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RESUMO
A proteina p53 € uma proteina supressora de tumor classica relacionada ao cancer
€ uma série de outras doencas, como endometriose, aterosclerose e infertilidade.
Regula a progresséo do ciclo celular e protege o DNA contra varios tipos de danos.
A estrutura da p53 compreende trés dominios, o dominio de transativacdo, um
dominio nuclear de ligagdo ao DNA e um dominio C-terminal relacionado com a
regulao negativa do dominio de ligacdo ao DNA. A proteina p53 esta indiretamente
relacionada a resposta imunoldgica em doengas. Interagdes proteina-proteina
irregulares da p53 podem interferir com o cenario imunoldgico na endometriose,
levando a inflamagédo. A endometriose afeta cerca de 10 a 15% das mulheres em
idade reprodutiva e aproximadamente 40% das mulheres com infertilidade e 50%
das mulheres que apresentam sintomas pré-menopausicos. A doencga apresenta
carater progressivo em 40% das pacientes. Em relagdo ao fator genético, o risco de
desenvolver endometriose atinge 8% em parentes de primeiro grau que apresentam
a doenga. Nos casos mais graves da doenga é comum o reaparecimento de lesdes
e recorréncia apo6s tratamento tanto cirurgico quanto medicamentoso. O presente
trabalho é uma abordagem de bioinformatica cujo foco € demonstrar in silico e
através de validagao clinica presente na literatura cientifica e em bancos de dados
clinicos que a susceptibilidade da endometriose esta relacionada com alteracdes
polimdrficas no gene p53. Além disso, o trabalho aponta para a possibilidade de usar
a p53 como um possivel marcador molecular no diagnostico da endometriose como
alternativa para o método laparoscépico invasivo usado atualmente.
PALAVRAS-CHAVE: Endometriose; p53; bioinformatica; marcadores moleculares.

ABSTRACT

The p53 protein is a classic tumor suppressor protein related to cancer and a series
of other diseases such as endometriosis, atherosclerosis and infertility. It regulates
cell cycle progression and protects DNA against several types of damage. The p53
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structure comprises three main domains, the transactivation domain, a DNA-binding
core domain and a C-terminal domain related to downregulation of the DNA binding
domain. The protein p53 is indirectly related to the immunological response of
tumorigenesis. Irregular protein-protein interactions of p53 may interfere with the
immune scenery within tumor environment leading to inflammation. Endometriosis
affects about 10 to 15% of women of reproductive age and approximately 40% of
women with infertility and 50% of women with premenopausal symptoms. In addition,
the disease is progressive in more than 40% of patients. Regarding the genetic
factor, the risk of developing endometriosis reaches 8% in first-degree relatives who
present the disease. In the most severe cases of the disease, it is common the
reappearance of lesions and recurrence after both surgical and drug treatment. The
present work is a bioinformatics approach whose focus is to demonstrate in silico and
through clinical validation present in the scientific literature and in clinical databases
that the susceptibility of endometriosis is related to polymorphic alterations in the p53
gene. In addition, the paper points to the possibility of using p53 as a possible
molecular marker in the diagnosis of endometriosis as an alternative to the currently
used invasive laparoscopic method.

KEYWORDS: Endometriosis; p53; bioinformatics; molecular markers.

INTRODUGAO

A endometriose € uma doencga que atinge mulheres em idade reprodutiva
e € caracterizada por dor pélvica crénica e alteragdes do ciclo menstrual (NAKATA et
al., 2004). Células endometriais invadem a regido peritoneal e podem exercer efeitos
toxicos em tecidos e 6rgaos, além de prejudicarem a funcéo reprodutiva. A teoria
mais aceita para o surgimento da endometriose refere-se ao grau de menstruagao
retrograda apresentada pela paciente, sendo esta uma das causas primarias da
doenca (SAMPSON, 1927). A endometriose € considerada como uma doenga
complexa, sendo resultado da combinagcédo de fatores genéticos (DAl et al., 2018;
CONG et al., 2018), imunoldgicos (SIKORA et al., 2018) e também ambientais
(ZONDERVAN et al., 2018).

A endometriose tem caracteristicas de doenga benigna, depende da
liberagao de estrogénio e é a principal causa de infertilidade e dor pélvica crénica em
mulheres em idade reprodutiva (FLYCKT et al., 2017; MOWERS et al., 2016). Além
disso, a doenga é uma das principais causas de aborto recorrente, principalmente
devido a presenca de auto-anticorpos induzidos por células endometriais ectopicas
(YANG et al.,, 2018; ZHANG et al., 2018). Apesar de ser benigna, as células
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endometriais ectdpicas apresentam alto potencial metastatico, crescimento
agressivo, invasdo e adesédo tecidual (BEDIR et al., 2016; LIN et al., 2018). A
homeostase metabdlica intracelular e extracelular impede a implantagcdo e a
proliferacdo de células ectopicas do endométrio em mulheres saudaveis. Alteragdes
metabdlicas, de cunho genético e/ou ambiental, podem facilitar a sobrevivéncia das
células ectépicas endometriais, a implantagdo e consequente a progressdo da
doenca (ZONDERVAN et al., 2018).

Diversas substancias, como proteinas e metabdlitos, e até mesmo varios
tipos celulare podem apresentar alteragdes em pacientes com endometriose.
Proteinas, por exmeplo, podem estar diferencialemte expressas na doenca. Dessa
forma, alteram o padrdao da apoptose de células endometriais ectopicas que se
desenvolvem em diferentes 6rgdos e tecidos do corpo, levando a um estado
inflamatorio e de intensa dor crénica (ZHANG et al., 2006; BARTLEY et al., 2014).
As principais alteracbes metabdlicas observadas na endometriose se relacionam
com o liquido peritoneal (FERRERO et al., 2009; LEE et al., 2018), células
imunitarias (SIKORA et al., 2018), tais como macréfagos (DUAN et al., 2018),
linfécitos (RICCIO et al., 2017), célula exterminadora natural (células NK)
(THIRUCHELVAM; WINGFIELD; O'FARRELLY, 2015), autoanticorpos
(EISENBERG; ZOLTI; SORIANO, 2012), citocinas (JAEGER-LANSKY et al., 2018;
VOLPATO et al.,, 2018), fatores de crescimento (VODOLAZKAIA et al., 2016),
moléculas de adesdo (VOLPATO et al., 2018), enzimas (BARBOSA et al., 2016),
horménios (MU; MA, 2015), prostaglandinas (MCALLISTER et al., 2016) e espécies
reativas de oxigénio (SCUTIERO et al., 2017).

A endometriose afeta cerca de 10 a 15% das mulheres em idade
reprodutiva (BISCHOFF; SIMPSON, 2004) e aproximadamente 40% das mulheres
com infertilidade e 50% das mulheres que apresentam sintomas pré-menopausicos.
Além disso, a doenga apresenta carater progressivo em mais de 40% das pacientes
(ROGERS et al., 2009). Em relagdo ao fator genético, o risco de desenvolver
endometriose atinge 8% em parentes de primeiro grau que apresentam a doenca.

Nos casos mais graves da doenga € comum o reaparecimento de lesdes e
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recorréncia apos tratamento tanto cirurgico quanto medicamentoso (BISCHOFF,;
SIMPSON, 2004).

Um dos varios genes diferencialmente expressos na endometriose € o
TP53 (proteina tumoral 53 ou simplesmente p53) (DENTILLO et al., 2016). O p53 é
um gene supressor de tumor, mais conhecido como o guardido do genoma. Esse
gene esta relacionado a um grande numero de doengas, incluindo cancer (SILVA,
2018), doencgas cardiovasculares (LAGARES et al., 2017) e endometriose (SILVA;
MOURA, 2016). A principal funcao da protepina codificada pelo p53 € o controle do
ciclo celular. A proteina p53 é ativada quando o dano ao DNA ocorre por agentes
exdgenos e enddgenos, e a consequéncia de sua regulagéo positiva é a indugao de
vias que levam a parada do ciclo celular ou a apoptose (WAWRYK-GAWDA et al.,
2014). Varios polimorfismos na p53 ja foram indicados como sendo um dos fatores
que aumentam a susceptibilidade para o desenvolvimento da endometriose (LAO;
CHEN; QIN, 2016; SILVA; MOURA, 2016).

Todos esses fatores mostram que a qualidade de vida da paciente com
endometriose diminui consideravelmente. No Brasil, foi criado um conjunto de dados
essenciais de enfermagem para atendimento as portadoras de endometriose
(SPIGOLON; MORO, 2012). O profissional enfermeiro e a equipe médica
multidisciplinar usam de suas atribuicbes, também para educar o paciente em
relacdo a etiologia, diagnéstico e terapia da doenga. O pouco conhecimento
apresentado pelo paciente, e as vezes pela equipe de saude, acerca da doenca
prejudica o prognodstico e a qualidade de vida da paciente (BLOSKI; PIERSON,
2008). Nesse ambito, é extremamente importante que o enfermeiro tenha
compreensao sobre os novos métodos de diagndstico e tratamento da
endometriose, baseados em marcadores moleculares e moléculas inibidoras de
proteinas induzidas nas células endometriais ectopicas.

O presente trabalho é uma abordagem de bioinformatica cujo foco é
demonstrar in silico e através de validacao clinica presente na literatura cientifica e
em bancos de dados clinicos que a susceptibilidade da endometriose esta

relacionada com alteragdes polimorficas no gene p53. Além disso, o trabalho aponta
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para a possibilidade de usar a p53 como um possivel marcador molecular no
diagnostico da endometriose como alternativa para o método laparoscépico invasivo

usado atualmente.

METODO

O estudo realizado nessa pesquisa € uma abordagem puramente in silico.
E um estudo investigativo de caréater original que possibilita e instiga futuros ensaios
clinicos para a validacdo dos resultados in silico. Os dados da proteina em questao
foi obtido a partir de bancos de dados experimentais e disponives para o uso de
abrodagens de bioinformatica. As analises foram realizadas no Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Goias no periodo de Janeiro a Novembro de
2018.

A estrutura monomérica da proteina p53 foi modelada pelo servidor I-
TASSER (ZHANG, 2008). Esse método de bioinformatica é utilizado para a previséo
da estrutura tridimensional de moléculas proteicas a partir da sequéncia de
aminoacidos da proteina alvo. Os modelos de estrutura para a proteina alvo sao
criados a partir do banco de dados de proteinas (PDB; https://www.rcsb.org/) por
uma técnica chamada de reconhecimento de conformacdo. A estrutura final é
construida através da unido dos fragmentos estruturais gerados pela técnica usando
simulagdes de Monte Carlo.

O servidor KBDOCK (Knowledge Based Docking) foi usado para
determinar os dominios das proteinas em estudo e a possivel interacdo entre os
dominios dessas proteinas (GHOORAH et al., 2014, 2016). O processo de
ancoragem proteica foi realizado pelo servidor ClusPro (KOZAKQV et al., 2017). A
ancoragem permite analisar a interface de interagdo entre proteinas e permite a
identificacdo de residuos de aminoacidos importantes para o equilibrio eletrostatico
do complexo proteico e as funcbes metabodlicas que as proteinas realizam. O

programa PyMol (https://pymol.org) foi utilizado para a visualizagdo da interface de
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interacdo e visualizagdo de hot spots e residuos de aminoacidos que sao
polimoérficos.

Os hot spots udo foram identificados através do servidor KFC2
(Knowledge-based FADE and Contacts) (DARNELL; LEGAULT; MITCHELL, 2008;
DARNELL; PAGE; MITCHELL, 2007). KFC2 oferece uma analise automatizada da
interface de interacdo em complexos proteicos. As analises sao realizadas com base
no ambiente estrutural que envolve os residuos de aminoacidos participantes de
interacbes e determina os hot spots ja conhecidos e determinados
experimentalmente. A previsdo de hot spots é baseada em caracteristicas relativas a
especificidade de conformagao (K-FADE) e caracteristicas bioquimicas como a
hidrofobicidade (K-CON). Finalmente, os residuos polimérficos foram identificados
através do dbSNP (base de dados do polimorfismo de nucleotideo Unico;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dominios da p53 controlam a proliferagao celular

A p53 interage com uma grande variedade de proteinas e participa de
varias vias de sinalizacao celular para realizar a sua fungédo de manter a integridade
do genoma (VOUSDEN; PRIVES, 2009). A proteina se dobra em uma estrutura de
homotetramero (Figura 1 mostra o monémero da p53) compreendendo os dominios
que a compde. A estrutura conformacional da proteina forma um série de alcgas,
estas sdo a razéo pela qual o p53 tem um grande numero de parceiros proteicos e
consequentemente a um grande numero de fung¢des nas células (JOERGER;
FERSHT, 2010). Os detalhes de sua conformacao tridimensional revela informagoes
a respeito de como a p53 poderia estar relacionada ao surgimento de doengas com
carater carcinogénico (HERRERO et al., 2016; YUE et al., 2017).
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FIGURA 1 — Estrutura conformacional da p53. A proteina apresenta regides de algas

importantes para interagcdo com outras proteinas e realizacao de suas funcdes.

Fonte: Préprio autor.

O gene TP53 codifica uma proteina que apresenta 3 dominios proteicos
altamente conservados. O dominio de transativagdo da p53 interage com proteinas
que apresentam fungdes reguladoras. A principal agdo desse dominio de
transativacao (Figura 2) é induzir a transcrigdo da proteina p53 durante a regulagao
do ciclo celular (YANG et al., 2017). O dominio de transativagdo é relativamente
curto e apresenta uma unica alfa-hélice anfipatica que se estende entre os residuos
de 6 a 9 (FINN et al., 2017). Esse primeiro dominio da p53 é formado por dois
motivos complementares responsaveis pela ativagao transcricional do gene TP53. O
principal motivo compreende os residuos 1-42 e o outro motivo compreende os
residuos 55-75. Estes motivos estdo especialmente relacionados com a regulagao
de genes apoptéticos (VENOT et al., 1998), que garante a fungédo da p53 no controle
do ciclo celular (YANG et al., 2017).
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FIGURA 2 — Dominio de transativagcdo da p53 (regido em amarelo). O dominio esta
relacionado a ativagdo de processos transcricionais da p53 e proteinas de controle

do ciclo celular e repado do DNA.

Fonte: Préprio autor.

O segundo dominio da proteina p53 é denominado de tetramerizagao da
p53 (Figura 3) e esta relacionado a oligomerizagdo da proteina, que é essencial por
suas propriedades de ligacdo ao DNA e, consequentemente, pela funcdo de
supressdo tumoral (CHENE, 2001). O dominio de tetramerizagdo se estende entre
os residuos de aminoacidos 325 a 356. A oligomerizagdo de p53 também
desempenha um papel importante no que diz respeito a sua ligagdo a outras
proteinas pertencentes a vias de reparacao de DNA, renovacao dos niveis celulares

da proteina e modificacdes pds-traducionais.

FIGURA 3 — Dominio de tetramerizacdo da p53 (regido em verde). Responsavel
pela oligomerizagéo da proteina.

Fonte: Préprio autor.
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O terceiro dominio da proteina corresponde ao dominio de ligagdo ao
DNA (Figura 4). A p53 se liga ao DNA danificado e sua interacdo com outras
proteinas estabelecm um complexo que visa a estabilizagdo do complexo DNA-
proteina e o consequente reparo do DNA (NICOLAI et al., 2015; WILLIAMS;
SCHUMACHER, 2016). O motivo de ligagdo ao corresponde a maior parte da
proteina e mutagbes, como polimorfismos e SNPs (single nucleotide
polymorphisms), sao propensas a perturbar a fungdo da p53 e aumentar a
suscetibilidade a doencas como cancer e endometrisose (SILVA, 2018; SILVA;

MOURA, 2016).

SNPs nas regioes do dominio da p53 alteram a expressao de genes de reparo

Foram encontrados mais de 40 diferentes possiveis polimorfismos no
dominio de transativagdo da p53 (Figura 5), incluindo polimorfismos do cédon 72
que é o mais bem descrito para a endometriose (SANTOS et al., 2018). A inativacao
da p53 por mutagcdo do tipo SNP é a alteragdo genética mais comum na
endometriose (VOUSDEN; LU, 2002), resultando em perda de fun¢do da proteina e
aumenteando a susceptibilidade a doengas. E importante ressaltar que as variantes
da p53, derivadas de SNPs, exibem diferentes propriedades bioquimicas que podem
alterar as funcionalidades do dominio no qual a SNP se faz presente (THOMAS et
al., 1999).

FIGURA 4 - Dominio de ligacdo ao DNA (regido em rosa). Responsavel pela

formacgao do complexo DNA-proteina e protegao genémica.

Fonte: Préprio autor.
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Estudos de mutagénese evidenciaram residuos hidrofébicos especificos
no dominio de transativacdo da p53 que sé&o criticos para sua funcéo, sendo critico
para respostas a danos no DNA e supressdo tumoral. SNPs nesse dominio leva a
diminuicdo da fungao da p53 como fator de transcricdo, e frente a dano no DNA
havera menor expressao de genes de reparo, dessa forma as células podem perder
a capacidade de controlar a divisdo celular e se tornarem malignas, invadindo
tecidos e levando ao desenvolvimento de endometriose e cancer, por exemplo
(APPELLA; ANDERSON, 2000).

FIGURA 5 — Polimorfismos no dominio de transativagdo da p53. A regido amarela
corresponde ao dominio de transativagdo da p53 e a regido vermelha aos SNPs
presentes neste dominio. O residuo 72 (rosa) € um dos candidatos mais visados no

desenvolvimento de marcadores moleculares como diagnodstico da endometriose.

Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 6 — Polimorfismos no dominio de tetramerizagcdo da p53. A regido verde
corresponde ao dominio de tetramerizagao e a regido vermelha sdo os residuos que

podem sofrer SNPs e aumentar a susceptibilidade da doenca.

Fonte: Préprio autor.

FIGURA 7 - Polimorfismos no dominio de ligagcdo ao DNA. A regido rosa
corresponde ao dominio de ligagcdo ao DNA e a regido vermelha aos SNPs
presentes neste dominio. Esse € o maior dominio da p53, e consequentemente o

que apresenta maior numero de SNPs.

Fonte: Préprio autor.

CONSIDERAGOES FINAIS

A presente pesquisa evidencia a importancia de se encontrar métodos
alternativos de diganodstico e tratamento da endometriose. Atualmente, o método

mais eficiente de diagndstico da doenca € através de laparoscopia, o qual € muito
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invasivo. Aqui apresentamos, por analise de bioinformatia, os principais residuos de
aminoacidos, muitos deles considerados hot spots, possiveis de sofrer mutacido em
um dos dominios conservados da proteina. SNP como o do cédon 72 € um bom
candidato para o diagndstico da doencga, o que pode ser realizado com técnicas
laboratoriais simples como PCR (reagdo em cadeia da polimerase), provenientes de
amostras sanguineas. Por fim, o conhecimentoe dessas metodologias pelo
profissional de enfermagem e pela equipe multidisciplinasr pode otimizar
diagndstico, tratamento e prognose da doencga, além de melhorar a qualidade de

vida das pacientes.
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