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RESUMO

Atualmente, uma das racas de grande destaque da bovinocultura de corte européia
conhecida como Belgian Blue ¢ acometida por defeitos genéticos recessivos que resultaram em
mutagdes ligadas a disturbios musculares que geram preocupagdes quanto ao bem-estar e
sanidade do animal, bem como perdas econdomicas. Para melhor entendimento dos disturbios
musculares causados por mutagao, este estudo buscou abordar a distonia muscular congénita
(DMC 1I), um distarbio pouco estudado e conhecido na ciéncia animal, que acomete bezerros
ainda nas primeiras horas, também foram realizados estudos interdisciplinares para
compreender os efeitos de mutagdo genética em outras espécies. No contexto atual, os estudos
genéticos se tornaram um pilar fundamental para a selecdo animal e melhoramento genético,
uma vez que se tem desenvolvido novas ferramentas e métodos para diagnosticar genes de
interesse da producdo animal, além de contribuir com estudos dinamicos para maior
compreensdo do genoma e suas fungdes, e influéncia nos organismos. Este estudo, estendeu-se
sobre metodologias de grandes areas da genética, como a genética molecular e mutagénese,
aplicada ao melhoramento genético animal para avaliar o efeito de mutagdo por endogamia em
rebanho de bovinos da raca Belgian Blue. Para tanto, a partir de técnicas de Modelagem
Molecular foram realizadas duas mutagdes na proteina transportadora de glicina 2 (GLYT2) e
submetidas a Dinamica Molecular com tempo de simulag¢do de 20ns e foi verificado alteracdes
significativas na conformagao, flutuagdo, estabilidade e flexibilidade proteica o que impactaria
nas funcdes enzimaticas.

Palavras-chave: Distrbios. Transportadora de glicina 2. Muta¢des. Dindmica molecular.
Genética.



ABSTRACT

Actually, one of the most prominent breeds of European beef cattle known as Belgian Blue is
affected by recessive genetic defects that have resulted in mutations linked to muscle disorders
that raise concerns about the animal welfare, health, reproduction, as well as economic losses.
For a better understanding of muscle disorders caused by mutation, this study sought to address
congenital muscular dystonia (DMC II), a disorder that is little studied and known in animal
science, which affects calves in the early hours, interdisciplinary studies were also carried out
to understand the effects of genetic mutation in other species. In the current context, genetic
studies have become a fundamental pillar for animal selection and genetic improvement, since
new tools and methods have been developed to diagnose genes of interest to animal production,
in addition to contributing to dynamic studies for a better understanding of the genome and its
functions and influence on organisms. This study extended over methodologies from large areas
of genetics, such as molecular genetics and mutagenesis, applied to animal genetic
improvement to evaluate the effect of mutation by inbreeding in bovine herds. For that, using
Molecular Modeling techniques, two mutations were performed in the glycine transporter
protein 2 (GLYT2) and subjected to Molecular Dynamics with a simulation time of 20ns and
were verified significative changes in the protein conformation, fluctuation, stability and
flexibility, resulting in an enzymatic functionality.

Keywords: Disorders. Glycine transporter type 2. Mutations. Molecular dynamics. Genetics.
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1. INTRODUCAO

A endogamia consiste no acasalamento de individuos com algum grau de parentesco,
sendo a principal causa de baixa variabilidade genética dentro do rebanho, entretanto, ¢ vidvel
obter resultados positivos a partir desse sistema de acasalamento. Contudo, ¢ necessario
conhecer os graus de consanguinidade e o desempenho dos animais selecionados, desse modo,
¢ possivel obter padronizacdo e fixacdo de caracteristicas desejaveis, além de assegurar a
uniformidade do rebanho.

Ao utilizar o sistema de acasalamento consanguineo, deve se considerar que havera a
diminui¢do da variabilidade genética e o aparecimento de fenotipos indesejaveis como
consequéncia de homozigosidade. Portanto, ¢ importante compreender que a consanguinidade
nao cria nenhum gene deletério ou letal na populacao, mas verifica-se que a endogamia leva a
um aumento de pares de genes em homozigose, e a ocorréncia de diversas anomalias congénitas
que se manifesta apenas em homozigose recessiva (KOURY FILHO, 2002), como no caso da
distonia muscular congénita do tipo II.

A distonia muscular congénita (DMC II) em bovinos Belgian Blue se assemelha a
mioclonia congénita (tremores congénitos) dos bovinos Hereford, em que todos os bezerros
com DMC tém episddios de contraturas musculares generalizadas, no entanto exames sugerem
dois fendtipos distintos para DMC I e DMC II. Os bezerros que manifestam DMC I geralmente
morrem dentro de algumas semanas como resultado de complica¢des respiratérias. Ja os
bezerros que expressam a DMC II sofrem episodios graves de mioclonia por via actstica ou
estimulagdo tatil e morrem poucas horas ap6s o nascimento (CHARLIER, et al., 2008).

O l6cus da DMC II em bovinos, estd localizado no cromossomo 29, englobando 13
genes. O sequenciamento do gene SLC6A45, demonstrou indicios de mutagdo, sendo o gene que
codifica a proteina GlyT2 (UniProtKB: Q9Y345), tendo como funcdo a manuten¢do de um
reservatorio pré-sinaptica de neurotransmissores em sinapses glicinérgicas (GOMEZA, et al.,
2003). Em humana, mutag¢des de troca (missense), sem sentido (nonsense) e mudanga no quadro
de leitura (frameshift) no gene SLC6A45 estio associados com o disturbio neuroldgico intitulado
hiperecplexia autossdmica recessiva (OMIM 149400).

Uma andlise genética revelou mutacdes em varios genes de proteinas poOs-sinapticos
envolvidas na neurotransmissao glicinérgica, incluindo as subunidades al e B do receptor de
glicina (GlyR), gefirina (PDB: 2FTS) e colibistina (PDB: 4MT7) (ROBERT et al., 2008).
Todavia, pesquisas indicam que as mutagdes no gene que codifica o transportador pré-sindptico
de glicina GlyT?2 ¢ a segunda principal causa de distonia muscular congénita tipo Il em bovinos
(DMC II) e hiperecplexia humana (ROBERT et al., 2008). Diante dos estudos apresentados,
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pode-se avaliar a importancia de estudos em genética quantitativa e molecular para os
programas de melhoramento e selegdo genética de rebanhos bovinos, além da ado¢do de um
sistema criterioso para a utilizagdo do método de acasalamentos endogamicos.

Dessa forma, € possivel estimar os ganhos genéticos, econdmicos e produtivos, e prever
perdas no sistema de produgdo. Ademais, descrever e conhecer os efeitos da mutagdo no gene
SLC6AS causador de DMC II e outras doengas genéticas neurodegenerativas em bovinos, a
nivel molecular, proporcionara informacgdes esclarecedoras acerca de distirbios genéticos em
bovinos.

A simulag@o computacional € um fator chave para estudos em genética molecular dando
profundidade em pesquisas sobre mutagdes e seus efeitos, uma vez que a ferramenta com
estudos moleculares ¢ capaz de indicar diferengas sutis o que ndo ¢ possivel avaliar com
diagnosticos clinicos (ROBERT et al, 2008).

Desse modo, conciliar técnicas desenvolvidas pela genética molecular juntamente com
modelagem computacional poderd proporcionar maiores esclarecimentos sobre mutagdes,
identificar e estudar os genes de influéncia, a0 mesmo tempo que contribuird com estudos

genomicos no melhoramento genético animal, bem como na sele¢ao de individuos.

2. OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi descrever o comportamento da mutagdo T809C

ocorrida no gene SLC6A5 que codifica a proteina (GLYT2) na raga bovina Belgian Blue, a
partir de ferramentas de simulacdo computacional, com finalidade de proporcionar
conhecimento molecular sobre a proteina mutante, sua conformacgao, intera¢do, determinacao
da estrutura, uma vez que a GLYT2 ¢ uma proteina importante de funcdo estrutural conhecida.
Bem como, verificar a viabilidade do uso de Dindmica molecular para estudo em genética

molecular.

3. REVISAO DE LITERATURA

Os bovinos da raga Belgian blue sdo animais nativos da Bélgica, se destacam por
apresentarem musculatura dupla. Atualmente, animais desta raca representam 50% do rebanho
Belga, 61% dos bovinos Azul Belga esta na regido da Valonia e 39% na parte flamenga da
Bélgica (BELGIAN BLUE GROUP, 2023). Estes pertencem a subespécie Bos taurus taurus,
sendo um gado europeu de alta produtividade (MORAES, 2016). No século XIX, touros da raca

Shorthorn, do Reino Unido, foram enviados para a Bélgica visando o cruzamento entre as ragas,
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com expectativa de aumentar o ganho em musculatura. Entre 1920 e 1960, o animal resultante
do cruzamento entre o gado belga e o Shorthorn cumpria a demanda por leite e carne
(MORAES, 2016).

Com o objetivo de produzir mais carne para o mercado, foram criados programas de
avaliacdo genética para selecionar os melhores animais para serem reprodutores e fixar a
caracteristica de dupla musculatura nos rebanhos. Os animais que apresentavam maior
desenvolvimento de musculatura, foram selecionados para cruzamento, dessa forma
ocasionando os animais que conhecemos atualmente.

Os bovinos da raca Belgian Blue localizados no norte da Europa para qual sdo
destinados a producdo de carne por apresentarem alto desempenho, sdo selecionados pelos
programas de mesticagem, fazendo com que ocorra sua expansdo em todo o mundo.
Atualmente, os animais Belgian blue estdo presentes na Franga, Holanda, Gra-Bretanha,
Irlanda, Dinamarca, Estados Unidos, Canada, Australia, Nova Zelandia, México e também no
Brasil (MORAES, 2016).

O gado Belgian Blue possui uma das maiores taxas de deposi¢ao de musculatura, sendo
essa uma das principais caracteristicas de importancia na producao animal. De acordo com
Arthur (1995), bovinos com dupla musculatura sdo conhecidos por terem caracteristicas
superiores de carcaca, comparado ao Bos taurus indicus, isso se deve principalmente a
hipertrofia generalizada da musculatura, finura dos ossos, menor potencial para acumular
gordura e menor trato digestivo.

No Brasil, a raga ¢ comumente utilizada para a produgdo de carne e normalmente sdo
cruzados com zebuinos (bovinos originarios da India) com a finalidade de aumentar o
rendimento de carcaca e a producdo de carne. Para Perdigdo e Roquete (2007), em seus estudos
que fomentava avaliar a produtividade em utilizar touros Belgian Blue e Charolés em
cruzamento com vacas comerciais na regiio de Evora (Portugal), demonstraram que ha
diferencas de peso ao desmame proximo dos 28kg, quando comparados com a raga
Charolés. Esta diferenca representa acréscimo de peso vivo ao desmame de cerca de 15%

(Perdigdo e Roquete, 2007).

3.1 Glicina
A glicina ¢ um aminoécido ndo essencial codificado pelo codigo genético, com funcao
fundamental na composicao fisiologica dos organismos de mamiferos. Pode ser encontrada em

grande quantidade em proteinas estruturais, como o colageno e a queratina, podendo também
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ser encontrada em alimentos como feijao, milho e alimentos de origem animal (APRISON E
DALY 1978). A glicina ¢ um composto de estrutura simples que exerce importante fungao no
sistema nervoso central, atuando como neurotransmissor ¢ inibidor, nas vias glicinérgicas do
cérebro, espinha, e retina, a glicina atuando como um neurotransmissor inibitorio classico e
participando no processamento motor e sensoriais, permitindo movimento, visdo e audi¢do
(WERMAN, et al. 1967, APRISON E DALY 1978, APRISON, 1990, CORTES E PALACIOS
1990, DALY 1990, POURCHO E GOEBEL 1990, WENTHOLD E HUNTER 1990).

Os residuos de glicina podem ser armazenados no interior hidrofébico das proteinas.
Isto permite flexibilidade na dobragem de proteinas com capacidade para formacgao de hélices
e permite flexibilidade na disposi¢ao dos receptores (SERRANO, L. et al., 1992). A modulacao
dos residuos de glicina fornece uma estrutura base para mudangas conformacionais dentro ou
proximo a dominios da membrana celular, necessarios para fungdes como transporte e
sinalizacdo (LI E DEBER, 1992). Os canais de ions sdo poros proteicos dentro da membrana
celular que transferem ions ao longo de um gradiente eletroquimico, sdo necessarios e
desempenham um papel fundamental na manuten¢do da integridade celular (HILLE BI, 1978).

A atividade biologica de algumas moléculas pode ser alterada pela adigao ou remogao
de um residuo de glicina. A modulacdo de residuos de glicina fornece uma estrutura base para
transi¢cdes conformacionais dentro ou adjacentes para dominios de membrana necessarios para

funcdes como transporte ou sinalizacdo em canais i6nicos (HALL, 1998).

3.2 Transportador de glicina tipo 11

GlyT2 ¢ uma proteina transportadora da familia SLC6 de neurotransmissores
dependentes de sédio e cloretos (DE JUAN -SANZ, J. et al., 2013). Esta familia inclui um
transportador adicional de glicina, GlyT1, bem como os transportadores para GABA,
dopamina, norepinefrina e outros transportadores. Estas sdo glicoproteinas de membrana com
uma disposicdo estrutural de 12 segmentos na transmembrana e funcionam como
transportadores ativos secundarios acoplados ao gradiente Na+ mantido pela Na+/K+ ATPase,
uma proteina que esta diretamente associado com GlyT2 (DE JUAN -SANZ, J. et al., 2013).

De acordo com Rees et al., (2006 ), o sequenciamento de SLC6AS para casos de DMC
IT revelou uma mutagdo missense (T809C) no exon 4, resultando numa substituicdo de um

residuo de leucina (L270P) no terceiro dominio de membranas de GlyT?2.
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3.3 Selecao e melhoramento genético animal

O objetivo do melhoramento genético, em geral, ¢ alcancar melhores niveis de produgao
e qualidade do produto dependendo do sistema de producao e das exigéncias do mercado. Para
atingir esse objetivo, € necessario controlar algumas das caracteristicas que os animais
apresentam: adaptabilidade, eficiéncia reprodutiva, vitalidade, peso corporal, taxa de
crescimento, qualidade da carcaga e da carne sdo algumas dessas caracteristicas (ROSA, ef al.
2013). O desempenho individual dos animais ¢ o resultado do ambiente e da genética. Alto
nivel de produtividade e retorno econdmico sdo alcangados através de melhoramento
juntamente as condigdes ambientais € a composicdo genética dos animais (CARNEIRO
JUNIOR, 2009).

As caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais compdem o fenodtipo
(P) do animal, ou seja, sdo os aspectos que determinam a aparéncia do animal e podem ser
observados e mensurados. O gendtipo (G) € a constitui¢do genética do individuo, para tal a mae
e 0 pai contribuem com 50% de seus genes, no entanto, para que esses genes sejam expressos
¢ necessario um ambiente (E) favoravel e adequado. Em resumo, para que se tenha a expressao
do fenotipo em um individuo ou rebanho € preciso que haja interagdo entre gendtipo e ambiente
(GxE), de maneira que o ambiente seja favoravel para que esses genes sejam expressos (ROSA

et al. 2013). Todas essas intera¢des podem ser compreendidas pela seguinte equacao 1:

P=G+E + GxE

De acordo com Rosa, et al. (2013), o ambiente envolve todos os fatores ndo genéticos
que contribuem, positivamente ou negativamente, para a expressao fenotipica, desse modo,
pode-se subentender que, inclui os efeitos proporcionados pelo proprio produtor, diretamente,
aos animais ou no sistema produtivo, cuidados com a sanidade, nutricdo, manejo (dos solos,
das pastagens e dos animais) e as tomadas de decisdo de administragdo do negdcio sdo alguns
dos fatores ambientais que podem influenciar no fendtipo. Logo, o ambiente ¢ um fator que o
homem ndo pode controlar em sua infinita variacdo e poucas sao as situagcdes que podem ser
controladas, mas geralmente requer alto valor de investimento.

Partindo do ponto de vista da importancia do ambiente para o melhoramento genético,
escolher os animais que melhor se adaptam a um determinado clima ¢ o ponto chave para se
obter bons resultados, para isso € importante as avaliagdes genéticas, uma vez que essas andlises
vao indicar quais sdo os melhores animais mais bem adaptados e que vao passar por um
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processo de selecdo para serem reprodutores que passaram tais caracteristica a proxima geragao
(ROSA, et al. 2013).

A selecao animal consiste na selecdo dos pais para a proxima geracao e a determinagdo
da intensidade da sua utilizacao na reproducao. Neste caso, o objetivo ¢ aumentar a frequéncia
dos alelos que favorecem a eficiéncia econdmica do sistema de produgao, alterando, em ultima
analise, a constituicao genética da populacdo (ROSA, ef al. 2013). Ademais, possui a vantagem
de ser menos dispendioso do que outras fases do ciclo de reprodugdo, de modo que a selegdo
proporciona beneficios cumulativos no rebanho. De modo que a superioridade genética dos pais

¢ repassada aos filhos e assim a geracao seguinte.

3.4 Genética molecular

A identificagdo dos processos quimicos dos genes possibilitou conhecer os fendomenos
biolégicos por meio das leis da fisica e quimica, ideia defendida por Erwin Schrodinger em
1944 (RIBEIRO, 2014).

Segundo Regitano (2004), a genética molecular conseguiu um avango significativo
desde a exploragdo do DNA. Esse avanco possibilitou o desenvolvimento de métodos de anélise
da estrutura e funcdo do material genético, de equipamentos com capacidade para analise
automatizada de grande quantidade de amostras, de métodos estatisticos ¢ de ferramentas de
informatica, resultando na ciéncia conhecida como gendmica (REGITANO, 2004).

A Gendmica ¢ a area da ciéncia que tem como objetivo o estudo do genoma. Pesquisas
gendmicas envolvem mapeamento genético, sequenciamento de genes ou de genomas
completos de organismos selecionados, organizagdo dos resultados em bancos de dados
acessiveis e desenvolvimento de aplicagdes para os dados gendmicos em areas de interesse
como Biologia, Medicina e Zootecnia (MENEZES, et al., 2013). A gendmica ¢ uma importante
area que vem auxiliando em pesquisas para novos tratamentos médicos, identificando milhares
de novos alvos bioldgicos (locais de agdo farmacoldgica) que podem contribuir para o
desenvolvimento de medicamentos, vacinas e diagndsticos (GARCIA, 2006).

Além da Gendmica, estudos com protedmica que utiliza de técnica que separagdo e
identificacao, como a eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e bioinformatica
para analisar o proteoma aparente em células, tecidos ou pelo organismo em um dado momento,
a andlise protedmica permite determinar, quantificar e avaliar o tipo de modificagdes pos-
traducionais sofrida pelas proteinas incluidas em diversos processos, possibilitando a

evidéncias de novos alvos terapéuticos e moléculas bioativas (FARIA-PINTO, ET AL., 2015).
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Ademais, os estudos moleculares proporcionam um vasto conhecimento para a
compreensdo da estrutura, fungdo e impacto dos conjuntos de atomos que formam pequenas
moléculas, como os aminoacidos, sendo a unidade fundamental das proteinas e os nucleotideos,
a unidade fundamental do DNA e RNA, o conhecimento desses mecanismos pode auxiliar no

desenvolvimento de ferramentas (GARCIA, 2006).

3.5 Mutagénese

Esfor¢os tém sido dedicados para analisar danos causados no DNA e quais os
mecanismos bioldgicos sdo utilizados para reparar tais anomalias, uma vez que o resultado
desses danos leva a insercao de mutagdes no DNA como consequéncia. O processo pelo qual
as mutagdes sdo produzidas ¢ referido como mutagénese (ERROL, et al., 2005). Quando a
mutagénese que ocorre sem tratamento do organismo com um exdgeno, o mutagénico € referido
como mutagénese espontanea (ERROL, et al., 2005).

Um conjunto particularmente importante de termos aplica-se a mutacdes de substituicdo
de base que afetam o codigo de proteinas de uma regido gendmica. As mutagdes do tipo
substituicdo (Missense) sdo aquelas que alteram o cédon de um aminoacido originando em outro
aminoacido. Mutacdes do tipo sem sentido (Nonsense), mudam o codon de um aminodcido para

um dos trés codons de paragem (stop condons): TAG, TAA, ou TGA, (ERROL, C. etal., 2005).

3.5 Simula¢io computacional e experimentacio in silico

A simulag¢ao computacional busca através de métodos e modelos matematicos prever e
descrever processos fisicos, quimicos e biologicos, aplicados a softwares. Esse tipo de modelo
computacional proporciona maior confiabilidade na tomada de agdes acerca de um
experimento, auxilia no desenvolvimento de hipdteses, na solugdo para resultados (DISNER,
2019).

Atualmente, com o avango das tecnologias a comunidade cientifica e toda sociedade
tem debatido a importancia da simulagdo computacional e suas limitagdes. A principal hipotese
levantada gira em torno se a experimentagdo in silico ¢ uma ferramenta que pode substituir a
experimentacdo in vivo, uma vez que os debates em relagcdo a experimentacdo com animais €
as leis de bem-estar animal se tornaram uma pauta contemporanea (DISNER, 2019).

Além disso, o modelo computacional tem se difundido entre as diferentes areas de

pesquisa, por apresentar maior viabilidade econdmica, operacional e por via burocratica.
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4. METODOLOGIA

Para estudos da proteina em questdo, foram usadas técnicas de Modelagem Molecular,
em particular a metodologia de Dinamica Molecular. Como modelo inicial, foi utilizado a
proteina humana SC6A5 HUMA (UniProtKB: Q9Y345) identificada na base de dados
UniProt, em funcdo de que essa proteina esta presente no organismo de todos os mamiferos e
ainda nao ha registro cristalografico dessa proteina em bovino.

Os residuos utilizados para o estudo foram; SERINA (S479) e LEUCINA (L649) estando
localizado no sitio 1 que estd em interagdo com o ion Na*, o mecanismo de transporte dos
membros de NSS (Neurotransmissores transportadores de sodio) ¢ dependente do cotransporte
de Na" e CI" (PEREZ-SILES et al., 2011; SUBRAMANIAN et al., 2016).

As mutagdes da proteina GLYT2 foram realizadas utilizando o software de visualizagao
grafica MOLDEN (SCHAFTENAAR, VLIEG e VRIEND, 2017), no qual foi possivel
visualizar e realizar mutag¢des nos residuos de SERINA ¢ LEUCINA in loco. Posteriormente,
submetemos as estruturas a dindmica molecular com duracdo de 20ns (20 nanosegundos) para
verificar possiveis alteracdes de conformagao, flutuagdo, estabilidade e flexibilidade. Todas as
analises de resultados foram geradas a partir do software GROMACS (ABRAHAM; VAN DER
SPOEL; LINDAHL; HESS, 2015) e VMD (HUMPHREY, DALKE E SCHULTEN, 1996).

4.1 Amostragem do espaco conformacional utilizando simulacdes de Dinamica
Molecular

A simulac¢do de sistemas moleculares requer a geracao de conformagdes estatisticamente
representativas (FRENKEL e SMIT, 2001). A caracterizacdo adequada da dinamica estrutural
das proteinas estudadas exige estruturas adequadas ao meio em que elas foram inseridas. Sendo
assim, foi utilizado o método de Dinamica Molecular (DM), o qual recorre a integracdo das
equagdes classicas de movimento, determinando assim, a velocidade e a aceleracdo das
particulas do sistema em um dado instante do tempo (FRENKEL e SMIT, 2001). Isto permitiu
obter informagdes sobre o comportamento dinamico, dependente do tempo, dos atomos
individuais envolvido no sistema (FRENKEL e SMIT, 2001).

As propriedades macroscopicas de interesse (como a pressdao, o volume, a temperatura,
entre outros) foram obtidas aplicando-se técnicas de mecanica estatistica a partir dos dados
microscopicos providos da simulacdo (VAN DER SPOEL, D. et al. 2005).

A proteina transportadora de glicina 2 nativa e mutantes foram solvatadas por moléculas

de agua explicita do tipo tip4p (BERENDSEN, 1987). Cada sistema teve sua energia
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minimizada por 10.000 passos de simulagdo do tipo steppest descent e este foi extensivamente
relaxado com dindmica molecular com o objetivo de se atingir o equilibrio termodinamico. A
trajetdria obtida a partir da DM foi de 20 ns para analise de resultados.

Todas as simulag¢des conduzidas neste projeto foram realizadas utilizando-se o campo de
forca OPLS-AA (DAMM, W., et al., 1955). Todas a Dinamica Molecular e suas analises foram
realizadas utilizando o conjunto de pacotes computacionais gratuitos inseridos no GROMACS

(ABRAHAM; VAN DER SPOEL; LINDAHL; HESS, 2015).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise estrutural da proteina nativa e suas mutacdes
A estrutura cristalografica da proteina GLY T2 foi ilustrada na Figura 1, sendo destacada
a regido onde se encontram os residuos que foram modificados para estudo neste trabalho

(serina em vermelho).

Figura 1 - Localiza¢do do residuo de SER479 (representacao Licorice) em interagdo com o
ion Na+. A proteina estd na representagdo new cartoon, no software VMD.

|

Para avaliar alteragdes de conformacao e estabilidade as proteinas nativa e mutantes foi
realizado o calculo de RMSD, apresentado na Figura 2. A Raiz Quadrada do Desvio Médio

Quadratico (RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation) ¢ uma medida utilizada para
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quantificar a diferenga conformacional das proteinas com relagdo a sua estrutura inicial (em
sobreposi¢dao) (KIRCHMAIR et al., 2008). Quanto menor o valor do RMSD, mais similar ¢ a
estrutura em comparacdo com a estrutura de referéncia. Contudo, valores elevados do RMSD
indicam uma maior diferenca conformacional entre as proteinas comparadas (KIRCHMAIR et
al., 2008).

O grafico de RMSD demonstrou diferencas, e similaridades entre as proteinas nativa e
mutantes 1 e 2. A proteina mutante 1 e mutante 2 apresentaram similaridade a proteina nativa
no periodo inicial de simulagdo até aproximadamente 1000 ps de simulagdo. Posteriormente, as
estruturas foram se diferenciando, ao final da simulagdo as proteinas mutantes obtiveram
valores de desvio proximos a 0,15 nm e a proteina nativa demonstrou um desvio elevado
proximo a 0,50 nm.

Portanto, foi possivel verificar baixa similaridade quanto a conformagado estrutural e

estabilidade entre as proteinas nativa, mutante 1 e mutante 2.

Figura 2— Grafico RMSD (Raiz Quadrada do Desvio Médio Quadratico) em fun¢do do tempo

de simulagao.
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De acordo com estudos de Doss et al., (2012) que avaliou a estabilidade e conformagao
de mutagdes que afetam a proteina FGFRI—A. As proteinas nativa (3RHX) e mutantes (V513G,
V607M, P7222), foram submetidas ao calculo do RMSD que evidenciou que as estruturas da

proteina nativas e suas mutantes permaneceram proximas até 200 ps, a partir de 2000 ps até o
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final, o mutante P722S apresentou uma grande variagdo em relacdo as outras estruturas,
atingindo um RMSD méximo de cerca de 0,35 nm por volta de 3600 ps. Ao longo da analise,
o modelo mutante P722S mostrou a maior variagao, enquanto o modelo mutante V607M exibiu
uma variagao intermedidria, € o modelo nativo ¢ mutante V513G mostraram a menor variagao,
dessa forma concluiu que as mutagdes podem afetar o comportamento dindmico da proteina
mutante, como € o caso observado desse trabalho.

Para representar a mudancga na estrutura das proteinas, a Figura 3 mostra a sobreposi¢ao
das estruturas antes e depois da simulagao por DM de 20 ns. Em azul e verde respectivamente,
¢ representado a estrutura inicial das proteinas mutantes, em vermelho as estruturas depois de
20 ns da Dindmica molecular.

Figura 3 — Estrutura sobrepostas das proteinas mutantes 1 e mutante 2
respectivamente

De forma geral, apesar da proteina nativa apresentar maior desvio da estrutura inicial, a
mesma nao perdeu as estruturas secundarias, como pode ser visualizado na comparagdo da

estrutura da proteina nativa ap6s a dindmica molecular de 20 ns (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura da proteina nativa depois da simulacao de Dinamica Molecular
ilustrando a conservagao da estrutura secundaria da enzima.
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O RMSD continua sendo a medida mais utilizada para determinar a similaridade
estrutural, pois ndo hd ambiguidade na determinagido da relagdo entre atomos. Isso ocorre
porque o alinhamento envolve a mesma estrutura em diferentes quadros da simulacdo. Com
essa relagdo estabelecida, o alinhamento rigido padrao realiza rotacdes e translacoes em uma
das estruturas, minimizando o RMSD e obtendo um alinhamento adequado (MARTINEZ,

2015).
Para analisar com mais detalhes os resultados do RMSD, as estruturas das proteinas

nativa e mutante 1 e mutante 2 foram submetidas a um célculo de RMSDist (Raiz da Distancia
Minima Quadratica Média) para verificar alteracdes quanto a movimentos de translagdo das
proteinas.

Os resultados demonstraram que a proteina nativa apresentou uma movimentagao
exponencial durante a simulagdo (Figura 5), tendo maior disposi¢do de translacao, em relagao
as proteinas mutantes 1 e 2 que demonstraram baixa mobilidade. Como ¢ de se esperar, haja

visto que a proteina nativa tem um papel de ser uma proteina de transporte.

Figura 5 — Raiz da Distancia Minima Quadratica Média da proteina Nativa, Mutante 1 e da
Mutante 2, durante 20 ns de simulagao.
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Além disso, para analisar a capacidade de compactacdo (niveis baixos) e expansdo
(niveis altos), foi realizado o calculo do raio de giro (figura 6). O raio de giro (do inglés radius
of gyrate ou Rg) pode ser usado para avaliar a compactagdo da proteina e monitorar alteragdes
conformacionais (LOBANOV et al., 2008). Quanto menor o valor do raio de giro, mais
compacta ¢ a estrutura da proteina (LOBANOV et al., 2008).

A Figura 6 apresenta os resultados do calculo do Rg, onde a proteina nativa apresentou

maior grau de compactagdo aproximadamente 2,7nm, enquanto a mutante 1 apresentou maior
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grau de expansdo chegando a 2, nm, a mutante 2 sofreu muitas oscilagdes durante a simulacao
compactando e expandindo, ao final sendo mais expansiva proximo a 2,75 nm.

Como neste trabalho, Rituraj (2014) avaliou um receptor KIT do tipo nativa e um
mutante (D816H), ambos foram analisados o Raio de Giro, onde a regido EAL da mutante
apresentou um Rg médio de 1,28 nm, enquanto a regido EAL do tipo nativo apresentou um
valor médio de Rg de 1,23 nm. Os dados do Rg da regido EAL mostrou uma conformagao

expandida dessa regido na mutante KIT em comparagao com o tipo nativo.

Figura 6 — Representacao grafica do Raio de Giro das proteinas ao longo da
simulagao.
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Além disso, para finalizar as analises conformacionais das proteinas estudadas, foi
realizado o diagrama de Ramachandran. Esse diagrama abrange os angulos phi e psi, sendo
aspecto teorico crucial para prever o espago conformacional natural e qualidades de estruturas
secundarias da proteina, os angulos torcionais sao formados pelo angulo Phi e Psi de cada
aminoacido (MURALI E SANJEEV, 2022).

Um diagrama de Ramachandran ¢ uma representacdo grafica utilizada para visualizar
as regides preferenciais energeticamente favoraveis dos angulos diedros do esqueleto proteico
em relacdo aos residuos de aminoacidos presentes na estrutura da proteina (MODELAGEM

COMPARATIVA, 2018). Os aminoacidos foram representados em amarelo, as regides
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favoraveis foram em azul e as regides permissiveis em verde e as ndo permissiveis em branco
(figura 7). Desse modo, observa-se que a maior parte dos aminodcidos estdo localizados em
regides permissiveis e favoraveis e portanto, ndo existe diferencas significativas entre as

estruturas proteicas nativas e mutantes.

Figura 7 — Diagrama de Ramachandran com a representag¢do das proteinas nativa a), Mutante
1 b) e Mutante 2 ¢ ).
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6 - Conclusao

As proteinas mutantes apresentaram queda de flutuagdo o que esta associada a baixa
movimentagdo durante o tempo de simulagdo, podendo ser considerado um indicio de
enrijecimento e perda de flexibilidade estrutural que por consequéncia pode ocasionar no
comprometimento das fungdes proteicas de uma proteina de transmembrana como a
transportadora GLYT2. Esse trabalho verificou a viabilidade do uso de dinamica molecular
como uma ferramenta de auxilio para estudos em genética molecular com énfase em mutacdes,
Omicas, selecdo e melhoramento genético aplicado a produ¢do animal, uma vez que mutacgoes
estdo se tornando tendéncia de estudo em populagdes animais, bem como as mutagdes que

provocam distonia muscular congénita e também causam musculatura dupla em bovinos

Belgian Blue.
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