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INTRODUÇÃO: 

O sistema imunológico (SI) é o sistema de defesa do nosso corpo contra agentes estranhos, 
porém, pode ocorrer uma falha que faça o SI reconhecer autoantígenos como ameaças, originando 
uma doença autoimune (DAI), a qual pode afetar todos os sistemas do organismo humano, e em 
casos mais graves, levar à óbito. Existem muitas doenças autoimunes, dentre elas a doença de 
Graves (DG), na qual o SI ataca a glândula tireoide causando na maioria dos casos, um quadro de 
hipertireoidismo, quando há produção de hormônios tireoidianos, T3 e T4 (respectivamente, 
triiodotironina e tiroxina), em excesso (DELVES, 2019; FERNANDES et al., 2008; KITCHING, 2017; 
NEVES et al., 2008; TALBOT, 2011). 

Dentre os muitos fatores que colaboram para o desenvolvimento de uma DAI, temos o 
estresse, que irá acarretar a liberação de hormônios de adrenalina, noradrenalina, glicocorticoides 
(GCs) e cortisol, os quais quando liberados em grandes quantidades causam alterações na 
imunidade, humor, produtividade e na qualidade de vida. Este está relacionado às doenças 
autoimunes porque está associado ao desbalanço do eixo hipotálamo-pituitário-adrenal (HPA), uma 
via neuroendócrina ativada em resposta ao estresse. Ela regula o SI por meio da liberação de GCs, 
mas se for ativada por longos períodos, ou ainda, muito raramente, pode aumentar as chances de 
se desenvolver uma DAI devido ao efeito imunossupressor dos GCs (BAUER et al., 2000; BAUER, 
2002; GLASER JK, 1998; GLASER R, 1998). 

Para regular este efeito, a proteína receptora de glicocorticoides (RGCs) é fundamental, 
todavia, uma variabilidade genética da sequência de DNA causada por um polimorfismo no gene 
NR3C1 (receptor nuclear subfamília 3, grupo C, membro 1) expresso nessa proteína, pode 
influenciar na atividade regulatória dos GCs, através de alterações na estrutura ou nas funções da 
proteína, causando resistência aos glicocorticoides (GHIZZONI et al., 2011; ORLOVSKY, 2012; 
PANEK et al., 2012; ROCHA et al., 2007). 

Essa resistência, por sua vez, é uma condição hereditária ou esporádica, afetando desde 
certos tecidos até todo organismo. A condição hereditária pode ser fruto da presença de 
polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), ocorridos devido à troca indevida de aminoácidos em 
determinadas posições do DNA. Mas nem sempre essas trocas serão prejudiciais, e por isso é 
necessário analisá-las através de certos métodos, como a análise in silico (MONTEIRO, 2019).  
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O estudo de polimorfismos pode ser realizado através de técnicas de biologia molecular 
através da bioinformática (análise in sílico). Utilizando a análise in sílico podemos explorar as 
sequências do DNA através de softwares e ferramentas de algoritmos para analisar diversos 
aspectos relacionados às alterações nas sequências de nucleotídeos e aminoácidos. Quanto às 
proteínas, podemos verificar se tais alterações têm potencial de impactar suas funções e/ou 
estruturas. (VERLI, 2014).  

A partir do obtido com as análises computacionais é possível realizar a validação dos 
resultados através das técnicas experimentais de biologia molecular, como a genotipagem, 
baseando-se na identificação das alterações genéticas através da amplificação de sequências 
específicas do DNA utilizando a técnica Real-Time da PCR (Reação em cadeia da Polimerase em 
tempo real) (MARTINS et al., 2009). 

Objetivamos estudar o gene NR3C1 na doença de Graves, levando em conta os efeitos que 
SNPs podem causar na proteína receptora de glicocorticoides, como a resistência a GCs, muito 
presente no desenvolvimento de doenças autoimunes. 

 
METODOLOGIA: 

Casuística 
Participaram do projeto 312 pacientes com DG (260 mulheres e 52 homens, com média de 

idade de 40±11 anos), provenientes do Hospital do Servidor Público Estadual (HSPE-IAMSPE) e 
da Santa Casa de Misericórdia de São Paulo. Os casos foram pareados com 312 indivíduos controle 
(250 mulheres e 62 homens, com média de idade de 40±11 anos) provenientes do Hemocentro da 
UNICAMP. O projeto foi aprovado pelos comitês de ética das instituições participantes. 

 

Análise in silico 
Para a realização da análise in silico, primeiro deve-se acessar o dbSNP presente na 

plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information) que fornece os polimorfismos 
missenses presentes no gene NR3C1. Também recuperamos a sequência FASTA da proteína 
(CCQ43043.1) e todos os dados que foram exportados para o Excel. 

Em seguida, utilizando como porta de entrada os “rs” recuperados na ferramenta SIFT 
(Sorting Intolerant From Tolerant) que fornece as previsões dos efeitos das trocas de aminoácidos 
presente na sequência de proteínas. Após predição, as variantes classificadas como deletérias no 
SIFT, foram analisadas nas plataformas I-Mutant 2.0, PANTHER, PolyPhen–2, PredictSNP, 
PROVEAN, SNAP2 e SNPs&GO, que terão suas funções apresentadas a seguir: 

 

● I-Mutant 2.0: Prevê, a partir da sequência FASTA e as mutações ocasionadas pelo SNP, o 
que um polimorfismo pode causar a instabilidade na estrutura da proteína, podendo 
ocasionar na perda de funções específicas; 

 

● PANTHER: Utiliza da sequência FASTA e as mutações para realizar uma análise evolutiva 
de codificação de SNPs, por meio de uma medida do tempo em milhares de anos, que uma 
posição da proteína atual foi preservada. Quanto maior o tempo que a posição foi 
preservada, maiores são as chances de polimorfismo ser deletério; 
 

● PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2): Prevê, por meio da sequência FASTA e as 
mutações, o possível impacto causado pela substituição de aminoácidos na estrutura ou na 
função de uma proteína humana; 
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● PredictSNP: Classifica o SNP, através da sequência FASTA e as mutações, de acordo com 
um consenso de outros 06 programas (MAPP, PhD-SNP, PolyPhen–1, PolyPhen–2, SIFT e 
SNAP), predizendo os efeitos da mutação causada pela substituição de nucleotídeos, ou 
aminoácidos, na função da proteína; 

 

● PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer): Prevê se uma substituição de aminoácido 
tem um impacto na função biológica de uma proteína, usando como base a sequência 
FASTA da proteína e a mutação e deste modo a classifica como “deletérios”, ou seja, nocivos 
à saúde; 
 

● SNAP2: Prevê, graças a sequência FASTA e as mutações, os efeitos causados pela 
variação da sequência, classificando os SNPs em dois grupos, o em que o SNP não causa 
nenhum efeito deletério, e o em que o SNP ocasiona um efeito deletério; 
 

● SNPs&GO: Indica, por meio da sequência FASTA e as mutações, a probabilidade de as 
variações estarem associadas a doenças, portanto, predizendo se o SNP é neutro ou 
deletério, caso esteja associado a uma doença. 

 

Análise dos polimorfismos  
Para a identificação do perfil genético dos pacientes utilizamos a técnica TaqMan® SNP 

Genoptyping (Applied Biosystems™) que é constituída por um par de primers, com uma sonda para 
cada alelo. Utilizando placas específicas para o equipamento 7500 Real Time PCR system (Applied 
Biosystems™, Foster City, EUA). 

As sondas TaqMan, são formadas por dois corantes, o reporter (fluerescente) e o quencher 
(inibidor da fluorescência). Durante o processo, dentro do aparelho com temperatura controlada, o 
DNA sofre desnaturação a 94°C, fazendo com que a fita dupla do material genético se separe, 
dando origem a duas fitas simples que servem como moldes. Após isso, o aparelho muda a 
temperatura para 55-65ºC, temperatura na qual a sonda se anela após um dos primers (curtos 
pedaços de DNA de fita simples, com cerca de 20 nucleotídeos), e é clivada enquanto a enzima 
Taq Polimerase faz o processo de extensão utilizando os dNTPs (Desoxirribonucleotídeos 
Fosfatados), que ocorre a 75ºC. Após essas etapas um ciclo de PCR é finalizado. O quencher é 
separado do reporter, que então pode emitir fluorescência sem ser inibido. Quanto mais ciclos da 
PCR ocorrem, mais cópias da região alvo são feitas, podendo gerar bilhões delas e 
consequentemente, maior é a emissão de fluorescência. Essa emissão é utilizada para exibir os 
resultados da PCR através do aparelho, que consegue ler essa fluorescência, emitindo os 
resultados por meio de um software. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Análise in silico e seleção dos SNPs 
Utilizando as ferramentas computacionais, selecionamos SNPs sinônimos não codificantes 

no gene NR3C1. A princípio foram encontrados no gene NR3C1, registro de 539 SNPs do tipo 
missenses no banco de dados dbSNP, dos quais apenas 294 SNPs foram classificados na 
ferramenta SIFT como deletérios com a pontuação do índice de tolerância 0,00 na plataforma, ou 
seja, prejudiciais à saúde. No processo de análise, 231 eram repetidos, sobrando assim apenas 63 
SNPs, estes então foram selecionados para análise nas demais ferramentas, porém 35 deles 
ocasionaram em erros em ambas as plataformas, deste modo, restando somente 24 SNPs, dos 
quais alguns apresentavam resultados que variam entre neutro e deletério de acordo com a 
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ferramenta, sendo classificados conforme alguns aspectos, como prejudicial, benigno, aumento ou 
redução de estabilidade da estrutura proteica. 

Ao final, foram preditos como possíveis candidatos os SNPs, rs104893909 (I559N), 
rs104893911 (V571A) e rs104893913 (R477H) ocasionados, respectivamente, pela troca de uma 
Isoleucina (I) por uma Asparagina (N) na posição 559, Valina (V) por Alanina (A) na posição 571 e 
Arginina (R) por Histidina (H) na posição 477.  

Tais SNPs foram classificados como deletérios, com a estabilidade da estrutura da proteína 
sendo reduzida, e assim, gerando suscetibilidade a perda de uma de suas funções ou a impactos 
negativos sobre elas, podendo ocasionar alguma doença. 

Além dos selecionados por análise in silico, selecionamos também o SNP rs6198 através de 
levantamento bibliográfico (VAN ROSSUM, 2011). Por se tratar de um SNP intrônico, não seria 
possível analisá-lo através das ferramentas utilizadas, haja visto que elas são destinadas para 
análise de polimorfismos exônicos apenas. 

Após a seleção dos SNPs com base na análise in silico e levantamento bibliográfico, estes 
foram avaliados por PCR em tempo real. 

 

Genotipagem 
Os SNPs rs104893913, rs104893909 e rs104893911 apresentaram baixa frequência na 

população estudada com perfil idêntico em DG e controles. No entanto, as formas variantes de 
rs6198 foram mais raras nos pacientes com DG (23.52%) do que nos controles (31.61%) (Gráfico 
01).  A presença do polimorfismo rs6198 de NR3C1 representa um fator de proteção para DG (OR 
0,6463; IC95%: 0,4488-0,9218), mas não se correlacionou com outros fatores clínicos e evolutivos 
da doença.  

 

 

 

 

 

 

 

 

                               Gráfico 01 – Distribuição genotípica do SNP rs6198 

 
CONCLUSÃO: 

Apesar de os SNPs selecionados por análise in sílico terem demonstrado resultados 

consideráveis nas previsões computacionais, não foi possível provar na genotipagem a tendência 

que demonstravam de serem deletérios, porém, sugerimos que o polimorfismo rs6198 do gene 

NR3C1 possa ser fator importante na susceptibilidade para DG, mesmo que de forma protetiva. 
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