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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geragdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacédo a Ciéncia, ansiando responder suas inquietagcdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideracao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avancgos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ird contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: A endometriose é uma doenca
caracterizada pelo crescimento anormal de
tecido endometrial fora da cavidade uterina. A
TPP1 é uma proteina teldmerica, que faz parte
do complexo de Shelterin. Ela é responsavel por
proteger o DNA do teldmero através do bloqueio
das vias de danos e reparos. Ap53 tem papel na
regulagao do ciclo celular e em eventos como
envelhecimento e carcinogénese. Caso a p53
nao venha a interagir com a TPP1, o controle do
ciclo celular pode ser perdido e a atividade da
telomerase pode ser induzida, provocando uma
instabilidade de genoma e aumento proliferativo
com formacéo de células tumorais. O objetivo
do presente trabalho foi identificar a interacéo
entre tais proteinas e desenhar um peptideo
capaz de modular a acao da p53. Para verificar
a interacao, as estruturas das proteinas foram
adquiridas no banco de dados PBD (Protein
Data Bank), foi utilizado o servidor Cluspro 2
para predizer a interacdo. Através da andlise
de hotspots pelo servidor KFC para o desenho
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do peptideo. Um ensaio de mutagénese foi realizado para avaliar se polimorfismos podem
alterar a interagdo das proteinas e aumentar a predisposicéo a doencas. O resultado da
docagem proteina—proteina evidenciou a interface de interagdo entre as duas. Através dos
polimorfismos encontrados no dbSNP, uma leucina na posi¢cao 127 foi mutada para uma
arginina, o que resultou em uma falha na interface de interagéo. Assim é possivel concluir
que a interacdo entre as proteinas € necessaria para que ocorra a supressao do aumento
tecidual, que pode aumentar a predisposicao a doenca.

PALAVRAS-CHAVE: DNA; proliferacéo celular; teldbmeros

CHANGES IN THE INTERACTION OF P53 AND TPP1 PROTEINS AS A CAUSE OF
ENDOMETRIOSIS

ABSTRACT: Endometriosis is a disease characterized by the abnormal growth of endometrial
tissue outside the uterine cavity. TPP1 is a telomeric protein, which is part of the Shelterin
complex. It is responsible for protecting the telomere’s DNA by blocking pathways from
damage and repair. P53 plays a role in the regulation of the cell cycle and in events such as
aging and carcinogenesis. If p53 does not interact with TPP1, cell cycle control can be lost
and telomerase activity can be induced, causing genome instability and proliferative growth
with tumor cell formation. The aim of the present work was to identify the interaction between
such proteins and to design a peptide capable of modulating the action of p53. To verify the
interaction, the protein structures were acquired in the PBD database (Protein Data Bank),
the Cluspro 2 server was used to predict the interaction. Through the analysis of hotspots by
the KFC server for the design of the peptide. A mutagenesis assay was carried out to assess
whether polymorphisms can alter the interaction of proteins and increase the predisposition
to diseases. The result of the protein-protein docking evidenced the interaction interface
between the two.Through the polymorphisms found in dbSNP, a leucine at position 127 was
mutated to an arginine, which resulted in a failure in the interaction interface. Thus, it is
possible to conclude that the interaction between proteins is necessary for the suppression of
tissue increase to occur, which can increase the predisposition to the disease.
KEYWORDS: DNA; cell proliferation; telomeres

INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca crbnica, de carater inflamatorio, caracterizada pela
localizagcédo ectopica do tecido endometrial (incluindo glandulas e estroma) em locais extra-
uterinos, como septo retovaginal, superficies peritoneais ou ovarios (DAWSON et al.,2018)
. Apesar da endometriose n&o estar relacionada a altas taxas de mortalidade, os sintomas
associados a doenca podem causar um impacto significativo na qualidade de vida de um
paciente e alguns casos podem representar fatores de risco para malignidades ginecoldgicas,
como o cancer (CZYZYK et al., 2017).

Desde 1927, relatos de malignidade associada a endometriose tém sido apresentados
(SAMPSON et al.,1927). Estudos epidemiol6gicos mostraram que a frequéncia de cancer
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de ovario a partir de pacientes diagnosticados com endometriose foi de 0,3 a 0,8% (WEI et
al.,2011). Acredita-se que uma predisposicao genética seja multifatorial para endometriose,
como perda de heterozigosidade, alteracées no numero de copias de genes especificos de
tecidos (MAFRA et al., 2017) , instabilidade de microssatélites (SAINZ DE LA CUESTA et
al.,2004) e mutagdes génicas na proteina de reparo P53 (BISCHOFF et al.,2002; FUSEYA
et al., 2012).

Acredita-se que o0 encurtamento dos teldbmeros tenha um papel importante na no
processo de carcinogéneses, podendo funcionar como um mecanismo supressor de tumor,
uma vez que as células com teldmeros criticamente curtos sofrem senescéncia ou apoptose
dependente de p53 (SHAY et al.,1991). A proteina p53 € uma proteina regulatéria, que
condigbes normais, tem sua baixa atividade nas células. No entanto, frente a determinados
estresses, p53 € ativada, permitindo o reparo de danos ocorridos na replicacao do DNA e
mantendo a integridade genémica (NIAZI et al.,2012). Por outro lado, TPP1, uma proteina
teldmerica, faz parte do complexo de Shelterin, responsavel por proteger o DNA do teldmero
através do bloqueio das vias de danos e reparos (XIN et al.,2007; PALM et al.,2008). A
inativacao de p53 faz com que células cancerigenas com teldmeros curtos ignorem os pontos
de verificac&do do ciclo celular (AKBAY et al.,2013).

As interagdes proteina-proteina possuem importantes fungcbes em uma variedade de
processos biolégicos, como transducéo de sinais, modificacdo pds-traducional respostas a
estresses e defesa (ATHANASIO et al.2017). No processo de carcinogénese é evidenciado
a importancia da interacédo da proteina p53 com outras proteinas moduladoras da supresséo
do tumor (AKBAY et al.,2013). Assim, a avaliacdo da interacdo entre P53 e TPP1 e de
possiveis mutacoes que afetam esta interacdo é relevante para a compreensao da fungao
deste complexo na endometriose e os canceres associados.

MATERIAIS E METODOS

Todas as analises do trabalho foram realizadas puramente in silico, os ensaios
realizados buscaram compreender a interacdo existente entre as duas proteinas de forma
que futuramente permitam gerar mecanismos que contornem a doenca quando a causa
forem problemas na interagcdo. Os estudos foram realizados na Universidade Federal de
Goias — Instituto de Ciéncias Biologicas.

Os modelos estruturais das proteinas foram obtidos no banco de dados de proteinas
(PDB; https://lwww.rcsb.org/), com as seguintes identificagdes, 2146 para a TPP1 de humanos
e 1TSR para p53 também de humanos. O programa Pymol (https://pymol.org) foi utilizado
para verificar as estruturas cristalizadas das moléculas, bem como para extrair a molécula
de DNA que estava acoplada ao arquivo da p53.

Para anélise da interface de interacao foi utilizado o servidor ClusPro, assim é possivel
verificar quais dominios e quais residuos de aminoacidos estao interagindo, o Pymol foi entéo
utilizado para visualizar tal resultado (KOZAKQV et al., 2017). A partir da observagao dos
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residuos que estavam interagindo, manualmente verificamos os hot spots, apos o servidor
KFC2 (Knowledge-based FADE and Contacts) realizou a busca automatizada para os hot
spots, para que fosse possivel a confirmacédo dos mesmos encontrados anteriormente de
forma manual.

A partir da lista de polimorfismos encontrada no dbSNP (base de dados do polimorfismo
de nucleotideo unico; https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP), verificamos o residuo polimérfico
do hot spot na p53 e mutamos de leucina na posi¢cao 127 para uma arginina. Posteriormente
todos os procedimentos de docagem foram novamente realizados e a interface de interagdo
foi novamente analisada para verificarmos se houve alteracdo na mesma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A p53 tem um papel muito importante na supressao tumoral e no reparo de danos ao
DNA. Trata se de uma proteina humana formada por cerca de 393 aminoacidos, seu peso
molecular € de aproximadamente 53 kDa ((MAY et al.,1999). Podemos identificar que a
proteina se dobra de forma que gera um homotetramero possuindo trés dominios distintos,
um primeiro de transativagdo, um segundo dominio central responsavel pela ligacdo ao
DNA e o ultimo dominio é o responsavel pela oligomerizacdo, evento determinante para a
montagem dos tetrameros (FIGURA 1) (MILNER, 1995).

FIGURA 1: Estrutura tridimensional da P53 demonstrada de maneiras diferentes.

Ao avaliarmos a estrutura tridimensional da TPP1 foi observado uma molécula formada
por duas cadeias (FIGURA 2), apresentando forma de bobina estendida com quatro alfa
hélices no entorno da proteina (RICE et al.,, 2017). Na sua parte N- terminal a proteina
apresenta um dominio OB (do inglés oligossaccharide-binding) que é denominado porcéo
TEL, responsavel pela ativacdo da telomerase (NANDAKUMAR et al., 2012; ZHONG et
al.,2012).
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FIGURA 2: Estrutura tridimensional da TPP1 demonstrada de maneiras diferentes.

O resultado do docking pelo servidor Cluspro forneceu uma regido de interagéo de
cerca de 80 residuos entre as proteinas, mostrando que realmente ambas podem interagir
para evitar a proliferacao de células com danos de DNA (Figura 3). Estudos ja demonstraram
que a interacado dessas proteinas é de extrema importancia na supressao de tumores, em
um trabalho que se provocou o encurtamento dos telémeros em camundongos foi possivel
verificar o surgimento de tumores na deficiéncia de p53 (ARTANDI et al.,2000).

FIGURA 3: Interface de interacao entre as proteinas p53 e TPP1. P53 em verde, TPP1 em vermelho e
em cinza a regido de interacao entre elas.

As mutagdes na p53 sdo causas de muitos tipos de cancer, tais mutagcdes em hotspots
representam alteragdes na proteina que levam a uma vantagem no crescimento das células
defeituosas (WALKER et al.,199), que geram a formacao de tumores, por esse motivo
mutamos um residuo que fazia parte de um hotspots que interagia com a TPP1, uma leucina
na posicao 127, que foi alterada para uma arginina. A alteragdo levou a uma mudanca na
conformidade da p53 alterando a interface de interacdo dela com a TPP1, resultando em
falhas nessa regiéo (Figura 4).
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FIGURA 4: A interface de interacao foi alterada apds a mutagédo da p53.

A TPP1 é responsavel pela replicacdo das extremidades dos teldomeros em momentos
de divisédo, problemas durante esse processo devem sem corrigidos, e a responsavel por
essa correcao no DNA é a p53, quando elas néao interagem observamos defeitos proliferativos
(TEJERAZet al.,2010). Outra questao € que durante os processos do ciclo celular os telémeros
podem sofrer encurtamento, deixando o DNA exposto para possiveis altera¢cdes durante a
divisdo, dessa forma a telomerase TPP1 ndo conseguiria funcionar de forma satisfatorio,
necessitando do auxilio da p53, que caso esteja ausente pode acarretar na inducédo de
tumores (ELSE et al.,2009; ROAKE et al.,2017).

CONCLUSAO

Assim é possivel concluir que a interagdo entre as proteinas é necessaria para que
ocorra a supressao do aumento tecidual, que pode aumentar a predisposicéo a doenca. Em
casos de suspeita da doencga, uma avaliacdo dessas proteinas deve ser realizada, a fim de
buscar um possivel tratamento baseado nas mesmas.

REFERENCIAS

AKBAY, E. A. et al. Cooperation between p53 and the telomere-protecting shelterin component Pot1a in
endometrial carcinogenesis. Oncogene, v. 32, n. 17, p. 2211-2219, 2013.

ARTANDI, Steven E. et al. Telomere dysfunction promotes non-reciprocal translocations and epithelial cancers
in mice. Nature, v. 406, n. 6796, p. 641-645, 2000.

ATHANASIOS, Alexiou et al. Protein-protein interaction (PPI) network: recent advances in drug
discovery. Current drug metabolism, v. 18, n. 1, p. 5-10, 2017.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



BISCHOFF, Farideh Z.; HEARD, Michael; SIMPSON, Joe Leigh. Somatic DNA alterations in endometriosis:
high frequency of chromosome 17 and p53 loss in late-stage endometriosis. Journal of reproductive
immunology, v. 55, n. 1-2, p. 49-64, 2002.

DE LA CUESTA, Ricardo Sainz et al. Increased prevalence of p53 overexpression from typical endometriosis
to atypical endometriosis and ovarian cancer associated with endometriosis. European Journal of
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, v. 113, n. 1, p. 87-93, 2004.

CZYZYK, Adam et al. Atualizacdo na patogénese da endometriose. Minerva ginecologica , v. 69, n. 5,
p. 447-461, 2017.

DAWSON, Amy et al. Endometriosis and endometriosis-associated cancers: new insights into the molecular
mechanisms of ovarian cancer development. ecancermedicalscience, v. 12, 2018.

ELSE, Tobias et al. Genetic p53 deficiency partially rescues the adrenocortical dysplasia phenotype at the
expense of increased tumorigenesis. Cancer cell, v. 15, n. 6, p. 465-476, 2009.

FUSEYA, Chiho et al. Involvement of pelvic inflammation—related mismatch repair abnormalities and
microsatellite instability in the malignant transformation of ovarian endometriosis. Human pathology, v. 43, n.
11, p. 1964-1972, 2012.

MAFRA, Fernanda et al. Copy number variation analysis reveals additional variants contributing to
endometriosis development. Journal of assisted reproduction and genetics, v. 34, n. 1, p. 117-124, 2017.

MAY, Pierre; MAY, Evelyne. Twenty years of p53 research: structural and functional aspects of the p53
protein. Oncogene, v. 18, n. 53, p. 7621-7636, 1999.

MILNER, Jo. Flexibility: the key to p53 function?. Trends in biochemical sciences, v. 20, n. 2, p. 49-51,
1995.

NANDAKUMAR, Jayakrishnan et al. The TEL patch of telomere protein TPP1 mediates telomerase
recruitment and processivity. Nature, v. 492, n. 7428, p. 285-289, 2012.

NIAZI, Sarfaraj; PUROHIT, Madhusudan; NIAZI, Javed H. Role of p53 circuitry in tumorigenesis: a brief
review. European journal of medicinal chemistry, v. 158, p. 7-24, 2018.

PALM, Wilhelm; DE LANGE, Titia. Como shelterin protege telémeros de mamiferos. Revisao anual de
genética , v. 42, p. 301-334, 2008.

RICE, Cory et al. Structural and functional analysis of the human POT1-TPP1 telomeric complex. Nature
communications, v. 8, n. 1, p. 1-13, 2017.

ROAKE, Caitlin M .; ARTANDI, Steven E. Controle do envelhecimento celular, funcéo dos tecidos e
cancer pela p53 a jusante dos teldomeros. Perspectivas de Cold Spring Harbor em medicina, v. 7, n. 5,
p. 2026088, 2017.

SAMPSON, John A. Metastatic or embolic endometriosis, due to the menstrual dissemination of endometrial
tissue into the venous circulation. The American journal of pathology, v. 3, n. 2, p. 93, 1927.

SHAY, Jerry W.; PEREIRA-SMITH, Olivia M.; WRIGHT, Woodring E. A role for both RB and p53 in the
regulation of human cellular senescence. Experimental cell research, v. 196, n. 1, p. 33-39, 1991.

TEJERA, Agueda M. et al. TPP1 is required for TERT recruitment, telomere elongation during nuclear
reprogramming, and normal skin development in mice. Developmental cell, v. 18, n. 5, p. 775-789, 2010.

WALKER, D. Roland et al. Evolutionary conservation and somatic mutation hotspot maps of p53: correlation

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



with p53 protein structural and functional features. Oncogene, v. 18, n. 1, p. 211-218, 1999.

WEI, Jian-Jun; WILLIAM, Josette; BULUN, Serdar. Endometriosis and ovarian cancer: a review of clinical,
pathologic, and molecular aspects. International journal of gynecological pathology: official journal of
the International Society of Gynecological Pathologists, v. 30, n. 6, p. 553, 2011.

XIN, Huawei et al. TPP1 is a homologue of ciliate TEBP-3 and interacts with POT1 to recruit
telomerase. nature, v. 445, n. 7127, p. 559-562, 2007.

ZHONG, Franklin L. et al. TPP1 OB-fold domain controls telomere maintenance by recruiting telomerase to
chromosome ends. Cell, v. 150, n. 3, p. 481-494, 2012.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



INDICE REMISSIVO

A

Aedes Aegypti 111, 112, 113, 114, 115

Agrotoxicos 60, 95, 97, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260

Anatomia foliar 16, 26

Antifungicos 98, 99, 100, 101, 102, 104, 105, 107, 108

Antimicrobiana 52, 54, 108, 192, 195, 197, 198, 199, 200, 203, 205, 206

Aprendizagem 29, 39, 116, 117, 119, 120, 121,122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 130, 131, 132, 133,
135, 136, 137, 138, 139, 142, 150

Aterosclerose 272, 273, 274, 275, 276, 277

Atta 1,2,4,5,14,15

B

Besouro 60, 61, 90
Botanica 26, 28, 30, 38, 40, 47, 58, 111, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 135, 136, 137, 138, 139,
140, 297

C

Caatinga 45, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 75, 77, 81, 83, 84, 85, 92, 95, 111, 112

Cancer 154, 170, 185, 188, 190, 211, 219, 249, 250, 251, 252, 254, 255, 258, 259, 277
Cérie dentaria 192, 193, 194

Comunidade rural 55, 81, 83, 85

Conhecimento tradicional 9, 83, 84, 85, 90

Croton sp. 111, 112, 113

D

Diabetes 174, 175, 181, 182, 183, 235, 236, 237, 238, 239, 245, 246, 247, 248, 278

E

Educacao basica 119, 127, 129, 139

Educacgao néo formal 28

Endometriose 184, 185, 186, 190

Ensino de biologia 10, 116, 132, 139

Envelhecimento 153, 154, 155, 160, 161, 184, 190, 261, 262, 264, 265, 266, 267, 268
Estreptozotocina 235, 236, 237, 238, 241, 245

F

Foraminiferos 289, 291, 292, 293, 294

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 indice Remissivo




Formiga 5, 7, 89, 94

G

Gene 14, 55, 82, 165, 166, 167, 168, 172, 182, 224, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278
Germoplasma 41, 42, 43, 44, 45, 52, 53, 54, 55
Gestagcao 211, 237, 238, 241, 245, 263, 280, 282, 284, 286, 288

L

Lectinas 295
Lentinula edodes 235, 236, 237, 238, 239, 241, 242, 243, 244, 245, 246

Leucemia 166

M

Material didatico 42, 127, 135, 138, 139

Meio ambiente 26, 44, 60, 85, 97, 112, 141, 142, 143, 145, 146, 147, 148, 150, 196, 212, 219, 250,
252, 254, 255, 257, 259

Mutacéo 165, 166, 167, 168, 170, 171, 189, 224, 227, 228

o)

Obesidade 181, 230, 231, 232, 233, 234
Oleos essenciais 98, 99, 100, 101, 102, 104, 105, 106, 107, 108, 112

P

Pesticida 68

Pilosocereus gounellei 75, 76

Planta hospedeira 56, 59

Plataforma vibratéria 230, 231, 232, 233, 234

Proteinas 152, 157, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 184, 185, 186, 188, 189, 194, 195, 196, 221,
222, 223, 224, 225, 226, 228, 237, 239, 267, 295, 296

Protoctista 289, 290

Q

Qualidade da 4gua 114

S

Saude humana 97, 112, 253, 254

Saude publica 211, 212, 219, 237, 250, 251, 254, 261, 269, 271, 272, 281, 288
Sementes 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 134

Sifilis 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 indice Remissivo




Sistema imune 98, 100, 154, 263, 264, 265, 266, 267
Sustentabilidade 141, 142, 143, 144, 146, 149

T

Teldbmeros 155, 156, 157, 160, 185, 186, 188, 189, 190
Tolueno 209, 210, 211, 212, 213, 214, 216, 217, 218, 219
Toxoplasma gondii 295, 296

Trypanosoma cruzi 261, 262, 268, 269, 270, 271

U

Uncaria tomentosa 173, 175, 176, 177, 178, 180, 181

\'}

Vigna unguiculata 68

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 indice Remissivo




Atena

Lditora

2020






