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RESUMO

O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma intra-hepatico sdo os dois principais tipos de
cancer hepatico primario, sendo que o segundo ¢ originario no epitélio dos ductos biliares intra
ou extra-hepaticos. Vista a importancia médica e epidemioldgica desses canceres, bem como
dos seus marcadores, este estudo teve como objetivo investigar a estrutura e fun¢ao do gene e
da proteina phosphatase and tensin homologue (PTEN) no organismo humano e sua relevancia
nos estudos relacionados ao cancer hepatico. Por meio de ferramentas de bioinformatica e
revisdo da literatura constatou-se que o gene PTEN esta localizado na regido 10923.31 e atua
na supressao tumoral e motilidade celular. J& a proteina pertencente a familia tirosina fosfatase,
podendo estar localizada no nucleo, no citoplasma e na regido extracelular, sendo constituida
de pelo menos cinco dominios estruturais. O gene PTEN pode ser expresso em diversos tecidos
humanos, incluindo o figado, onde estd associado ao desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular e sua influéncia na via PI3K/AKT, além de mutagdes do tipo missense, as quais
alteram principalmente a funcionalidade da proteina. No colangiocarcinoma e no carcinoma
hepatocelular, o miRNA21 revelou ser um potencial biomarcador. Entender as intimeras
possibilidades de regulagdo da atividade de PTEN ainda ¢ um tema pertinente para estudo, uma
vez que por meio desse mecanismo podemos entender como modular a sua atividade em prol
terapéutico, de diagnostico e prognostico eficientes do cancer.

Palavras-chave: carcinoma; bioinformatica; figado; biomarcador
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INTRODUCAO

Segundo a Organizagao Mundial de Saade ([WHO], 2020a), cancer ¢ o nome dado ao
conjunto de um grande grupo de doengas que tém em comum o crescimento incontrolavel de
células anormais. Em alguns casos pode se limitar a invadir apenas partes proximas ou espalhar-
se para outras regioes do corpo, também conhecido como metéstase, uma das principais causas
de morte por cancer.

Existem diversas formas de cancer que se diferenciam a partir dos tipos de células e
pontos de partida. Quando comecam nos tecidos conjuntivos sdo chamados de sarcoma. No
entanto sao denominados carcinomas quando se apresentam inicialmente nos tecidos epiteliais
(INCA, 2019).

Em 2018, o cancer de figado foi o sétimo tipo de cancer com maior incidéncia no mundo
(9,3%) e o quarto em mortalidade (8,5%) (WHO, 2020b; 2020c). Porém, essa ndo foi a realidade
no Brasil neste ano, uma vez que o cancer de figado ndo apareceu no relatorio estatistico de
perfil regional do cancer da WHO (2020d), mas ocupou a décima terceira posi¢do em incidéncia
(4,7%) e foi o sétimo tipo de cancer (4,4%) que mais matou no pais, em ambos os relatérios
acompanhado do cancer de pancreas (WHO, 2020a).

O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma intra-hepatico sdo os dois principais
tipos de cancer hepatico primario (BRAY et al., 2018), sendo que a combinacdo desses dois
tipos resulta em outro raro cancer hepatico, mostrando diferenciagdo hepatocelular e biliar
(CONNELL et al., 2016). O colangiocarcinoma ¢ uma forma de tumor com origem no epitélio
dos ductos biliares intra- ou extra-hepaticos (LUCCHESE et al., 2018). Anos antes, Sekiya e
Suzuki (2012) indicaram que a origem celular do colangiocarcinoma intra-hepatico ainda seria

incerta, apesar de Lee et al. (2009) ja terem sugerido que hepatécitos e células do ducto biliar
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diferenciavam-se a partir das mesmas células progenitoras, indicando que o colangiocarcinoma
intra-hepatico e o carcinoma hepatocelular compartilhavam um processo comum da doenga.

Considerado um tipo de tumor muito raro e com diagnostico tardio, o colangiocarcinoma
possui dois potenciais precursores, as neoplasias intraepitelial e a papilar intraductal, além de
diversos fatores que promovem inflamagao cronica e proliferacdo do epitélio biliar a longo
prazo, como diabetes, cirrose, obesidade, tabagismo, hepatite C, entre outras doencas ja
conhecidas, com variagdes conforme diferentes regides geograficas e grupos étnicos dos
pacientes (EL-SERAG; RUDOLPH, 2007; MARQUES, 2019).

Dando énfase ao colangiocarcinoma intra-hepatico, Welzel et al. (2007) apontam o
diabetes, a doenga hepatica alcoodlica e a obesidade como doengas precursoras desse tipo de
cancer. No entanto, Lazaridis e Gores (2005) afirmam que a maioria dos tipos de
colangiocarcinoma ainda possui causa ndo revelada e apesar dos fatores de riscos conhecidos,
diversos individuos nao apresentam associagdes a nenhum deles.

O perfil dmico pode oferecer uma compreensdo mais clara da carcinogénese, da
classificagdo do cancer e da estratégia de tratamento, incluindo os subtipos de
colangiocarcinoma intra-hepatico, distal e peri-hilar, e cancer da vesicula biliar ou do ducto
cistico. No entanto, existem poucos dados na literatura sobre as alteracdes nos diferentes niveis
Omicos e sua conexdo, apesar de Chen et al. (2020) revelarem que a alteragdo no genoma e
transcriptoma de colangiocarcinoma esta altamente correlacionada a mutagdes génicas
importantes podendo afetar a expressdo de outros genes, bem como demonstraram diferentes
mecanismos de recorréncia do tumor hepatocelular a partir do sequenciamento completo
buscando variantes de nucleotideo inico e variacdo no numero de copias (CHEN et al. 2018).
Ainda, Wardell et al. (2018) analisando caracteristicas epigenéticas sugeriram a origem do

colangiocarcinoma intra-hepatico em hepatocitos relacionados a hepatite, corroborando com a
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literatura citada acima. Estes autores concluiram com base em andlises genéticas que os
canceres de vias biliares tém caracteristicas genéticas distintas.

Murakami et al. (2015) analisando diversas vias metabdlicas do colangiocarcinoma intra-
hepatico e carcinoma hepatocelular notaram uma abundante expressao de micro RNAs
(miRNAs). Alguns RNAm e RNAt também se revelaram importantes marcadores. Informagdes
moleculares do tecido tumoral garantem uma precisao no diagndstico de colangiocarcinoma
intra-hepatico, porém ¢ necessario entender a origem das células epiteliais hepaticas e dos
ductos biliares intra-hepaticos, uma vez que apresentam um precursor bipotente comum, oS
hepatoblastos, No caso do carcinoma hepatocelular, o desenvolvimento ocorre apos a hepatite
C, dificultando a conclusdo de sua origem e sugerindo que o tumor se forma a partir de
hepatocitos transformados (SHAIB et al., 2005).

Muitos genes estdo envolvidos no desenvolvimento do cancer, alguns conhecidos como
genes supressores de tumor que causam o aparecimento de neoplasias no local onde sdo
inibidos, porque seu desaparecimento resulta em um crescimento desordenado das células
(CUSTODIO, 2006). Algumas proteinas podem agir da mesma maneira, como por exemplo a
proteina PTEN (phosphatase and tensin homologue), a qual € supressora de tumor regulando
negativamente a via de sinalizacio AKT/PKB (AKT/Proteina quinase B), resultando na
ativagdo de diversas proteinas que aumentam o crescimento tumoral (SOUZA et al., 2014).

Neste contexto, Xue et al. (2019) identificaram o gene PTEN, juntamente com outros
genes recorrentemente relatados nos primeiros tipos de cancer de figado, como potenciais genes
direcionadores do raro cancer hepatico. Wardell et al. (2018) também relataram mutacao do
gene PTEN em canceres de vias biliares, porém em menor frequéncia comparado com outros
genes potenciais.

O gene PTEN codifica uma enzima capaz de controlar o crescimento das células,

sinalizando o término da divisdo e consequentemente a apoptose das células. Podendo ser
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expressa em diversos tecidos, linhagens celulares, canceres e outros (metastases, transplantes
de orgdos e tratamentos variados). A enzima PTEN funciona como uma fosfatase, capaz de
regular as fungdes e também estd relacionada com mais de cem processos fisiologicos e
bioquimicos no organismo humano, entre eles a angiogénese, o desenvolvimento cardiaco, a
migragao celular, a desfosforilagdo de proteinas, a transmissao sinaptica ritmica, o aprendizado
e memoria, ¢ a regulagdo negativa do envelhecimento celular (CANCER GENETICS WEB,

2020).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar o perfil de expressao do gene e da proteina PTEN nos canceres hepaticos

primarios e sua potencialidade no diagndstico, prognoéstico e tratamento.

Objetivos especificos

- Revelar as caracteristicas genéticas e bioquimicas da PTEN, analisando suas rotas
bioldgicas e localizacdo celular utilizando ferramentas de bioinformatica disponiveis em bancos
de dados de livre acesso;

- Correlacionar informagdes sobre o gene e a proteina PTEN com o carcinoma

hepatocelular e o colangiocarcinoma.
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METODOLOGIA

Estudo exploratorio e descritivo foi realizado no periodo de Outubro/2020 a
Dezembro/2020, baseando-se em revisdo bibliografica e no uso de ferramentas de
bioinformatica para obtengao de dados sobre o colangiocarcinoma intra-hepatico e a PTEN.

A revisao da literatura foi realizada nas bases de dados Google Scholar, SCIELO, PubMed
e Periddicos Capes utilizando como entrada as seguintes palavras-chave: “ducto”, “biliar”,
“cancer”, “bioinformatica”, “colangiocarcinoma” e “figado”, e seus correspondentes em inglés.
Além disso, os termos foram combinados utilizando o operador booleano “AND” para compor
a estratégia de busca.

A localizacdo cromossdmica do gene PTEN, bem como informacdes genéticas gerais
sobre o colangiocarcinoma foram obtidas a partir do banco de dados Genetics Home References
(https://ghr.nlm.nih.gov/) (NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2020). A sequéncia de
nucleotideos foi levantada no DBGET - Integrated Database Retrieval System no Banco de
dados do GenomeNet (https://www.genome.jp/).

A sequéncia de residuos de aminoacidos (FASTA) da PTEN de Homo sapiens foi obtida
no banco de dados NCBI - National Center of Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e no  UniProtKB - UniProt Knowledgebase
(https://www.uniprot.org/), e a estrutura proteica cristalizada em 3D foi levantada no PDB -
Protein DataBase (https://www.rcsb.org/) (BERMAN et al,, 2000) e no Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) (KOPP; SCHWEDE, 2004; WATERHOUSE et al., 2018),
respectivamente. A ferramenta ProtParam (https://web.expcasy.org/protparam/) (GASTEIGER
et al., 2005) no banco de dados Expasy, foi utilizada para revelar as caracteristicas moleculares,
como o percentual individual de aminoacidos na composicdo da proteina, peso molecular e

composi¢do atdmica.
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Para levantar a localizagao expressa do RNAm em diferentes tecidos e amostras celulares
em humanos, o The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) foi acessado
selecionando a chave PTEN em “protein summary”, restringindo o dado para “RNA data”
(UHLEN et al., 2015).

Para explorar as mutagdes somaticas no PTEN no cancer hepatocelular e
colangiocarcinoma, o banco de dados COSMIC - Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) foi acessado restringindo a busca para “PTEN”, “liver”,
“carcinoma” e os dois tipos de cancer hepatico (TATE et al., 2019).

Para obtencdo do mapa da via de sinalizagdo do colangiocarcinoma intra-hepatico foi
utilizado o banco de dados do KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(https://www.genome.jp/kegg/) (KANEHISA; GOTO, 2000), restringindo em “Kegg
Pathway”. Para busca de dados, as entradas a serem utilizadas foram os termos
“cholangiocarcinoma”, “bile duct cancer” e “hepatocellular carcinoma” selecionando o
resultado que conteve a melhor descricdo para cada busca, todos no conjunto de “Kegg
Orthology”.

A plataforma web PSORT - Protein Subcellular Localization Prediction Tool
(https://psort.hge.jp/form2.html) (NAKAI; HORTON, 1999) foi utilizada para predi¢do da
localizagdo celular da PTEN, selecionando a opg¢ao “yeast/animal” como sequéncia de entrada
para a busca da proteina. A localiza¢do subcelular também foi predita a partir da sequéncia de
aminoacidos utilizando o software CELLO versdo 2.0 calibrado para andlise especifica em

eucarioto (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (YU; LIN; HWANG, 2004; YU et al., 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os muitos papéis importantes da/ o PTEN abrangem diversos processos bioldgicos,
incluindo parada do ciclo celular em G1, apoptose, inibicao da migracao celular, disseminagao,
quimiotaxia e formacao de adesao focal (WAITE; ENG, 2002).

A proteina PTEN pertence a familia de proteinas tirosina-fosfatases (PTP) e ¢ classificada
como uma enzima hidrolase, tendo como principais fungdes a supressao tumoral e a motilidade
celular. As sequéncias de nucleotideos e de residuos de aminoacidos da PTEN em Homo

sapiens estdo postas nas tabelas 1 e 2, respectivamente, as quais foram obtidas no NCBI.

Tabela 1 - Caracteristicas do gene PTEN, incluindo o codigo de acesso, nome de descri¢do e

sua sequéncia de nucleotideos

Codigo de
acesso Nome Sequéncia de nucleotideos
NCBI
5728 phosphaﬁdyhn. atgacagccatcatcaaagagatcgttagcagaaacaaaaggagatat

ositol-3.4.5- caagaggatggattcgacttagacttgacctatatttatccaaacatt
. i attgctatgggatttcctgcagaaagacttgaaggcgtatacaggaac
trisphosphate aatattgatgatgtagtaaggtttttggattcaaagcataaaaaccat
3-phosphatase | tacaagatatacaatctttgtgctgaaagacattatgacaccgccaaa

and dual- tttaattgcagagttgcacaatatccttttgaagaccataacccacca
specﬂicﬁy cagctagaacttatcaaacccttttgtgaagatcttgaccaatggcta
pﬂﬁehl agtgaagatgacaatcatgttgcagcaattcactgtaaagctggaaag

ggacgaactggtgtaatgatatgtgcatatttattacatcggggcaaa
phosphatase tttttaaaggcacaagaggccctagatttctatggggaagtaaggacce

PTEN agagacaaaaagggagtaactattcccagtcagaggcgctatgtgtat
tattatagctacctgttaaagaatcatctggattatagaccagtggca
ctgttgtttcacaagatgatgtttgaaactattccaatgttcagtggce
ggaacttgcaatcctcagtttgtggtctgccagctaaaggtgaagata
tattcctccaattcaggacccacacgacgggaagacaagttcatgtac
tttgagttccctcageccgttacctgtgtgtggtgatatcaaagtagag
ttcttccacaaacagaacaagatgctaaaaaaggacaaaatgtttcac
ttttgggtaaatacattcttcataccaggaccagaggaaacctcagaa
aaagtagaaaatggaagtctatgtgatcaagaaatcgatagcatttgce
agtatagagcgtgcagataatgacaaggaatatctagtacttacttta
acaaaaaatgatcttgacaaagcaaataaagacaaagccaaccgatac
ttttctccaaattttaaggtgaagctgtacttcacaaaaacagtagag
gagccgtcaaatccagaggctagcagttcaacttctgtaacaccagat
gttagtgacaatgaacctgatcattatagatattctgacaccactgac
tctgatccagagaatgaaccttttgatgaagatcagcatacacaaatt

acaaaagtctga

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos dos NCBI (2020a) e GenomeNet (2020).
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O PTEN foi identificado pela primeira vez em 1997 por trés grupos independentes e por
estratégias diferentes. Dois grupos usaram clonagem posicional para mapear o gene, enquanto
Lietal. (1997) revelaram a existéncia de um novo gene supressor de tumor, o PTEN, em cancer
de mama. Steck et al. (1997) divulgaram o gene MMACI1 similar ao PTEN. Ja o terceiro grupo
se baseou nas propriedades bioquimicas (LI; SUN, 1997) e, desde entdo, varios dados foram
apresentados e revelam o papel de supressor tumoral in vitro e in vivo.

O gene PTEN em Homo sapiens esta localizado na posi¢cdo 23.31 no braco longo do
cromossomo 10 (Figura 1), sua sequéncia transcrita tem como codigo de acesso 5728 no NCBI
e revela 1.212 nucleotideos no GenomeNet (Tabela 1). O gene foi mapeado neste cromossomo
por Steck et al. (1997). Sharrard e Maitland (2000) mostraram que o gene PTEN contém 9 exons
mais um exon variavel com cinco bases que ¢ ignorado no transcrito principal. Além disso, a

extremidade 3- do exon 8 estd sujeita a splicing alternativo.

T T T o T T T S B O T T O T T T I N B T B TR B moo™ Mo
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o BB s o coH A I e B I B I O T I Lo © oW
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Figura 1 - Localizacdo cromossdmica do gene PTEN.

Fonte: Chromosome Disorder Outreach (2020).

Visto que existem 830 depositos de sequéncias e estruturas da proteina PTEN para Homo
sapiens no NCBI (até a presente data), utilizaram-se como critérios de escolha a quantidade de
residuos de aminodcidos, data de publicagdo, quantidade de referéncias e compatibilidade de
informacao com outros bancos de dados. A sequéncia da proteina PTEN em Homo sapiens no
NCBI tem como coédigo de acesso AAD38372 e apresenta 403 aminoacidos, massa molecular

de 47,16 kDa e ponto isoelétrico de 5,94 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Informag¢des bioquimicas da proteina PTEN, incluindo o codigo de acesso no
NCBI e PDB, ntimero de residuos de aminodacidos e as sequéncias primaria (FASTA) e

terciaria (Estrutura)

Codigo de
?\Icéslg(l) fni:ﬁ:;z? d(:)es Sequéncia FASTA Estrutura
PDB
AAD38372 403 >AAD38372.1 PTEN [Homo sapiens]
1D5R MTAIIKEIVSRNKRRYQEDGFDLDLTYIYPN

IIAMGFPAERLEGVYRNNIDDVVRFLDSKHK
NHYKIYNLCAERHYDTAKFNCRVAQYPFEDH
NPPQLELIKPFCEDLDQWLSEDDNHVAATIHC
KAGKGRTGVMICAYLLHRGKFLKAQEALDFEY
GEVRTRDKKGVTIPSQRRYVYYYSYLLKNHL
DYRPVALLFHKMMFETIPMFSGGTCNPQEVV
CQLKVKIYSSNSGPTRREDKFMYFEFPQPLP
VCGDIKVEFFHKONKMLKKDKMFHEWVNTEF
IPGPEETSEKVENGSLCDQEIDSICSIERAD
NDKEYLVLTLTKNDLDKANKDKANRYFSPNF
KVKLYFTKTVEEPSNPEASSSTSVTPDVSDN
EPDHYRYSDTTDSDPENEPFDEDQHTQITKV

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do NCBI (2020b) e PDB (2020).

A anadlise in silico da sequéncia FASTA revela a composi¢do dos principais aminoacidos
presentes na PTEN, sendo Lys (8,4%), Asp (8,2%) e Glu (7,2%) os mais prevalentes, e Met
(2,2%) e Trp (0,5%) aqueles que aparecem em menor frequéncia, revelando assim sua
caracteristica polar com cargas positivas e negativas.

A estrutura terciaria extraida do PDB (1D5R) foi obtida pelo método de difragcdo de raio-
X (Tabela 2). No Swiss-Model no Expasy a PTEN de Homo sapiens foi identificada pelo codigo
P60484. A familia das proteinas tirosina fosfatases, como € o caso da PTEN, retune as enzimas
responsaveis pela remocao do grupo fosfato de residuos de tirosina em proteinas. O sitio
catalitico dessa familia ¢ altamente conservado por uma sequéncia consenso composta pelos
residuos [I/V] HCXXGXXR[S/T] (TONKS, 2013). Esta sequéncia forma o loop catalitico,
responsavel pela remog¢dao do grupo fosfato do residuo de tirosina da proteina substrato

(SCORSATO, 2015).
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Tabela 3 - Composi¢ao de aminoacidos da sequéncia primaria de PTEN

Aminoacido Abreviatura e sigla Quantidade Frequéncia
Lisina Lys (K) 34 8,4%
Aspartato Asp (D) 33 8,2%
Glutamato Glu (E) 29 7,2%
Leucina Leu (L) 27 6,7%
Fenilalanina Phe (F) 25 6,2%
Valina Val (V) 24 6,0%
Asparagina Asn (N) 23 5,7%
Prolina Pro (P) 23 5,7%
Tirosina Tyr (Y) 23 5,7%
Serina Ser (S) 22 5,5%
Treonina Thr (T) 21 5,2%
Isoleucina Ile (T) 20 5,0%
Arginina Arg (R) 20 5,0%
Alanina Ala (A) 17 4,2%
Glicina Gly (G) 15 3,7%
Glutamina Gln (Q) 13 3,2%
Histidina His (H) 13 3,2%
Cisteina Cys (C) 10 2,5%
Metionina Met (M) 9 2,2%
Triptofano Trp (W) 2 0,5%

Fonte: Os autores. Tabela construida com dadosg;rjqfos do ProtParam (2020) com base na sequéncia

A andlise da estrutura secundaria da PTEN (Figura 2A) no banco de dados PDB
(BERMAN et al., 2000) com cédigo de acesso 1D5R e nomeada como PTEN fosfoinositol
fosfatase, alinha-se com a sequéncia P60484 depositada no Uniprot (Figura 2B) em apenas 324
residuos de aminoacidos € nomeada como fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 3-fosfatase e

especifica para proteina fosfatase PTEN, revelou a presenca e localizagdo de arranjos do tipo
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alfa-hélice (nove unidades) e conformacao beta (quatorze unidades), os quais podem ser
visualizados na estrutura posta na Tabela 2. Dentre os residuos presentes na sequéncia, apenas
um ¢ modificado, sendo a fosfoserina localizada na posicao 288 (Figura 2A) em contraste de
dez residuos modificados na sequéncia da PTEN depositada no Uniprot (Figura 2B), sendo uma
N-acetil-treonina na posi¢ao 2, quatro residuos de fosfoserina nas posi¢des 294, 370, 380 e 385,
uma fosfotirosina na posi¢ao 336 e quatro residuos de fosfotreonina nas posi¢oes 366, 382, 383
e 401.

E enorme a quantidade de bancos de dados ¢ as suas informagdes sdo muito variadas.
Muitas vezes esses dados ndo sdo precisos e contém inconsisténcias. Por isso, estudiosos na
area de bioinformatica recomendam o uso de fontes confidveis e revisadas. Os bancos de dados
utilizados neste estudo de levantamento genético e bioquimico do PTEN sdo considerados os
principais na area. O UniProtKB ¢ uma base de conhecimento de sequéncias de proteinas
abrangente e anotada, enquanto o NCBI fornece um grande conjunto de recursos online para
informacgdes e dados bioldgicos. Além deles, lista-se também o KEGG, uma colecio de bancos
de dados que abrange fung¢des e utilidades de sistemas bioldgicos, sendo as proteinas associadas
a vias metabolicas, reagdes bioquimicas, doengas, entre outros (LENZ, 2020).

Além dos bancos de dados citados, existem outros mais especificos com variadas
classificagdes de sequéncias de nucleotideos e proteinas. Assim, a confiabilidade das fontes de
dados ¢ fundamental e a validacao dos dados obtidos em um banco de dados se faz necessaria
em outros bancos (LENZ, 2020). A curadoria manual ¢ frequentemente usada para avaliar
varios tipos de evidéncias e melhorar as predi¢des automatizadas, como foi o caso dos dois
depositos de sequéncia primaria da proteina PTEN no PDB e no Uniprot. Em ultima anélise, a

verificagdo experimental ¢ a inica maneira de garantir a estrutura correta.
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Figura 2 - Caracteristicas das sequéncias da PTEN depositadas nos bancos de dados PDB (A) e Uniprot (B).
Fonte: Adaptada de PDB (2020).
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O acido tartarico ¢ um dacido organico cristalino, descrito como um alfa-
hidroxicarboxilico, diprético e aldarico em caracteristicas acidas, derivado da dihidroxila do
acido succinico (DRUGBANK, 2020). Esse acido ¢ um dos ligantes da proteina PTEN, na qual
existem oito sitios de ligacao, sendo eles nas posi¢cdes Asp86, His87, Cys118, Lys119, Alal20,
Gly123, Argl24 e GInl65 (Figura 2A).

A sequéncia depositada no PDB também revelou a presenga de um unico sitio ativo,
nomeado como fosfocisteina intermediaria na posi¢ao Cys118 (Figura 2A), uma informagao
conflitante quando se compara com o depodsito da mesma sequéncia no Uniprot, onde o sitio
ativo ¢ descrito estando localizado na posi¢ao Cys124 (Figura 2B). Em busca pela estrutura
detalhada da PTEN no banco de dados SwissModel (Figura 3), o sitio ativo ¢ revelado como
descrito por Lee et al. (1999), com um motivo HCXXGXXR e os residuos Cys-124 e Arg-130
como os aminodcidos essenciais para a catalise e os residuos His-123 e Gly-127 importantes
para a conformacdo do loop P. Interessantemente, as estruturas depositadas no Uniprot
(P60484) e no PDB (1D5R) ndo se alinham integralmente, mas somente em 324 residuos de
aminodcidos, como pode ser visto nas figuras 2 e 3.

Nao ha um consenso sobre a estrutura dos dominios da proteina PTEN, variando entre os
residuos 1-185 e 7-185 para o N-terminal e entre os residuos 186-351 e 186-403 para o dominio
C-terminal (LEE et al., 1999; WAITE; ENG, 2002). Segundo Waite; Eng (2002), o dominio C-
terminal contém o dominio C2 de ligacdo a membrana e desfosforilagdao de PIP3 (Lee et al.
1999), o dominio PEST na cauda carboxiterminal (residuos 350-375 e 379-396) que regulam a
estabilidade da proteina e o dominio PDZ, importante nas interagdes proteina-proteina (SONG;
SALMENA; PANDOLFI, 2012). Ainda, ha a descrigdo de mais dois dominios, dominio de
ligacdo a PIP2 e o dominio fosfatase (JOTTA, 2012). Os autores Dirican; Akkiprik (2017)

revelaram em esquema a estrutura dos dominios da PTEN, como pode ser visto na Figura 4.
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A PHOSF’HOlNOSlTlDE F’HOSF’HATASE F‘TEN P60484 UniProtkB™ InterPro™
048 ; IDDVVRFLDSKHKNHYKIYNLCAEREYDTRKFNCRVAQY
) DVVRFLDSKEKNHYKIYNLCAEREYDTAKFNCAVAQY

HEQFVVCQLEVETY
PQFVVCOLEVKI

FEVEKLYFTKTV as51
FEVELYFTKTV az2

Figura 3 - Sequéncia de alinhamento das estruturas da PTEN depositadas no PDB (1D5R) e

no Uniprot (P60484) (A). Detalhe do residuo de cisteina presente no sitio ativo (B).
Fonte: Adaptada de SWISS-MODEL - Uniprot 60484 (2020).

Analisando as sequéncias alinhadas do PDB (Figura 2A) e Uniprot (Figura 2B) ha a
descricao de dois dominios: 1) a fosfatase tensina N-terminal entre os residuos 8-179 e 4-185,
respectivamente, e 2) C2 tensina C-terminal entre os residuos 184-324, para o primeiro e 190-
350, para o segundo. Na figura 2B também ¢ possivel visualizar a presenca de apenas um

iniciador de metionina na posic¢ao 1.

1-13 13-185 150-350 350-400 401-403

Figura 4 - Estrutura dos dominios da PTEN. PBD- dominio fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato;
PDZ- dominio de ligagdo de proteina (PSD-95/Dlg/Z0O-1).
Fonte: Adaptada de Dirican, Akkiprik (2017).
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Dados levantados a partir do PSORT revelaram alta predi¢ao a localizacao citoplasmatica
(60,9%) e baixa para nuclear (34,8%), enquanto a validagdo dos resultados pelo CELLO indicou
alta predicdo a localizacdo nuclear (3.330) e baixa para citoplasmatica (1.107). Segundo
anota¢dao no UniProt (P60484), a PTEN ja foi localizada no nicleo (MEHENNI et al., 2005;
SONG et al., 2008; THEMSCHE et al., 2009; HOWITT et al., 2015), no citoplasma (LI; SUN,
1997; MEHENNI et al., 2005; SONG et al., 2008; THEMSCHE et al., 2009; HOWITT et al.,
2015) e na regido extracelular (HOPKINS et al., 2013; LIANG et al., 2014).

Segundo Jotta (2012), a distribui¢do intracelular da proteina PTEN entre o nucleo e
citoplasma da célula ¢ determinada pela presenca de dominio de localizagdo nuclear na regido
N-terminal e de dominios de exclusdo nuclear nas regides C2 e C-terminal. A localizacdo de
PTEN no nucleo ¢ dependente da conformacao da proteina (GIL et al., 2006) e € onde ela regula,
independentemente da sua atividade fosfatase, o ciclo celular, promovendo a estabilidade
gendmica e o reparo do DNA (SHEN et al., 2007). Vale destacar que o recrutamento de PTEN
para o nucleo reduz sua habilidade em antagonizar PI3K (LINDSAY et al., 2006) e a sua
auséncia nesta regido celular tem sido associada com canceres mais agressivos (SONG et al.,
2012).

A andlise transcriptomica (RNA-seq) extraida do NCBI (2020a) realizada em 27 tecidos
diferentes, com a finalidade de determinar a especificidade do gene codificador da proteina
PTEN revelou que o gene ¢ altamente expresso no organismo humano e em diferentes tecidos
(Figura 5), sendo majoritariamente no tecido adiposo (média RPKM 42.812 + 10.554) ao
contrario do pancreas com menor expressdo (média RPKM 3.688 + 0,299). O figado, como
outros tecidos analisados, possui expressdo mediana do gene PTEN (média RPKM 16.479 +

2,99).
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Figura S - Analise transcriptomica do gene PTEN de Homo sapiens (Gene ID: 5728) em 27 tecidos humanos expresso em RPKM (reads per

kilobase por milion mapped reads), sem especificagdo do estagio de desenvolvimento.
Fonte: Adaptada de NCBI (2020a).
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Os dados extraidos do NCBI (2020) foram gerados a partir de andlise transcriptomica
quantitativa (RNA-Seq) realizada por Fagerberg et al. (2014) para classificar a expressao
especifica de genes em um conjunto representativo dos principais 6rgaos e tecidos humanos,
combinando com analise em anticorpos.

Com base nos resultados obtidos, Fagerberg et al. (2014) criaram uma nova versao do
The Human Protein Atlas, no qual € possivel obter mais informagdes sobre a expressao do gene
PTEN (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171862-PTEN). A especificidade tecidual
(baixa, expresso em todos os tecidos), no cérebro (baixa) e no sangue (em neutréfilos),
localizagdo extracelular (secretado) e subcelular (nucleoplasma e citosol), prognostico tumoral
(marcador em tumor renal, baixa especificidade, detectado em todos os tipos de cancer),
localizagdo predita (intracelular ou secretada), processos bioldgicos (apoptose, metabolismo de
lipideos e neurogénese) e doencas envolvidas (autismo, canceres, mutacdes e supressor de
tumor), ligante (ligante de lipidio), e fungao proteica (supressor de tumor) e molecular (proteina
fosfatase, hidrolase). Segundo Fagerberg et al. (2014), o mapa de expressdo humana integrativa
pode ser usado como um ponto de partida para explorar os constituintes moleculares do corpo
humano.

Ainda no The Human Protein Atlas € possivel obter um resumo de expressdo do gene
PTEN em 55 diferentes tecidos e seis tipos celulares do sangue (Figura 6), no qual o timo
aparece como o tecido com maior expressdao (NX: 49,7), em contraste com as células
mononucleadas do sangue periférico que apresentam a menor expressao (NX: 2,0), enquanto o
figado também expressa o gene PTEN, porém de maneira mediana comparado com outros

tecidos e grupos celulares (NX: 32,4).


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171862-PTEN
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Fonte: Adaptada de The Human Protein Atlas (2020).

Figura 6 - Expressao do gene PTEN de Homo sapiens em 55 diferentes tecidos e seis tipos celulares do sangue expresso em NX (expressao
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O carcinoma hepatocelular ¢ um importante tipo de cancer primario do figado, sendo
também um dos raros tumores humanos relacionados a fatores virais. Dados extraidos do
KEGG (2020a) revelam que as hepatites B e C, assim como o alcoolismo e o tabagismo causam
diversas alteracdes genéticas no figado saudavel (Figura 7). Entretanto, em condi¢ao de
inflamagao crdnica e cirrose, a superexpressao de marcadores, como TGFa e IGF-II, resulta na
ativagdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT.

Segundo Li; Ross (2007) PTEN ¢ um grande influenciador no funcionamento da via
PI3K/AKT. Por ser um supressor de tumor, a PTEN tem como fung¢do regular a atividade e o
nivel de expressao das proteinas envolvidas nessa via, resultando na sobrevivéncia celular
(Figura 7).

Desta maneira, a PTEN atua como um regulador da via PI3K/AKT, desfosforilando a
PI3P, diminuindo seus niveis celulares e resultando na regulagdo negativa de AKT. Para melhor
entendimento e visualiza¢do de maneira integrada no organismo humano, a via foi extraida do
banco de dados KEGG (2020b).

A estimulacdo da GPCR (receptor acoplado a proteina G) ativa a PI3K (fosfoinositideo-
3-quinase), levando a produgdo de PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato) na membrana
plasmatica. O PIP3 direciona a AKT a membrana celular, onde ¢ fosforilada e ativada pela
PDK1, uma quinase fosfoinositol-dependente.

O gene PTEN regula negativamente a via PI3K/AKT (Figura 8). A fosfatase codificada
pelo gene PTEN promove a desfosforilagdo da PIP3, com acdo na atividade de PI3K
convertendo PIP3 a PIP2, impedindo assim a ativagdo da AKT, estimulando a apoptose e

bloqueando a proliferacdo e o crescimento celular tumoral (COSTA, 2012).
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Figura 7 - Vias de sinalizagdo do carcinoma hepatocelular.

Fonte: Adaptada de KEGG (2020a).
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Na figura 7, MAPK, RAS, RAF, MEK e ERK sdo ativados sequencialmente pela quinase
regulando varios processos celulares vitais para a célula maligna, revelando a importante
participacdo da PTEN na regulagdo da evolucdo do carcinoma hepatocelular em geral
(CARMO, 2014).

A expressao diminuida da proteina PTEN gera niveis aumentados de AKT e inibi¢ao da
apoptose ¢ dos mecanismos de controle celular. Por outro lado, sua ativacdo resulta em
fosforilagdo de efetores proteicos, dentre os quais estd o alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), que tém funcdo estabelecida na progressao da carcinogénese humana.

Assim, a perda de fun¢do do PTEN perpetua a ativagdo da AKT, criando um mecanismo
de auto-ativagdo ciclica, resultando em mecanismo de escape da morte celular programada e da
parada do ciclo celular em G1, propiciando o crescimento tumoral.

A partir de levantamento realizado no banco de dados COSMIC (2020a) observou-se a
expressdo diferencial dos 20 principais genes em amostras de colangiocarcinoma com ou sem
mutagdo, estando o PTEN na décima posicao, com frequéncia de 9%.

Segundo dados de mutagénese do Uniprot (P60484) existem 24 sitios possiveis de
mutacdo na PTEN, enquanto pelo PDB (1D5R) sdo apenas 13 sitios. Explorando as informagdes
no COSMIC e filtrando para dados especificamente em colangiocarcinoma hepatocelular, na
PTEN ¢ possivel notar que existem trés tipos de mutagdo do tipo missense observadas no gene,
com destaque para substituicdo G > T, sendo a frequéncia expressa na figura 9.

Mutagdes do tipo missense alteram a funcionalidade da proteina (ALI; SCHRIML;
DEAN, 1999), ja que havendo a substituicdo de uma base nitrogenada e resultando em um novo
cddon, o aminoécido ¢ alterado apenas nesta posi¢do. Isso ¢, Argl30 pode ser alterada para
GIn130, Pro130, Leul30, Gly130 e Serl30, e Argl73 pode ser substituida para Cysl73 e
His173. Essas alteragdes foram levantadas com base na sequéncia depositada no Uniprot

(P60484) e dados do COSMIC-3D.
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Figura 9 - Localizagao e intensidade da frequéncia das mutacdes missense na sequéncia da

proteina PTEN e sua posic¢ao na estrutura tridimensional.

Fonte: Adaptada de COSMIC (2020b).

Interessantemente, todas as substituigdes possiveis estdo no dominio catalitico da PTEN
entre os residuos 67-173. Segundo o COSMIC-3D, em genes supressores de tumor, mudancas
em residuos de aminoacidos resultam em uma perda de carga positiva, uma vez que o
aminoacido arginina pertence a classe dos aminoacidos polares carregados positivamente. Isso
pode impactar na alteracdo da funcdo e/ou enovelamento da estrutura proteica, ainda mais se
tratando de uma regido catalitica da proteina PTEN. Entretanto, a funcao de regulacdo da via
AKT/PKB pela desfosforilagdo da PIP3 nao ¢ alterada mesmo com as possiveis mutagdes
missense, porque o dominio que permite essa regulagdo ¢ o C2 que ¢ constituido pelos residuos
de aminoacidos 182-320.

Um outro detalhe importante como resultado da mutacao missense presente na PTEN ¢
que a substitui¢ao do aminoacido Arg pela Gly ou Pro pode também interferir na flexibilidade
ou rigidez do enovelamento proteico.

Deve-se considerar ainda que o aparecimento de miRNA pode ser observado
significantemente em diversos tumores. A figura 10 representa a via de sinalizagdo do
carcinoma hepatocelular e os miRNAs envolvidos em todas as fases da formagao deste cancer.

O miRNA ¢ uma pequena moléculas ndo codificadoras de RNA com aproximadamente 21-23



36

nucleotideos de comprimento, capazes de regular a expressao génica através da degradagdo ou
repressao da tradugao de moléculas-alvo de RNA mensageiro (AMARAL et al., 2010).

A diminui¢do na expressao de miRNAs tem sido amplamente observada em diferentes
estagios do cancer resultando no aumento da expressao oncogénica, ao contrario da
superexpressao de miRNAs especificos que pode levar a repressao de genes supressores de
tumor. Em ambas as situacdes os efeitos malignos subsequentes sao induzidos na proliferacao
celular, diferenciacdo e apoptose que levam ao crescimento e desenvolvimento do tumor
(KEGG, 2020c).

No contexto do colangiocarcinoma, poucos estudos investigaram o perfil de circulacdo
de miRNA em pacientes oncologicos, porém duas meta-analises tém sugerido seu potencial no
diagnostico (LIANG et al., 2016; ZHOU; LIU; YANG, 2017). Apesar de terem sido levantados
miRNA diferencialmente circulantes, comparando individuos saudaveis e diagnosticados com
colangiocarcinoma, sendo trés na bile (miRNA-9, -145 e -150-5p), dois na urina (miRNA-21 e
-192) e oito no plasma (miRNA-21, -192, -106a, -150-5p, -150, -222, -483-5p e -194), o
miRNA-21 ¢ um dos mais bem caracterizados em termos de seu potencial como biomarcador
no diagnodstico de colangiocarcinoma (MACIAS et al., 2019).

No caso do PTEN, seus niveis sdo regulados em células cancerigenas por varios RNAs
enddgenos competidores, os quais influenciam a disponibilidade de miRNAs que possuem
como alvo a expressdo de PTEN (TAY et al., 2011). Neste caso, o miRNA-21 ndo so
desempenha papel importante (figura 10) criando um ambiente pré-tumorigénico ao direcionar
varios genes supressores de tumor (PAN; WANG; WANG, 2010), mas também diminuindo a
proliferacdo e migracdo celular, e invasdo e crescimento tumoral (MENG et al., 2007) em
colangiocarcinoma intra-hepatico (figura 10), além de se revelar um marcador de diagndstico e
prognostico e um potencial alvo terapéutico para esse tipo de cancer hepatocelular (WANG et

al., 2015; CORREA-GALLEGO et al., 2016).
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CONCLUSAO

A partir dos dados levantados utilizando ferramentas de bioinformatica e revisdo da
literatura foi possivel descrever a estrutura e fungao do gene e da proteina PTEN no organismo
humano e sua relevancia nos estudos relacionados ao cancer.

Localizado no braco longo do cromossomo 10, o gene PTEN possui 1.212 nucleotideos
e apresenta como principais fungdes a supressao tumoral e a motilidade celular. Ja a proteina
PTEN, pertencente a familia tirosina fosfatase, apresenta 403 residuos de aminoacidos e pode
ser localizada no nucleo, no citoplasma e também na regido extracelular. Ademais, apesar de
nao haver um consenso sobre a estrutura dos seus dominios, os estudos revelam que existam os
dominios C2, PEST, PDZ, de liga¢do a PIP2 e o fosfatase.

O gene PTEN ¢ altamente expresso no organismo humano em diversos tecidos, entre
eles o figado, onde o carcinoma hepatocelular ¢ o cancer primario e a sinalizagdo pela
PI3K/AKT ¢ uma das principais vias, sendo influenciada diretamente por PTEN.

Algumas mutacdes do tipo missense no PTEN também foram associadas aos carcinomas,
podendo resultar numa grave perda de funcionalidade na regido catalitica da proteina. Além
disso, 0o miRNAZ21 foi revelado como um potencial biomarcador no colangiocarcinoma, estando
relacionado com o PTEN.

Entender as inimeras possibilidades de regulagao da atividade de PTEN ainda ¢ um tema
pertinente para estudo, uma vez que por meio desse mecanismo podemos entender como

modular a sua atividade em prol terapéutico, de diagndstico e progndstico eficientes do cancer.
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