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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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CAPITULO 15
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RESUMO: CREBBP ¢é proteina
responsavel por regular a expresséo de genes
através de vias de transducdo de sinais,
interferindo no crescimento e diferenciacao
celular, na estabilizacdo de proteinas durante
a transcricdo, regulacdo de proteinas por
acetilacao e participacdo no remodelamento
da cromatina. p53 € uma proteina associada a
resposta ao estresse celular e apoptose frente
a dano no DNA. Mutacédo no gene da CREBBP
prejudica sua interacdo com p53 resultando em
um efeito expressivo na desordem do sistema
hematopoiético. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho é estudar a interacéo entre
a p53 e a CREBBP quando inserida uma
mutacao pontual em um hotspot, simulando um
polimorfismo clinico ligado ao desenvolvimento
de leucemias. Ferramentas de bioinformatica
foram usadas para predizer a interacéo
proteina-proteina através do Cluspro. A analise
da interface de interacdo e dos aminoacidos
envolvidos nessa interacdo foi estabelecido
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através do programa PyMol. Os hotspots foram identificados através do servidor KFC. Ao
comparar as regioes de hotspot com banco de dados de polimorfismos (dbSNP-NCBI)
verificamos que residuo de interleucina na posicdo 1084 é um polimorfismo clinico que
pode sofrer mutacao em frameshift (insercao um codigo de parada antes da porcéao terminal
da proteina) sendo substituida por uma serina. O ensaio de mutagénese foi realizado pelo
PyMol, alterando o residuo hotspot de interleucina na posicéo 1084 pelo residuo polimérfico
de serina na mesma posicao. Foi observado expressiva mudanca estrutural e perda de parte
da interface de interacao entre as proteinas apés a mutagénese. Em conclusao, a mutacao
foi capaz de desestruturar a conformacao do complexo e a superficie de contato entre as
proteinas, o que pode aumentar a susceptibilidade de desenvolvimento de leucemias.
PALAVRAS-CHAVE: hotspots, leucemia, mutacéo, p53, CREBBP.

IN SILICO ANALYSIS OF THE INTERACTION BETWEEN P53 AND CREBBP PROTEIN
AND THEIR RELATION WITH LYMPHOMAS

ABSTRACT: CREBBRP is a protein responsible for regulating gene expression through signal
transduction pathways, interfering with cell growth, differentiation, protein stabilization during
transcription, regulation of proteins by acetylation and participation in chromatin remodeling.
P53 is a protein associated with the response to cellular stress and apoptosis in the face
of DNA damage. Mutation in the CREBBP gene impairs its interaction with p53 resulting
in a significant effect on the disorder of the hematopoietic system. Thus, the objective of
the present work is to study the interaction between p53 and CREBBP when a mutation is
inserted in a hotspot, simulating a clinical polymorphism linked to the development of leukemia.
Bioinformatics tools were used to predict protein-protein interaction through Cluspro. The
analysis of the interaction interface and the amino acids involved in this interaction was
established through the PyMol program. The hotspots were identified through the KFC server.
When comparing the hotspot regions with a database of polymorphisms (dbSNP-NCBI), we
verify that interleukin residue at position 1084 is a clinical polymorphism that can undergo
frameshift mutation (insertion of a stop code before the terminal portion of the protein) being
replaced for a serine. The mutagenesis assay was performed by PyMol, changing the hotspot
residue of interleukin at position 1084 by the polymorphic residue of serine in the same
position. Significant structural change and loss of part of the interaction interface between
proteins was observed after mutagenesis. In conclusion, the mutation was able to disrupt
the complex conformation and the contact surface between proteins, which can increase the
susceptibility of leukemia development.

KEYWORDS: hotspots, leukemia, mutation, p53, CREBBP.

11 INTRODUCAO

Linfoma ndo-Hodgkin sédo neoplasias hematolégicas que se originam nos linfonodos,
cuja patogénese esta associada a lesbes genéticas que afetam oncogenes e genes
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supressores de tumores [1]. Entre as mutagcdes e delec¢des recorrentes em linfomas nao-
Hodgkin destaca a inativagdo do gene que codifica para a acetiltransferase [3].

CREBBP é uma proteina nuclear necessaria para a transcri¢gdo ativada de um grande
numero de genes celulares e esta envolvido em varios processos, incluindo sinalizacéo
dependente de AMPc, acetilacado de histonas, ativacao ou inativacdo mediada por acetilacao
de proteinas ndo-histonas, controle do ciclo celular, ubiquitinacéo, reparo de danos ao DNA
e apresentacao de antigenos [5,6] .

E conhecida a importancia da proteina p53 nas neoplasias, a qual é induzida por danos
no DNA, levando a parada do ciclo celular com consequente ativacdo de mecanismos de
reparo e inducado a apoptose [7]. Embora nas hemopatias malignas as alteracées na proteina
p53 sejam observadas com menor frequéncia em comparacéo com tumores soélidos, estudos
sugerem que mutacdes no gene P53 sdo um segundo evento na progresséo de certas
hemopatias neoplasicas [8].

Investigacdes cientificas tem demonstrado o papel relevante de interagdes proteicas
na transformacgao celular durante o processo de carcinogénese, sendo fundamental para a
sua compreensao e proposicao de estratégias terapéuticas [9]. Estudos demonstram um
papel critico dos coativadores da proteina de ligacdo ao p300 / CREBBP nas respostas
da p53 ao dano ao DNA. Aassociacao de p300/ CREBBP a se ligam a p53 durante a resposta
a danos no DNA e séo necessarios para a sua transativagcao completa, bem como os efeitos
da p53 na parada do crescimento e apoptose [10].

Diante da importéncia da interacdo entre os complexos p53/ CREBBP para a
manutencao da resposta de reparo e apoptose em hemopatias malignas, propomos avaliar,
através de ferramentas de bioinformatica, a interacdo entre a p53 e a CREBBP quando
inserida uma mutagao pontual em um hotspot, simulando um polimorfismo clinico ligado ao
desenvolvimento de leucemias.

2| METODOLOGIA

Ferramentas de bioinformética foram usadas para predizer a interacdo proteina-
proteina através do Cluspro. Esse servidor permite a visualizacdo e andlise da interface
de interacdo e dos aminoacidos envolvidos nessa interacdo. A visualizacdo e anélise das
estruturas também foram estabelecidas através do programa PyMol. As areas que mais
contribuem para o contato entre estas duas proteinas sdo chamadas de hotspots, e foram
identificadas através do servidor KFC2, que é capaz de analisar estruturas quimicas e fisicas
de um residuo e prever as possiveis interacdes e ligagdes entre proteinas reconhecendo
caracteristicas estruturais de residuos usando modelos experimentais anteriores [2]. Tais
regides sao alvos para estudo de mutagdes, uma vez que hotspots polimérficos podem
alterar a conformacé&o do complexo proteico e aumentar a predisposicéo a doencas [11].

O servidor KFC2 foi utilizado para gerar uma tabela de melhores hotspots, que foi
usada para selecionarmos o alvo para analise [2]. Comparamos as regides de hotspots com
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banco de dados do NCBI, na lista de polimorfismos SNP: gene view, para a escolha do
alvo (dbSNP-NCBI). E foi escolhido o residuo de interleucina na posicao 1084 que € um
polimorfismo clinico que pode sofrer mutagdo em frameshift - insercao um cddigo de parada
antes da porcao terminal do gene- e sua substituicdo por uma serina. Na regido do residuo
1084 foi desenhado um peptideo modulador da interacao entre a p53 e a CREBBP [4].

O ensaio de mutagénese foi realizado pelo PyMol, alterando o residuo hotspot de
interleucina na posicéo 1084 pelo residuo polimérfico de serina na mesma posicao.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Interface de interacao e visualizacao dos hotspots

O servidor Cluspro2 foi utilizado para visualizagdo da regido de docagem entre as
duas proteinas, liberando um arquivo em PDB possibilitando a modelagem e visualizacéo
desta interface de contato, pelo programa Pymol, a modelagem permite a visualizacao da
estrutura 3D da proteina possibilitando a diferenciacao das duas proteinas e o destaque da
superficie de interacdo entre elas que estad marcado de branco (figura 1). Este programa
também possibilitou a visualizacdo das estruturas quimicas em diferentes arranjos para
melhor modelagem das estruturas de docagem o que permitiu a marcagdo das areas em
hotspots (figura 2).

Figura 1: Imagem da superficie das proteinas P53 (azul) e CREBBP (verde) destacando a interface de
interacdo entre elas (branco).
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Figura 2: Estrutura proteica em forma de cartoon das proteinas P53 (azul) e CREBBP (verde). Areas de
hotspots em azul.

3.2 Docagem do residuo com a proteina alvo

Ao escolher o residuo de interleucina na posicao 1084 para docagem (figura 3), foi
submetido no Cluspro o residuo escolhido da p53 e a proteina CREBBP. Com isso se pode
ter o resultado do local de interagcéo entre o residuo e a proteina e o arcabouco de ligacdo
(figura 4).

Figura 3: Residuo de interleucina na posicao 1084, peptideo escolhido para analise.
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Figura 4: Docagem do peptideo (vermelho) na proteina CREBBP (verde).

3.3 Modelagem da mutagénese

Através do programa Pymol foi possivel realizar o ensaio de mutagénese a partir da
insercao mutagao pontual no residuo de interleucina na posi¢cao 1084, que foi substituida por
uma serina, obtendo um arranjo estrutural muito diferente da interacdo normal da proteina
(figura 6). E com o servidor Cluspro foi possivel ter a predicdo das possiveis interacoes de
menor energia entre e as proteinas apds a mutacéao (figura 7). As mutagbes nas proteinas
P53 e CREBBP podem gerar danos ao sistema hematopoiético e até mesmo cancer [10], e
quando utilizado essa amostragem que reitera a possivel desordem na estrutura normal da
interacdo entre as proteinas, ha uma confirmagcao nos possiveis alvos criticos de mutagcdes
que podem causar estes danos.

Figura 5: Possiveis interacbes entre as proteinas. a) interagdo normal; b) e ¢) possiveis interacbes
modeladas pelo Pymol.
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Figura 6: Interacbes de menor energia entre as proteinas ao ser inserida a mutagdo de um aminoacido,
obtidas a partir do servidor Cluspo.

A desestruturacao da estrutura normal da interacéo proteica € um indicio muito forte
frente aos danos ja conhecidos pela associagcao desta proteina (figura 7)

41 CONCLUSAO

Foi observado expressiva mudanca estrutural e perda de parte da interface de interacéo
entre as proteinas ap6s a mutagénese. O alinhamento da estrutura selvagem com a estrutura
mutada evidenciou a diferenca de posicéo entre as duas estruturas. Em conclusao, a mutacao
foi capaz de desestruturar a conformacao do complexo e a superficie de contato entre as
proteinas, 0 que pode aumentar a susceptibilidade de desenvolvimento de leucemias.
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