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RESUMO

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenga autoimune que atinge o sistema nervoso central
(SNC) causando desmielinizacdo dos axonios, e consequentemente dificulta a transmissdo do
impulso nervoso. A fisiopatologia envolve uma grande producao de linfocitos T reativos, que
seguem para a bainha de mielina, causando um processo inflamatorio e destrutivo. O gene
IL7R codifica uma proteina que tem fun¢do essencial para a ligagdo da interleucina 7 (IL-7),
sendo esta a responsavel pela maturacdo dos linfocitos B e ativagdo de células T. Estudos
anteriores descreveram que a de sinalizacao excessiva desta ligacdo pode ser associada a EM.
Polimorfismos (SNPs) sdo trocas de nucleotideos unico que acontecem no DNA e sua
localizagdo pode ter grande influéncia na producdo, tamanho e fun¢do da proteina codificada.
A identificagdo de SNPs em genes associados a doencas pode ser util na verificagdo da
suscetibilidade individual e prognostico de casos clinicos. O objetivo deste estudo foi
investigar o efeito deletério de SNPs na proteina /L7R. Foi realizada uma anélise
bioinformatica do gene /L7R, por meio de 11 ferramentas diferentes, para avaliar os impactos
presenca dos SNPs na fungdo e estabilidade da proteina. Vinte e um (21) SNPs foram
considerados deletérios por 75% das ferramentas computacionais, com destaque para o SNP
1s193922644, deletério em 100%. Analises pds-traducionais demonstram maior estabilidade
proteica na presenc¢a do novo residuo e a ferramenta HOPE esclarece que essas modifica¢des
danosas envolvem tamanho, carga e hidrofobicidade do novo residuo. Além disso, a
ferramenta gnomAD trouxe uma correlacdo entre o SNP rs201940568 e a EM. Em conclusao,
demonstramos, com o uso de ferramentas computacionais, que 21 SNPs do gene /L7R podem
acarretar alteragdes de estrutura e fung¢do da proteina, com destaque a dois SNPs como
potenciais candidatos para investigagdo em pacientes com EM.
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1 INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenca inflamatoria autoimune, que age de maneira
progressiva no organismo, atingindo o sistema nervoso central, causando a desmielinizagdo
dos axonios e dificultando a transmissdao do impulso nervoso (OLIVEIRA e SOUZA, 1998;
SA, 2012). Fatores genéticos e ambientais interferem na manifestacdo e evolucdo clinica da
doenca, contudo, os mecanismos etioldgicos e patologicos da EM ainda ndo sdo
completamente compreendidos. Diversos estudos demonstram ser crucial o envolvimento de
linfocitos T CD4+ autorreativos direcionados a bainha de mielina e outras proteinas, mas todo
0 sistema imune parece atuar para a instalacao da doenga.

O estudo de polimorfismos (SNPs) ¢ fundamental para entender a variabilidade
individual na predisposi¢do a doengas e nas respostas aos tratamentos médicos. SNPs
localizados em regides de codificagdo podem produzir diferentes isoformas de proteinas e
gerar interagdes proteina-proteina disfuncionais, além de interromper caminhos de agao.
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Podendo influenciar em diversos processos da producdo e fungdo proteica, a identificagdo de
SNPs pode fornecer valiosas informagdes de suscetibilidade genética e evolucao clinica do
paciente (KATARA, 2014; (ZIEMSSEN, AKGUN e BRUCK, 2019).

O gene IL7R esta localizado no cromossomo 5 e tem grande participacao na ligacao da
IL-7, responsavel pelo crescimento e maturagao dos linfocitos B e ativagdo dos linfocitos T.
Esse gene codifica um dominio transmembranar da cadeia o do receptor de IL-7 (HAFLER et.
al, 2007). No caso de deficiéncia na via IL-7, ocorre imunodeficiéncia, pela linfopenia. J& na
sinalizacdo excessiva da via ¢ associada a sindromes autoimunes, como o caso da EM
(WINER, 2022).

Nosso objetivo foi investigar o efeito de SNPs deletérios no gene /L7R, e seus
impactos na estrutura, morfologia e fun¢do da proteina codificada, a fim de compreender
melhor o seu papel e eventual utilidade clinica no diagnostico e progndstico dos pacientes
com EM.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas informagdes dos SNPs e a sequéncia de aminoacido da proteina nas
bases de dados do NCBI dbSNP e Uniprot, respectivamente. A seguir, uma andlise
morfofuncional da proteina com aminoacidos modificados pela presenca de SNPs foi
realizada com auxilio do software PredictSNP1.0 que possui um consenso de oito ferramentas
de analise (SIFT, PANTHER, PolyPhen-1, PolyPhen-2, MAPP, SNAP, nsSNPAnalyzer e
PhD-SNP) prevé se a substitui¢do de um aminodcido especifico afeta a fungdo da proteina em
suas caracteristicas bioquimicas e biofisicas. As ferramentas de andlise complementar usadas
foram a MUpro e HOPE que fornecem, respectivamente, informagdes sobre a estabilidade
proteica e alteracdes morfofuncionais da proteina na presenca dos SNPs. Por ultimo, foi
utilizado o software gnomAD para avaliar o significado clinico e a frequéncia destes em
grupos populacionais e em doengas genéticas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cerca de 10138 SNPs do gene IL7R foram recuperados do NCBI. Destes, foram
filtrados por mutagdo missense, em que essa alteracao de nucleotideo causa uma alteragdao na
codificagdo, sintetizando um aminoacido diferente, podendo (ou ndo) alterar a proteina, sendo
encontrados 805 SNPs. Estes foram submetidos para analise no SIFT, onde foram encontradas
informagdes sobre a troca de aminodcido de apenas 426 polimorfismos. Os SNPs em
duplicidade foram excluidos, resultando em 157 SNPs diferentes. O PredictSNPI1.0
selecionou 112 SNPs validos (que possuem a troca de aminoacido ja registrada), que foram
avaliadas em suas 8 ferramentas diferentes. Vinte ¢ um (21) SNPs foram considerados
deletérios, em pelo menos 75% das ferramentas, indicando que a alteragdo pode impactar na
conformagao da proteina (Tabela 1). Nas analises pos traducionais dos 21 SNPs selecionados
(Tabela 2), a ferramenta Mupro, utilizada para prever a estabilidade proteica dessas
mudangas, demonstrou menor estabilidade em 20 SNPs, sendo maior apenas em 1
(rs193922644). Na ferramenta HOPE, foi realizado um relatério com previsdo de mudancas
no tamanho, hidrofobicidade, conservagao da proteina e imagens em 3D dessas trocas
selecionadas (Tabela 3).

Tabela 1. Resultado dos SNPs de /L7R com todas as ferramentas PredictSNP1.0 integradas.

SNP Troca dePredict MAPP PHD- POLYP POLYP SIFTSNAP PANTH
aa SNP SNP HEN1 HEN2 ER
rs373694709 Y43C D D N D D D D D
rs11567704  S44R D D D D D D D D
rs200464578 Q45H D D N D D D D D
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Tabela 2. Resultados de estabilidade proteica dos 21 SNPs do gene IL7R selecionados pela
ferramenta MUpro.

SNP Troca Score Estabilidade
rs373694709 Y43C -0,56 Menor
rs11567704 S44R -0,79 Menor
rs200464578 Q45H -1,36 Menor
rs202083738 G50V -0,44 Menor
rs147423300 F71Y -0,85 Menor
rs201106853 G103R -1,07 Menor
rs104893894 P132S -0,91 Menor
rs199779006 L135R -1,63 Menor
rs372676633 A143T -0,88 Menor
rs201940568 T1491 -0,19 Menor
rs145210284 R170C -0,31 Menor
rs193922642 H180P -0,72 Menor
rs145810271 Y201C -0,43 Menor
rs193922644 R206Q -0,38 Menor
rs193922644 R206L 0,09 Maior
rs193922645 G215V -0,77 Menor
rs374232919 S218N -0,42 Menor
rs201412341 T2281 -0,58 Menor
rs200107390 F303S -1,24 Menor
rs374876660 L370Q -1,33 Menor
rs141919625 S453P -0,88 Menor
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Tabela 3. Resultados das alteragcdes no tamanho, carga, conservagdo e hidrofobicidade dos
SNPs selecionados do gene /IL7R.

SNP Troca deTamanho Carga Conservaca Hidrofobicid
aa 0 ade
Residuo Selvagem Novo Selvagem Novo Residuo novo
novo

rs373694709 Y43C C>Y - - Conservado - C<Y

rs11567704 S44R R>S Neutra Positiva Conservado - S>R

rs200464578 Q45H H>Q - - Conservado - -

rs202083738 G50V V>G - - Conservad - V>G
0

rs147423300 F71Y Y >F - - Conservad - F>Y
0

rs201106853 G103R R>G Neutra Positiva  Conservad - G>R
0

rs104893894 P132S P>S - - Conservad - P>S
0

rs199779006 L135R R >L - - Conservad - -
0

rs372676633 A143T T>A - - Conservad - -
0

rs201940568 T1491 I>T - - Conservad - -
0

rs145210284 R170C R>C Positiva  Neutra Conservad - C>R
0

rs193922642 HI180P H>P - - Conservad - P>H
0

rs145810271 Y201C Y >C - - Conservad - C>Y
0

rs193922644 R206Q R>Q Positiva  Neutra Conservad - -
0

rs193922644 R206L.. R >L Positiva  Neutra Conservad - L>R
0

rs193922645 G215V V>G - - Conservad - V>G
0

rs374232919 S218N N> S - - Conservad - S>N
0

rs201412341 T228I I>T - - Conservad - I>T
0

rs200107390 F303S F>S - - Conservad - F>S
0

rs374876660 L.370Q Q>L - - Conservad - L>Q
0

rs141919625 S453P P>S - - Conservad - P>S
0

Esses SNPs foram avaliados individualmente no software gnomAD, e os resultados
sao apresentados na tabela a seguir (Tabela 4). De acordo com o gnomAD, o SNP
rs201940568 (T149I) tem relagdo com doengas genéticas congénitas, como a EM.
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Tabela 4. Resultados das consequéncias e significados clinicos dos SNPs do genel /IL7R.

SNP Troca Consequéncia Significado clinico
rs373694709 Y43C Missense Incerto

rs11567704 S44R - -

rs200464578 Q45H Missense Possivelmente patogénico
rs202083738 G50V Missense Significado incerto
rs147423300 F71Y Missense -

rs201106853 GIO3R - -

rs104893894 P132S  Missense Patogénico
rs199779006 L135R  Missense -

rs372676633 A143T  Missense -

rs201940568 T1491 Missense Significado incerto
rs145210284 R170C  Missense Significado Incerto
rs193922642 H180P  Missense Conflito de resultado
rs145810271 Y201C  Missense Conflito de resultado
rs193922644 R206Q  Missense Significado incerto
rs193922644 R206L - -

rs193922645 G215V Missense Possivelmente patogénico
rs374232919 S218N  Missense Significado incerto
rs201412341 T2281 Missense -

rs200107390 F303S Missense Significado incerto
rs374876660 L370Q Missense -

rs141919625 S453P Missense Significado incerto

Dessa forma, visto que a EM ¢ uma patologia autoimune, as interleucinas tém um papel
essencial no mecanismo inflamatoério. A IL-7, responsavel pela maturacao dos linfocitos B, e
consequentemente dos anticorpos, ndo ¢ capaz de responder de forma adequada. Dessa forma,
ocorre a producao de autoanticorpos, que tem como alvo o tecido nervoso. O gene IL7R ¢ o
receptor da IL-7 e ¢ encontrado na superficie das células em que acontece a ligacdo e
sinalizagdo da interleucina. Com isso, alteragdes nesse gene em especifico podem afetar
diretamente a resposta imunoldgica.

O primeiro SNP em destaque foi o rs193922644, que apresentou resultado deletério
em todas as ferramentas utilizadas pelo PredictSNP1.0. Este, consiste na troca do aminoacido
arginina (R) por uma leucina (L) na posi¢ao 206. Além disso, segundo o software MUpro,
apresenta maior estabilidade proteica diante do residuo mutado. Sabe- se que a expressao
deste se encontra aumentado em casos de EM (RANE, 2010). Em seguida, com o software
HOPE, foi possivel observar as mudangas quimicas da proteina, em que hd diminuicdo da
molécula, mudanca de carga positiva para neutra ¢ aumento da hidrofobicidade. Essas
caracteristicas dificultam a ligacdo de hidrogénio da molécula.

O segundo SNP destacado foi o rs201940568 pelo software gnomAD. Este, consiste
em uma troca de uma timina (T) por uma isoleucina (I) na posi¢cdo 149. Apresentou
significado incerto para doengas genéticas congénitas, sendo mais comum em homens e no
Sul da Asia. No software HOPE, este SNP apresenta tamanho maior em sua forma mutada.
Todas essas alteragdes podem impactar o funcionamento da proteina, portanto, analises
funcionais sdo necessarias, mas hipotetizamos que esses SNPs possam ter um papel
importante na fisiopatologia da EM.
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4 CONCLUSAO

Demonstramos com o uso de ferramentas computacionais que 21 SNPs do gene /L7R
podem acarretar alteracdes de estrutura e fungdo proteica, em especial os SNPs rs193922644 ¢
0 15s201940568. Essas alteragdes podem estar correlacionadas com a maior presenca dessa
proteina em casos de EM, como evidenciado pela literatura. Dessa forma, SNPs de IL7R, em

especial rs13922644 e rs201940568, sao potenciais candidatos para investigagdo em pacientes
com EM.
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