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APRESENTACAO

Caros Leitores!

O Livro Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo: Experiéncias, Desafios e Perspectivas,
possibilita ampliagcdo no conhecimento dos leitores, pois apresenta diversas areas
reunidas em dois volumes, sendo resultado de pesquisas desenvolvidas no ambito
nacional por diferentes Instituicoes de Ensino e colaboragdes de pesquisadores. Sua
contribuicao é substancial para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia do nosso
pais, configurando um avango das nossas pesquisas.

O volume 1, tem o foco em pesquisas na area do ensino, educacgao, biologica
e saude divididos em 14 capitulos. Ja o volume 2, apresenta resultados de pesquisa
na area ambiental, tecnologia e informac&o em 13 capitulos respectivamente.

Os leitores poderao apreciar uma pluralidade de areas nas ciéncias brasileira,
percebendo os desafios e perspectivas que percorremos quando produzimos ciéncia.
Desejo a todos uma 6tima leitura e convidamos a embarcar nessa nova experiéncia.

Samuel Miranda Mattos
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RESUMO: Objetivo: Acessar,

plataformas de modelagem molecular, quais as

através de

alteracGes causadas a estrutura das proteinas
pelos SNP’s selecionados, e relaciona-las aos
efeitos colaterais de radiacdo. Comparar as
analises de modelagem com os resultados
dos ensaios de microarranjos para cancer de
mama. Método: Com base na sua relevancia
com relacdo ao cancer mama e analise prévia
foram selecionados os genes CHEK2, BRCA2
e XRCC1, sendo o critério de escolha o
resultado das predicdes de possiveis impactos
das trocas sugestivas de mutacbes danosa
as funcdes metabodlicas desempenhas pela
proteina mutante, através da ferramenta de
predicdo de impacto funcional estrutural,
PolyPhen. Adicionalmente, foram selecionados
0s ensaios de microarranjos de 78 pacientes
do servico de Radioterapia do Hospital
Araujo Jorge, utilizando o painel Axiom®
Exome (Affymetrix®, Inc, USA). As reacdes
adversas a radioterapia foram classificadas
segundo o Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG) e selecionados os genes de cada
SNP de interessenos bancos de dados de
cada paciente. Resultados: Para os genes,
CHEK2, BRCA2 e XRCC1, os polimorfismos

selecionados foram 11e200Thr (rs17879961),
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[le2944Phe (rs4987047) e Arg399Gin (rs25487), respectivamente. Em uma analise
univariada, ndo houve associacao significante do polimorfismo de CHEK2 com a
toxicidade cutdnea aguda de alto grau (OR=0,667, 95% C10,129- 3,442, p=919), nem
lesdo cutanea tardia (OR=0,806, 95% CI 0,090-7,229, p=0,740). Também n&o houve
significancia estatistica para BRCA2 (OR=8,250, 95% CI 0,469-145,118, p=0,550)
em lesdo cutanea tardia, bem como para XRCC1 — lesdo aguda (OR=1,435, 95%
Cl 0,515-4,001, p=0,668), ou tardia (OR=1,741, 95% CI 0,429-7,072, p=0,672).
Concluséo: As plataformas de modelagem molecular sao extremamente Uteis na
analise de mutacgdes, e podem contribuir com novos estudos de associacdes entre
perfis genéticos de pacientes submetidos a radioterapia. A auséncia de correlagcao
estatistica significante entre as mutacdes e os efeitos colaterais em pele e subcutaneo
encontradas nos ensaios de microarranjos, ndo descarta a necessidade de maior
aprofundamento das pesquisas em radioterapia individualizada para pacientes com
céancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Céancer de Mama, Radioterapia, Radiossensitividade, Efeitos

Adversos

STRUCTURAL MODELING APPLICATION OF SINGLE-BASED POLYMORPHISMS
IN TARGET GENES RELATED TO RESPONSE TO RADIOTHERAPY IN PATIENTS
WITH BREAST CANCER

ABSTRACT: Obijective: Access through molecular modeling platforms, which
changes are made to the structure of proteins by the selected SNPs, and relate them
to the side effects of radiation. Compare the modeling analyzes with the results of the
microarray assays for breast cancer. Method: Based on their relevance in relation to
breast cancer and previous analysis, the CHEK2, BRCA2 and XRCC1 genes were
selected, the choice criterion being the result of the predictions of possible impacts of
changes suggestive of harmful mutations to the metabolic functions performed by the
mutant protein, through the functional and structural impact prediction tool, PolyPhen.
Additionally, the microarray assays of 78 patients from the Radiotherapy service of
Hospital Araujo Jorge were selected, using the Axiom® Exome panel (Affymetrix®,
Inc, USA). Adverse reactions to radiotherapy were classified according to the
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) and the genes of each SNP of interest
were selected from each patient’s database. Results: For the genes, CHEK2, BRCA2
and XRCC1, the polymorphisms selected were 11e200Thr (rs17879961), 1le2944Phe
(rs4987047) and Arg399Gin (rs25487), respectively. In an univariate analysis, there
was no significant association of the CHEK2 polymorphism with high-grade acute
skin toxicity (OR = 0.667, 95% CI 0.129-3.442, p = 919), or late skin lesion (OR =
0.806, 95% CI1 0.090 -7.229, p = 0.740). There was also no statistical significance for
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BRCA2 (OR = 8.250, 95% CI1 0.449-145.118, p = 0.550) in late skin lesion, as well as
for XRCC1 - acute injury (OR = 1.435, 95% CI 0.515-4.001, p = 0.668 ), or late (OR
=1.741, 95% CI1 0.429-7.072, p = 0.672). Conclusion: Molecular modeling platforms
are extremely useful in the analysis of mutations, and can contribute to new studies
of associations between genetic profiles of patients undergoing radiotherapy. The
absence of a significant statistical correlation between the mutations and the side
effects on skin and subcutaneous tissue found in microarray trials does not rule out
the need for further research on individualized radiotherapy for patients with breast
cancetr.

KEYWORDS: Breast cancer, adverse effects, radiotherapy, radiosensitivity

11 INTRODUCAO

A medicina de alta precisao € determinada por trés caracteristicas essenciais:
um entendimento do que causa a doencga, a habilidade de identificar fatores causais
e a habilidade de tratar a raiz das causas efetivamente.

A habilidade de analisar e interpretar grandes e multidimensionais conjuntos
de dados utilizando informacdes biomédicas e técnicas de sistemas biologicos irédo
conduzir a uma precisdo diagnostica sem precedentes, levando a habilidade de
predizer a eficacia de drogas individualizadas em combinagéao terapéutica no cenario
do cuidado clinico (Boguski et. al., 2009).

Realizar a medicina personalizada requer integracao de diversos tipos de dados
com bioinformatica. Os dados mais importantes sédo informacdes gendémicas para
individuos que fardo parte da tecnologia de sequenciamento da proxima geracao
(Next-Generation Sequencing) (NGS). As tecnologias continuam a avangar em termos
de reducado de custos e velocidade de sequenciamento, concomitantemente ao
aumento do numero e complexidade dos dados. A Bioinformatica tem se apresentado
como etapa limitante, com numerosos desafios a serem superados para a transicao
de dados NGS para a medicina personalizada (Hong et. al., 2013).

A otimizacdo biologica significa planejar tratamentos usando critérios
(radio) biologicos, que sao, probabilidade de controle tumoral e probabilidade de
complicacdo em tecidos normais em radiacdo acidental. (Nahum & Uzan, 2012).
Hoje, radiogendmica (ou radioprotebmica) é um dos campos emergentes de
pesquisa focada no estudo de variagdes genéticas como uma explicacédo da inter-
individualidade em resposta a exposicao a radiacdo acidental e terapéutica. O
objetivo final dessas pesquisas € identificar uma associagcéao entre polimorfismos de
genes candidatos a reagdes bioldgicas especificas imediatas e exposicéo a radiacao
e toxicidade colaterais observados (Bentzen, 2006).

Os recentes avangos na genotipagem de alto rendimento e catalogos
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abrangentes de variantes genéticas permitiram os chamados estudos de associagéo
ampla de genoma (GWASSs). Estes estudos tém abordado uma variedade de
diferencas biomédicas, incluindo tracos de uma gama de diferentes doencas.
Curiosamente, GWAS proporcionaram um aumento dramatico no numero de
associacgdes convincentes ja relatadas (Altshuler et al., 2008, Frazer et al., 2009).

Varios estudos tém aplicado analises de microarranjo em células de pacientes
com céancer submetidos a radioterapia, para comparar perfis de expressédo de
pacientes com lesdo de tecido normal grave ou leve apds radioterapia (Hummerich
et al., 2006, Quarmby et al., 2002, Rieger et al., 2004, Svensson et al., 2006).

Em estudos de associacdo, a quantidade de dados € sempre muito elevada,
dificultando a andlise de quais polimorfismos realmente exercem algum efeito
significativo nos fenétipos avaliados no trabalho. Analisar a importancia funcional
destas variacGes genéticas, através de evidéncias independentes do impacto
funcional e estrutural dos polimorfismos genotipados, é uma das recomendacdes
para aumentar as chances de encontrar associacdes biologicamente relevantes e
replicaveis em GWAS (Emahazion et al., 2001; Schork et al., 2000).

Tais polimorfismos podem causar alteracbes funcionais nas proteinas
codificadas pelos genes afetados, alterando sua expresséo e localizacao celular
(Tiede et al., 2006; Krumbholz et al., 2006), modificando a afinidade destas por
ligantes (Elles e Uhlenbeck, 2008; Wright e Lim, 2007; Ung et al., 2006; Hardt &
Laine, 2004; van Wijk et al., 2003), quando em regiao nao codificante, por exemplo,
assim como alteracbes em seus sitios funcionais e na cinética (Koukouritaki et al.,
2007; Takamiya et al., 2002), ou causando disturbios na flexibilidade, enovelamento,
estabilidade e agregacao protéica (De Cristofaro et al., 2006; Song et al., 2005;
Board et al.,1990), devido a perturbacbes na estrutura tridimensional da proteina
provocada pela troca de residuos em sua estrutura primaria.

Utiliza-se hoje, para se medir as reacbes cutaneas que ocorrem apds a
radioterapia, o padrédo de toxicidade proposto pelo Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG), que é dividido em 5 graus que variam de GO a G4. Esse escore
define GO pela auséncia de reacao; G1 pela presenca de eritema leve, descamacao
seca, epilacdo, e reducdo da sudorese; G2 por eritema moderado, brilhante,
dermatite exsudativa em placas e edema moderado; G3 com dermatite exsudativa
que ultrapassa as pregas cutaneas e edema intenso; e G4 quando ha presenca de
ulceracao, hemorragia e necrose (Pires et.al.,2008).

Como vimos o0 maior problema na utilizagcdo de radioterapia é a necessidade
de evitar efeitos secundarios graves nos tecidos normais, assim a dose de radiacao
ibnica aplicada € comumente limitada pela resposta a radiacdo dos pacientes
com tumores mais radiossensiveis. Existem trabalhos que mostram que testes
citogenéticos podem ser desenvolvidos para predizer marcadores para uma possivel
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radioterapia individualizada, para assim melhorar o controle do tumor € minimizar os
efeitos indesejados em outros tecidos. Trabalhos, como este, avaliam a presenca
dos polimorfismos de base Unica como biomarcadores de predicdo antes do inicio
da radioterapia (Rashid et.al.,2012; Ertan et.al.,2013).

Na avaliacdo dos problemas, estado sendo avaliadas as ferramentas disponiveis
(Polyphen, Psypred, Disopred, Protparam, Pfan e InterproScan) para otimizacéo e
a analise de dados para predicao de biomarcadores para medicina personalizada.
Nessa perspectiva, também estdo sendo testadas as hipéteses de creditacdo das
ferramentas, que séo:

HO — As ferramentas (Polyphen, Psypred, Disopred, Protparam, Pfan e
InterproScan) nao otimizam a geracao de dados para predicdo de biomarcadores.

H1 - As ferramentas (Polyphen, Psypred, Disopred, Protparam, Pfan e
InterproScan) otimizam a geracao de dados para predicdo de biomarcadores.

2| OBJETIVOS

- Acessar através de diferentes plataformas de analise de predicéo de estrutura
protéica e modelagem (Polyphen, Psypred, Disopred, Protparam, Pfan e InterproScan)
como estes genes alvo pesquisados/estrutura primaria deduzida oferecem como
potencial preditivo dos biomarcadores em relacédo aos efeitos colaterais agudos.

- Comparar os dados obtidos através de analise de predicdo e modelagem com
os resultados obtidos dos ensaios de microarranjos em radioterapia para cancer de
mama.

3 | MATERIAIS E METODOS

Foi selecionado previamente um grupo de 78 pacientes portadoras de
cancer de mama tratadas com radioterapia. Todos as pacientes concordaram em
participar do estudo anterior, assinaram um consentimento informativo (TCLE, Res.
466/13), antes de coletar amostra biolégica (sangue periférico) e dados clinicos de
prontuarios e fichas de teleterapia. O sangue periférico das pacientes foi coletado,
extraido DNA gendmico (iPREP, Invitrogen), quantificacdo do DNA (Nanodrop,
ThermoScientific) e analise da integridade do DNA por eletroforese sao etapas ja
previamente executadas. O presente estudo teve aprovacéo pelo CEP da PUC-GO
CAAE: 38198314.4.0000.0037, Parecer: 911.143 de 12/12/2014.

O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todas as participantes.
As informacbes sobre as pacientes, tais como, histéria de cancer, comorbidades,
idade, habitos de vida, a dose e a duragao do tratamento e sequelas foram revisadas,
retrospectivamente, com base nos arquivos de prontuérios e fichas de teleterapia
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de cada paciente nos estudos mencionados nos dois paragrafos anteriores. Para
categorizacdo dos dados de efeitos adversos a radiacdo para o tecido normal
foi utilizado os critérios de pontuacdo da Organizacao Européia para Pesquisa e
Tratamento do Cancer/Radiation Therapy Oncology Group (EORTC/RTOG).

Para o ensaio de varredura de variantes genéticas em larga escala foi
selecionada a plataforma Axiom® Exome (Affymetrix®, Inc, USA) utilizando o
equipamento Gene Titan® MC Instrument (Affymetrix), a ser realizado no Laboratorio
de Biotecnologia Animal da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz — ESALQ
/ USP. O ensaio Axiom® Exome contém o painel mais abrangente para triagem de
variantes genémicas do DNA humano, especialmente nas regides codificantes. Este
ensaio é uma ferramenta poderosa para identificar variantes no DNA, tais como
polimorfismos de base Unica, mutacdes, insercao/delecao de bases, copy number
variation, entre outras, portanto trata-se de um método eficaz para identificar variantes
genéticas em doencgas complexas.

Foram selecionados trés genes com base na sua relevancia com relagcédo ao
cancer mama e a resisténcia ou sensibilidade a radiagdo. Realizou-se predicdes
sobre a massa molecular, estrutura secundaria, regides desordenadas, composicao
de dominios e motivos, com as ferramentas ProtParam (http://web.expasy.org/
protparam/), Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/), InterproScan (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/pfa/iprscan/), PsiPred e DisoPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Para
predicdo doimpacto funcional e estrutural de substituicées de residuos de aminoacidos
em proteinas foi utilizada a ferramenta Polyphen (Polymorphism Phenotyping - http://
genetics.bwh.harvard.edu/pph/).

Apbs a selecao destes genes e seus respectivos polimorfismos, confirmadas
através da ferramenta de predicdo de impacto funcional e estrutural PolyPhen
(Polymorphism Phenotyping) como provavelmente danosos os efeitos dos
polimorfismos de base Unica em trabalhos anteriores, foi entdo selecionada cada
uma das mutacdes respectivas no banco de dados da plataforma Axiom® Exome
(Affymetrix®, Inc, USA).

4 | RESULTADOS

Foram selecionados trés genes candidatos, dentre os que apresentam
relevancia em cancer de mama. Utilizou-se como critérios de escolha/exclusao:
a relevancia da mutacao em relacdo ao cancer de mama; a relacao direta com a
radioresisténcia e radiosensibilidade; presenca de sonda para os polimorfismos alvo
no ensaio de varredura em larga escala Axiom®Exome da empresa Affymetrix e
a estrutura dos aminoacidos presentes no SNP avaliado. Os genes selecionados
seguindo estes critérios foram: CHEK2, BRCA2 e XRCC1.

K

Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo Experiéncias, Desafios e Perspectivas Capitulo 2




Para o gen6tipo do SNP 1le2944Phe (rs4987047) do gene BRCAZ2, a frequéncia
relativa do genétipo major (AA) foi de 97,37%, do heterozigoto 2,63% (AT) e do minor
(TT) 0,0% e a frequéncia absoluta foi de 74, 2 e 0, respectivamente. Para o genétipo
do SNP 11e200Thr (rs17879961) do gene CHEK2, a frequéncia relativa do gendtipo
major (AA) foi de 84,21%, do heterozigoto 11,18% (AG) e do minor (GG) 4,61% e
a frequéncia absoluta foi de 64, 8 e 4, respectivamente. Para o gen6tipo do SNP
Arg399Gin (rs25487) do gene XRCC1, a frequéncia relativa do genotipo major (CC)
foi de 56,58%, do heterozigoto 35,53% (TC) e do minor (TT) 7,89%, e a frequéncia
absoluta foi de 43, 27 e 6, respectivamente conforme a tabela 1 a seguir:

Gene Gendtipos Alelo Minor
SNP AA | AT | TT Total
T
BRCA2 | rs4987047 Absoluto 74 2 0 %
T Relativa 97,37% 2,63% 0,00%| 100,00%
cc | TC | TT Total
T
XRCC1 rS25487 Absoluto 43 27 6 76
—— Relativa 56,58%  35,53% 7.89% | 100,00%
AA | AG | - Total
G
CHEK2 | rs17879961 | Apsoluto o4 8 4 76
~ | Relativa 8421%  11,18% 4,61%| 100,00%

Tabela 1: Distribuicdo Absoluta e Relativa dos Genétipos dos Genes BRCA2, XRCC1 e CHEK2

Gene CHEK2: O gene CHEK2 encontra-se no braco longo do cromossomo
22 (22q12.1), e expressa uma proteina com 586 residuos de aminoacidos e massa
molecular predita de 65.418,8 kDa, segundo a ferramenta ProtParam. O CHEK2 se
dimeriza em meio intracelular, sendo uma proteina quinase ativada em resposta a

danos ao DNA que desloca as vias metabdlicas para o ciclo celular (figura 1).

Figura 1: Modelo da estrutura tridimensional tetramérica da proteina CHEK2 (Protein Data Bank
- PDB)
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Para o gene CHEK2, o polimorfismo selecionado foi [1le200Thr (rs17879961).
Resultado para predicao de possivel impacto da troca [1le200Thr é que a mutacéo é
predita como possivelmente danosa com um score de 0,762 - sensitividade: 0,85 e
especificidade: 0,92. (Polymorphism Phenotyping v2)

Para a modelagem do polimorfismo 11e200Thr (rs17879961) na estrutura da
proteina CHEK2 foi primeiramente realizada uma busca por estruturas ja resolvidas
previamente que abrangessem a regido de interesse. Foi utilizada a ferramenta
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), na opcao “protein blast, a qual da
acesso a estrutura tridimensional resolvida (armazenadas no Protein Data Bank
- PDB - http://www.rcsb.org/pdb/). A figura 2 mostra os alinhamentos obtidos pelo
protein blast.. O modelo da estrutura tridimensional 3I6W depositada no PDB esté
apresentada na figura 3.

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
O ue |
| | | | I |
1 70 140 2

Figura 2: Resultado do alinhamento realizado pelo protein blast utilizando a sequéncia de
residuos de aminoacidos da proteina CHEK2. Panorama geral das sequéncias encontradas e
suas posigoes em relagdo a sequéncia da CHEK?2.
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Figura 3: Modelo da estrutura tridimensional da proteina CHEK2(PDB ID 316W) selecionada por
alinhamento.

Utilizou-se o software DeepView / Swiss-PdbViewr 4.1.0 (http://spdbv.vital-it.
ch/) para a modelagem do polimorfismo [1le200Thr na estrutura. A figura 4 mostra a
estrutura da proteina CHEK2 depositada com a ID 316W, evidenciando o residuo de
Isoleucina na posicao 200, referente ao gendétipo major, em uma regido de folhas
beta. A troca encontra-se numa regido muito bem estruturada e bem condensada
(figura 5). H4 uma grande quantidade de ligacbes de hidrogénio na regidao dando
estabilidade a estrutura. A troca de uma isoleucina, polar, por uma treonina, também
polar, mas com cadeia lateral carregada negativamente, na posicdao 200, mantém as
mesmas ligacdes de hidrogénio com os mesmos atomos. A diferenca de polaridade
entre os residuos da troca ndo causa grande efeito na regido. As interacdes descritas

estao evidenciadas na figura 6.
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Figura 4: Modelo da estrutura tridimensional da Proteina CHEK2, evidenciando em amarelo o
residuo major 11200 em uma regiao de folhas beta (Swiss PDB Viewer).

Figura 5: Modelo da estrutura tridimensional da Proteina CHEK2, evidenciando a condensacao
da regido onde se encontra o residuo major 11e200 (Swiss PDB Viewer).
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Figura 6: : Interac6es dos residuos major (1le200) e minor (Thr200) com residuos de aa
proximos na estrutura tridimensional da CHEK2. A: Evidenciadas em verde estéo as interagoes
dos residuos através de ligagdes de hidrogénio. Verifica-se uma interagéo semelhante entre os

residuos major e minor com aminoacidos proximos.

Em uma analise univariada, ndo houve associacgéao significante do polimorfismo
de CHEK2 com a toxicidade cutanea aguda de alto grau (OR=0,667, 95% CI 0,129-

3,442, p=919), bem como néo houve associagcao significativa com lesdao cutanea
tardia (OR=0,806, 95% CI 0,090-7,229, p=0,740). Para as lesbes de subcutaneo o

OR=0,00 e p=1, conforme a tabela 2, a seguir:

RTOG x CHEK2
AG +GG IC95%

CHEK2 » %) - %) OR Inf - p-valor
Pele Aguda

RTOG< 2 48 Y PR 8 80,0

RTOG>2 18 24,3 2 20,0 0,667 0,129 3,442 0,919
Pele Tardia

RTOG<2 58 87,9 9 90,0

RTOG > 2 8 12,1 1 10,0 0,806 0,090 7,229 0,740
Subcutédneo

RTOG<2 60 90,9 10 100,0

RTOG > 2 6 9,1 0 0,0 0,000 1,000

Tabela 2: Andlise estatistica da relacdo RTOG X CHEK2 em lesbes de pele e subcutaneo

Gene BRCA2: O gene BRCA2 encontra-se no brag¢o longo do cromossomo 13
(13913.1), e expressa uma proteina com 3.418 residuos de amino acidos € massa
molecular predita de 384202.2 kDa, segundo a ferramenta ProtParam. O BRCA2
funciona como um mondémero em meio intracelular.

O polimorfismo selecionado foi lle2944Phe (rs4987047). Resultado para
predicao de possivel impacto da troca 1le2944Phe é que a mutacao € predita como

provavelmente danosa com um score de 0,992 - sensitividade: 0,70 e especificidade:

0,97. (Polymorphism Phenotyping v2).

Para a modelagem do polimorfismo 1le2944Phe (rs4987047) na estrutura da
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proteina BRCAZ2 foi primeiramente realizada uma busca por estruturas ja resolvidas
previamente que abrangessem aregido de interesse. Foi utilizada a ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), na opcao “protein blast, a qual da acesso a
estrutura tridimensional resolvida (armazenadas no Protein Data Bank - PDB - http://
www.rcsb.org/pdb/). A figura 7 mostra os alinhamentos obtidos pelo protein blast e o
primeiro resultado apresentado pelo protein blast referente a sequéncia que mais se
aproxima da extremidade C-terminal, a qual contém o polimorfismo de interesse. A
estrutura 1MIU depositada no PDB esta apresentada na figura 8.

A

Figura 7: Resultado do alinhamento realizado pelo protein blast utilizando a sequéncia de
residuos de aminoacidos da proteina BRCA2. Panorama geral das sequéncias encontradas e
suas posicdes em relacdo a sequéncia da BRCA2.

Color key for alignment scores
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Figura 8: Modelo da estrutura tridimensional da proteina BRCA2 (PDB ID 1MIU) selecionada

por alinhamento.
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Para a modelagem do polimorfismo 12944P, utilizou-se o software DeepView /
Swiss-PdbViewer 4.1.0 (http://spdbv.vital-it.ch/). Como ndo ha estrutura da BRCA2
de Homo sapiens resolvida e depositada em banco de dados, utilizou-se a sequéncia
disponivel, de Mus musculus, que apresenta 57% de identidade e 70% de similaridade
com a proteina humana. A figura 9 mostra a estrutura da proteina BRCA2 depositada
com a ID 1MIU, evidenciando o residuo de Isoleucina na posicao 2944, referente ao
gendtipo major, bem como o residuo de Fenilalanina, referente ao gendtipo minor.
A troca do residuo major lle, apolar, pelo minor Phe, também apolar, porém com
polaridade bem menor que a da lle, apresenta impedimento estérico na troca, devido
a aproximacao da Fenialanina dos residuos proximos a ela. A cadeia lateral da Phe é
fortemente hidrofébica. Apenas um rotdmero nao apresentou impedimento estérico,
0 que sugere que a troca em uma regiao de loop (al¢a), normalmente flexivel, torna-
se mais rigida por ficar presa a uma unica conformacédo. As interacbes descritas
estao evidenciadas nas figuras 10 e 11. A posicéao de troca lle2944Phe ocorre em
uma regiao exposta a solvente (figura 12).

A B

Figura 9: Modelo da estrutura tridimensional da Proteina BRCA2, evidenciando em amarelo o
residuo major 1le2944 (A) e o residuo minor Phe2944 (B). (Swiss PDB Viewer).

A B

Figura 10: Modelo da estrutura tridimensional da Proteina BRCA2, evidenciando em rosa o
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impedimento estérico devido a aproximacao da Phe dos residuos Ser2943 (A) e Ser2933 (B).
(Swiss PDB Viewer).

Figura 11: A: Impedimento estérico evidenciado em rosa, devido a aproximagao do residuo
minor Phe2944 com o residuo Leu2726. B: Regido de loop (alca) em que se encontra o residuo
Phe2944 em amarelo (Swiss PDB Viewer).

Figura 12: Estrutura tridimensional da proteina BRCA2 evidenciando posi¢ao de troca exposta a
solvente.
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Em uma analise univariada, ndo houve associac¢ao significante do polimorfismo
de BRCA2 com toxicidade cutdnea tardia (OR=8,250, 95% CIl 0,469-145,118,
p=0,550). Para as lesdes de toxicidade cutanea aguda de alto grau, o OR=0,00 e
p=0,966. Para as lesbes de subcutaneo o OR=0,00 e p=0,004, conforme a tabela 3,

a seguir:
RTOG x BRCA2
AA AT+TT 1C95%

BRCA2 m %) " %) OR Inf - p-valor
Pele Aguda

RTOG< 2 54 73,0 2 100,0

RTOG>2 20 27,0 0 0,0 0,000 0,966
Pele Tardia _|

RTOG <2 66 89,2 1 50,0

RTOG > 2 8 10,8 1 50,0 8,250 0,469 145,118 0,560
Subcutaneo

RTOG<2 68 98,6 2 100,0

RTOG>2 1 1,4 0 0,0 0,000 0,004

Tabela 3: Andlise estatistica da relacdo RTOG X BRCA2 em lesbes de pele e subcutaneo

Gene XRCC1: O gene XRCC1 encontra-se no brago longo do cromossomo
19 (19913.2), e expressa uma proteina com 633 residuos de amino acidos e massa
molecular predita de 69497,5 Kda, segundo a ferramenta ProtParam. A XRCCI
funciona como um monémero em meio intracelular (figura 13).

Figura 13: Modelo da Estrutura Tridimencional Monomérica (porcao central) da proteina
XRCC1 (Swiss-Model)
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O polimorfismo selecionado foi Arg399GIn (rs25487). Resultado para
predicdo de prossivel impacto da troca Arg399GiIn é que a mutacao € predita como
provavelmente danosa com um score de 0,979 - sensitividade: 0,76 e especificidade:
0,96. (Polymorphism Phenotyping v2)

Para a modelagem do polimorfismo Arg399GIn na estrutura da proteina
XRCC1 foi também realizada primeiramente uma busca por estruturas ja resolvidas
previamente que abrangessem a regido de interesse utilizando a ferramenta de
procura “protein blast”. Nesta etapa foi encontrada, através do alinhamento, uma
estrutura abrangendo a regido em que se situa o snp R72P: PDB ID 2D8M. A figura
14 mostra os alinhamentos obtidos pelo protein blast (A) e os alinhamentos com a
sequéncia selecionada (B). A estrutura 2D8M depositada no PDB esta apresentada
na figura 15.
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Figura 14: Resultado do alinhamento realizado pelo protein blast utilizando a sequéncia de
residuos de aminoécidos da proteina XRCC1. A: Panorama geral das sequéncias encontradas
e suas posicoes em relacao a sequéncia da XRCC1. B: Alinhamento especifico com a
sequéncia de aa que compdem a estrutura selecionada. Em vermelho estéd destacada a posicéo
do residuo onde se localiza o snp R399Q em analise
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Figura 15: Modelo da estrutura tridimencional da proteina XRCC1(PDB ID 2D8M) selecionada
por alinhamento.

O arquivo 2D8M.pdb depositado no Protein Data Bank, ao ser utilizado nas
analises iniciais, apresentou algumas incompatibilidades as quais impossibilitaram a
sequéncia dos estudos com esse software.

Utilizou-se entdo o software DeepView / Swiss-PdbViewr 4.1.0 (http://spdbv.
vital-it.ch/) para a modelagem do polimorfismo R399Q na estrutura. Afigura 16 mostra
a estrutura da proteina XRCC1 depositada com a ID 2D8M, evidenciando o residuo
de glutamina na posicao 399, referente ao gendtipo major. A troca do residuo major
GIn, polar de cadeia lateral neutra, pelo minor Arg, também polar, porém com cadeia
lateral carregada positivamente, intensifica a interagdo entre as cadeias laterais dos
residuos Arg399 e Ser408. A interacéo observada entre as cadeias principais GIn399
e Leu402 é mantida apOs a troca. As interacdes descritas estdo envidenciadas na
figura 17.
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Figura 16: A: Estrutura da proteina XRCC1, PDB ID 2D8M evidenciando em vermelho o residuo
major GIn399 (circulado em laranja). B: GIn399 na estrutura 2D8M da XRCC1.

Serd08

Serd408

>
P

i
Leud402

A B

Figura 17: A: Interagbes dos residuos major (Q399) e minor (R399) com residuos de aa
proximos na estrutura tridimensional da XRCC1. A: Evidenciadas em verde estédo as interacoes
do residuo GIn399. B: Evidenciadas em verde estéo as interacdes do residuo Arg399. Verifica-

se uma maior interacéo entre a cadeia lateral da Arg399 com a cadeia lateral da Ser408.

Em uma analise univariada, ndo houve associacgao significante do polimorfismo
de XRCC1 com a toxicidade cutanea aguda de alto grau (OR=1,435, 95% CI 0,515-
4,001, p=0,668), bem como nao houve associacao significativa com lesdo cutédnea
tardia (OR=1,741, 95% CI 0,429-7,072, p=0,672). Para as lesdes de subcutaneo, os
resultados foram (OR=1,333, 95% CI 0,251-7,075, p=0,928), indicando também a

auséncia de relacao estatistica significante, conforme a tabela 4, a seguir:

cc TC+TT 1C95%

XRCC1 n %) n %) OR Inf Sim p-valor
Pele Aguda

RTOG< 2 33 76,7 23 69,7

RTOG > 2 10 23,3 10 30,3 1,435 0,515 4,001 0,668
Pele Tardia

RTOG<2 39 90,7 28 84,8

RTOG > 2 4 93 5 15.2 1,741 0,429 7,072 0,672
Subcutaneo

RTOG< 2 40 93,0 30 90,9

RTOG > 2 3 7,0 3 9,1 1,333 0,251 7,075 0,928

Tabela 4: Andlise estatistica da relacado RTOG X XRCC1 em lesdes de pele e subcutaneo
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51 DISCUSAO

Mutagbes de inativagdo raras em genes como BRCA2, XRCC1 e CHEK2
conferem riscos relativos para o cancer de mama entre cerca de 2 e mais de 10,
mas as variantes mais comuns nestes genes sdo geralmente consideradas de
pouca ou nenhuma importancia clinica. Sob o modelo poligénico para portadores
de cancer de mama, alelos multiplos de baixa penetrancia sao considerados de alto
risco, mas poucos desses alelos foram identificados de forma confidvel. Um escore
de risco que incorpore uma soma adequadamente ponderada de todas as variantes
potencialmente funcional nestes e alguns outros genes candidatos podem fornecer
identificacédo clinicamente util de mulheres com alto risco genético (Johnson et.al.,
2007).

Em relagdo a Analise Estatistica univariada, os resultados encontrados sugerem
gue néo ha correlacao estatistica significativa entre as mutacdes encontradas nos
genes CHEK2, BRCA2 e XRCC1 e os efeitos colaterais agudos e tardios em pele
e subcutaneo. Muito provavelmente os estudos precisem ser mais aprofundados, e
mais relacdes estatisticas de efeitos colaterais podem ser analisadas em estudos
futuros. O numero limitado de pacientes do estudo (n=78) pode também ser fator
determinante para a dicotomia dos resultados encontrados entre as amostras dos
pacientes e os ensaios de varredura.

XRCC1: Emrelacéo ao gene XRCC1, o polimorfismo R399Q esta localizado em
regiao de alfa hélice, pertencente ao dominio BRCT. A alteracédo de carga na regiao
de alfa hélice pode desestabilizar o enovelamento correto desta por¢céo da proteina.
O Polimorfismo variante Arg399GIn apresenta associagdo significativa com o risco
de cancer de mama na populacdo Americana (Bu et. al., 2014). De acordo com
sua significancia funcional, é biologicamente possivel que esse polimorfismo possa
modular o risco do cancer de mama, porém, sdo necessarios estudos de populagcdes
distintas e em larga escala, para que se possa confirmar essa possibilidade. Além
disso, o dominio BRCT apresenta funcdes no reparo de DNA. Esse dominio é
ainda responsavel pela forte ligagdo entre a XRCC1 e DNA ligase IlIl, formando um
heterodimero através de interacdes especificas entre seus dominios C-Terminais
BRCT. Além disso, a cadeia C-Terminal de 96 aminoacidos do XRCC1 é necessaria
e suficiente para ligar a DNA ligase Il eficientemente (Zhang et. al.,1998).

Pelo fato de ambos os residuos que compdem a troca terem cadeias laterais
semelhantes e ambos serem polares, ndo era esperada uma alteracao drastica na
estrutura tridimensional da proteina. Porém devido ao fato de carga da cadeia lateral
do residuo do gendtipo minor Arg399 ter carga positiva, a modelagem apresentou
uma maior interacao entre as porcoes polares do residuo de serina na posicao 408
(Ser408), em relacdo ao residuo major GIn399. Este aumento da interacdo entre
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os residuos de Ser408 e Arg399 podem intensificar a rigidez da estrutura terciaria
da XRCC1 em meio fisiol6gico, o que pode interferir no funcionamento do dominio
BRCT no qual se encontram. Este dado corrobora com o resultado encontrado pelo
PolyPhen (mutagao é predita como provavelmente danosa com um score de 0,979).

CHEK2: Quanto ao gene CHEK2, 1200T, o polimorfismo se encontra em regiao
estruturada localizada na porcéo central da proteina. O Polyphen-2 (Polimorfismo
de Fenotipagem v2) é uma ferramenta que prediz o possivel impacto da substituicao
de aminoacidos na estrutura e fungcdo de proteinas humanas usando diretamente
consideragdes comparativas fisicas e evolutivas. A predicdo de impacto do
polimorfismo realizada pelo PolyPhen identificou possiveis danos a funcao da proteina
causados pela troca de Isoleucina por Treonina (polar, neutro e com carga negativa).
A troca dos residuos caracterizada neste SNP causa uma alteracao interessante de
ser analisada por ferramentas de predicado de alteracao estrutural.

A analise por modelagem da alteragcdo estrutural causada pela mutagao,
evidenciou que a troca se encontra em uma regiao muito bem estruturada e bem
condensada, onde ha uma grande quantidade de ligacdes de hidrogénio na regiao
dando estabilidade a estrutura. A troca de uma Isoleucina por uma Treonina nessa
regiao mantém as mesmas ligacdes de hidrogénio com os mesmos atomos, causando
pouco ou henhum impedimento espacial. A diferenca de polaridade entre os residuos
da troca néo apresentou impedimento estérico na regido. Mais predicbes devem ser
feitas para verificar algum possivel dano que a troca venha a causar, como acusado
pelo PolyPhen.

BRCAZ2: Quanto ao gene BRCA2, 12944F, o polimorfismo se encontra em regiao
estruturada de alfa-hélice localizada na por¢cao C-Terminal da proteina. A predicao
de impacto do polimorfismo realizada pelo PolyPhen identificou possiveis danos
a funcéo da proteina causados pela troca de Isoleucina por Fenilalanina, ambos
aminoacidos apolares. A posicédo do polimorfismo em uma alfa-hélice na porcéao
C-terminal da proteina, préxima a uma regidao de possivel interacdo com parceiros
indicam dano a fungéo nativa da proteina.

O BRCA2 é central para a reparacédo de danos do DNA por recombinacao
homéloga. Ele recruta a recombinase RAD51 para sitios de danos, regula a sua
montagem em filamentos de nucleoproteina e, assim, promove a recombinacao
homologa. A localizac&o de focos nucleares para BRCA2 requer a sua associagao
com o parceiro e localizador de BRCA2 (PALB2), em que as mutacbes estao
associadas com predisposi¢cdo para o cancer de mama. Determinou-se a estrutura
do dominio PALB2, hélice beta- carboxi -terminal em um complexo com um peptideo
BRCA2. A estrutura mostra os determinantes moleculares da importante interacao
proteina - proteina e explica os efeitos de ambos os mutantes associados ao cancer
no PALB2 e mutacbes missense na regido amino -terminal do gene BRCA2 (Oliver
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et.al.,2009).

Ja nos programas de modelagem estrutural, a troca do residuo de Isoleucina por
Fenilalanina, evidenciou impedimento estérico, devido a aproximacéao da Fenialanina
dos residuos préximos a ela. Isso sugere que a troca em uma regiao de loop (alga),
normalmente flexivel, torna-se mais rigida por ficar presa a uma unica conformacéo.
Essa rigidez pode entéo, dificultar a interacédo desta algca em especial com proteinas
parceiras, resultando em provavel efeito danoso na fungéo da proteina.

6 | CONCLUSAO

As ferramentas de bioinforméatica sdo bastante (teis para caracterizacéao
de proteinas como um todo e podem auxiliar no estudo dos possiveis efeitos de
polimorfismos de base unica em regides codificantes, e podem direcionar futuros
estudos sobre as possiveis causas e tais efeitos fisiologicos, como pode ser visto
para os 3 genes analisados. A amplitude de varidveis, somada a dificuldade de
se comprovar clinicamente os resultados de modelagem molecular, confirmam a
necessidade de estudos mais profundos, como os que associem 0s polimorfismos
de base unica (SNPs) dos genes XRCC1, CHEK2 e BRCA2 e seus efeitos na
radiotoxicidade.
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