ANALISE IN SILICO DAS CONSEQUENCIAS FUNCIONAIS E
ESTRUTURAIS DE SNPs EM G6PD E SOD2 ASSOCIADOS AO CANCER DE
TIREOIDE.

RESUMO

O céncer de tireoide é uma das neoplasias cuja incidéncia é crescente no Brasil, e
estudos analisando fatores envolvidos em seu surgimento e desenvolvimento tém sido
amplamente realizados. Dentre os fatores em analise hd o estresse oxidativo do
microambiente tumoral, e a partir disso buscamos entender como alteragdes em estruturas
envolvidas no balango redox celular podem vir a interferir na tumorigénese tireoidiana.
Neste estudo, selecionamos as enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que
produz a coenzima NADPH atuante na reducao de espeécies reativas de oxigénio (ROS),
e a enzima superéxido dismutase mitocondrial MnSOD (SOD2), localizada
predominantemente na matriz mitocondrial e importante na dismutagdo do superdxido
(O2-) mitocondrial, convertendo superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio. A
partir de uma analise in silico envolvendo banco de dados e programas computacionais,
avaliamos variagdes polimdrficas nos genes G6PD e SOD2 e 0 seu impacto na estrutura
e funcdo das respectivas proteinas resultantes. Foram incluidos os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) do tipo missense, considerados deletérios no programa SIFT
Blink e no PredictSNP 1.0. Adicionalmente, as ferramentas Mupro, I-Mutant, Polyphen-
2, Provean, SNPs&GO, PMUT e PANTHER foram empregadas para maior detalhamento
dos SNPs incluidos. No gene G6PD, 64 variantes polimorficas foram classificadas com
potencial deletério na maioria das ferramentas analisadas, sendo 39 delas
cumulativamente consideradas altamente deletérias em 100% das ferramentas analisadas.
De forma analoga, SOD2 apresentou variantes com potencial deletério na maioria das
ferramentas, inclusive a variante rs4880 (Ala-9Val). Embora esta ndo apresentasse
impacto conformacional e estrutural, a substituicdo resultou na diminuicdo da
estabilidade da proteina, o que sugere uma menor eficiéncia no transporte de SOD2 para
matriz mitocondrial. A conexdo entre o estresse oxidativo e doencas da tireoide é
extensivamente estudado, entretanto pouco se sabe sobre o papel destas variantes no
cancer de tireoide. Novas investigacOes, in vitro, em casos de tumores tireoidianos

tornam-se necessarias.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de tireoide

Terceiro tipo de cancer mais frequente entre mulheres na regido sudeste do Brasil,
desconsiderando tumores de pele ndo melanoma, o cancer de tireoide tem apresentado
crescente no Brasil e no mundo (1). Para o triénio 2020-2022, s&o previstos 13.780 casos
novos de cancer de tireoide, mantendo a alta discrepancia anteriormente observada por
sexo (11.950 mulheres e 1.830 homens) (2). Classificado de acordo com sua
diferenciacdo, ha relacdo proporcional entre o grau de diferenciacdo do tumor, a
incidéncia e a taxa de sobrevida (2). Cerca de 90% dos canceres de tireoide sdo tumores
epiteliais (3), dos quais 85% sdo carcinomas papiliferos de tireoide (CPT) (4). Os
principais fatores de risco sdo historico de irradiacdo no pescoco, histérico familiar de

cancer de tireoide e dieta pobre em iodo (5).

1.1 Estresse oxidativo e cancer de tireoide

Nas células tireoidianas, ha uma intensa circulacéo de radicais livres e metabolitos
oxidantes, como o perdxido de hidrogénio (H202) da sintese de horménios tireoidianos e
iodeto (I") da iodinag&o de tireoglobulina (TGO) (6). Assim, para homeostase, um sistema
antioxidativo eficiente é essencial para evitar efeitos deletérios decorrentes do estresse
oxidativo que promove dano ao DNA e possivel desencadeamento de tumorigénese (7,
8). Neste caso patoldgico, alteracbes do metabolismo energético e a invasdo por células
do sistema imune aumentam espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS) (7,
9, 10). Com exacerbacdo de compostos oxidantes, mesmo em neoplasias é importante o
balanco redox, pois ha danos ao DNA mas também interacfes de espécies reativas e
estruturas celulares com possivel apoptose (11). Tal equilibrio essencial no
microambiente de nddulos tireoidianos tem sido alvo de atuacéo terapéutica oncoldgica,
como estudos que avaliam intervencdes na via das pentoses-fosfato (VPP) e enzimas
direta ou indiretamente associadas a ela (12), essenciais ao sistema oxidativo e que sera

abordada posteriormente.

1.2 Enzima G6PD e cancer

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) esta em células aerdbicas e é
essencial a detoxificacdo celular por catalisar a primeira reacdo da fase oxidativa da VPP
(glicose-6-fosfato - 6-fosfogluconolactona) (13, 14). Ela tem cerca de 60kDa, 514
aminoacidos (15) em dimero ou tetramero (varia de acordo com o pH) (16), e contém



sitios para ligacdo de NADP* e glicose-6-fosfato (G6P), e sitios alostéricos para
modulacdo enzimética (17). Na VPP, a G6PD sintetiza, entre outros, a coenzima redutora
nicotinamida adenina de dinucleotideo fosfato (NADPH), indispensavel ao
funcionamento do sistema oxidativo por corroborar com enzimas redutoras (GPx, CAT,
NOS, SOD, DUOX e PRDX) (6, 13, 18). Assim, variacdes na G6PD alteram niveis de
NADPH e o balanco redox.

A transcricdo prévia da enzima ocorre a partir do gene G6PD, presente no locus
Xq28 préximo ao hot spot telomérico, que se expressa em mais de 20 tecidos como
tireoide e linfonodos (19, 20). Ele tem 18,5 kB (20), 13 éxons e 12 introns (19). Estudam-
se alteracGes na G6PD, como polimorfismos no gene G6PD e impactos na enzima. Sabe-
se que cerca de 400 milhGes de pessoas ao redor do mundo apresentam anormalidade no
gene, podendo ou ndo ser sintomaticos (21). Quanto as variantes até entdo conhecidas,
gue somam mais de 400 (22), ha uma categorizacdo em 5 classes de acordo com o grau
de atividade enzimatica (G.A.E.): classe | com G.A.E. <1%, classe Il com G.A.E. <10%,
classe 111 com 10%< G.A.E < 60%, classe IV com 60% < G.A.E < 90% e classe V com
G.A.E. > 150% (23, 24). No Brasil, a prevaléncia de patologia decorrente de variantes
de G6PD varia de 2,5 a 5%, principalmente com variantes da classe |11 tipicas da Africa
(25, 26). Dentre as variantes descobertas, muitas apresentam polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) por alteracdo missense que ainda ndo foram caracterizados
guanto ao seu impacto na estrutura, conformacéo e funcionalidade da G6PD. Frente a
variabilidade das consequéncias na G6PD decorrentes de SNPs no gene G6PD, como
deficiéncia, exacerba¢do ou manutencdo da atividade enzimatica, é de grande utilidade a
genética molecular melhor caracterizar tais SNPs.

Apesar de a maioria dos estudos explorar a relacéo entre a G6PD e as hemacias,
h&d uma crescente vertente avaliando alteracfes na enzima e tumorigénese. Em sua
normalidade e inserida no ambiente tumoral, a G6PD contribui a carcinogénese por
colaborar com a homeostase redox pela reprogramacao metabdlica, evitando a morte das
células neoplasicas (11, 27). H4 ainda interacGes da enzima com moléculas e fatores de
transcri¢do envolvidos com a formagéo do cancer, como IL-1p, AMPc, PKA (28, 29),
Fas, STATSs (32), Ras (27), Bcl-2 e Bel-xL (30) além das vias pré-oncogénicas MAPK e
PI3K/Akt (27). Foi observado também que a VPP aumenta em células metastaticas (31).
De modo geral, é favoravel ao tumor que a atividade da G6PD esteja garantida, pois
através do NAPDH por ela produzido promove-se um mecanismo antioxidante para que
0 tumor sobreviva. Entretanto, estudos explorando SNPs em G6PD e suas variantes na



tireoide afetada por neoplasias sdo escassos.

1.3 Enzima SOD?2 e cancer

As superdxidos dismutase (SODs) sdo enzimas importantes na desintoxicacéo do
superoxido (O2-), sendo crucial na protecdo das células contra o estresse oxidativo (32,
33). Especificamente, a enzima superdxido dismutase mitocondrial MnSOD (SOD2),
localizada na matriz mitocondrial e sintetizada no citoplasma (34), catalisa a conversao
de radicais superdxido (O2-) gerados na cadeia respiratoria em oxigénio e perdxido de
hidrogénio (H202) (34, 35). Ela é transcrita pelo gene SOD2 localizado no braco longo
do cromossomo 6 (6g25) (36), que apresenta 5 éxons, 4 introns e 1 regido promotora que
controla a expresséo do SOD2 (37).

Varios polimorfismos do gene SOD2 e suas implicacdes clinicas foram descritos
(38-40). O polimorfismo rs4880 (Ala-9Val), localizado no éxon 2, realiza a substituicdo
de uma citosina (C) por uma timina (T), resultando na troca de uma alanina (CGT) por
umavalina (GTT) na regido do peptideo sinal da proteina (41, 42). Esta substituicdo altera
a conformacdo da molécula, afetando o transporte eficiente de SOD2 para matriz
mitocondrial e diminuicdo da eficiéncia do SOD2 em neutralizar o superoxido (43). Este
polimorfismo tem sido associado a diferentes doengas, incluindo diabetes, cardiopatias,
leucemias e cancer de mama (44-47), até o momento ndo descrito nas neoplasias
tireoidianas.

A investigacdo da relacdo entre o SNP rs4880 e o cancer tireoide se pauta na
associacdo entre alteracbes mitocondriais e a tumorigénese tireoidiana. As mitocondrias
sdo organelas vitais responsaveis pela producdo de energia, homeostase do célcio,
regulacdo da sinalizacdo apoptotica e geracdo de espécies radicais de oxigénio (ERO),
desempenhando papel essencial na tumorigénese (48). O nimero de artigos que exploram
a relacdo entre cancer de tireoide e mitocondrias aumentaram consideravelmente desde o
inicio dos anos 2000, mostrando que o metabolismo energetico e altera¢fes adquiridas no
DNA mitocondrial estdo associados com a progressdo cancer de tireoide (49-51).
Sabemos que os tumores da tireoide contém um alto nimero de mitocéndrias (52-54). Os
oncocitomas da tireoide, também conhecidos como tumores de células de Hurthle, séo
caracterizados pela presenca de citoplasma granular oxifilico abundante devido ao
acumulo de numerosas mitocéndrias anormais (53, 54). Dada esta evidéncia, explorar o
efeito da variante em nddulos tireoidianos poderia melhor esclarecer a existéncia ou ndo

de interferéncia do SNP no microambiente tireoidiano neoplasico.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar o impacto das variantes polimorficas dos genes G6PD e SOD2 e seu

papel no estresse oxidativo em nddulos tireoidianos.

2.2 Obijetivos especificos

Avaliar se 0s SNPs nos genes G6PD e SOD2 causam impactos funcionais,
conformacionais e estruturais na enzima G6PD. Compreender o papel dos polimorfismos

em G6PD e SOD2 no microambiente tumoral tireoidiano.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Bancos de dados

Para obter informacGes genéticas e moleculares dos genes G6PD e SOD2, foram
coletados no banco de dados dbSNP do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) para
posterior analise nas ferramentas computacionais. Como critério de inclusdo, o parametro
de selecdo foi de SNPs com troca do tipo missense. Estes foram obtidos, listados e
transferidos para Microsoft Excel®. Para possibilitar a analise por ferramentas de
bioinformaética, foram obtidas as sequéncias FASTA das proteinas G6PD e SOD2 na
plataforma virtual Universal Protein Resource (UniProt) (https://www.uniprot.org/) (ID
G6PD-B: P11413, ID G6PD-A P11413-3 e ID SOD2: P04179). Obtidos os dados
necessarios, a analise in silico foi realizada nas ferramentas a seguir apresentadas na
seguinte ordem: SIFT, PredictSNP, Mupro, I-Mutant, Polyphen-2, Provean, SNPs&GO,
PMUT e PANTHER.

3.2 Ferramentas computacionais: analise de alteracdo funcional

A Sort Intolerant from Tolerant (SIFT) prevé variacdo na funcéo da proteina ao
avaliar a conservacdo de posi¢Oes génicas importantes a funcionalidade proteica. SNPs
serdo classificados como tolerantes (valor de corte >0,05) ou deletérios (valor de corte
<0,05) com base no escore de predicdo (55). Selecionados os SNPs deletérios, havera
analise na plataforma PredictSNP1.0, um consenso de nove ferramentas (SIFT,
PolyPhen-1, PolyPhen-2, MAPP, PhD-SNP, SNAP, PANTHER, PredictSNP e
nsSNPAnalyzer) que prevé alteragcbes proteicas (56). A partir desta ferramenta,
considerando a andlise da G6PD, esta e as seguintes plataformas terdo a analise em duas
partes, primeiramente com a sequéncia FASTA da isoforma B candnica (G6PD-B),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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seguida da isoforma A (G6PD-A).

Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2), algoritmo interativo baseado em
consideracdes fisicas e comparativas para prever o possivel impacto da variante génica
na funcdo e estrutura proteica (57). Analogamente, a ferramenta Protein Variation Effect
Analyzer (Provean) prevé alteracdes nas funcdes da proteina por substituicdo ou indel,
com base no agrupamento e alinhamento de sequéncias pontuacdo baseada. Variantes
com pontuacdo menor que -2,5 serdo consideradas deletérias (58). A SNPs&GO é
baseada na maquina de vetor de suporte, prevendo impacto das variagdes na proteina ao
calcular informacg6es funcionais provenientes do banco de dados Gene Ontology (GO)
(59). Valores de p > 0,5 para cada variante sao previstos como causadores de doenga (59).
Na plataforma SNPs&GO, além dos SNPs e da sequéncia FASTA da proteina e seu gene,
é utilizado o identificador UniProt da proteina. A PMUT, que prediz a natureza patoldgica
da proteina anémala, baseando-se em mecanismo de rede neural e calculando hot spots
mutacionais (60). PANTHER estima chance de impacto funcional calculando o tempo de
preservacao de um aminoécido na linhagem da proteina de interesse (61). Ao calcular o
tempo em milhGes de anos que um aminodacido foi preservado na linhagem proteica,
proporcional a probabilidade de impacto funcional, tem-se que quanto maior o tempo de

preservacdo, maior a chance de impacto.

3.3 Ferramentas computacionais: analise de alteracdo na estabilidade

MUpro é um servidor baseado em métodos de aprendizado de maquinas de vetor
de suporte e redes neurais que verifica a estabilidade da proteina andmala, e o parametro
adotado ¢ a diferenca de energia livre de Gibbs (AAG) (62). Na I-Mutant2.0, mesmo
parametro ¢ adotado (AAG), utilizando, porém, apenas redes neurais para estimar

estabilidade proteica (57).

4. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS GARANTIDOS AOS PARTICIPANTES
DA PESQUISA

N&o houve necessidade de aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) para
realizacdo da pesquisa por ndo haver inclusdo de seres humanos nem animais no estudo
em questdo. Este se baseia em uma andlise de bancos de dados e softwares para melhor
compreensdo de componentes organicos com predicdo patogénica para estudo na

carcinogénese tireoidiana.



5. RESULTADOS

Para a G6PD, com a ferramenta SIFT 127 variantes foram classificadas como
deletérias, todas com score <0,1 e >0). A partir das variantes deletérias no SIFT, a analise
sequencial nas plataformas foi realizada e os resultados encontram-se no Fluxograma 1.
No PredictSNP1.0, que retne 9 ferramentas, apenas 64 variantes (50,39%) foram

classificadas como deletérias, com acuracia esperada variando de 51% a 87%.

Fluxograma 1 — Resultados da andlise computacional dos SNPs do gene G6PD

dbSNP SIFT PredictSNP1.0
331 SNPs 127 deletérios 64 deletérios

I-Mutant 1.0 MUpro Polyphen-2 Provean
64 de estabilidade reduzida 64 de estabilidade reduzida 56 provavelmente danosos 62 deletérios

SNPs & GO PMUT PANTHER
56 possiveis causadores de doenga | |49 possiveis causadores de doenca 59 provavelmente danosos

Nas demais ferramentas, houve variacdo quanto a classificacdo referente a

delecdo, dano e patogénese, mas houve uniformidade na andlise da estabilidade de
proteinas resultantes de G6PD polimorficos (Fluxograma 1). Tanto na I-Mutantl.0
qguanto na MUpro, 100% dos SNPs tidos como deletérios pelo PredictSNP1.0
apresentaram repercussao com queda na estabilidade proteica com AAG<0. No I-
Mutant1.0 a carga livre oscilou entre -1,73 kcal/mol (menor valor, atingido pelo
rs1050828) e -0,24 kcal/mol (maior valor, atingido pelo rs5030868) e no MUpro a
variacao da energia livre de Gibbs foi de -2,9 (menor valores, atingido pelo rs78365220)
a-0,1 (maior valor, atingido pelo rs137852341).

Para a SOD2, dos 593 SNPs missense recuperados, apenas 16 foram classificados
como deletérios e com potencial patogénico em todas as ferramentas analisadas,
sugerindo que estas variantes podem causar impacto funcional e estrutural na proteina.
Embora a variante rs4880 ndo tenha apresentado score suficiente para ser classificada

como deletéria, esta foi incluida para analise nas demais ferramentas computacionais pois



seu papel vem sendo relatado na literatura em diferentes doencas, mas até entdo pouco se

sabe sobre o seu efeito na tireoide (tabela 1).

Tabela 1 — Predi¢do de SNPs do gene SOD2 usando SIFT

rs376398472 V142F  Deletério, 0.008 |rs201939534  R83W Deletério , 0.001
rs1141718 136T Deletério, 0.031 | 15370671213  H55Q Deletério , 0
rs4987023 G76R Deletério, 0 | 5371098078 P92L Deletério, 0.035
rs5746096 S10l Deletério, 0.013 | 5372074075 ~ T97M Deletério, 0.015
rs5746129 R117W Deletério, 0.01 | 15373540824 E67K Deletério, 0.022
rs11575993 L84F Deletério, 0.014 | 5375177938 H5Y Deletério, 0.042
rs112093927 C161Y Deletério, 0 | 5375884951 L38Q Deletério, 0
rs185564053 G18W Deletério , 0.001 rs4880 V16A Tolerada, 0.295
rs200407278 S27R Deletério, 0.004

Embora néo se tenha observado impacto funcional, estrutural e modificacdes pos-
traducionais (PTM) causadas pela variante rs4880, observamos que no I-Mutant 2.0 e
MUpro a substituicdo de alanina pela valina resulta na diminuigéo da estabilidade da
proteina com pontuacdo AAG de 8 no | -Mutant e -1,63 no MuPRO, sugerindo um
transporte menos eficiente para a matriz mitocondrial.

Importante ressaltar que os SNPs selecionados, tanto da G6PD quanto da SOD2,

ndo apresentaram desequilibrio de ligagao.

6. DISCUSSAO

Das 64 variantes de G6PD consideradas deletérias nas plataformas SIFT e
PredictSNP1.0, 39 foram cumulativamente considerados como altamente deletérias em
100% das ferramentas analisadas (diagrama 1). Todos os polimorfismos foram inseridos
na plataforma HaploView®©, que ndo detectou desequilibrio de ligagdo entre nenhuma das
variantes. Além disso, para caracterizar e melhor compreender o papel dos polimorfismos
previstos para G6PD, foram utilizadas trés bases de dados: LitVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/), Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e UniProt.



Diagrama 1 — Variantes classificadas como deletérias em ferramentas que analisam alterag@es estruturais

e funcionais
Polyphen-2
56
(87.5%)
SNPs & GO PANTHER
56 »
(87.5%) 230 (92,2%)
(61%)
49 62
PMUT (76,6%) (97%) Provean

A partir da busca sobre as variantes proteicas, foi observado que 76,7% dos
polimorfismos potencialmente deletérios foram previamente categorizados de acordo
com o grau de atividade enzimética (G.A.E.) a partir de estudos moleculares, onde 33,3%
foram de classe | (G.A.E.<1%), 20% de classe 1l (G.A.E. < 10%) e 23,3% de classe IlI
(10%<G.A.E.<60%). Os restantes (23,3%) ndo passaram por tal categoriza¢éo, ou mesmo
ndo se encontram registrados e consolidados na literatura atual. Vale ressaltar ainda que,
apesar da maioria dos polimorfismos apresentarem dados relativos a atividade molecular,
grande parte dos estudos que fornecem tais resultados sdo antigos — datam da década de
1990 - ou escassos, demandando uma investigacdo mais aprofundada nas alteracGes de

interesse em caso de andlise futura em outros contextos.

Quanto a importancia clinica, nota-se majoritéario direcionamento dos trabalhos a
genotipagem populacional, como a do rs74575103 em povos italianos e 0 rs78478128 em
povos indianos, e a acometimentos hematoldgicos, com destaque a anemias hemoliticas
(destaque ao rs1050828) e sinais e sintomas delas decorrentes. No que tange a
oncogenética, ndo ha estudos que explorem o impacto dos polimorfismos abordados nesse
trabalho, apenas investigacGes contemporaneas que estudam a G6PD selvagem e a via

das pentoses como alvo terapéutico, inclusive em casos de cancer de tireoide.

A anélise de rs4880 da SOD2, por sua vez, ndo demonstrou alteracdes estruturais
e funcionais, mas uma diminuicdo da estabilidade da SOD2 com consequente transporte
menos eficiente da enzima para a matriz mitocondrial. A busca nas bases dbSNP (registra
254 publicacbes associadas ao polimorfismo), LitVar (registra 542 citagbes do

polimorfismo) e ClinVar (traz 3 condigdes associadas ao polimorfismo) demonstrou



ampla presenca da variante na literatura médica, com destaque a associagdes entre 0 SNP
e farmacodindmica (da ciclosporina, por exemplo), diabetes mellitus (nefropatia e
retinopatia a ela associados), cancer (destacadamente, de mama, colorretal e ovariano) e
fibrose. Entretanto, ndo houve exploracdo acerca da anormalidade genética e cancer de
tireoide, condicdo em que o estresse oxidativo intensificado pode influenciar no

desenvolvimento da doenga.

Em suma, os achados correspondem a resultados refor¢cando potenciais SNPs
danosos de G6PD e SOD?2 a escassez de dados na literatura cientifica referentes tanto aos
polimorfismos quanto a sua exploragdo na carcinogénese tireoidiana. Associados, eles
apontam para possibilidade de andlise futura destes aspectos, como um potencial estudo
para avaliacdo do impacto de alteracGes polimdérficas no microambiente do cancer de

tireoide.

7. CONCLUSAO

A partir dos achados que conciliaram diferentes meios de anélise na

bioinformaética, conclui-se que polimorfismos do gene G6PD sdo potenciais alvos de
investigacdo na tumorigénese tireoidiana. Quanto ao rs4880 referente ao SOD2, a reducao
na estabilidade da proteina devido a mudanca de aminoacidos sugere sua interferéncia
nos dispositivos de adaptacdo das células tumorais em relacdo a regulacéo e atividade da
Mn-SOD. A eficécia analitica das ferramentas virtuais utilizadas reforca a probabilidade
destes SNPs serem danosos e apontam para importancia da analise laboratorial para

melhor exploracao e verificacdo de tal hipotese.
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