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INTRODUGAO:

A incidéncia do Céancer de Tireoide (CT) vem aumentando consideravelmente no
Brasil e no mundo. A ocorréncia dessa malignidade é bem estabelecida com diversos
fatores de riscos, os quais estdo incluidos fatores genéticos, quimicos, de radiacéo
ionizante e fatores biologicos, como o estresse oxidativo (OS) (1, 2). O entendimento do
metabolismo energético mitocondrial e a desregulacdo dos produtos desse metabolismo
oxidativo é fundamental para compreensao da formacao de neoplasias (3). Os estudos que
relacionam as mitocdndrias ao cancer de tireoide mostram que 0 metabolismo energético
e alteracbes adquiridas no DNA mitocondrial estdo diretamente associados com a
progressdo do cancer de tireoide (4-6). No processo oxidativo as enzimas sdo essenciais
para formacao das ROS, entre as proteinas participantes desse processo temos a p22phox
).

A p22phox (figura 1) € uma subunidade do complexo enzimatico nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (NOX), complexo este que catalisa a
reacao de O2 a O2-, estando diretamente associado a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (8). A variagdo na estrutura ou funcdo da p22phox tem o potencial de
influenciar a atividade da NOX, podendo descompensar a geracdo de ROS em diversos

tecidos, gerando um cenario intracelular patogénico ou até cancerigeno (8).
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Figura: Complexo NOX. contendo a proteina p22phox.

Adaptado de MCCANN et al,2013.

Varios polimorfismos ja foram descritos na regido promotora e na regiao codificadora
da p22pox, e alguns deles sdo capazes de influenciar a expresséo génica e o resultar em
variacao funcional significativa no nivel de estresse oxidativo (9). Alguns polimorfismos do
CYBA ja foram associados com hipertensédo arterial sistémica (HAS), doenca arterial

coronariana, infarto do miocéardio e nefropatia diabética e ndo diabética (9,10).
Ante a ascenséo do cancer de tireoide e a percepc¢ao do impacto do SNP do gene

CYBA no organismo humano, o presente estudo teve como objetivo avaliar os

polimorfismos do gene CYBA, por meio de uma analise in silico, em nédulos tireoidianos.

METODOLOGIA:
Os dados dos SNPs do gene CYBA foram recuperados do dsSNP do NCBI. A
sequéncia de nucleotideos no formato FASTA (identificador de entrada: P13498) foi obtida

através do site UniProt (https://www.uniprot.org/).

Os SNPs foram submetidos ao servidor SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), a
gual forneceu as previsdes dos efeitos das trocas de aminoacidos presentes na sequéncia
de proteinas (11). As variantes classificadas como deletérias no SIFT foram submetidas as
demais ferramentas para analise de efeito funcional, possivel patogenicidade e estabilidade
da proteina (12).

Para analisar a predicdo dos efeitos funcionais dos SNPs foram utilizadas as
ferramentas e servidores: PredictSNP1.0, SNAP2, PolyPhen 2.0, PROVEANA e PANTHER
(13, 17). Paralelamente, a fim de investigar possivel patogenicidade, os polimorfismos
foram submetidos as ferramentas SNP&GO e PMut (18, 19). Por fim, para a predigdo

automatica de alteracdes de estabilidade de proteinas em mutagBes de ponto Unico,
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utilizou-se as ferramentas I-Mutant2.0 e MUpro (20, 21). A metodologia foi sintetizada no

fluxograma 1.
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Fluxograma 1. Metodologia da analise computacional dos SNPs do gene CYBA.

Sorting Intolerant From Tolerant

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Um total de 3878 SNPS foram recuperados do dsSNP, destes foram selecionados 314 SNPs
missenses. Os SNPs missenses foram entdo submetidos a ferramenta SIFT e de acordo com a
predicdo do SIFT, 297 SNPs foram classificados como tolerantes e 17 deletérios (tabela 1). As

variantes com posicdes deletérias na funcdo proteica foram mantidas e analisadas nas demais

ferramentas.
SNPs Mduedzr’;\%a Predicdo Pontuacao SNPs Mdued:r'l‘(ia Predicdo Pontuacao

rs8053867 E12D Prejudicial 0.02 rs179363891 G25V Prejudicial 0
rs28941476 G24R Prejudicial 0.01 rs179363892 RIOW Prejudicial 0
rs104894510 HO4R Prejudicial 0.02 rs179363893 E53V Prejudicial 0
rs104894513 R90Q Prejudicial 0 rs179363894 A124V Prejudicial 0.023
rs104894514 S118R Prejudicial 0.002 rs201755210 So8L Prejudicial 0.045
rs104894515 P156Q Prejudicial 0 r$9940427 Q130S Prejudicial 0.015
rs119103269 A125T Prejudicial 0.006 rs11547384 Y41C Prejudicial 0.001
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rs149344911 V76M Prejudicial 0.02 rs13306297 R158Q Prejudicial 0.01

rs179363890 L52P Prejudicial 0.001
*AA: Aminoacido

Tabela 1: Predicdo de SNPs deletérios usando SIFT

As 17 variantes foram submetidas no PredictSNP1.0 que evidenciou um possivel efeito
deletério em 16 dos SNPs testados, onde apenas o rs9940427(Q130S), em contra partida,
demonstrou um potencial neutro. Além disso Q130S também foi previsto como neutro ou benigno
nas ferramentas SNAP2, PolyPhen 2.0, Provean e PANTHER.

No I-Mutant2.0 e MUpro, 15 variantes demonstraram associagdo com reducao da
estabilidade da proteina p22phox, entretanto, apenas rs179363893 e rs179363894
demonstraram um possivel aumento na estabilidade. A estabilidade da proteina é o
principal fator que afeta a fungéo e a atividade das moléculas biologicas. A energia livre do
desdobramento da proteina é critica para a estabilidade da proteina. Portanto, o impacto
da mutacéo na estabilidade da proteina poderia ser determinado com precisao estudando
o efeito da mutac&o na energia livre. Tendo como parametro a diferenca de energia livre
de Gibbs (AAG) e a diregdo da mudanga apdés a mutagdo de ponto Unico da
proteina; pontuacdes positivas aumentam a estabilidade da proteina, enquanto uma
pontuacdo negativa designa desestabilizacdo. Portanto, o impacto da mutacdo na
estabilidade da proteina poderia ser determinado com precisdo estudando o efeito da
mutacao na energia livre.

No SNPs&GO todos os SNPs foram preditos com um potencial patogénico, enquanto no
PMUT quatro variantes ndo foram previstas com este potencial: rs8053867, rs149344911,
rs201755210 e rs9940427. Desse modo, conclui-se que dos 17 SNPs selecionados, onze foram
considerados com potencial altamente deletério em 100% das ferramentas.

Apoés confeccdo e andlise dos resultados, foi feita uma reviséo de literatura a respeito das
variantes. Entretanto, ndo foram encontrados estudos avaliando esses polimorfismos. Todavia, tem-
se estudo sobre outros SNPs no gene CYBA, sendo que o mais estudado € o rs4673, indicando que
este polimorfismo esta relacionado a uma maior propenséo de estresse oxidativo (22), hipertenséo
arterial sisttmica (HAS), doenca arterial coronariana, infarto do miocardio, nefropatia diabética e ndo
diabética e sindrome metabdlica (9, 10).

Variantes genicas no gene CYBA podem representar um impacto na funcdo e na estrutura
da proteina, p22phox e, por conseguinte, promover um desequilibrio redox (22), o que favorece a
instalacdo de um ambiente oxidante favoravel a tumorigénese (3), portanto, apontamos para a

necessidade de estudos préaticos para validacdo destes polimorfismos.
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CONCLUSOES:
A analise in silico sugeriu que 11 polimorfismos do gene CYBA estdo associados a um

potencial deletério devido a alteracOes estruturais e funcionais na proteina. Os SNPs podem ser
validados em estudos de bancada, utilizando nédulos tireoidianos para comprovar sua possivel
utilidade como marcadores de risco para o cancer de tireoide.
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