/_\\\ , e
/// \ \‘\ PP

XXIX Congressa de Iniciagén Cientifica A
\\\ \///LIN”:AMP @»C{\{Pg
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INTRODUGAO:

Aincidéncia do Cancer de Tireoide (CT) vem aumentando vertiginosamente no Brasil
assim como em todo mundo. Embora a maior detecgédo seja responsavel por parte deste
aumento, fatores biolégicos provavelmente também contribuam de forma significativa. O
estresse oxidativo (OS) é oriundo de um desequilibrio redox que favorece a oxidagéo de
componentes celulares, producio de peréxidos e, por conseguinte, indug¢ao de dano celular
que pode causar malignidade. A glutationa perioxidase 1 (GPX1) protege a tireoide do
excesso de H202 e polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) no gene GPX-1 podem
interferir na fungao proteica e influenciar no cancer.

Além disso, as infecgdes virais € outro fator estressor para o desenvolvimento
cancerigeno de diversas patologias, um exemplo disso € a infecgao pelo Herpes Simplex
Virus tipo 2 (HSV-2) e apesar de sua transmissao via sexual e o tropismo pelas regioes
genital e orofacial, pode se difundir e atingir diversos 6rgaos, inclusive na tireoide. Quanto
a tireoide, nela, foi observado que o HSV-2 se associa a metastases linfonodais e a
promogcao do estresse oxidativo. As infecgdes virais regulam estrategicamente os
processos celulares do hospedeiro e subvertem as defesas antivirais das células, inclusive
parte de seu ciclo de vida, propiciando a progressao de eventos celulares patoldgicos.

O presente estudo visa compreender melhor a possivel relagcédo entre a infecgio viral
e o0 papel dos polimorfismos do gene GPX1 na producdo de desequilibrio redox, e

consequente contribuicdo para o desenvolvimento de CT.
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METODOLOGIA:

Para a realizacdo da analise in silico, a sequéncia FASTA da proteina GPX-1 foi
extraida do UniProt. E os polimorfismos do tipo missenses foram recuperados do dbSNP
presente no NCBI (National Center for Biotechnology Information). Todos os dados foram
transferidos para Microsoft Excel®.

Para prever e analisar a patogenicidade da GPX1, ferramentas de bioinformatica
foram usadas, incluindo a ferramenta SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), a qual
forneceu as previsdes dos efeitos das trocas de aminoacidos presente na sequéncia de
proteinas. A ferramenta SIFT, utilizando como base o grau de residuos de aminoacidos
conservados em comparagao com as sequéncias montadas por meio de PSI-BLAST, prevé
SNPs prejudiciais classificando com Score de 0 a 1, onde a pontuagdes <0,05 s&o previstas
como substituicbes de aminoacidos prejudiciais, enquanto pontuagbes> 0,05 sao
consideradas toleradas.

As variantes classificadas como deletérias no SIFT, foram analisadas na plataforma
PredictSNP1.0, que funciona como o preditor do efeito SNP na fungdo da
proteina. Também utilizamos O PolyPhen 2.0 e o PROVEAN que visa prever as alteragbes
nas fungdes bioldgicas da proteina devido a uma substituigdo de aminoacido.

Em seguida, as variantes foram analisadas em ferramentas que preveem o impacto
na estabilidade de proteinas e seu potencial patogénico, (figura 1). Dentre elas, MUpro e |-
Mutant1.0, ferramentas que avaliam o impacto da substituicdo de aminoacidos na
estabilidade da proteina. Assim como a estabilidade, a energia livre do desdobramento da
proteina é critica para a estabilidade da proteina e ambas sado fatores importantes que
afetam a funcao e a atividade das moléculas biolégicas. Portanto, o impacto da mutagao
na estabilidade da proteina poderia determinar com precisdao os efeitos da mutagao na
energia livre. Tendo como parametro a diferenca de energia livre de Gibbs (AAG) e a
direcdo da mudanga apds a mutagcao de ponto unico da proteina; pontuagdes positivas
aumentam a estabilidade da proteina, enquanto uma pontuagcdo negativa designa
desestabilizagao.

As ferramentas SNPs&GO e PMUT também foram usadas para analisar a funcao
proteica e prever a chance de doencga relacionada ao SNPs. Por fim, visando estimar a
probabilidade de um SNP causar impacto funcional na proteina, usamos o PANTHER, que
calcula o periodo de preservagao de um aminoacido na linhagem da proteina de interesse.
Sendo que, um maior tempo de preservacao indica uma maior a probabilidade de impacto

funcional.
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Figura 1: Representagao das ferramentas utilizadas na analise in silico.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Um total de 268 SNPs no gene GPX1 foram recuperados do banco de dados dbSNP,
dos quais sete (rs183107871, rs200311870, rs201944086, rs370228556, rs370714711,
rs373838463 e rs377594183) foram considerados deletérios com a pontuagéo do indice de

tolerancia 0,00 na plataforma SIFT.

Usando Pholyphen e o PROVEAN, os 7 SNPs (rs183107871, rs200311870,
rs201944086, rs370228556, rs370714711, rs373838463 e rs377594183) foram
considerados deletérios. A analise de estabilidade nestes SNPs foi testada por I-Mutant 1.0

e MUPro, que demonstraram que todos os SNPs diminuiam a estabilidade da proteina.

O impacto funcional e a estimativa de risco desses polimorfismos na proteina de
GPX1 em causar doencas foram analisados usando o PMUT e SNP&GO. Dos 7 SNPs, 7
foram classificados como patolégicos no PMUT. Ja no SNP&GO 6 foram considerados
patolégicos. No PANTHER apenas o rs201944086 foi classificado como provavelmente

danoso, os demais polimorfismos como neutros.

Esses 7 SNPsforam cumulativamente considerados como altamente deletérios, pois
foram 100% acordados por SIFT, PredictSNP1.0, Provean Mupro, PolyPhen PMUT e como

deletérios (Quadro1 e Figura 2).
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Figura 2: Representacédo quantitativa de resultados danosos apontado por cada ferramenta.

SNPs SIFT PredictSNP Mupro PolyPhen-2 Provean PMUT

rs183107871 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
rs200311870 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
15201944086 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
rs370228556 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
rs370714711 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
rs373838463 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério
rs377594183 Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério Deletério

Quadro 1: Representagéo das ferramentas utilizadas na analise in silico.

Apods confecgdo e analise dos resultados, foi feita uma revisdo de literatura a
respeitos das variantes identificadas. Contudo, ndo encontramos estudos anteriores sobre
o papel destes polimorfismos. Todavia, tem-se observado que polimorfismos no gene GPX1
estdo relacionados com maior propensao ao desenvolvimento de canceres como: pulméao,

mama e prostata.
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Nossa analise, indica que polimorfismos na GPX1 possa comprometer a fungao da
proteina GPX-1 e, por conseguinte, promover um desequilibrio redox, o que favoreceria a
instalagao de um ambiente oxidante favoravel a tumorigénese. Quanto a associagao destes
polimorfismos com infec¢gado por HSV-2 e a evolugao do cancer de tireoide, ndo houve até
entdo estudo investigando esta relagédo especifica. Entretanto, ha estudos de genotipagem
de genes envolvidos no equilibrio oxidativo em pacientes infectados por virus, os quais
trazem resultados que apontam estes aspectos (polimorfico e viral). Dentre eles,
polimorfismos na prépria GPX1, e SOD2 conferem aumento no risco de linfoma Nao-
Hodgkin simultdneo a infecgéo pelo virus da Hepatite C. Tais informacgbes reforcam a
possibilidade de alteragdes no gene GPX1, cuja expressdo se relaciona ao estresse
oxidativo, terem impacto em nddulos tireoidianos infectados por HSV2. Contudo a escassez
de dados na literatura cientifica referentes tanto aos polimorfismos quanto a sua exploragao
na carcinogénese tireoidiana. Associados, eles apontam para possibilidade de analise
futura destes aspectos, como um potencial estudo para avaliacdo do impacto de alteragcbes

polimorficas no microambiente do cancer de tireoide.

CONCLUSOES:

A analise utilizando varias ferramentas in silico previu a influéncia de sete SNPs nos
desvios funcionais e estruturais na proteina GPX1. As variantes podem ser consideradas
para analise confirmatoria em estudos praticos com nodulos tireoidianos e que poderiam

servir como marcadores de risco para CT.
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