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RESUMO

A interleucina-1 alfa ¢ uma citocina que se destaca por seu papel pro-inflamatdrio essencial que atua
ativando células-chave para combate as infec¢des. Algumas mutagdes genéticas podem promover a
substituicdo de aminoacidos nesta proteina, levando a consequéncias que podem estar associadas a
doengas. Assim, esse trabalho buscou identificar Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) de alto
risco a saude humana e predizer seus efeitos morfofuncionais na proteina. As variantes foram
localizadas no transcrito IL1A-201, disponivel no banco de dados gendmico ENSEMBL. Apos a
selecdo das variantes missense, utilizamos os programas SIFT, PolyPhen-2, MetaLR e Mutation
Assessor para predizer os impactos das substituicdes dos aminodcidos na fungdo e estrutura da
proteina. Nossa andlise revelou a presenga da variante rs1190431689, que se trata da mudanca de uma
Alanina por uma Valina, a rs997926639, que corresponde a mudanca de uma Prolina por uma Serina,
e a variante rs1681201328, que representa a substituicdo de um Acido Glutdmico por uma Glicina.
Todos estes polimorfismos apresentaram resultado Deletério (SIFT), Provavelmente Prejudicial
(PolyPhen-2) e Prejudicial (MetaLR) nos softwares de predigdo, o que indica que estas sdo variantes
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que podem ser de alto risco para a saide humana e podem estar associadas ao desenvolvimento de
diversas patologias.

Palavras-chave: Citocina. Polimorfismos Genéticos. Predicao in Silico.
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1 INTRODUCAO

O sistema imunoldgico humano é composto por uma rede complexa de células e moléculas que
atuam sinergicamente para proteger o organismo contra invasores exogenos. Dentro desse contexto, o
sistema imunologico inato, representado por componentes como os neutrofilos e células epiteliais de
barreira, desempenha um papel fundamental como a primeira linha de defesa contra patégenos (Heeb
et al., 2020). No entanto, a resposta imunologica ndo se limita apenas a imunidade inata, mas ¢
complementada pelo sistema imunologico adaptativo, que garante uma resposta mais especifica e de
memoria contra ameagas recorrentes (Heeb et al., 2020).

Nesta perspectiva, as citocinas, que siao moléculas sinalizadoras cruciais no sistema
imunoldgico, atuam como mediadores intercelulares que regulam a inflamacao, a resposta imune e
diversos processos fisiologicos e patologicos (Varella, 2001). Essas proteinas, produzidas por uma
variedade de células, como macrofagos, células T, e células epiteliais, desempenham um papel central
na comunicacao entre as células do sistema imune e na coordenacao de respostas imunes tanto inatas
quanto adaptativas (Freitas et al., 2022).

Dentro da classe das citocinas, a interleucina-1 alfa (IL-1a) se destaca por seu papel como uma
citocina pro-inflamatoria essencial. A IL-1a, juntamente com a IL-1 beta (IL-1B), forma parte da
familia IL-1, que inclui também a proteina antagonista IL-1ra (Moreira et al., 2006). Essas citocinas
sdo criticas na mediacao de respostas inflamatorias, sendo produzidas principalmente por macréfagos,
células epiteliais e outros tipos celulares em resposta a sinais de estresse ou infeccdo (Graves et al.,
1990; Moreira et al., 2006). A IL-1a, especificamente, ¢ uma proteina que age tanto de forma autocrina,
ou seja, agindo sobre as proprias células que a produzem, quanto pardcrina, agindo sobre as células
vizinhas as que a produzem, facilitando a sinalizag¢do celular em processos inflamatdrios e participando
na ativacao de linfocitos e neutréfilos, células-chave no combate as infec¢des (Becerra et al., 2023).

Do ponto de vista molecular, a /L-/a € codificada pelo gene IL1A, localizado no cromossomo
2 humano, e sintetiza uma proteina constituida por uma cadeia de 271 aminoacidos, apresentando uma
estrutura altamente conservada evolutivamente (Moreira et al., 2006). Estudos estruturais, como o0s
realizados por Graves et al. (1990), revelam que a IL-1a ¢ formada por um nucleo de folhas beta
antiparalelas organizadas em um barril beta, uma caracteristica estrutural essencial para sua
estabilidade e interagdo com receptores celulares. Essa organizacdo molecular complexa permite que
aIL-1a se ligue a receptores especificos na superficie das células-alvo, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo que amplifica a resposta inflamatoria.

A IL-1a ndo s6 desempenha um papel vital na ativacdo e regulacao de respostas imunologicas,
como também estd associada a diversas condigdes patologicas, como em doengas autoimunes e

inflamacgdes cronicas (Kubaski et al., 2013). Por isso, mutacdes em genes que codificam proteinas
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imunoldgicas, como IL1A, ¢ um campo de investigagdo genOmica que tem revelado a correlacio
positiva entre variagdes genéticas e o desenvolvimento de doencas (Kubaski ez al., 2013).

A andlise de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) ¢ fundamental para a compreensao
das consequéncias moleculares das substituicdes de aminoacidos e suas implicagdes clinicas. Neste
contexto, o presente trabalho visou realizar uma andlise abrangente das variantes genéticas do gene
IL1A disponiveis em bancos de dados biologicos, com o objetivo de identificar e predizer seus efeitos

morfofuncionais na proteina.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CONJUNTO DE DADOS

Os dados genéticos foram coletados a partir da plataforma Ensembl, um repositério de acesso
publico que integra dados gendmicos de referéncia (Harrison et al., 2024). Foi selecionado o transcrito
IL1A-201 (ENST00000263339.4) como base para a andlise, o que permitiu obter informagdes sobre a
sequéncia de nucleotideos, a estrutura proteica e os dominios da interleucina-1 alfa (IL-1a). Além
disso, utilizamos o banco de dados para examinar os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs)

associados ao gene IL1A.

2.2 PREDICAO DO IMPACTO DAS VARIANTES
O impacto funcional das variantes ndo sindnimas identificadas foi previsto utilizando um
conjunto robusto de ferramentas de bioinformatica, que avaliam as substitui¢des de aminoacidos com
base em critérios estruturais, funcionais e evolutivos:
o SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant): Avalia a intolerdncia de aminoacidos
substituidos, baseando-se na homologia das sequéncias e nas caracteristicas fisico-
quimicas. Classifica as variantes como "Deletério" (score 0) ou "Tolerado" (score > 0,05).
®  PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2): Estima a probabilidade de impacto funcional
das variantes, categorizando-as em "Provavelmente prejudicial" (score 0,85-1,0),
"Possivelmente prejudicial” (score 0,15-0,85) ou "Benigno" (score <0,15).
® MetalLR: Prediz o grau de patogenicidade das variantes com base em modelos de
aprendizado de maquina, classificando-as em "Prejudicial" (score proximo de 1) ou
"Benigno" (score proximo de 0).
®  Mutation Assessor: Avalia o impacto das variantes levando em consideragdo a conservagao
evolutiva das posi¢des afetadas em homologos da proteina. Classifica as variantes como

"Neutro", "Baixo", "Médio" ou "Alto", com base no score de impacto funcional.
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3 RESULTADOS

O transcrito IL1A-203 disponivel no ENSEMBL apresenta um total de 250 variantes nao
sindnimas, das quais 5 estdo na regiao de splicing do gene. Além disso, foram identificadas 8 variantes
que introduzem um coédon de parada (Stop gained), 7 variantes com mudanca de fase de leitura
(frameshift variant), 2 variantes que perdem um codon de parada (Stop lost), 2 variantes que perdem
um codon de iniciacdo (Start lost), 1 insercdo que mantém a fase de leitura (inframe insertion), 3
delecdes que mantém a fase de leitura (inframe deletion), 14 variantes na regido de splicing, 1 variante
que mantém o codon de parada (Stop retained), 91 variantes sinonimas e 110 variantes na sequéncia
codificadora.

A classificacdo das variantes missenses ¢ mostrada na Tabela 1 de acordo com os preditores de
informadtica usados. A analise das variantes no SIFT resultou em 113 variantes missenses classificadas
como deletérias, no entanto, duas dessas predigdes apresentam baixa confiabilidade. Além disso, 137
variantes foram consideradas de efeitos tolerados. No software PolyPhen-2, 42 variantes foram
classificadas como provavelmente prejudiciais, 47 como possivelmente prejudiciais € 36 como
benignas usando o MetalL.R, 3 variantes foram consideradas prejudiciais, enquanto 247 foram
classificadas como benignas. No Mutation Assessor, 89 variantes apresentaram médio impacto
funcional na proteina, 123 apresentaram baixo impacto e 38 foram classificadas como neutras.

Na Tabela 2, sdo mostradas as variantes nao sindnimas com maior impacto potencial na
proteina, filtradas com base nos resultados dos programas de predigdo, resultando na identificagao de
trés SNPs. A variante rs1190431689 corresponde a substitui¢do de Alanina (Ala) por Valina (Val) na
posicdo 2 da cadeia polipeptidica. Esta variante foi classificada como Deletéria (score: 0) no SIFT,
Provavelmente Prejudicial (score: 0,921) no PolyPhen-2, Prejudicial (score: 0,547) no MetalLR e de
Meédio impacto (score: 0,553) no Mutation Assessor. A variante rs997926639 refere-se a substitui¢do
de Prolina (Pro) por Serina (Ser) na posicao 5 da sequéncia de aminodcidos, com impactos previstos
como Deletério (score: 0) no SIFT, Provavelmente Prejudicial (score: 0,961) no PolyPhen-2,
Prejudicial (score: 0,683) no MetaLR e de Médio impacto (score: 0,553) no Mutation Assessor. A
variante rs1681201328, localizada na regido de splicing, envolve a substitui¢io de Acido Glutdmico
(Glu) por Glicina (Gly) na posi¢ao 106 da sequéncia proteica, com impactos previstos como Deletério
(score: 0) no SIFT, Provavelmente Prejudicial (score: 0,917) no PolyPhen-2, Prejudicial (score: 0,503)
no MetalLR e de Médio Impacto (score: 0,553) no Mutation Assessor (Tabelas 2 e 3).

A Tabela 3 apresenta a analise das variantes missenses inseridas na regido de splicing do gene
ILIA. A variante 1s200686721, que envolve a substitui¢do de Serina (Ser) por Asparagina (Asn) na
posicao 16, foi classificada como "Tolerada" pelo SIFT, com um score de 0,05. No PolyPhen-2, esta
variante foi avaliada como "Possivelmente Prejudicial" com um score de 0,794. O MetaLR também a

classificou como "Tolerada", com um score de 0,406. J& o Mutation Assessor atribuiu um impacto
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"Médio", com um score de 0,553. A variante rs1350937353, onde a Glutamina (GlIn) € substituida por
Histidina (His) na posi¢do 32, apresentou classificagdes divergentes entre as ferramentas. No SIFT,
recebeu a classificacdo "Deletério" com um score de 0, indicando um impacto negativo significativo
na fungdo da proteina. O PolyPhen-2 a classificou como "Provavelmente prejudicial”, com um score
de 0,936, apontando para um efeito adverso substancial. Em contraste, o MetaLR a considerou
"Tolerada" com um score de 0,306, e o Mutation Assessor a avaliou com um impacto "Médio" de
0,553. A variante rs1681201211, na qual o Acido Glutdmico (Glu) ¢ substituido por Lisina (Lys) na
posicao 107, também recebeu classificacdes variadas. No SIFT, foi considerada "Deletério" com um
score de 0,03, indicando um impacto negativo significativo. O PolyPhen-2 a classificou como
"Possivelmente prejudicial” com um score de 0,879. Em contraste, o MetaLR a avaliou como
"Tolerada" com um score de 0,374, e o Mutation Assessor indicou um impacto "Baixo" com um score
de 0,553. Ja a variante rs777688692, que envolve a substituicdo de Lisina (K) por Arginina (R) na
posicao 205, foi classificada como "Deletério" pelo SIFT, com um score de 0,03, mas recebeu uma
classificagdo "Tolerada" do MetaLR com um score de 0,154 e¢ "Baixo" impacto pelo Mutation

Assessor. Nao foi fornecida uma classificagdo pelo PolyPhen-2 para esta variante.

Tabela 1. Classificacdo das variantes missenses do gene ILI1A humano ¢ sua predigdo de impacto funcional utilizando
diferentes ferramentas de bioinformaética.

SIFT Qntd PolyPhen-2 Qntd MetalLR Qntd | Mutation Assessor | Qntd
Deletério j11 | Provavelmente |, Prejudicial 3 Médio 89
prejudicial
Deletério Possivelmente
(Baixa 2 reiudicial 47 Benigno 247 Baixo 123
confiabilidade) preju
Tolerado 137 Benigno 36 - - Neutro 38
Total 250 250 250 250

Tabela 2. Variantes missenses do gene /L /A preditos com elevado risco para o desenvolvimento de doengas humanas.

- Predigao
Vgrlante Residuo
Missense
SIFT PolyPhen-2 MetaLR Mutation Assessor
rs1190431689 2 Ala/Val Deletério Provavelmente Prejudicial Meédio
0 prejudicial 0,547 0,553
0,921
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1$997926639 5 Pro/ Ser Deletério Provavelmente Prejudicial Meédio
0 prejudicial 0,683 0,553

0,961
rs1681201328* 106 Glu/Gly Deletério Provavelmente Prejudicial Meédio
0 prejudicial 0,503 0,553

0,917

*Variante localizada na regido de splicing do gene.

Tabela 3. Predicdo das variantes missenses na regido de splicing.

Predicao
Variante Residuo
SIFT PolyPhen-2 MetaLR Mutation Assessor
rs200686721 16 Tolerado Possivelmente Tolerado Médio
S(Ser)/ N 0,05 prejudicial 0,406
(Asn) 0,794
rs1350937353 32 Deletério Provavelmente Tolerado Médio
Q(GlIn)y/ 0 prejudicial 0,306
H(His) 0,936
rs1681201328 106 Deletério Provavelmente Prejudicial Médio
E(Glu) / 0 prejudicial 0,683
G(Gly) 0,917
rs1681201211 107 Deletério Possivelmente Tolerado Baixo
E(Glu)/ 0,03 prejudicial 0,374
K(Lys) 0,879
rs777688692 205 Deletério - Tolerado Baixo
K 0,03 0,154
(Lys)/R(Arg)
4 DISCUSSAO

A simetria tridimensional interna de trés dobras do nucleo estrutural é notavelmente precisa e
com alta fidelidade (Graves et al., 1990). Sua estabilidade estrutural € uma grande preocupacéo porque
somente proteinas estaveis podem desempenhar sua funcdo de forma eficiente (Kulshreshtha et al.,
2016). Portanto, mudangas de aminoéacidos com conformidades fisico-quimicas muito diferentes,
podem resultar na desestabilizacdo da molécula e afetar a atuacao e o desempenho correto da IL-/a no
organismo.

Ao examinarmos 0s aminoacidos substituidos em cada variante disponivel, podemos inferir
que as predicdes da rs1190431689 é altamente prejudicial, visto que a substituicdo do aminoacido
Alanina (Ala) por uma Valina (Val) pode apresentar impactos severos na estrutura da proteina (Guzzi,
2018). Embora ambas as moléculas sejam hidrofébicas e possuam estruturas quimicas semelhantes, o
que pode ndo afetar significativamente a estrutura tridimensional da proteina ou sua fungéo bioldgica,
a mudanca de um aminoacido pode alterar as propriedades fisicas da proteina e afetar sua atividade

bioldgica (Redler et al., 2016.). A valina, por exemplo, € uma cadeia lateral mais longa e volumosa
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que a alanina, o que pode afetar a conformacdo da proteina, a interacdo com outras proteinas ou
receptores e sua capacidade de ser processada e secretada pelas células produtoras.

A variante rs997926639 é resultado da substituicdo de um aminoacido Prolina (Pro) por Serina
(Ser) e pode apresentar diferentes impactos, dependendo do contexto em que ocorre. A prolina é um
aminoacido ndo polar e sua substituicdo por uma serina, que € um aminoacido polar, pode alterar a
estrutura tridimensional da proteina e afetar sua funcéo bioldgica. A presenca da prolina na estrutura
da proteina ajuda a estabilizar a hélice alfa, que é uma estrutura secundaria importante na proteina. A
substituicdo por serina pode interromper essa estabilizacdo e afetar a estrutura tridimensional da
proteina. Além disso, a serina possui uma cadeia lateral hidroxila que pode alterar a polaridade local
da proteina e afetar sua interagdo com outras moléculas. Em relacdo a funcéo bioldgica, estudos
mostraram que a substituicdo de prolina por serina na IL-/« pode afetar sua capacidade de se ligar a
receptores especificos e modular a resposta inflamatéria. https://www.studocu.com/pt-
br/document/instituto-federal-de-educacao-ciencia-e-tecnologia-do-rio-grande-do-
norte/biologia/tipos-de-mutacao/17397090. A substituicdo de &cido glutdmico (Glu), um aminoacido
acido com uma cadeia lateral longa, por glicina (Gly), um aminoacido neutro e com uma cadeia lateral
muito curta, pode ter um impacto significativo. O acido glutdmico tem um grupo carboxila na sua
cadeia lateral, que contribui para a carga negativa da proteina e pode interagir com outras moléculas
de forma especifica. A glicina, sendo muito pequena e neutra, pode alterar a carga e a capacidade de
interacdo da proteina. A mudanca pode afetar a estabilidade da estrutura tridimensional da proteina,
bem como suas propriedades bioquimicas e funcionais.

Com estes resultados, fica evidente que os softwares de predicao podem ser extremamente Uteis
para a compreensao de diversas patologias, pois permitem identificar variantes associadas as doengas
e como estas podem interferir na estabilidade molecular (Freitas et al., 2022). Além disso,
recomendamos que estudos futuros sejam direcionados a compreender a historia evolutiva do gene
IL1A para determinar o grau de conserva¢do do gene e a sua importancia evolutiva para a satde
humana, visto que, conhecer a evolugdo das interleucinas permite o entendimento da origem e
mecanismos regulatorios de diversas patologias associadas as citocinas em humanos (Freitas et al.,

2024).

5 CONCLUSAO

Este trabalho buscou estudar e identificar as mutagdes missenses associadas ao gene humano
IL1A, destacando variantes com alto risco para o desenvolvimento de doengas humanas e compreender
seus possiveis impactos fisico-quimicos na molécula e seus efeitos na atuacdo da citocina no
organismo. Assim, servindo como base para auxiliar novos estudos na identificacdo de genes de

interesse associados ao desenvolvimento de doencas humanas.
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