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INTRODUGAO:

O cancer de tireoide, responsavel por 3% de todos os casos de cancer, tem apresentado uma
crescente incidéncia no Brasil e no mundo (1,2). No Brasil, entre 2023 e 2025, sdo esperados 16.660
novos casos da doencga, o que o configura como um problema de saude publica (3). A variante mais
comum deste tumor € o carcinoma papilifero de tireoide (CPT), representando aproximadamente 90%
de todos os casos. Sua etiologia € multifatorial e complexa, envolvendo tanto fatores ambientais, como
a deficiéncia de iodo e a exposicao a radiacdo ionizante na regido da cabeca e do pescoco, quanto
fatores genéticos e hereditarios (4).

A autofagia, um processo de degradacgdo seletiva de elementos intracelulares mediado por
lisossomos, auxilia na manutencdo da homeostase celular (5, 6). Evidéncias associam a autofagia ao
cancer de tireoide de maneira ambigua.

A relacdo entre a autofagia e a carcinogénese € complexa, sendo capaz de agir tanto a favor
guanto contra a formacao de tumores: ndo sé pode fornecer combustivel para tumores ja estabelecidos,
como também pode degradar organelas danificadas e prevenir danos ao DNA (7).

O gene BECNL1, presente no locus génico 17921 em humanos, tem um papel central na regulagcéo
da autofagia (8). A proteina beclin-1, codificada por este gene, comp8e o complexo VPS34 autofagia-
especifico, que promove a sintese de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), levando a ativacdo de uma via
intracelular que culmina na formacéo e expansao do autofagossomo uma estrutura esférica composta
por uma bicamada fosfolipidica que engloba os contetdos a serem digeridos (5,7). A Figura 1 detalha
essa via, mostrando a forma como a formacdo de PI3P auxilia a formacdo e maturacdo do

autofagossomo.
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Mutacdes no gene BECN1 foram relatadas em grande parte dos tumores de mama, ovario e
préstata (40 a 75%), sugerindo que este gene possa ser um supressor tumoral (9). No entanto, no
contexto do cancer de tireoide, os estudos sdo escassos e contraditorios. Evidéncias associam a
autofagia ao cancer de tireoide de maneira ambigua. Um estudo de Yesil e colaboradores sugeriu que
beclin-1 pudesse ser eficaz como um marcador molecular eficaz de malignidade em tumores tireoidianos
(10). Por outro lado, Huang e colaboradores (11) verificaram que a expressao de beclin-1 era menor em

tecidos neoplasicos quando comparado aos tecidos adjacentes.
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Figura 1: Mecanismo molecular basico do BECN1 na indug&o da autofagia

Este estudo visa analisar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do gene BECN1. Os SNPs
sédo o tipo de mutacdo mais comum em humanos e sua identificacdo tem sido crucial para a
compreensdo dos processos oncogénicos e para a criacdo de marcadores de suscetibilidade,
diagnostico, prognéstico e acompanhamento de tumores, incluindo os de tireoide (12).

A identificacdo de polimorfismos de interesse foi realizada utilizando recursos de andlise
molecular in silico, disponiveis online e gratuitamente. Esses softwares preveem com alta precisao o
impacto de polimorfismos na funcionalidade e estabilidade das proteinas mutadas, com o auxilio de

algoritmos de aprendizado de maquina.

METODOLOGIA:

O dbSNP do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi consultado para obter
informagBes sobre SNPs do tipo missense. O servidor UniProt (disponivel em https://www.uniprot.org/)
foi acessado para recuperar a sequéncia FASTA da proteina Beclin-1.

A ferramenta SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) foi utilizada para prever o efeito de SNPs
na funcéo de proteinas e auxiliar na organizacéo dos SNPs (13).

Outras ferramentas foram utilizadas para andlise funcional, como PredictSNP
(https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (14), PolyPhen 2.0 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
(15), PANTHER (https://pantherdb.org/) (16). SNPs&GO (https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-
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and-go/) (17,18 e PhD-SNP (https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html), todas previram o efeito dos
SNPs na funcédo de proteinas (19).

A estabilidade das proteinas foi avaliada utilizando ferramentas de aprendizado de maquina. A
ferramenta I-Mutant 2.0 (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) foi empregada para prever
mudancas na estabilidade de proteinas apdés mutacées em um Unico local, com base em redes neurais.
(20). MUpro (https://mupro.proteomics.ics.uci.edu/), também baseada em métodos de aprendizado de
maquina, previu altera¢des tridimensionais e de estabilidade em proteinas causadas por mutacdes (21).
A ferramenta iStable (http://predictor.nchu.edu.tw/istable/) foi utilizada para analisar a sequéncia FASTA
da proteina e prever as mudancas na estabilidade (22).

A HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) foi empregada para analisar o impacto de mutacdes
na fungdo proteica, utilizando dados estruturais e evolutivos. Esta ferramenta fornece dados valiosos
sobre a origem molecular do aspecto deletério de alguns SNPs, levando em consideracdo dados como
a diferenca de tamanho e polaridade entre os aminoacidos nativo e mutante, além das possiveis
consequéncias dessas modificacdes para as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria da proteina
(23). Os resultados das analises foram exportados para o software Microsoft Excel para analise
descritiva dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

No dbSNP, foram identificados 6090 SNPs no gene BECN1 humano, dos quais 312 (5,1%) sao
SNPs de codificagdo n&o sindbnimos (NsSNPs). Esses 312 nsSNPs foram selecionados para analisar os
efeitos potenciais de suas mudancgas estruturais e funcionais na proteina codificada pelo gene. No SIFT,
apenas 28 nsSNPs (9,0%) foram identificados como existentes. Em seguida, foi realizada uma analise
manual desses 28 rsIDs no dbSNP. Como resultado, mais 7 nsSNPs foram adicionados a lista de
variantes, totalizando 35 nsSNPs incluidos na analise.

No PredictSNP, dos 35 nsSNPs, apenas 6 foram preditos como altamente deletérios no consenso
das ferramentas, sendo eles: rs141389235 (R205P), rs143622099 (L166V), rs200971735 (A306S),
rs370094164 (Y338C), rs371577008 (L144F) e rs368727081 (R329L).

Com base nesses resultados, focamos nossas analises subsequentes em 6 nsSNPs. No
PANTHER, todas as variantes foram consideradas potencialmente prejudiciais, com impacto nos
principais dominios conservados da proteina.

[-Mutant 2.0 e MUpro previram que todas as substituicdes sdo potencialmente deletérias e
reduzem a estabilidade da proteina. O iStable também demonstrou que todas as seis variantes foram
classificadas como deletérias, com um score superior a 0,50.

O relatério HOPE demonstrou que os residuos mutantes sdo menores que os residuos do tipo
selvagem. Essa diferenca de tamanho pode resultar em cavidades no nucleo da proteina, levando a

interagBes hidrofobicas e possiveis mudangas na carga na superficie da proteina. Além disso, a
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ferramenta classificou as variantes rs200971735 (A306S), rs370094164 (Y338C), rs371577008 (L144F)
e rs368727081 (R329L) como altamente patogénicas, com alta probabilidade de causarem alteracbes
na proteina e estarem possivelmente associadas a condic¢des clinicas.

Na tabela 1, apresentamos os resultados das analises no conjunto de ferramentas. Em destaque,

estao as variantes classificadas como deletérias em todas as ferramentas.

Tabela 1: resultados das Andlises in silico para o gene BECNL. Utilizando ferramentas de

bioinformatica de livre acesso.

I-
ID AA | PredictSNP| Mutant MuPRO istable SNPS&GO PhD-SNP PANTHER HOPE
RI DDelta G Conf Score RI RI Pdel | MetaRNN
rs138937709 | E220Q N vl1ld 1,30 | J -0,64 N 10 N 8| D | 057 0,20
rs138937709 | E220K N vi6|d -1,59 |4 -0,44 N 9 N 8| D | 0,57 0,01
rs141389235 | R205H N vlold 1,33 |4 -0,40 N 9 N 7| o | 085 0,18
|rs1413809235 | R20SL N 41714 056 | 1 0,50 N 9 N 7l D | 085 0,61
15141389235 | R205P D 1704 135 |4 023 N_| 5 N 1] D | o085 0,52
rs143622099 | L166V D b8l 1,07 |4 1,00 N 9 D 1| D | 0,89 0,56
rs144217377 | Q23L N T2 0,06 | T 0,75 N 7 N 4| D | 0,85 0,37
rs147205679 | R164C N Tlo(Jd 09 |4 -0,74 N 9 N 4| D | 057 0,13
5149225760 | Q326H N b8l 095 |4 -0,17 N 9 D 1| D | 057 0,62
rs200971735 | A3065 D +|19l4 -1,43 4 1,00 D 3 D 8 D 0,89 0,96
rs201863805 | R74C N AEIR 027 |4 -0,18 N 5 N 2| D | 057 0,11
rs34128114 | Q258H N b|1sid 1,17 | ¥ -0,41 N 9 N 5| D | 085 0,76
rs367567072 | R164H N Y1714 1,15 |4 0,27 N 10 N 7| o | 057 0,26
rs370094164 | Y338C D L1 2|4 -1,22 | J -0,39 D 0 D 4| D | 0,85 0,87
rs371577008 | L144F D bl 4]d -1,29 + -1,00 N 8 N 4 D 0,85 0,86
rs376420962 | D223G N EIR 1,27 | J -0,34 N 9 N 7| D 0,5 0,33
rs377301305 | L148V N |1sid 1,35 |4 -1,00 N 9 N 4| D | 0,78 0,67
rs143018406 | R255C N vl1ld 089 |4 -0,89 N 8 N 4| D | 0,74 0,47
rs143018406 | R255G N 1714 1,74 |4 -1,00 N 9 N 7| o | 074 0,77
rs143018406 | R255S5 N |84 -1,30 + -1,00 N 9 N 8 D 0,74 0,62
rs148197780 | K248R N 14 043 |4 -0,64 N 10 N 8| o | 074 0,16
rs148197780 | K248T N vlald 096 |4 -1,00 N 9 N 7| D | 0,74 0,60
rs199562786 | F6IL N AEIR" 036 |1 0,27 N 9 N 6| D | 085 0,14
rs199603878 | Q75H N 4|8l 168 |4 -1,00 N 8 N 5| b | o074 0,29
rs200813134 | R74H N A 071 |4 -0,16 N 8 N 3| o | 057 0,09
rs201722661 | E213K N b 8|l -1,80 |4 -1,00 N 9 N 9| D | 057 0,12
rs201722661 | E213Q N J]6l|d -1,39 |4 -1,00 N 10 N 8| D | 057 0,14
|_rs368727081 | R329L D Jlsll 050 |1 0,03 N 2 D 7| o | 08s 0,86
rs368727081 | R329Q N v|8|d -1,17 |4 -0,55 N 7 N 1| D | 085 0,40
rs369307603 | S15N N 24| 056 |1 0,01 N 8 N 6| D | 085 0,33
rs370523548 | T273A N ]9old 1,29 |4 -1,00 N 8 N 2| o | o8s 0,71
rs371551932 | R255H N | s|d]| 079 [L -0,96 N 9 N 7| o | o74 0,62
rs374912252 | P68S N 5|4 0,74 4 -1,00 N 10 N 6| D 0,5 0,04
rs375451969 | 1415V N 714 -1,51 |4 -0,90 N 9 N 3| D | 085 0,01
rs375740758 | 1100T N Y17l 179 |4 -1,00 N 8 N 7| o | 074 0,62

D= Deletério, N= Neutro, .= redu¢do na estabilidade; " aumento na estabilidade.

CONCLUSOES:

Concluimos que o gene BECN1 possui SNPs classificados como deletérios pelas analises de
bioinformatica. Essas altera¢cdes podem impactar a estrutura, estabilidade e fungdo da proteina beclin-
1, interferindo significativamente no processo de autofagia, o que pode, consequentemente, influenciar
o desenvolvimento de céncer. Portanto, investigacfes adicionais sdo necessarias para aprofundar o
entendimento sobre a relagédo dessas variantes com a incidéncia de cancer de tireoide e sua possivel

utilidade no contexto desse tumor.
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