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RESUMO

O gene EP300 codifica a proteina p300 que desempenha papel essencial na
regulacdo da expressao genica e na modulacdo de processos fundamentais
para sobrevivéncia celular. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
identificar as principais alteracdes morfofuncionais e de estabilidade
proteica de p300 decorrentes da presenca de polimorfismos no gene EP300.
A analise in silico utiliza métodos de bioinformatica para examinar dados
genomicos, identificar padrdes e prever interacoes moleculares. A analise
das consequéncias proteicas pode fornecer insights sobre possiveis
associacoes com desenvolvimento de doencas ou condicdes especificas,
contribuindo para abordagem individualizada e diagnéstico precoce. A
abordagem in silico permite a triagem eficiente de polimorfismos
relevantes, acelerando a descoberta e facilitando os experimentos

laboratoriais subsequentes. A compreensao dos impactos das alteracoes em
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p300 sdo relevantes para a pesquisa biomédica, fornecendo informacgoes

valiosas para o desenvolvimento de terapias direcionadas e estratégicas de
tratamento personalizado em condic¢des associadas a disfuncdes de gene.

Palavras-chave: Andlise in silico. Gene EP300. P300. Bioinformatica.
INTRODUCAO

A Histona Acetiltranferase (GAYTHER, et al., 2000) (EP300) também
conhecida como p300, regula a transcrigao por meio do remodelamento da
cromatina, desempenhando um papel crucial nos processos de proliferacao
e diferenciacdo celular (YAOQ, et al., 1998). Mutagoes somaticas em EP300
foram identificadas em diversos tipos de cancer, sugerindo seu potencial
como gene supressor de tumor (TSG) (GAYTHER, et al.,, 2000). Em
particular, foram relatadas mutagfes em carcinoma gastrico, carcinoma
colorretal, cancer de mama e bexiga, principalmente envolvendo alteracoes
de sentido framshit (CUTAIT, GARICOCHEA & COTTI, 2001).

O gene EP300, localizado no braco curto do cromossomo 22, codifica a
proteina p300, uma coativadora de transcricio multifuncional
(RIVADENEIRA-DUENAS & VACA-SALAZAR, 2021). Essa proteina
desempenha um papel crucial na regulacdo de expressao genica,
influenciando processos celulares fundamentais, como a modulacao do
ciclo celular, diferenciacao celular e apoptose (YAO, et al., 1998). Além
disso, mutacoes em FEP300 foram associadas a condicoes meédicas,
incluindo a sindrome de Rubstein-Taybi, destacando sua relevancia clinica
(RIVADENEIRAODUENAS & VACA-SALAZAR, 2021). No entanto, h4

evidencias contraditorias, sugerindo que a p300 pode também atuar como
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um regulador na progressao do cancer, estando implicado na tumorogéenese
(MIRANDA, et al., 2012).

A literatura demonstra associacdao entre a superexpresao da p300 ao
carcinoma hepatocelular, indicando uma correlacdo com caracteristicas
agressivas e prognostico desfavoravel. Além disso, a p300 demonstrou ser
um potencial biomarcador para prever a recorréncia do cancer de proéstata,
estando associada a alteracdes no tamanho e forma dos ntcleos das células
epiteliais (MACHADO, CARVALHO & SILVA, 2009). A elevada expressao
da p300 no cancer de mama também foi correlacionada com a recorréncia
do tumor e prognostico desfavoravel (TIEZZI, et al., 2008). Apesar de
relatos disseminados, o valor prognostico da p300 em diversos subtipos de
cancer humano permanece controverso, destacando a necessidade continua
de pesquisa para esclarecer seu papel multifacetado em contextos

biologicos.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi compreender como alteracoes
morfofuncionais proteicas decorrentes da presenca de polimorfismos
impactam na estabilidade, estrutura e/ou funcdo da proteina, bem como,
elucidar sua importancia para o diagnostico precoce e a escolha terapéutica

individualizada.
METODOLOGIA

Trata-se de um estudo in silico com aplicagbes de metodologias para
analise da alteracdao morfofuncional e estabilidade proteica decorrente da

presenca de polimorfismos no gene EP300. InformacGes sobre o
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polimorfismo coletado no banco de dados de polimorfismos (dbSNP) do

National Institutes of Health (NIH) e sua respectiva sequencia FASTA da
proteina p300 foi coletada no Uniprot Consortium (UniProt) sob codigo de
identificacdo: Q09472.

A presenca de polimorfismos genéticos pode resultar em alteracdes de
aminoacidos na estrutura proteica, sendo assim, essas alteracOes podem
promover impactos estruturais, funcionais ou de estabilidade. O
PredictSNP1.0 contém oito ferramentas de analise: PolyPhen-1 e PolyPhen-
2 que sdo ferramentas capazes de avaliar os impactos na estrutura e funcao
proteica por método empiricos de analise e também por comparacdao de
propriedades fisicas das moléculas. PhdSNP para analise de estrutura e
sequencia proteica que utiliza metodologia Suport Vector Machine (SVM);
nsSNPAnalyzer que utiliza Random Forest com alinhamento de sequencia e
estrutura 3D para avaliar impactos fenotipicos; SIFT realiza a estimativa
dos efeitos da substituicdo de aminoacidos na funcdo proteica baseada em
homologia e nas caracteristicas quimicas dos aminoacidos; SNAP que
avalia alteracOes na estrutura secundaria da proteina, bem como, compara a
cessibilidade do solvente em caso de alteracdo de aminoacido por
metodologia Neural Network; PANTHER avalia a funcdo proteica e MAPP

que avalia as variacoes fisico-quimicas da proteina.
RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram encontrados 46.060 SNPs cadastrados no dbSNP, destes 4 (quatro)
eram missenses com MAF>0.1. Apdés a exclusdao de repeticOes um

polimorfismo do gene EP300 se destacou, o rs20551 com troca de uma
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isoleucina (I) na posicao 199 para uma valina (V). Entretanto, apds analise

no pacote PredictSNP1.0 observou-se que a alteracdao [199V foi
considerada neutra por todas as ferramentas utilizadas indicando auséncia
de alteracOes estruturais ou funcionais. De forma complementar, observou-
se diminuicdo da estabilidade proteica sugerindo modificacbes na

durabilidade das interagoes com a proteina p300.

A proteina p300 pode exercer efeitos de supressao tumoral decorrentes das
fungdes de outros supressores de tumor, como p53, RB1, BRCA1 ou por
meio da inducdo de genes responsivos ao fator de crescimento
transformante [ (TGF-B) (LHEUREUX, et al., 2018), sugerindo que essa
proteina atue apenas em cascatas de sinalizacdo e/ou exerca papel
modulador nesse contexto. Em reposta ao dano do DNA, p300 aumenta a
ativacdo transcricional dependente de p53 de genes necessarios para

interromper o ciclo celular e reparar o DNA (PAO et al., 2000).

Além disso, a p300 promove acumulo nuclear e auxilia no aumento da
estabilidade de p53 em resposta ao estresse genotoxico. Curiosamente, em
condicOes sem estresse e durante a recuperacdo de danos no DNA, acredita-
se que a p300 assegura a degradacdo de p53 para a retomada do ciclo
celular ap6s o reparo do DNA (PAO et al., 2000).

Estudos demonstraram por meio de sequenciamento de nova geracao (NGS
- do inglés, Next Generation Sequence) abundancia de mutagdes genéticas
somaticas com frequéncias de até 30% em EP300 associadas a diversos
tipos de tumores humanos. Ainda, embora estudos anteriores sinalizem

delecOes genéticas brutas ou parciais, apenas uma fracdo relativamente
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pequena de todas as modificacoes genéticas de EP300 conhecidas e

associadas ao desenvolvimento tumoral sdao dessa natureza. A maioria das
alteracoes sao, de fato, polimorfismos pontuais missense que podem alterar
a composicao dos aminoacidos na estrutura de p300 e ocorrem maior
frequéncia nos dominios KAT, sugerindo uma pressao seletiva em canceres

para alteracao dessa atividade.

A literatura também demonstra que tumores primarios de origens variadas
revelaram alteragdes nos niveis de proteina p300 (DEBES et al., 2003).
Além disso, ja foi reportado que o aumento da expressao de p300 se
correlaciona com a baixa sobrevida e feno6tipos agressivos em carcinoma de
células escamosas de mama, hepatocelular, esofagico e cutaneo (CHEN et
al., 2014).

CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de nossos achados ndo demonstrarem modificagoes significativas
na estrutura ou funcdo da p300 decorrentes da presenca do polimorfismo
rs20551, sabe-se que devido a sua funcdo de modulacdo de expressdao
genica e participacao em diversas cascatas de sinalizacao intracelular, esta
€ uma proteina que deve ser considerada para estudos in Vvivo,

especialmente, em pacientes com cancer.
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