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INTRODUCAO

O céancer de tireoide é um tumor maligno cuja incidéncia vem aumentando no Brasil assim como
em todo 0 mundo nas Ultimas trés décadas (1). No Brasil, entre 2023 e 2025, estima-se que ocorrerdo
aproximadamente 16.660 novos casos de cancer de tireoide e a incidéncia prevista para mulheres € cerca
de 5,49 vezes maior do que para homens (2). Assim, o cancer de tireoide é uma doenca complexa e
heterogénea, e a compreensao dos mecanismos moleculares subjacentes a sua patogénese € de grande
importancia para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas mais eficazes.

O processo de autofagia, ou morte celular programado tipo 2, € um processo celular fundamental
que envolve a degradacdo de proteinas intracelulares, importante para a sobrevivéncia celular e regulacdo
pré-tumoral na carcinogénese (3), desempenhando um papel crucial na homeostase celular, na eliminagéo
de componentes celulares danificados e no equilibrio de nutrientes. Este processo é desencadeado por
diferentes estimulos, como privacdo de fatores de crescimento e nutrientes, hipoxia e condigdes
patoldgicas (4-7).

Multiplas vias de sinalizacdo regulatéria estdo envolvidas na autofagia (8-10), incluindo diversas
proteinas, que atuam como fatores reguladores da autofagia (9). A proteina HMGBL1 (do inglés, High
Mobility Group Box 1), codificada pelo gene HMGB1, localizado no cromossomo 13, e secretada por
células do sistema imune, células endoteliais e tumorais (11). Ela atua como molécula sinalizadora
extracelular em processos inflamatorios, resposta ao estresse, regulacdo do microambiente tumoral, na
apoptose e na autofagia (12-14). Durante a autofagia, HMGBL1 se liga a proteina Beclin 1 e impede a sua
interacdo com Bcl-2, levando a promocéo da autofagia (15).

A autofagia, tem efeitos duplos na promocdo e inibicdo do surgimento e desenvolvimento de
tumores (16). A crescente literatura sustenta o papel central da autofagia no desenvolvimento do cancer,
desde a sua iniciacdo, na metastase e na progressao tumoral (17-19). Para a progressdo tumoral, a célula
necessita da interagdo entre a autofagia e processos bioldgicos importantes como a senescéncia celular,
resposta imunologica, processo inflamatorio e apoptose. Em condi¢bes de restricdo de nutrientes, a
deficiéncia na autofagia pode resultar em morte celular através de necrose, em vez de apoptose, liberando
moléculas pro-inflamatorias no microambiente tumoral o que contribui para a progressdo tumoral (20).
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Além disso, a autofagia auxilia o sistema imune na identificacdo e remogéo de células tumorais, o que
pode influenciar a progressédo tumoral (21).

MutacGes em genes que codificam proteinas associadas a autofagia, como os genes ATG (do
inglés, autophagy-related genes), que sdo essenciais para a formacéo e fungéo dos autofagossomos durante
0 processo de degradacdo celular (10), podem resultar no acumulo de moléculas defeituosas ou excesso
de radicais livres. Isso prejudica as células, levando a instabilidade no DNA e promovendo um ambiente
pré-oncogénico (20). A proteina HMGB1 desempenha um papel critico na regulacdo da autofagia,
interagindo diretamente com as proteinas ATG para facilitar a formacgéo dos autofagossomos (10). Assim,
polimorfismos em HMGB1 podem influenciar a eficiéncia da autofagia, comprometendo a capacidade da
celula de se autodegradar adequadamente. Como consequéncia, pode haver o acimulo de proteinas
anormais e residuos celulares, formando um microambiente propicio ao desenvolvimento do cancer (20).

No entanto, o papel da autofagia no cancer de tireoide e os efeitos dos polimorfismos genéticos em
HMGBL ainda ndo foram adequadamente explorados ou ainda apresentam resultados conflitantes. Assim,
objetivamos investigar os impactos morfofuncionais do gene HMGBL utilizando ferramentas in silico e
explorar o seu papel como possivel biomarcadores de diagnostico e prognostico no cancer de tireoide.

METODOLOGIA

Em julho de 2024, acessamos 0 dbSNP do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) para obter
0s SNPs e recuperamos a FASTA da proteina no UNIPROT (https://www.uniprot.org/). Por fim, realizou-
se a previsao dos nsSNPs por meio de diversas ferramentas bioinformaticas de livre acesso para analisar
os efeitos das variantes em funcéo, patogenicidade e estabilidade da proteina.

Mineragao de Fungdo das Patogenicidade:
dados: String, proteinas: SIFT, SNPS&GO, CTD,
NCBI, Uniprot Predict Cosmic

Analise de
conservagao: T-
Coffee

Estabilidade:
IStable

Figura 1: Descricdo das etapas realizadas e ferramentas utilizadas durante a anélise in silico do gene HMGB1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 101 variantes missense para HMGB1 no dbSNP. Essas variantes foram
analisadas pelo SIFT, onde 73 trocas de aminoacidos correspondentes foram localizadas. Todas estas
trocas encontradas foram submetidas ao PredictSNP, onde apenas as variantes rs2388544, rs61733675 e
rs4597168 foram preditas como sendo deletérias em mais de 60% do conjunto de ferramentas utilizadas
pela plataforma. As trés variantes tém maior probabilidade de afetar negativamente a funcéo da proteina,
0 que as torna relevantes para estudos funcionais e clinicos, especialmente se associadas a doencas.

Em relacdo aos efeitos na estabilidade, os polimorfismos identificados como deletérios no
PredictSNP foram submetidos ao IStable, que retne dados proprios e das plataformas I-Mutant2.0 e
MuPro, assim a reducdo na estabilidade foi observada para as variantes rs2388544 (P98L) e rs61733675
(F103C), no entanto, para rs4597168 (P143L), foi observado aumento de estabilidade no I-Mutant2.0 e
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MuPro e uma reducéo pelo IStable. Além disso, a estabilidade também foi analisada na ferramenta HOPE,
que estimou reducdo na estabilidade para todas as variantes. A redugéo na estabilidade para as variantes
rs2388544 (P98L) e rs61733675 (F103C) é consistentemente observada nas analises do I1Stable e HOPE,
sugerindo que elas provavelmente diminuem a estabilidade da proteina, o que pode afetar sua funcéo e
contribuir para efeitos deletérios. Ja a variante rs4597168 (P143L) apresenta resultados contraditorios,
com I-Mutant2.0 e MuPro sugerindo um aumento na estabilidade, enquanto o IStable e HOPE indicam
uma reducdo, o que sugere que sua predicdo de estabilidade é complexa e pode depender de contextos
especificos ou outros fatores ndo considerados nas ferramentas. Devido a variabilidade nas previsoes,
especialmente para rs4597168 (P143L), estudos experimentais sdo necessarios para confirmar os efeitos
destas variantes na estabilidade proteica.

No SNPS&GO, que reune dados também das plataformas PhD-SNP e Panther, para HMGBL, as
trocas P98L, F103C, K30Q, A138T, P143L, A170V, S181G e D190E foram preditivas como associadas
com doencas. Para as mutagdes P98L, F103C, A138T e P143L também foi encontrada associa¢do com
doencas hereditarias na plataforma FATHMM. Assim, P98L, F103C, A138T e P143L estdo
consistentemente associadas a doencas, indicando a importancia de realizar estudos clinicos e genéticos
para essas variantes.

Na plataforma CTD, utilizamos “cancer” como filtro para “disease category” e “inferred” para
“association type”, obtendo uma lista de 287 tipos de cancer associados ao gene HMGB1. Especificamente
filtrando para “thyroid cancer”, para HMGB1, foi encontrada associagdo com cancer folicular de tireoide,
cancer medular de tireoide, carcinoma papilifero de tireoide e carcinoma anaplésico de tireoide. Na
plataforma COSMIC, dentre 0s genes com mutac¢des associados aos carcinomas de tireoide, obtivemos
6573 apds eliminarmos repetidos. Filtrando dentre estes genes mutados para HMGBL1, foram encontradas
12 cdpias. A associacdo de HMGB1 com variados tipos de cancer sugere que ele desempenha um papel
crucial na oncogénese.

Analise de conservacdo da sequéncia proteica de HMGBL1 ao longo da evolucdo foi realizada
utilizando T-Coffee e o grafico de conservacdo (figura 2), revelou que cerca de 50% das posi¢cdes no
alinhamento mdaltiplo de sequéncias sdo classificadas em regifes com baixa conservagdo, mas com
confiabilidade moderada no alinhamento, sugerindo uma certa variabilidade entre as sequéncias
homologas e regibes com baixa conservacdo e baixa confiabilidade no alinhamento, sugerindo alta
variabilidade. As regides de conservacdo moderada e boa confiabialidade, indicando uma regido nobre,
mas que pode tolerar certas alteracBes. Assim, sugere-se que HMGB1 possui um grau significativo de
flexibilidade evolutiva.

M- - GKGDPKKPRGKMSS YAFFVQTCREEHKKKHPDASVN - FSEFSKKCSERWKTMSAKEKGK - - - - - - - - - - - - -
EDMAKADKARYEREMKTYIPP - - KGE TKKKFKDPNAPKRPPSAFFILFCSEYRPKIKGEHPGL - - - - - - - - - - - - -
e e T 1GDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYE

Figura 2: Representacgdo das regides de conservagéo da proteina HMGB1, obtida através do T-Coffee. Retangulos
vermelhos indicam as regides onde ocorrem as variantes deletérias rs2388544 (em rosa), rs61733675 (em rosa) e rs4597168
(em amarelo) respectivamente. Verde indica alta confianca e baixa variabilidade; amarelo, confianga intermediaria e
variabilidade moderada; e rosa, baixa confianca e alta variabilidade.

A respeito das variantes deletérias encontradas, rs2388544 tem associacdo genética com a
neurotoxicidade periférica induzida por quimioterapia em pacientes com cancer colorretal em uso de
oxaliplatina (22); rs61733675 ja foi descrita por outro estudo in silico como altamente deletéria e
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causadora de doencas (23); e rs4597168 ainda ndo foi investigada na literatura. Portanto, demonstra-se
necessario realizar estudos para explorar melhor estas variantes.

CONCLUSOES

Portanto, o estudo destacou o papel critico do gene HMGB1 na patogénese do cancer de tireoide,
com énfase nas variantes genéticas identificadas como potencialmente deletérias. As variantes deletérias
rs2388544, rs61733675 e rs4597168 sdo particularmente relevantes devido ao seu impacto potencial na
funcéo e estabilidade da proteina HMGB1, contribuindo para a oncogénese. Nesse sentido, essas variantes
podem ser candidatas para estudos mais aprofundados sobre seu papel em processos patologicos. A associacao do
HMGB1 com vérios tipos de cancer de tireoide reforga sua importancia na progressao tumoral. Estudos
experimentais adicionais sdo necessarios para validar esses achados e explorar o potencial de HMGBL1 e
suas variantes como biomarcadores para diagndstico e prognostico no cancer de tireoide.
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