracéo de Raios-X 1.79/dentro 1
Reobetia 2 93.05% 94.42% G- 1% 4% IR ac A de laes X R S 126
Rebetia 3 : 29.92% 87-8%/0.04% -13.47/Difraco-de-Raies-X 1.22/dentro 147

(ttﬁgz?iti'nag) 5 96,95% 90.07% 90.4%/0.01% -13,79/Difracdo de Raios-X 1.77/dentro 0.91
[ 3 S SL84% 72 2%11-9% A Dracasda kaes X 560/4ora 310
~lassar 3 90-18% 85-21% fd % d U% A2 3 bhlracdode Raws X -5-3040ra 241
| Fasser 5 86 34% 81 84% 74 2% 2 O% 12 4 Diracdo de Raws X 5 404013 268

Modelos que foram reprovados nas analises de qualidade estrutural por pelo menos um dos
algoritmos de validag&o utilizados foram tachados, e o pardmetro reprovado destacado em
vermelho. O modelo aprovado em todos os algoritmos de validagdo e que apresentou valores
de paradmetro indicativos de maior qualidade estrutural esta destacado em verde. Os pontos de
corte para os valores de parametro necessarios a validagao da estrutura estdo mostrados na
tabela junto ao nome do algoritmo correspondente. Analises que ndo retornaram resultado

estdo marcadas pelo asterisco.

A validagao individual do modelo 5 do robetta € mostrada nas Figuras 8,
9 e 10. O PROCHECK utiliza um grafico de Ramachandran para analisar a
qualidade estereoquimica da estrutura em questdo. Para que estruturas sejam
consideradas de alta qualidade estereoquimica, elas precisam ter mais de 90%
dos aminoacidos em regides favoraveis no grafico de Ramachandran do
PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). O modelo selecionado da VCP
apresentou 90,40% dos residuos em regides favoraveis e, portanto, possui alta
qualidade estereoquimica (Figura 8A). O ERRAT estima a probabilidade de
erro para cada aminoacido na estrutura e gera um fator geral de qualidade.
Estruturas de alta resolugéo depositadas no PDB geralmente tém um fator de
qualidade em torno de 95% (COLOVOS; YEATES, 1993). O modelo tedrico da
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VCP apresentou 96,95% de fator de qualidade do ERRAT, valor semelhante ao

de estruturas experimentais de alta resolugéo (Figura 8B).

Figura 8. Validagdo do modelo teérico da VCP no PROCHECK e ERRAT.
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(A) Grafico de Ramachandran do PROCHECK utilizado para a validagdo do modelo da VCP
selecionado. Cada aminoacido esta representado no grafico por quadrados pretos, baseado na
disposicdo de seus angulos de tor¢do Phi e Psi. Regides favoraveis estdo representadas em
vermelho, regides permitidas estdo representadas em amarelo e bege, ao passo que regides

ndo permitidas estao representadas em branco. (B) Grafico de barras contendo a porcentagem
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de erro de cada aminoacido da proteina utilizado na validagdo do ERRAT. Aminoacidos com
probabilidade de erro menor que 95% estéo representados pelas barras brancas, ao passo que
aminoacidos com probabilidade de erro maior que 95% estdo representados pelas barras
amarelas, e aminoacidos com probabilidade de erro maior que 99% estao representados pelas

barras vermelhas.

O ProsaWeb é uma ferramenta de analise da qualidade de estruturas de
proteina baseado em informagbdes obtidas de estruturas tridimensionais de
proteinas depositadas no Protein Data Bank. O ProSa estima a qualidade
global do modelo de interesse e o compara com o fator de qualidade calculado
para todas as estruturas depositadas no PDB. Esse fator de qualidade geral, Z-
score, é estimado baseado no desvio da energia total da estrutura em relacéo a
uma distribuicdo (6tima) de energia derivada de conformacdes aleatérias.
(SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). O modelo computacional da VCP
apresentou Z-score dentro da faixa de qualidade esperada para estruturas
experimentais determinadas por ressonancia magnética nuclear (Figura 9A). Ja
o QMEAN, analisa aspectos geométricos e fisico-quimicos para calcular a
pontuagao de qualidade geral da estrutura (QMEAN-score), que é plotado em
um grafico contendo o QMEAN-score de quase 10.000 estruturas de alta
resolucao determinadas experimentalmente (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE,
2011). O modelo selecionado da VCP apresentou um valor de QMEAN-score
dentro da faixa de qualidade de estruturas experimentais de alta resolugao
(Figura 9B).

O Verify-3D é um algoritmo que analisa a compatibilidade estrutura
sequéncia de cada aminoacido da proteina e atribui um valor de qualidade local
(3D-1D-score). Aminoacidos que possuem compatibilidade estrutura-sequéncia
possuem 3D-1D-score (valor médio) maior que 0,2. Segundo o Verify-3D, para
que uma estrutura possua alta compatibilidade estrutura sequéncia, é preciso
que esta tenha mais de 80% de seus aminoacidos com 3D-1D-score (valor
médio) maior que 0,2 (EISENBERG, D; LUTHY; BOWIE, 1997). Nesse sentido,
o modelo selecionado da VCP foi considerado de alta compatibilidade estrutura
sequéncia, dado que apresentou 90,07% de seus aminoacidos com 3D-1D-
score maior que 0,2 (Figura 10A). O MolProbity, por sua vez, € um método que

analisa o contato entre todos os atomos e aspectos geométricos para calcular
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um valor de qualidade geral da estrutura (MolProbity-score). Estruturas de alta
resolucdo do PDB possuem valores de MolProbity-score < 2. O modelo
computacional da VCP apresentou valor de MolProbity-score de 0,91 (Figura
10B), equiparado ao valor de qualidade de estruturas experimentais de alta
resolugao (WILLIAMS et al., 2018).

Figura 9. Validagdao do modelo teérico da VCP no ProSa e QMEAN.
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(A) Gréfico de validagdo do ProSA contendo os valores de Z-score de todas as estruturas
proteicas contidas no PDB determinadas por cristalografia de raios-X (azul escuro) e
ressonancia magnética nuclear (azul claro). O valor de Z-score do modelo da VCP esta
representado pelo ponto preto. (B) Grafico de validagdo do QMEAN contendo os valores de
QMEAN-score de todas as 9766 estruturas experimentais de alta resolugao do PDB. O valor de

QMEAN-score do modelo da VCP esta representado por uma estrela vermelha.
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Figura 10. Validagdo do modelo teérico da VCP no ProSa e QMEAN.
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(A) Gréfico de validagdo do Verify-3D, no qual as pontuacdes de 3D-1D-score s&o plotados
para cada aminoacido da proteina na forma de valor médio (pontos azuis) e valor bruto (ponto
verde). A linha amarela corresponde ao ponto de corte do algoritmo para os valores médios de
3D-1D-score. (B) Quadro contendo os valores de pontuacdo para cada parametro analisado

pelo MolProbity e os valores gerais de qualidade da estrutura (MolProbity-score).

Dessa maneira, o modelo 5 do Robetta (threading) foi validado, devido a
sua similaridade a estrutura experimental da VCP humana (PDB ID: 5FTK),
sugerida pelos valores de RMSD e TM-score do alinhamento no TM-Align,
além dos valores de pontuagcdo de qualidade geral recebidos nos seis

algoritmos de validagao estrutural utilizados. A inspegao visual do alinhamento,
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mostrada na Figura 11, reafirma a similaridade estrutural do modelo

selecionado com a estrutura 5FTK.

Figura 11. Alinhamento estrutural do modelo validado da VCP (rosa) com a estrutura

experimental 5FTK (verde).

Regides estruturadas em folhas-beta estdo representadas por setas, ao passo que regides

estruturadas em alpha-hélices estao representadas por hélices.

A estrutura tridimensional completa e validada da proteina VCP humana,
mostrada na Figura 12, é inédita. Conhecer a estrutura tridimensional completa
da proteina VCP, é um importante fator para atingir o alvo farmacoldgico
especifico para a ELA (KAKIZUKA, 2015), poderia fornecer bases importantes
para o desenho racional de novos farmacos baseado em estruturas
(ANDERSON, 2003), sobretudo de farmacos voltados para o tratamento de
ELA.
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Figura 12. Modelo teédrico validado da proteina VCP humana.

Regides estruturadas em folhas-beta estdo representadas por setas, ao passo que regides
estruturadas em alpha-helices estdo representadas por hélices. Os dominios N-terminal, D1,

D2 e C-terminal estao coloridos de verde, azul, vermelho e amarelo, respectivamente

4.4 Analise de conservagao evolutiva

O modelo tedrico validado da VCP humana foi submetido ao servidor
ConSurf, que estimou o grau de conservacao evolutiva de cada aminoacido
(Figura 13) baseado na relagado filogenética existente entre a proteina
submetida e suas sequéncias homodlogas. O servidor ConSurf utiliza uma
representacao grafica em que os valores de conservagao de cada aminoacido
sdo associados a um esquema de coloragdo e projetados na superficie da

proteina, variando de um e azul ciano, representando posicdes mais variaveis,
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a nove e bordd, representando posicdes mais conservadas evolutivamente
(ASHKENAZY et al., 2016).

Figura 13. Anélise de conservacgao da proteina VCP no ConSurf.
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Representacao da conservagao evolutiva em trés angulos diferentes da proteina VCP. Cada
aminoacido da proteina esta colorido conforme a escala do ConSurf e projetado na superficie
da proteina. A barra de cores mostra o grau de conservagao relacionado ao esquema de
coloracdo do ConSurf. Os aminoacidos coloridos em amarelo ndo receberam valores de

conservacao em funcéo de dados insuficientes.

Aminoacidos funcionalmente importantes para a proteina geralmente
sdo conservados ao longo da evolugdo em fungdo de maior presséo seletiva.
Nesse sentido, a importancia biolégica de um aminoacido pode ser associada
ao seu nivel de conservacgao (XIONG, 2006). Substituicbes de aminoacidos em
posi¢cdes conservadas da sequéncia, portanto, tem maior probabilidade de ser
deletério para a proteina, e levar ao desenvolvimento de patologias (CHOI et
al., 2012). Os graus de conservagao de cada posi¢cao da proteina afetada por
mutacdes estdo mostrados na Tabela 6. Curiosamente, todas as mutagdes
compiladas da VCP, embora sabidamente associadas ao desenvolvimento de
patologias (IKEDA et al., 2020; BAYRAKTAR et al.,, 2016; SURAMPALLI ET
AL., 2017; SCHUTZ; RENNELLA; KAY, 2017; RIJAL et al., 2016; KUMAR et
al., 2010; HALAWANI et al., 2009; RAMOS-CAMPQY et al., 2020; GONZALEZ
et al., 2014; WATTS, Giles D J et al.,, 2004; WATTS, G. D.G. et al., 2007,
JOHNSON et al.,, 2010; S. SPINA ET AL, 2013; BENATAR et al., 2013;
HALAWANI et al., 2009; KIMONIS et al., 2008; RABOUILLE et al., 1995;
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HUANG et al., 2020; JERATH et al., 2015; MATSUBARA et al., 2016), afetaram

posicdes variaveis e de média conservacao da proteina.

Tabela 6: Andlise  da conservagao evolutiva no ConSurf.

Posicao Mutacdo Grau de Conservagdo
95 R95G
97 G97E

155 R155C, R155H, R155L, R155P, R1555

I Iu-I |

Varidvel Médio Conservado
As cores variam de 1 e azul turquesa a 9 e bordd. Posi¢gdes nao classificadas pelo servidor

estado representadas em amarelo.

A analise de conservagao da VCP por dominio, mostrada na Figura 14,
indica que os dominios D1 e D2 sao compostos majoritariamente por
aminoacidos conservados, ao passo que o dominio N e C-terminal sao

compostos, sobretudo, por aminoacidos variaveis.
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Figura 14. Conservacao evolutiva da VCP por dominio.
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Os dominios N-terminal, D1, D2, e C-terminal estdo destacados em: verde, azul, vermelho e
amarelo, respectivamente. Cada aminoacido da VCP esta colorido de acordo com a escala de
conservacgao do ConSurf.
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4.5 Modelagem estrutural das variantes

A modelagem comparativa é, atualmente, o método de predigao
estrutural de maior acuracia dentre as estratégias computacionais disponiveis.
A modelagem comparativa alcanga niveis de precisdo que, em alguns casos,
sdo comparaveis ao de estruturas determinadas experimentalmente. Estruturas
tridimensionais que possuam mais de 30% de identidade de sequéncia com o
molde utilizado na modelagem comparativa, tm maior probabilidade de serem
precisas. Neste trabalho, as variantes da VCP tiveram como molde a estrutura
validada da proteina nativa (modelo 5 Robetta — threading), cuja unica
diferenga consiste na substituicdo do aminoacido correspondente a mutacgao,
possuindo assim, mais de 99% de identidade de sequéncia e,
consequentemente elevada precisao (ESWAR et al.,, 2006; MOREIRA et al.,
2013). A fim de verificar altera¢des estruturais, os modelos das variantes foram
alinhadas a estrutura validada da VCP nativa no servidor TM-align. Os valores

de RMSD e TM-score desses alinhamentos sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Alinhamento estrutural da VCP nativa e suas variantes no TM-
align.

Posicao | Mutagdao | RMSD | TM-score
95 R95G 0,96 0,9912
97 G97E 0,83 0,9932
126 [126F 0,68 0,9954
155 R155C 1,86 0,9792
155 R155H 1,17 0,9878
155 R155L 1,02 0,9886
155 R155P 1,23 0,9872
155 R155S 0,99 0,9909
159 R159G 1,02 0,9905
159 R159H 1,18 0,9867
185 E185K 0,65 0,9957
191 R191Q 0.54 0,9969
198 L198W 1,48 0,9827
232 A232E 0,77 0,9941
387 N387H 0,90 0,9921
592 D592N 1,15 0,9883

Todas as variantes analisadas apresentaram valores de RMSD maiores
que 0,15A, valor sugestivo de perturbagéo estrutural com provavel implicagéo
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funcional para a proteina (MOREIRA et al, 2013). Isso poderia estar
relacionado ao potencial patogénico dessas variantes, previamente associadas
ao desenvolvimento de Deméncia Frontotemporal (DELLEFAVE, 2007,
PERRONE; CONFORTI, 2020), Doenca de Paget (CHAPMAN; FRY; KANG,
2011), Miopatia (JERATH et al., 2015), Parkinson e Alzheimer (PERRONE;
CONFORTI, 2020).

A inspecao visual do alinhamento entre a proteina nativa e as variantes,
mostrado na Figura 15, sugere que as principais regides afetadas por
mutacdes na VCP sédo os dominios D2 e C-terminal, regides que possuem
atividade de ATPase, participam de processos catabdlicos como a autofagia
(BAYRAKTAR et al., 2016) e sdo cruciais para a manutencao da estabilidade
do hexamero da VCP (CHIA et al.,, 2012; NIWA et al., 2012). A maioria das
mutacdes da VCP ja estudadas n&o impactaram a organizagao/hexamerizagao
da proteina (MOUNTASSIF et al., 2015). Entretanto, inumeros estudos
apontam para o aumento da atividade de ATPase no dominio D2 em todas as

formas mutantes da proteina VCP humana ja testadas (ZHANG et al., 2015).

O estudo de Kakizuka, 2015, avaliou diferentes variantes da VCP
sabidamente associadas ao desenvolvimento de doengas, e observou que
estas induziram aumentos significativos na atividade de ATPase quando
comparadas a proteina selvagem, sugerindo um possivel mecanismo
patolégico. Além disso, o autor testou um composto com efeito inibitério sobre
a atividade de ATPase da VCP, e observou que essa inibicdo nao afetou
fungdes celulares essenciais e ainda foi benéfica, reduzindo dano e morte
celular em condi¢des patologicas e de estresse. Embora o mecanismo exato
responsavel pela patogenicidade em variantes na VCP nao seja totalmente
compreendido, acredita-se que o aumento da atividade de ATPase ocasionado
por essas mutacdes leve a deplecao dos niveis de ATP celular, condigao que
inicialmente afeta a funcao de proteinas, e em ultima instancia leva a ativacao
de vias de morte celular (KAKIZUKA, 2015).
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Figura 15. Alinhamento estrutural entre VCP nativa e as variantes R95G, G97E, 1126F,
R155C, R155H, e R155L no TM-align.

A proteina nativa esta representada em cinza, ao passo que as variantes estao representadas
em amarelo. O sitio da mutagdo esta destacado em vermelho e aproximado para melhor

visualizagao.
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Figura 16. Alinhamento estrutural entre VCP nativa e as variantes R155P, R155S, R159G,
R159H, E185K, e R191Q no TM-align.

A proteina nativa esta representada em cinza, ao passo que as variantes estao representadas
em amarelo. O sitio da mutacdo esta destacado em vermelho e aproximado para melhor

visualizacao.
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Figura 17. Alinhamento estrutural entre VCP nativa e as variantes, L198W, A232E, N387H
e D592N no TM-align.

A proteina nativa esta representada em cinza, ao passo que as variantes estdo representadas
em amarelo. O sitio da mutagdo esta destacado em vermelho e aproximado para melhor

visualizacao.

MOUNTASSIF et.al., 2015, determinaram por eletrocriomicroscopia a
estrutura da mutante R155P, mais frequente mutacdo presente em pacientes
com DFT-VCP, e analisaram utilizando docking molecular a interagdo dessa
variante com cofatores enzimaticos conhecidos da proteina. Os resultados de
tal trabalho indicaram que a mutacdo R155P induz uma importante alteracao
conformacional no dominio D2 da VCP, responsavel por afetar a interacdo da
proteina com o cofator enzimatico Npl4 e facilitar o acesso do ATP ao sitio
catalitico. Segundo os autores, esse achado poderia explicar o aumento téxico
da atividade de ATPase observada nessa e em demais variantes da proteina
(MOUNTASSIF et al., 2015). Além disso, o aumento da degradacgé&o proteolitica
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sobre o dominio D2 observado em inUmeras variantes da VCP é mais uma
evidéncia sugestiva de alteracdo estrutural nesse dominio (ZHANG et al.,,
2015).

Juntamente com os estudos citados anteriormente (KAKIZUKA, 2015;
MOUNTASSIF et al., 2015; ZHANG, Xiaoyi et al., 2015), nossos resultados de
alinhamento também suportam essa hipotese. As alteragbes estruturais
observadas no alinhamento para os dominios D2 e C-terminal das variantes
poderiam afetar as interagbes da VCP (RUFFALO; BAR-JOSEPH, 2019),
inclusive aquelas envolvendo o ATP e possivelmente levar ao aumento toxico
da atividade de ATPase (KAKIZUKA, 2015).

5. CONCLUSAO

Foram compiladas 16 mutagdes da proteina VCP humana dos bancos
de dados e literatura consultada. A analise de predi¢ao do efeito das mutacdes
indicou uma elevada taxa de predicdes deletérias para as mutacées da VCP,
apontando para seus efeitos deletérios. A analise de conservagao evolutiva
indicou que as mutagdes ocorrem majoritariamente em posigcdes variaveis e de
meédias conservagao da VCP, e que os dominios D1 e D2 sdo majoritariamente
conservados. A modelagem computacional gerou um modelo acurado e
completo da VCP humana, inédito para a proteina. O alinhamento estrutural
entre a VCP nativa e suas mutantes apontou para alteracbes estruturais
sugestivas de implicagdes funcionais para a proteina, afetando sobretudo os
dominios C-terminal e D2, o que poderia estar relacionado ao desenvolvimento
de ELA e DFT.
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