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INTRODUÇÃO: 

Segundo estimativas do INCA, a incidência de câncer de tireoide (CT) vem aumentando vertiginosamente no Brasil e 
em todo o mundo (1). Sugere-se que, além de fatores físicos e diagnósticos, fatores biológicos também possam ser importantes 
nesse aumento (2–4). Nesse sentido, tem-se postulado um importante papel do estresse oxidativo (OS) no âmbito biológico, 
sendo um processo oriundo de um desequilíbrio redox nas células, favorecendo a oxidação de seus componentes e, por 
conseguinte, induzindo dano celular (5–7). Assim, como mecanismo de mitigação desses danos, a proteína superóxido 
dismutase Cu-Zn (SOD1) é uma importante enzima celular antioxidante que garante a conversão de íons superóxidos em 
peróxido de hidrogênio e em oxigênio (8).  

De fato, é possível afirmar que altos níveis de OS e de danos oxidativos, como quebras de cadeias de DNA, são 
relacionados com a diminuição de função da SOD1, algo que pode ser causado por polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) 
em seu gene. Dessa forma, existem evidências de que polimorfismos no gene SOD1 estão relacionados a uma maior propensão 
ao desenvolvimento de tumores como: câncer de estômago, câncer colorretal e câncer de mama. Contudo, não há um consenso 
a respeito de sua relação com o câncer de tireoide (9–13). No presente estudo, objetiva-se identificar os polimorfismos deletérios 
do gene SOD1 e analisar seus efeitos estruturais, conformacionais e funcionais na proteína subsequente utilizando ferramentas 
in silico de ponta, especialmente no contexto tireoidiano, com o intuito de identificar possíveis marcadores genéticos 
oncológicos. 

METODOLOGIA:  

Neste estudo, realizamos uma análise in silico de 223 SNPs do tipo missense de SOD1, extraídos da base de dados 
dbSNP do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Nosso objetivo foi predizer os efeitos de estabilidade e de 
patogenicidade desses SNPs na proteína SOD1. Para isso, inicialmente submetemos os SNPs à ferramenta SIFT-BLINK 
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/), que utiliza dados sobre a conservação evolutiva de diferentes regiões de um gene alvo para 
determinar aquelas que são importantes para a função da proteína codificada. Selecionamos apenas as mutações identificadas 
como deletérias por essa ferramenta (14,15).  
 Após isso, realizamos uma bateria de análises de confirmação desses SNPs com um conjunto de ferramentas que 
avaliam função, estabilidade e patogenicidade, como: PolyPhen-2.0 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SNPs&GO 
(https://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html), PMUT (https://mmb.irbbarcelona.org/PMut/), PhD-SNP 
(https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html), PANTHER (http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore.do) e SNAP2 
(https://rostlab.org/services/snap2web/) (16–22). Ao término dessas análises de confirmação, selecionamos os polimorfismos 
mais deletérios para uma análise mais aprofundada, a fim de melhor entender seus mecanismos de patogenicidade. Essas 
análises basearam-se primeiramente nas seguintes plataformas: I-Mutant2.0 (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-
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mutant2.0.html), MuPro (https://mupro.proteomics.ics.uci.edu/), ConSurf (https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php) e 
InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (23–26).  
 Foram incluídas ferramentas adicionais com o propósito de reforçar a discussão e interpretação dos resultados 
previamente obtidos. Entre essas ferramentas, destacamos a HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/), que fornece 
informações sobre características morfofuncionais, tais como alterações no tamanho dos aminoácidos, mudanças na 
hidrofobicidade desses aminoácidos, bem como outras informações relevantes. A utilização do HOPE forneceu uma camada 
adicional de análise, confiante para uma compreensão mais abrangente dos efeitos potenciais dos SNPs investigados na proteína 
SOD1 (27,28). Também utilizamos Missense3D-DB (http://missense3d.bc.ic.ac.uk:8080/), que  realiza predições 
morfofuncionais nos SNPs com foco em padrões de dano estruturais, pois consiste em uma base de dados de interpretação de 
estruturas proteicas com um algoritmo preditivo-comparativo próprio denominado Phyre e, por fim, fizemos uso da plataforma 
NetPhos3.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/), que é capaz de prever os sítios de fosforilação de 
proteínas utilizando redes neurais artificiais (29,30). Ademais, empregamos os recursos adicionais da PolymiRTS Database 3.0 
(https://compbio.uthsc.edu/miRSNP/), para analisar os impactos funcionais dos polimorfismos em regiões genéticas alvo de 
miRNAs. Finalizando, também fizemos uso das plataformas de agrupamento de dados COSMIC 
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), que fornece associações experimentais de SNPs com neoplasias conhecidas, e das 
plataformas ClinVar e Litvar, que avaliam respectivamente os dados clínicos e de literatura das mutações (31–34).   

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
 Dos 223 SNPs inicialmente coletados, a ferramenta SIFT identificou que 51 SNPs (22,86%) são considerados 
deletérios. Esses resultados indicam que uma parcela significativa dos polimorfismos no gene SOD1 apresenta potencial 
patogênico iminente. Os 51 SNPs selecionados seguiram para o conjunto de análises de confirmação. Ao utilizar a ferramenta 
PolyPhen-2.0, 27 dos SNPs analisados foram classificados como deletérios (52,94%). Em SNPs&GO, 20 SNPs foram 
considerados deletérios (39,21%). Já na PMUT, 28 SNPs foram identificados como deletérios (54,91%). Em PANTHER, 27 
SNPs foram considerados deletérios (52,94%). No SNAP-2, 23 SNPs foram classificados como deletérios (45,09%), enquanto 
no PhD-SNP, 27 SNPs foram considerados deletérios (52,94%). Dessa forma, podemos inferir que há uma concordância 
significativa entre os resultados preliminares do SIFT e os recebidos pelas ferramentas da bateria de confirmação. Em várias 
dessas ferramentas, mais de 50% dos SNPs foram classificados como deletérios, fortalecendo como prova do potencial 
patogênico desses polimorfismos no gene SOD1. Entretanto, notamos que apenas 16 SNPs (31,37%) foram considerados 
danificados por todas as ferramentas, o que ressalta sua importância e, portanto, esses foram selecionados para análises 
individuais mais aprofundadas. Os resultados são apresentados na tabela 1.   
Tabela 1: Análise preditiva de variantes de SOD1 utilizando um amplo conjunto de ferramentas in silico. 

rsID Mudança AA 
SIFT Polyphen-2.0 SNPs&GO PMUT PANTHER SNAP-2 PhD-SNP 

Resultado Score Resultado Score Resultado Score Resultado Score Resultado Score Resultado Score Resultado Score 

rs11556620 N87S D 0,001 D 1,000 D 0,842 D 0,96 D 0,89 N -4 D 0,886 

rs11556621 P29Q D 0,043 D 0,904 N 0,157 D 0,89 D 0,89 D 18 D 0,637 

rs121912431 G38R D 0 D 1,000 D 0,881 D 0,93 D 0,89 D 52 D 0,926 

rs121912432 L39V D 0,023 D 0,999 D 0,731 D 0,96 D 0,95 D 7 D 0,883 

rs121912433 G42S D 0,022 D 0,998 D 0,692 D 0,96 D 0,95 D 30 D 0,805 

rs121912434 G42D D 0,001 D 0,827 D 0,881 D 0,96 D 0,95 D 54 D 0,934 

rs121912436 G86R D 0,012 D 1,000 D 0,802 D 0,90 D 0,89 D 54 D 0,879 

rs121912437 G94C D 0,005 D 1,000 D 0,762 D 0,96 D 0,95 D 49 D 0,863 

rs121912437 G94R D 0,012 D 0,996 D 0,687 D 0,96 D 0,95 D 42 D 0,836 

rs121912438 G94A D 0,045 D 0,932 N 0,414 D 0,96 D 0,95 D 26 D 0,660 

rs121912440 L107V D 0,006 D 0,999 D 0,579 D 0,89 D 0,95 D 13 D 0,793 

rs121912441 I114T D 0,014 D 1,000 D 0,748 D 0,95 D 0,89 D 52 D 0,808 

rs121912442 A5V D 0,014 D 0,994 N 0,305 D 0,95 D 0,89 D 14 D 0,633 

rs121912443 H47R D 0 D 0,986 D 0,889 D 0,93 D 0,95 D 41 D 0,921 
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rs121912444 A5T D 0,001 D 0,976 N 0,236 D 0,94 D 0,89 N -28 D 0,654 

rs121912445 I105F D 0,034 D 0,988 D 0,707 D 0,88 D 0,50 D 34 D 0,795 

rs121912447 A146T D 0,009 D 1,000 D 0,756 D 0,95 D 0,95 N -11 D 0,866 

rs121912448 C7F D 0 D 1,000 N 0,377 D 0,89 D 0,89 D 47 D 0,807 

rs121912449 I152T D 0,02 D 0,999 N 0,198 D 0,73 D 0,86 D 42 N 0,378 

rs121912451 S135N D 0 D 0,998 D 0,665 D 0,93 D 0,89 N -5 D 0,786 

rs121912452 L85V D 0,001 D 0,649 D 0,628 D 0,94 D 0,95 N -6 D 0,814 

rs121912453 G17S D 0,001 D 0,991 D 0,669 D 0,92 D 0,95 D 36 D 0,893 

rs121912455 G73S D 0,01 D 0,659 D 0,763 D 0,96 D 0,89 D 20 D 0,800 

rs121912456 G13R D 0,026 D 0,969 N 0,395 D 0,62 N 0,13 D 47 D 0,738 

rs121912457 F46C D 0,014 D 1,000 D 0,895 D 0,94 D 0,89 D 42 D 0,950 

rs121912458 H81R D 0 D 1,000 D 0,884 D 0,90 D 0,95 D 21 D 0,884 

rs1804450 T40I D 0,035 N 0,189 N 0,367 D 0,89 D 0,86 D 23 D 0,636 

rs74315452 I113T D 0 D 1,000 D 0,789 D 0,93 D 0,89 D 42 D 0,869 

D= Deletérios, N= Neutro.  
 As variantes preditas como deletérias em todo o conjunto de ferramentas são G38R, L39V, G42S, G42D, G86R, 
G94C, G94R, L107V, I114T, H47R, I105F, G17S, G73S, F46C, H81R e I113T, destacadas na Tabela 1. Essas seguiram 
para as próximas análises, iniciando com a estabilidade termodinâmica. 

Avaliando a estabilidade termodinâmica pelas ferramentas I-mutant2.0 e MuPro, foi observado que quase todos os 16 
polimorfismos apresentaram uma redução de estabilidade da proteína em comparação com a sequência de referência. Essa 
tendência sugere um cenário de possível perda de função proteica decorrente desses polimorfismos, pois essas alterações estão 
intrinsecamente relacionadas com a capacidade funcional da proteína. No contexto específico de SOD1, a perda de estabilidade 
proteica pode levar à sua dobragem anômala, causando perda de função e até mesmo aquisição de recursos deletérias, com 
alterações em seu padrão normal de expressão. Esse cenário é observado em casos de esclerose lateral amiotrófica e outras 
doenças, incluindo algumas neoplasias, reforçando a importância de se compreender os efeitos dessas mudanças na estabilidade 
da proteína, pois elas desempenham um papel fundamental na sua função biológica e podem estar relacionados a doenças 
graves (35–37).  

Com isso em mente, seguindo para as análises de conservação evolutiva dos sítios de mutação, de acordo com a 
ferramenta ConSurf, foram identificados 10 SNPs (H47R, G17S, H81R, L39V, G42S, G42D, G86R, G94C, G94R e G73S) 
em sítios altamente conservados, ou seja, com grau de conservação de scores 8 ou 9. Isso indica grande probabilidade de 
prejuízo funcional por esses polimorfismos, pois resíduos mais conservados tendem a ter maior relação com a função basal da 
proteína, permitindo inferências evolutivas entre famílias de proteínas (38). Esses 10 SNPs prosseguiram, dessa forma, para as 
próximas análises. 
 Para compreender em quais regiões da proteína ocorrem esses polimorfismos, foi realizada uma análise dos domínios 
e dos sítios de ligação de SOD1 por meio do software InterPro. Constatou-se que a proteína possui um único domínio funcional 
denominado "domínio cobre-zinco ligante, superóxido dismutase" (código IPR001424). Os sítios de ligação identificados 
abrangem os aminoácidos das posições 45 a 55 e das posições 139 a 150 (código IPR018152). Além disso, outras localizações 
de sítios de ligação foram confirmadas nas posições 47, 49, 64 e 121 para o cobre e nas posições 64, 72, 81 e 84 para o zinco. 
Dados similares foram observados em estudos experimentais e demonstraram anteriormente que as variantes H47R e H81R 
ocorrem em sítios ativos cruciais da proteína SOD1, o que sugere um alto potencial patogênico (39).   
 Quanto aos relatórios obtidos da plataforma HOPE, os dados mais significativos foram os scores MetaRNN e os 
padrões de dano morfofuncionais dos SNPs em análise. Os valores de MetaRNN são uma medida que fornece o potencial 
patogênico das mutações, variando de 0 a 1, em que valores mais próximos de 1 indicam patogenicidade maior (28). Em ordem 
decrescente de MetaRNN, os SNPs se organizam desta forma: L39V, H47R, H81R, G86R, G42D, G42S, G94R, G94C, G17S 
e G73S, com scores 0,99589360, 0,99518025, 0,99448350, 0,99413717, 0,99190295, 0,99113190, 0,99021560, 0,98917645, 
0,97827770 e 0,91122700, respectivamente. Para as seguintes análises, foram escolhidas apenas as 5 mutações com maior score 
MetaRNN, ou seja, L39V, H47R, H81R, G86R e G42D, cujos padrões de dano na ferramenta HOPE foram estudados a fundo.  
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 Dessa forma, as mutações H47R e H81R apresentaram os seguintes padrões de dano: excesso de tamanho no núcleo 
da proteína, problemas de enovelamento por carga, prejuízo na interação com metal e alteração em pontes de hidrogênio. O 
excesso de tamanho no núcleo proteico é causado pela substituição de um aminoácido profundo por outro de dimensões 
moleculares maiores, causando compressão dos resíduos vizinhos e perda da estabilidade estrutural da proteína. Além disso, os 
problemas de enovelamento por carga ocorrem pela mudança por um aminoácido com carga de um aminoácido enterrado que 
era previamente neutro. Essa carga irá repulsar as moléculas de mesma carga ao longo da proteína, prejudicando o dobramento 
adequado desta em uma estrutura terciária. Ainda nesse sentido, para haver prejuízo na interação da proteína com metais, deve 
haver mudança de carga ou do tamanho de um aminoácido que faça parte do sítio de ligação da SOD1, seja de Cobre ou de 
Zinco, seguindo a mesma lógica biofísica já explicada para os padrões anteriores. Por fim, para que haja alterações em pontes 
de hidrogênio, deve haver uma mudança no tamanho do aminoácido, impedindo assim o alinhamento correto dos átomos para 
que essas ligações intermoleculares ocorram. 
 Já as mutações G86R e G42R possuem o padrão de dano de perda de flexibilidade estrutural, que ocorre pela 
substituição de um resíduo de glicina (G) por outro inevitavelmente menos elástico, uma vez que G é o aminoácido mais flexível 
existente, ideal para curvas com ângulos de torção elevados. A mutação G86R também é caracterizada pelos padrões de 
problemas de enovelamento por carga e excesso de tamanho no núcleo da proteína, explicados anteriormente. Enquanto isso, 
o polimorfismo L39V possui o padrão de dano de espaço vazio no núcleo da proteína, que ocorre pela substituição de um 
aminoácido profundo em sua estrutura terciária por outro de menor tamanho molecular, criando lacunas na parte interior da 
estrutura proteica. Finalmente, a mutação G42R ainda colabora com os padrões de dano de repulsão de resíduos por carga 
superficial e prejuízo de interação molecular superficial, causados por mudanças na carga e/ou no tamanho dos aminoácidos na 
superfície proteica. 
 Observe-se que todas as 5 candidatas apresentavam padrões de dano puramente estrutural, tais como espaço vazio no 
núcleo da proteína, excesso de tamanho no núcleo, problemas de enovelamento por carga, alterações em pontes de hidrogênio, 
perda de flexibilidade estrutural e rejeição de resíduos por carga superficial. No entanto, apenas os SNPs examinados nos sítios 
ativos da proteína (H47R e H81R) causaram prejuízo em uma característica intrinsecamente relacionada com a função de 
SOD1, prejudicando a interação com metais, o que indica um grande potencial patogênico. Assim, as variantes H47R e H81R 
foram selecionadas para as análises finais. Por outro lado, a mutação G86R foi também selecionada, mas com o auxílio da 
ferramenta Missense3D-DB, que é focada na análise de padrões de dano estruturais. Nessa ferramenta, a variante apresentou 2 
critérios de dano (troca de glicina enterrada e permuta entre resíduos enterrados/expostos), enquanto G42D obteve apenas 1 
critério de dano e L39V foi classificada como neutra do ponto de vista estrutural. 
 Continuando com as análises finais das três variantes (H47R, H81R e G86R), o programa NetPhos3.1 não identificou 
nenhum desses SNPs permanecendo em posições consideradas sítios de fosforilação. Essa informação é significativa, uma vez 
que a fosforilação de SOD1 regula sua capacidade de captar espécies reativas de oxigênio, sua função na manutenção do 
citoesqueleto e sua ação na transcrição de genes (40). No entanto, na plataforma PolymiRTS Database 3.0, foi observado que 
a mutação H47R ocorre em um sítio de ligação para o miRNA hsa-mir-378. Esse achado é notável, pois esse miRNA está 
envolvido na regulação metabólica e na angiogênese, além de exercer ações anti-apoptóticas e anti-inflamatórias (41). Essa 
descoberta sugere um mecanismo possível que envolve a segurança em SOD1 e sua interação com o miRNA hsa-mir-378. 
Esses resultados ressaltam a importância de explorar possíveis mecanismos envolvidos na regulação de SOD1, incluindo 
possíveis reflexos com miRNAs, para uma compreensão mais abrangente de como essas variantes genéticas podem contribuir 
para o desenvolvimento de doenças, abrindo caminho para o pensamento futuro nessa área. De fato, a desregulação desse 
miRNA já foi encontrada em casos de leucemia promielocítica aguda, de adenocarcinoma gástrico e de câncer de próstata (42–
44), o que demonstra a necessidade de mais investigações nesse assunto. 

Quanto aos dados clínicos e experimentais já existentes a respeito dessas 3 mutações, avaliou-se a base de dados 
COSMIC, na qual a mutação H81R foi confirmada experimentalmente em uma amostra de carcinoma pulmonar de células 
escamosas, demonstrando que os SNPs em estudo podem estar de fato relacionados a neoplasias, como o CT (45). Avaliando 
as plataformas ClinVar e LitVar, observou-se que as 3 SNPs em questão foram majoritariamente relacionadas com esclerose 
lateral amiotrófica, mas não comumente com neoplasias, o que demonstra a necessidade de mais investigações dessas variantes.  
 Em síntese, esses resultados podem representar avanços no entendimento dos fatores genéticos em SOD1 
predisponentes a neoplasias, principalmente SNPs. Com efeito, os SNPs H47R, H81R e G86R podem estar relacionados a 
várias neoplasias, incluindo CTs, pois afetam desde a estrutura de SOD1 até a regulação da expressão gênica. Portanto, é 
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essencial que mais estudos sejam feitos para melhor desvendar os mecanismos pelos quais essas mutações influenciam na 
carcinogênese tireoidiana, e como elas podem ser empregadas como marcadores oncológicos. 
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