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INTRODUGAO:

O cancer de tireoide (CT) é considerado a neoplasia enddcrina mais comum e sua incidéncia tem
aumentado cerca de 300% mundialmente (1). De fato, alguns dos fatores envolvidos em tal aumento
estdo relacionados ao desenvolvimento dos métodos diagnésticos e ao aumento da longevidade da
populacdo. Contudo, além de tais fatores, ndo se pode descartar a relevancia de influéncias biol6gicas
na génese da neoplasia de tireoide (1, 2), de modo que o estresse oxidativo € um importante mecanismo
envolvido na carcinogénese tireoidiana (3).

O estresse oxidativo (OS) ocorre quando ha uma alteragé@o no equilibrio do balanco redox, o que
resulta na oxidacao de elementos celulares e, por conseguinte, danos celulares (3). Tal fenbmeno esta
fortemente associado a fungdo mitocondrial, visto que as mitocéndrias apresentam um papel crucial no
metabolismo oxidativo, uma vez que sdo responsaveis pela producdo energética, regulacdo da
sinalizac@o da apoptose e geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), desempenhando um papel
fundamental na formacéo de tumores (4, 5). Dentre 0s genes relacionados ao controle do estresse
oxidativo, é importante citar os genes Superéxido Dismutase 1 (SOD1) que produz enzimas que
eliminam anions superoxido e protegem as células contra danos oxidativos.

As varias isoformas das enzimas superéxido dismutase promovem a transformacao do radical
superoxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (H202) por meio de reacdes alternadas de
reducéo e reoxidacédo. Ela converte o radical superéxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio,
protegendo assim as células contra os danos oxidativos (6).

O gene SOD1 codifica a enzima Superdxido Dismutase Cu-Zn (SOD1), que transforma o radical
superéxido em oxigénio e perédxido de hidrogénio (H202) (7). Uma reducéo da atividade de SOD1 pode
estar relacionada a um aumento nos danos oxidativos, como a peroxidagéo lipidica, a quebra do DNA e

a carbonilacao de proteinas, de forma que uma das causas da reducéo do seu funcionamento pode ser
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atribuida a polimorfismos prejudiciais nos genes SOD1, pois tais variagdes genéticas podem
comprometer a funcionalidade da proteina (7, 8).

Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) em SOD1, tém sido associados a diversas
doencgas, no entanto, ha escassez de informacgfes acerca da sua fungcédo no cancer de tireoide. Assim,
investigar esses polimorfismos e seu possivel impacto na carcinogénese tireoidiana € crucial para
entender melhor os fatores genéticos envolvidos nessa condicéo.

Com os avancos tecnolégicos, as ferramentas de bioinformatica tornaram-se essenciais para a
analise de dados bioldgicos complexos, como sequéncias gendmicas, protedbmicas e metabdlicas. Entre
essas ferramentas, a andlise in silico se destaca por utilizar recursos computacionais para estudar
variacdes genéticas, prever efeitos de polimorfismos, intera¢des proteicas e a patogenicidade dos SNPs.
Dessa forma, a andlise in silico € uma aliada crucial na compreenséo dos efeitos morfofuncionais dos
polimorfismos associados ao estresse oxidativo e seu potencial para serem marcadores biolégicos no

cancer de tireoide.

METODOLOGIA:

Os polimorfismos missense de SOD1 foram obtidos a partir do banco de dados dbSNP do NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/) e organizados em um arquivo Excel®, utilizado para registrar os
resultados das analises subsequentes. A sequéncia FASTA das proteinas foi identificada no servidor
UniProt (https://www.uniprot.org/).

As andlises iniciais foram realizadas na plataforma SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg), que prevé
alteracdes na fungéo proteica causadas por mudancas na sequéncia de aminoéacidos (9). Somente os
polimorfismos deletérios foram submetidos a analises adicionais. Diversas ferramentas foram utilizadas
para avaliar o impacto dos polimorfismos na funcéo, patogenicidade e estabilidade das proteinas,
incluindo PolyPhen-2.0, SNPs&GO, PMUT, PhD-SNP, PANTHER, SNAP-2, I-Mutant2.0, MuPro, HOPE
e ConSurf. Essas ferramentas analisam os efeitos das trocas de aminoacidos na funcéo, patogenicidade
e estabilidade das proteinas humanas (10).

O servidor ConSurf (http://consurf.tau.ac.il) foi utilizado para analisar o padrdo evolutivo das
proteinas e identificar regides estruturalmente e funcionalmente relevantes (11). O relatério HOPE
(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) avaliou os efeitos estruturais e funcionais das mutagbes na

sequéncia de aminoacidos da proteina (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Um total de 223 nsSNPs para o gene SOD1 foram recuperados do banco de dados. Desses,
apenas 16 variantes, representando 7,2%, foram classificadas como deletérias pela ferramenta SIFT.
Essas variantes deletérias de SOD1 foram selecionadas para analises morfofuncionais com um conjunto

abrangente de ferramentas.
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Em termos de efeitos funcionais, 15 variantes de SOD1 foram consideradas 100% deletérias
pelas ferramentas PolyPhen-2, SNAP2 e PANTHER. No que diz respeito a patogenicidade, todas as 16
variantes foram associadas ao desenvolvimento de doencas nas analises realizadas com SNPs&GO,
PMUT e PhD-SNP.

Nas andlises de estabilidade proteica realizadas com I-Mutant e MUpro, observou-se tanto
aumento quanto reducdo na estabilidade, indicando que essas variagbes podem impactar o
funcionamento das proteinas.

Além disso, as implicacBes estruturais das mutacdes e a probabilidade de serem patogénicas
foram analisadas usando a ferramenta HOPE. Os resultados mostraram que oito variantes de SOD1
(G42S, G42D, G86R, G94C, L88V, I95T, F27C e H81R) apresentaram pontuagcdes MetaRNN superiores
a 0,99, indicando alta patogenicidade. As substituicbes de aminoacidos nessas regides alteraram a
hidrofobicidade, modificaram o tamanho do aminoacido e possivelmente impactaram as interagdes com

outros ligantes.

Tabela 1: Previsdo dos efeitos funcionais dos nsSNPs utilizando as plataformas PolyPhen-2, SNAP2,
PANTHER, SNPs&GO, PMUT, phdD-SNP, I-Mutant, MUpro e HOPE

PolyPhen-2 SNPs&GO :

S. No AA rsiD SNAP2 PMUT MUpro HOPE
PANTHER phD-SNP Mutant
1 H81R rs121912458 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99
2 G42S rs121912433 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99
3 G42D rs121912434 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99
4 G86R rs121912436 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99
5 G94C rs121912437 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99
6 L88V rs121912440 Damaging Damaging Decrease Decrease >0.99
7 95T rs121912441 Damaging Damaging Decrease Decrease >0.99
8 F27C rs121912457 Damaging Damaging Decrease Decrease > 0.99

AA= Troca de aminoacido

Além disso, também foi explorada a regido de conservagao dessas variantes utilizando o Consurf,
e dessas, 5 variantes (G42S, G42D, G86R, G94C e H81R) estdo em regides conservadas na proteina
SOD1 (PDB 4B3E), essas alteragdes em regifes conservadas sdo mais propensas a impactar a funcéo
proteica, o que pode contribuir para o desenvolvimento ou progressao de doencas (figura 1A).

Entre todas as variantes analisadas no gene SOD1, a variante rs121912458 (H81R) esta
localizada em uma regido altamente conservada, com um escore ConSurf de 9. A substituicdo do

aminodcido histidina (H) por arginina (R) na posi¢édo 81 introduz uma carga positiva proxima a um metal
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"Zinco", resultando em repulséo e desestabiliza¢cdo do dominio. Além disso, a alteracdo no tamanho do
aminodcido pode impactar a interacdo com outras regifes da proteina e influenciar sua funcéo. (Figura
1B). A proximidade da mutacdo com uma posicao altamente conservada refor¢ca sua importancia para a

estrutura e funcao da proteina.
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Figura 1: A) Resultado da analise de conservacdo do ConSurf para os residuos da proteina SOD1. As
areas menos conservadas sdo exibidas em verde, enquanto as regibes mais conservadas estdo
marcadas em vermelho. A intensidade das cores reflete o nivel de conservacéo. B) Representacdo 3D
da substituicdo do amino&cido H81R, mostrando a diferenga no tamanho do aminoécido.

Assim, as variacdes genéticas presentes no SOD1 podem promover alteracdes na atividade da
enzima, desencadeando uma ineficacia na eliminacao de radicais livres e na desintoxicacdo de ROS,
alterando a funcdo celular normal e prejudicando a maquinaria celular e, consequentemente,
contribuindo para a carcinogénese. Dentre os tumores associados a polimorfismos presente no gene
SOD1, a literatura reune evidencias no cancer gastrico (13), o cancer de mama (14) e o cancer de
préstata (15).

CONCLUSOES:

Concluimos que alteracdes no gene SOD1 tém o potencial de provocar modificacdes estruturais
e funcionais nas enzimas antioxidantes. Essas alteracdes podem resultar em enzimas andmalas,

contribuindo significativamente para a criacdo de um ambiente propicio ao desenvolvimento tumoral,
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desempenhando um papel crucial na génese do cancer de tireoide. Apesar de nosso estudo estar ainda

em estagios iniciais e necessitar de validacao adicional, ele ressalta a importancia dssas variantes. A

compreensdo aprofundada dessas alteracdes poderd elucidar sua relacdo com o céncer de tireoide e

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico e tratamento.
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