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Resumo

Introducdo: A Epidermdlise Bolhosa (EB) faz parte de um grupo de doencas genéticas
dermatoldgicas caracterizadas pela formacéo de bolhas na pele, devido aos defeitos presentes
nas proteinas estruturais, que sdo importantes na adesdo das camadas epidérmica e dermo-
epidérmica. Objetivo: Foi relacionar os fenotipos da EB Simples da regido basal a partir das
mutacdes encontradas em locais dos genes que modificam a funcdo das proteinas queratina-5
e -14. Metodologia: Foi feito um estudo experimenta utilizando programas da bioinformatica
para elucidar as estruturas proteicas anormais, das queratina-5 e queratina-14 que representam
0s principais subtipos da EB Simples. Considerac6es finais: Apds observar as alteracfes nas
estruturas tridimensionais das K5 e K14 pelo SWISS-MODEL, foi possivel demonstrar
mutacdes que ocorrem em locais especificos dos genes, responsaveis por um subtipo da EBS,
e que as interacdes intermoleculares e intramoleculares, sdo importantes para manter a
estrutura tridimensional e conservar a funcdo normal das proteinas.
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Association of mutations in KRT5 and KRT14 genes in Epidermolysis Bullosa Simple
Abstract

Introduction: Epidermolysis Bullosa (EB) is part of a group of genetic skin disease
characterized by blistering of the skin due to defects present in the structural proteins that are
important in the adhesion of epidermal layer and dermal-epidermal junction. Objective: list
the phenotypes of EB Simple basal region from the mutations found in locations of genes that
modify the function of proteins keratin-5 and -14. Methodology: A study was done
experiments using bioinformatics programs to elucidate abnormal protein structures, the
keratin-5 and keratin-14 representing the major subtypes of EB Simple. Final Thoughts:
After observing the changes in the three-dimensional structures of K5 and K14 by SWISS-
MODEL, was demonstrated mutations that occur in specific locations of the genes
responsible for a subtype of EBS, and the intermolecular interactions and intramolecular are
important to keep the tridimensional structure and maintain normal function of the protein.
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1. Introducgéo

A Epidermolise Bolhosa (EB) faz parte de um grupo de doencas genéticas
dermatoldgicas caracterizadas pela formacéo de bolhas na pele, devido aos defeitos presentes
nas proteinas estruturais, que sdo importantes na adesdo das camadas epidérmica e dermo-
epidérmica. Este defeito favorece o aparecimento de bolhas, quando o tecido sofre agressbes
externas e, até mesmo, por variacOes altas de temperatura (ALMEIDA JR, 2002).

A Epidermolise Bolhosa € uma doenca rara que afeta individuos de etnias diferentes e,
ndo ha distingdo entre os géneros masculino e feminino. Foram feitos varios estudos em
diversas populagdes e foi demonstrado que os Estados Unidos tém um registro mais rigoroso
entre os demais. Dados coletados nos anos de 1986 até 2002 permitiu correlacionar o indice
da prevaléncia de 8: 1.000.000 de pessoas em 1990, sendo que foram descobertos cerca de
3.300 casos de EB, a incidéncia ficou em 1: 1.000.000 dos nascidos vivos entre 0s anos de
1986 e 1990. Foi demonstrado que o grupo da EB Simples possui 0 maior nimero de casos e
0 subtipo EB-Localizada com maior indice. A maior prevaléncia dos casos da EB Juncional
foi a forma mais branda N&o-Herlitz. Na distrofica recessiva, a mais comum foi N&o-
Hallopeau Siemens. A prevaléncia e incidéncia devem possuir uma semelhanca entre as
demais populagdes devido a uma pequena diferenca nos valores comparados ao registro dos
Estados Unidos e, assim, demonstram que ndo tem distin¢do entre as localidades geogréaficas e
etnias (BOEIRA, 2012).

A patologia foi classificada em quatro tipos principais depois da reunido do consenso
internacional da Epidermdlise Bolhosa no ano de 2008 e, a divisdo ficou em: EB Simples
(EBS); EB Juncional (EBJ); EB Distrofica (EBD); e Sindrome de Kindler. Esta divisdo deve-
se a quantidade de genes e fendtipos clinicos diferentes da Epidermoélise Bolhosa. A EBS
divide-se em dois tipos principais: A supra basal ocorre em camadas acima dos queratindcitos
basais da epiderme e, a basal que afeta os queratindcitos basais. Os genes mais estudados da
EBS sdo 0 KRT5 e a KRT14 responsaveis por sintetizar as queratinas-5 e -14 dos filamentos
intermediérios e sdo de heranga autossdbmica dominante (FINE et al., 2014). Em alguns
estudos foram relatados casos da EBS que apresentaram heranca autossémica recessiva, mas
principal no gene KRT14 e, representam apenas 5% de todas as mutagdes da EBS sendo que o
fator principal relacionado ¢ a consanguinidade (GARCIA et al., 2011).

Os tipos EBJ e EBD ndo demonstram problemas nas adesGes dermo-epidérmica na
zona da membrana basal, mas, ocorrem na lamina lucida e lamina densa, respectivamente
(ALMEIDA JR, 2002). Os genes da EBJ sdo: LAMA3; LAMB3; LAMC2; COL17A1; ITGAG;
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ITGA3; e ITGB4. Na EBD s6 foi relatado o gene COL7AL e, nestas formas sdo encontrados
tanto padrdes de heranga autossdbmico dominante e recessivo entre os subtipos (FINE et al.,
2014; GHR, 2015a; GHR, 2015b).

A Sindrome de Kindler ¢ uma dermatose padréo de herancga autossémica recessiva e a
formagdo das bolhas pode ocorrer em multiplos niveis na membrana basal intralamina lucida
e sublamina densa e apresenta uma particularidade de fotosensibilidade. O gene associado
com esta sindrome ¢ 0 FERMT1 (KIND1) (FINE, 2010).

Os genes KRT5 e KRT14 juntos sintetizam as proteinas do citoesqueleto denominadas
de filamentos intermediarios de queratina. As proteinas do citoesqueleto sdo importantes para
contragdo muscular, movimento celular, transporte de componentes intracelulares, assim
como na determinacdo morfoldgica das células. O filamento intermediario estd presente em
todas as células, fornecendo forca e resisténcia aos tecidos contra danos externos. A sua
estrutura pode ser feita de queratina, vimentina ou desmina. Entretanto, elas estdo presentes
em tecidos diferentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; ALMEIDA JR, 2004).

O corpo humano é protegido pelas barreiras epiteliais que sdo componentes
importantes da imunidade inata, entre elas tem-se a pele, e 0s revestimentos epiteliais internos
do trato gastrointestinal e respiratdrio. Por estarem em contato direto com 0 meio externo, as
barreiras fisicas impedem a invasdo de patdgenos, protegem o epitélio contra agressdes
externas, previnem a desidratacdo, realiza a producdo de peptideos que agem como
antibidticos e linfocitos epiteliais que ajudam a combater microrganismos (ABBAS;
LICHTMAN, 2009). Atualmente, ndo se possui muitas informacGes detalhadas a respeito das
mudancas estruturais destas proteinas com a EB. O conhecimento das alteragdes anormais,
ajuda no desenvolvimento de métodos e tratamentos eficazes e, assim, melhorar a qualidade
de vida dos pacientes que convivem com esta doenca.

O objetivo desse trabalho foi relacionar os fenétipos da EB Simples da regido basal a

partir das mutacGes encontradas nos genes que codificam as proteinas queratina-5 e -14.

2.1. Metodologia

No trabalho foi feito um estudo experimental utilizando programas da bioinformatica
para elucidar as estruturas protéicas anormais das queratina-5 e queratina-14 que representam
0s principais subtipos da Epidermdlise Bolhosa Simples (EBS). Este estudo teve o auxilio de
uma revisao bibliografica a partir de periodicos cientificos nacionais e internacionais

relacionados com a EBS e dos genes KRT5 e KRT14.



Foram feitas pesquisas em artigos cientificos e teses nacionais e internacionais nas
bases de dados da EBSCOhost, Scielo, PubMed, Medline, Elsevier, Bireme e Google
Académico no periodo de 2000 a 2016 e foram adicionados artigos classicos para elucidacéo
de alguns termos. As palavras-chave foram: “Epidermolise Bolhosa Simples”; “Filamentos
Intermedidrios”; “Estrutura”; “KRT5”; e “KRT14” em inglés ou portugués separadamente e

combinagOes das mesmas utilizando o conectivo AND.

2.2. Bioinformatica

“A bioinformatica se refere ao emprego de ferramentas computacionais no estudo de
problemas e questdes bioldgicas, abrangendo também as aplicacdes relacionadas a salde
humana como o planejamento de novos farmacos” (VERLI, 2014).

As ferramentas utilizadas no trabalho estdo presentes nos seguintes sites da internet:
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); The
Sequence Manipulation Suite (SMS) (http://www.bioinformatics.org/sms2/); Protein Data
Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home); e SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/).

O site da NCBI é um banco de dados de nucleotideos, que além de disponibilizar
sequéncias génicas de varias espécies, disponibiliza o uso de varias ferramentas para trabalhar
com essas sequéncias. Primeiro foi feito uma busca dos genes no banco de dados de
nucleotideos NCBI para adquirir informac6es das sequéncias nucleotidicas da KRT5 e KRT14.
Estas informagdes foram usadas para construir um modelo da proteina, mas antes da
modelagem, foi usado a ferramenta GenBank Trans Extractor do SMS para conseguir as
sequéncias peptidicas. Em seguida, essas sequéncias foram submetidas a analise através da
ferramenta Modelling que se encontra no site do SWISS-MODEL, resultando em 3 modelos
com sequéncia mais proximas da sequéncia modelo. As Unicas sequéncias que representavam
as queratina-5 e queratina-14 foram os dominios helicoidal 2B de ambas proteinas. O nimero
de chamada das proteinas foram: 3tnu.1l.A (Queratina-14) e 3tnu.1.B (Queratina-5) estdo
depositadas no banco de dado de proteina PDB e foram usadas para modelar as proteinas com
mutacdes. Foi feita uma arvore filogenética do tipo circular para os genes KRT5 e KRT14 a
partir da ferramenta BLAST presente no NCBI usando a sequéncia NM_000424.3 do gene
KRT5 como base, para o alinhamento entre outras sequéncias do gene KRT5 (M21389.1;
NM _000424.2; BC024292.1) e para a sequéncia base NM_000526.4 do gene KRT14 com
outras sequéncias da KRT14 (BT007186.1; BC094830.1; NM_000526.3). Foram escolhidas
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apenas 3 sequéncias génicas, sendo que deveriam apresentaram uma identidade acima de
95%. Na construgdo dos gréaficos foi necessario utilizar as informag6es do banco de dados do
filamento intermediario humano (HIFD), para criar um critério de selecdo de mutacdes a
partir das substituicdes mais frequentes de nucleotideos nos genes KRT5 e KRT14, e 0

principal dominio que apresenta o maior indice de mutac6es nas queratinas do tipo | e tipo Il.

3. Resultados e Discussao

A Epidermolise Bolhosa Simples (EBS) do tipo basal apresenta trés subtipos, estas
variacdes sdo o resultado de mutacGes que ocorrem dentro de regides especificas dos genes
KRT5 ou KRT14. A formacdo das bolhas se da pela ruptura das células basais presentes na
camada da epiderme; sdo células denominadas de queratindcitos, responsaveis pela sintese de
queratinas importantes para o tecido, sendo que estas proteinas serdo usadas para formar os
filamentos intermediarios de queratina. As bolhas representam uma consequéncia do
enfraguecimento das proteinas queratina e, pelo fato de ter uma lise dessas células, alguns
autores chamam esta patologia de Epidermolitica (ALMEIDA JR, 2002).

O quadro clinico de cada um dos subtipos da EBS ¢€ classificado pela forma com que
elas se manifestam. Os principais fatores para diferencia-las sdo os locais em que as bolhas se
formam, a intensidade e em qual momento da vida que os sinais e sintomas comegam a se
desenvolver. Na tabela 1 tem-se estas trés principais caracteristicas do quadro clinico, além de
outros achados importantes como, anemia devido a perda de sangue causada pelas bolhas que
acabam se rompendo e outros achados que foram observados em alguns pacientes (LIOVIC et
al., 2004). Os subtipos séo da EBS do tipo basal sdo: EBS Localizada (antigamente Weber-
Cockaine); EBS Generalizada Intermediaria (antigamente Koebner); e EBS Generalizada
severa (antigamente Dowling-Meara). A forma Localizada apresenta bolhas restritas nas maos
e pés, tanto no dorso quanto na regido palmar e solado dos pés, mas estdo presentes em
regides em que ocorrem bastante atrito fisico. As duas formas generalizadas podem ocorrer
em qualquer lugar no corpo e manifestam-se desde o nascimento, s6 que a intensidade dos
sinais e sintomas entre elas séo diferentes. Sendo que a forma Generalizada Severa apresenta
hiperqueratose nas palmas e solado dos pés, e pela presenca de bolhas na mucosa de alguns
pacientes (MACHADO et al., 2002; JERABKOVA et al., 2010). Na figura 1 pacientes com
0s trés subtipos da EBS.



Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos subtipos da EBS.

EBS-localizada

EBS-generalizada
severa

EBS-generalizada
intermediaria

Nomes antigos

Weber-Cockayne

Dowling-Meara,
Hepertiforme

Outra generalizada, Nao
Dowling-Meara, Koebner

Padrao de heranca AD AD AD
Primeiros sintomas Primeira infancia Nascimento Nascimento
Distribuicéo das Bolhas | Maos, Palmas, Generalizada Generalizada
(Predominio) Pés e Sola.
Achado na pele
(frequéncia*)
Bolhas 4+ 4+ 4+
Milia Raro 1-2+ 1+
Cicatrizes atréficas Raro 2+ 1+
Distrofia / auséncia Incomum 2+ 1-2+
de unha
Hiperqueratose Focal (em alguns | Geralmente difusa Focal
da maioridade)
Inducéo relativa de Comum Comum Comum
bolhas
Envolvimento
extracutaneo™
Anemia Ausente Variavel Ausente
Retardamento do Ausente Comum Ausente
crescimento
Odontoldgica Pouco Comum Variavel
Gastrointestinal Ausente 2+ (Constipagéo) Ausente
Oftalmoldgico Ausente Ausente Raro

Legenda: AD - Autossdmico Dominante; EBS - Epidermolise Bolhosa Simples; * Frequéncia
relativa - ausente; raro; 1+; 2+; 3+; 4+,

Fonte: Fine et al. (2014).

Figura 1: Exemplos de lesdes cutaneas em pacientes portadores da EBS.

Legenda: Em A, um recém nascido com a forma Generalizada severa, na méo e no pé tem a
formacéo de hiperqueratose (BOEIRA, 2012); B, Forma localizada; C, M&o de uma crianga
com a forma Generalizada Intermediaria (TITEUX et al., 2006).



3.1. Genes KRT5 e KRT14 responsaveis por codificar as queratinas -5 e -14

Os genes KRT5 e KRT14 sdo responsaveis por sintetizar as queratinas 5 do tipo Il e
queratina 14 do tipo I, respectivamente. Elas constituem um grupo de proteinas fibrosas fortes
que formam um quadro estrutural de algumas células como as que estdo presentes nas células
epiteliais, unhas, cabelo e outros tecidos. Estes genes pertencem a familia das queratinas,
sendo que existem dois tipos de queratina, as bésicas e as proteinas acidas (LANE;
MCLEAN, 2004). As proteinas fibrosas unem-se para formar os filamentos intermediarios
que podem ser sintetizados por 70 genes diferentes e foram separados em 6 familias. A
primeira familia sdo as queratinas do tipo | (K9 até K23 e K25 até K28) encontradas em
tecidos moles e por apresentarem cargas negativas ou neutras sdao chamadas de &cidas. A
segunda é composta pelas queratinas do tipo Il (K1 até K8 e K71 até K80) que sdo as
proteinas basicas que geram cargas positivas e também sdo encontradas em tecidos moles. A
tabela 2 representa as seis familias de proteinas que podem constituir os filamentos
intermediarios, assim como o tamanho e tecido que sdo sintetizadas (BRAGULLA;
HOMBERGER, 2009).

Tabela 2: Descricdo das principais familias de proteinas encontrada nos filamentos
intermediarios.

TIPO PROTEINA TAMANHO LOCAL DE EXPRESSAO
(kD)
I Queratinas &cidas 40-60 Células epiteliais
K9 — K23 e K25 — K28
I Queratinas béasicas ou 50-70 Células epiteliais
neutras
K1 -K8e K71 - K80
i Vimentina 54 Fibroblastos/ leucocitos/ outros
tipos celulares.
Desmina 53 Células musculares
Proteina glias fibrilar &cida 51 Células glias
Periferina 57 Neurdnios periféricos
v Proteinas neurofilamentar
NF- Baixo peso molecular 67 Neurdnios
NF- Médio peso molecular 150 Neurdnios
NF-Alto peso molecular 200 Neurdnios
a-Internexina 66 Neurdnios
\ Proteinas laminas 60-75 Lamina nuclear de todas as
células
VI Nestina 200 Células tronco do SNC

Legenda: NF — Neurofilamento; K - queratina; KD: kilodaltons; SNC - sistema nervoso
central.
Fonte: COOPER (2000); BRAGULLA; HOMBERGER (2014).



O ponto isoelétrico (PI) (Ponto que existe um equilibrio da carga positiva e negativa
de uma molécula em uma solucéo) é o responsavel por esta divisdo, mesmo com as diferencas
de PI, as queratinas basicas e acidas contém 30% de aminoacidos e sequéncias iguais e,
também, sdo observados em outros filamentos intermediarios. Como estas diferencas de
cargas, os filamentos intermediarios terdo uma maior estabilidade quando comparadas com 0s
filamentos formados por apenas uma familia (BRAGULLA; HOMBERGER, 2009).

No gene da queratina-5 foram encontradas mais de 100 mutacdes que causam pelo
menos um dos subtipos da EBS e mais de 60 muta¢des no gene da queratina-14, sendo estas
alteracOes responsaveis por deixar a epiderme fragil e formar bolhas facilmente quando
comparadas com as pessoas que possuem queratinas normais. Os genes KRT5 e KRT14 estdo
localizados nos cromossomos 12 e 17 (Figura 2) (GHR, 2016a; GHR, 2016b). A maioria das
mutacdes leva a substituicdo de aminoacidos, mas o que ird influenciar no subtipo da EBS
sera o distdrbio causado por essas mudancas durante a montagem da proteina final. O gene da
KRT5 esta envolvido com 11 patologias diferentes e 10 doencas relacionadas com o gene da
KRT14 (SZEVERENY!I et al., 2008).

Figura 2: Localizagdo citogenética dos genes KRT5 e KRT14.
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Fonte: GHR (2016A); GHR (2016b).

As principais alterac@es de nucleotideos causadas por mutagdes com as queratinas do
tipo | e Il estdo representadas na figura 3. A principal substituicdo € uma transi¢do da Adenina
(A) para Guanina (G), a segunda transi¢cdo muda a Citosina (C) para Timina (T), e a terceira é
uma transversdo da T para G. As substituicdes do tipo transi¢do sdo mais frequentes do que
transversdes pois, as mudancas na estrutura quimica dos aminoéacidos sdo menos drésticas

quando comparadas com as transversdes. Nao se sabe o fator dessas mutacdes no DNA, mas a



transicdo de C para T pode estar relacionada com a desaminagéo da 5-metilcitosina, que acaba
se tornando mais suscetivel a desaminacdo espontanea por causa da instabilidade dos
nucleotideos CpG e formando uma timina (SZEVERENY!| et al., 2008).

Figura 3: Principais alteracbes dos nucleotideos nas queratinas tipo | e tipo Il.

500 475

450

400

350 308

300 . 243

250 205

200 174

150

122 39 44 36 420 45

0 0 0 0
0
C G T

A 0 36 475 42
C 39 0 174 308
G 205 59 0 45
T 44 232 248 0

Legenda: Adenina (A); Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T).
Fonte: Adaptado de SZEVERENY!I et al. (2008).

3.2. Queratinas

As queratinas (K) sdo proteinas que apresentam uma estrutura em a-hélice, assim
como outras proteinas capazes de formar os filamentos intermediarios. A estrutura final da
proteina é formada pela dimerizagdo dos mondmeros de K5 e K14 ou por qualquer uma das
proteinas citadas anteriormente na tabela 02, responsaveis pela formacdo dos filamentos
intermediérios de queratina. Para que ocorra esta dimerizacdo € necessaria a interagao entre 0s
centros da a-hélice presente nas queratinas, e assim, formando o dimero de K, esta regido
central é conhecida depois como super-hélice. Em seguida, os dimeros se juntam
paralelamente em sentidos opostos e mantendo uma distancia entre as regides C-Terminal e
N-Terminal, formando o tetrdmero. Apds esta etapa, ocorre a montagem dos protofilamentos
que sdo tetrameros ligados pelas extremidades, C e N terminais. Depois tem-se a juncdo de

dois protofilamentos construindo a protofibrila e, para finalizar, ocorre a interacdo entre



quatro protofibrilas formando o filamento intermedidrios de queratina (Figura 4)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Figura 4: Montagem do filamento intermediario de queratina.

Monémero Dominio central da a-Hélice
N c
A Super-Hélice
Dimero [f

e e K
Protoamente LT P S gl

Protofibrila [ I

Filamento
Intermediario

Legenda: N — por¢cdo Amino-terminal; C — porcao Carboxi-terminal.
Fonte: Adaptado de PROTEINAS (2016).

As interacdes das queratinas dcidas e basicas geram uma maior estabilidade para 0s
filamentos intermediarios quando comparadas com aquelas constituidas por homodimeros,
pois as diferencas entre os dois tipos de queratinas apresentam uma maior quantidade de
ligagBes hidrofdbicas, além das interacGes eletrostaticas das queratinas (LANE; MCLEAN,
2004).

Os filamentos intermediarios sdo distribuidos dentro das células criando uma rede de
filamentos conectados. Para que estes filamentos ndo fiqguem soltos no citoplasma, eles séo
ligados com proteinas aderidas a membrana citoplasmatica. Estas proteinas sdo 0s
desmossomos e hemidesmossomos que irdo garantir a adesdo entre as células adjacentes e

com a lamina basal. Quando mutacGes afetam as extremidades dos mondmeros, a ligacdo



entre os tetrameros e com as estruturas presentes na membrana células estardo comprometidas
e, assim, séo fatores importantes no desenvolvimento de patologias (SZEVERENY!I et al.,
2008; ALMEIDA JR, 2004). A figura 5 mostra a rede de filamentos intermediarios, a

localizagdo dos desmossomos e hemidesmossomos na célula.

Figura 5: Distribuicdo da rede de filamentos, desmossomos e hemidesmossomos dentro da

célula.

Jungoes de oclusao

/ Trama terminal:
estrutura localizada no polo apical
das celulas e que contém a proteina

espectrina, filamentos de actina e
filamentos intermediarios

\Junqﬁes comunicantes
\lHemidesmossomos |

Legenda: Na esquerda a rede de filamentos se apresentam em verde pela técnica de

imunofluorescéncia e, no lado direito a localizagéo das estruturas desmossomos e
hemidesmossomos.
Fonte: Adaptado de COOPER (2000); JUNCOES (2016).

As estruturas das queratinas sdo divididas em cabeca, corpo e cauda. O corpo dos
filamentos intermediarios apresenta um dominio central da a-hélice (1A, 1B, 2A e 2B) que
estd separado pelos segmentos ligantes ndo-helicoidais (L1, L12 e L2). Nas extremidades tém
a presenca dos segmentos variaveis (V1 e V2), responsaveis pela variabilidade observada nas
estruturas dos filamentos intermediarios e as queratinas basicas possuem os segmentos (H1 e
H2), que se encontram entre 0s segmentos variaveis e dominios helicoidais (Figura 6)
(ALMEIDA JR, 2004). Na porcdo da cabeca e cauda helicoidais dos filamentos
intermediarios, existem dois locais conservados, o primeiro fica no inicio do dominio
helicoidal 1A (correspondendo 23 aminoacidos) e o segundo sdo os 32 aminoacidos finais do
segmento helicoidal 2B. Estas regides sao consideradas criticas por representarem os locais de
interacOes entre as extremidades dos heterodimeros de queratina. ModificagcBes nas partes

conservadas tendem a expressar o fendtipo mais severo da EBS e sdo chamadas de hotspots,
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porque sdo pontos dentro da molécula de DNA que apresentam maior probabilidade de sofrer
mutagdes do que outras regides JERABKOVA et al., 2010).

Figura 6: Estrutura das proteinas queratina-5 e -14.

Cabeca 1A 1B 2A B Cauda

K14

K5

Legenda: K5 — queratina 5; K14 — queratina 14; as regides marcadas representam os dois
locais conservados envolvendo as duas proteinas.
Fonte: Adaptado de LEE et al. (2012).

Para que haja formagao das estruturas em a-hélice é necessario que tenha a repeticéo
de sete aminoacidos (repetices hepta). Sendo importante nas interagdes entre os dominios
helicoidais da K5 e K14 para que tenha a formagdo da super-hélice. Essas repeti¢ces séo
representadas como (a— b — ¢ —d — e — f — g) na primeira hélice, e na segunda como (a’ — b’
-¢ —d -¢ —f - g’). Os aminodcidos normalmente encontrados nas posi¢bes a e d
possuem caracteristicas quimicas apolares e localizados na interface da super-hélice. Os
residuos e e g sdo polares e voltados para o lado do solvente, responsaveis por aumentar a
especificidade nas interagdes eletrostaticas entre as hélices (LEE et al., 2012).

A formacdo de uma super-hélice entre duas a-hélices, normalmente segue o0s trés
principios propostos pela hipotese do velcro de peptideo. Primeiro, os residuos (a e d)
precisam ser hidrofébicos como, por exemplo, isoleucina, leucina ou valina, sendo que a
quantidade de interagdes hidrofébicas aumenta a estabilidade e facilita no processo de
dimerizacdo da super-hélice. Segundo, os residuos (e e g) apresentam o0s aminoacidos
glutamato e lisina respectivamente, que serdo responsaveis pelas interaces idnicas entre
proteinas. Terceiro, os residuos (b, ¢ e f) precisam ser hidrofilicos ja que estdo em contato
direto com o solvente, e sdo responsaveis pela montagem da a-hélice devido as interagdes
intramoleculares, formando ligacGes de hidrogénio. As posicbes (a — d — e — f) séo
responsaveis pelas interacdes intermoleculares que vdo montar a super-hélice (Figura 7). Cada

repeticdo hepta corresponde uma a-helice com duas voltas (MASON; ARNDT, 2004).
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Figura 7: Padrdo de montagem das super-hélices de queratina mostrando as repeti¢fes do
Heptad.

M A/;ﬂeragées

ibnicas

Interagdes
Hidrof6bicas

\

Interagdes

B ibnicas

Legenda: (A) vista inferior da proteina —interagdes hidrofdbicas entre os residuos da proteina
(a, a’) e (d, d°), interacdes idnicas (e, g°). (B) vista lateral da proteina - Cores, a (roxo), d
(azul), e (laranja) e g (vermelho), a estrutura em verde no meio representa um residuo polar
responsavel por ligacdes especificas.

Fonte: Adaptado de MASON; MULLER; ARNDT (2008).

3.3. Bioinformética

Na bioinformatica, as sequéncias dos genes utilizadas foram adquiridas pelo banco de
dados, NCBI, e correspondem ao nimero de chamada, NM_000424.3 para o gene KRT5 e
NM_000526.4 para o gene KRT14. Foram feitas duas arvores filogenéticas, uma para cada
gene, usando a ferramenta BLAST do NCBI, no intuito de observar a distancia entre as
sequéncias escolhidas com outras sequéncias dos mesmos genes depositadas no NCBI,
separadamente (Figura 8 e 9). As sequéncias dos genes escolhidos também foram utilizadas
para analisar as estruturas das proteinas K5 e K14 (ZHANG et al., 2000).

Como ndo foram encontradas informacdes relacionadas as principais mutacdes da
EBS, o site Human Intermediate Filament Database (HIFD) foi utilizado como base para
selecionar algumas mutacgdes. Os critérios utilizados para a escolha das mutac¢des foram: as
principais alteracdes dos nucleotideos e aminoécidos; dominio da proteina mais afetado; e
pela disponibilidade de um modelo no SWISS-MODEL (Figuras 3, 10 e 11). As mutacdes
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escolhidas descritas no gene KRT5 foram: nucleotideo A1210G, aminodcido K404Q;
nucleotideo C1283T, aminoacido A428V; nucleotideo 1285 1299dell5, aminoéacido
R429 A433del; E para o gene KRT14 foram: nucleotideo C1228T, aminoacido Q410X;
nucleotideo T1243C, aminoacido Y415H (SZEVERENY!I et al., 2008).

Figura 8: Alinhamento e arvore filogenética circular do gene KRT5.

NM_000424.3

NM_000424.2

NM_000424.3

NM_000424.2

36l
589
361
285

CAACCTGGGGGGCTCCAAGAGGATATCCATCAGCACTAGTGGTGGCAGCTTCAGGAACCG 420
CAACCTGGGGGGCTCCAAGAGGATATCCATCAGCACTAGAGGAGGCAGCTTCAGGAACCG 648
CAACCTGGGGGGCTCCAAGAGGATATCCATCAGCACTAGAGGAGGCAGCTTCAGGAACCG 420
CAACCTGGGGGGCTCCAAGAGGATATCCATCAGCACTAGTGGTGGCAGCTTCAGGAACCG 344

1741 AGGTAGCAGTGGAAGCTACTACTCCAGCAGCAGTGGGGGTGTCGGCCTAGGTGGTGGGCT 1800
1969 AGGTAGCAGTGGAAGCTACTACTCCAGCAGCAGTGGGGGTGTCGGCCTAGGTGGTGGGCT 2028
1741 AGGTAGCAGTGGAAGCTACTACTCCAGCAGCAGTGGGGGTGTCGGCCTAGGTGGTGGGCT 1800
1665 AGGTGGCAGTGGAAGCTACTACTCCAGCAGCAGTGGGGGTGTCGGCCTAAGTGGTGGGCT 1724

refINM_000424.3 @

BbM21380.1 @

I 0.0006 I

KRT5

@ DbBC0O24292.1

DreffNM_000424.2

Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2000).

Figura 9: Alinhamento e arvore filogenética circular do gene KRT14.

NM_000526.4

BC094830.1

NM_000526.4

BC094830.1

61
1

52
61

301
240
202
301

CATGACCACCTGCAGCCGCCAGTTCACCTCCTCCAGCTCCATGAAGGGCTCCTGCGGCAT 120
ATGACCACCTGCAGCCGCCAGTTCACCTCCTCCAGCTCCATGAAGGGCTCCTGCGGCAT 59
CATGACCACCTGCAGCCGCCAGTTCACCTCCTCCAGCTCCATGAAGGGCTCCTGCGGCAT 111
CATGACTACCTGCAGCCGCCAGTTCACCTCCTCCAGCTCCATGAAGGGCTCCTGCGGCAT 120

TGGTAGTGGCTTTGGGGGAGGATATGGTGGTGGCCTTGGTGCTGGCTTGGGTGGTGGCTT 360
TGGTAGTGGCTTTGGGGGAGGATATGGTGGTGGCCTTGGTACTGGCTTGGGTGGTGGCTT 299
TGGTAGTGGCTTTGGGGGAGGATATGGTGGTGGCCTTGGTACTGGCTTGGGTGGTGGCTT 351
TGGTAGTGGCTTTGGGGGAGGATATGGTGGTGGCCTTGGTGCTGGCTTGGGTGGTGGCTT 360

gb|BT007186.1 @

. NM_0005264 @

IO.OOOZ I

KRT14

9 @ eb/BC094830.1

DrefNM_000526.3

Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2000).
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Os resultados das arvores filogenética foram de 0,0006 para o gene KRT5 e 0,0002
para KRT14 usando o método da distancia de evolucdo minima, com uma distancia maxima
de 0,75. Para chegar nestes valores as quatro sequéncias génicas foram alinhadas e somado os
nucleotideos que séo diferentes das sequéncias que estdo marcadas. Em seguida, o nimero de
nucleotideos diferentes foi dividido pelo nimero total de nucleotideos das sequéncias génicas
marcadas. O resultado representa o comprimento entre as sequéncias alinhadas. Portanto, as
sequéncias dos genes KRT5 e KRT14 que estdo marcadas apresentam uma distancia de 0,0006
e 0,0002 até o ponto mais proximo da uma ultima ramificagcdo. Os eventos que causaram estas
ramificacdes tornaram as sequéncias NM_000424.3, NM_000526.4 e variantes suscetiveis
para sofrerem mutacgdes que causam a EBS (SEIDEL et al., 2008).

Nas figuras 10 e 11 foi observado que a maioria das mutacdes se encontram nos
dominios helicoidais 1A, 2B e L12 no dominio ndo helicoidal. Sendo que as principais
mutagdes no gene da KRT5 ocorreram nos dominios L12, 1A e 2B, causando os subtipos da
EBS-Localizada, Generalizada Intermediaria e Severa, respectivamente. Enquanto que no
gene da KRT14 foram nos dominios 1A para EBS-generalizada Severa e 2B para 0s subtipos
EBS-Localizada e Generalizada Intermediaria (SZEVERENY!I et al., 2008).

Figura 10: Principais dominios afetados na queratina 5.

30
25 26
25
5 23

20
20 17
15 13

10
10
66 6
5 3 .
1 11 1 1

head 1A L1 1B L12 2A L2 2B TAIL
wC 20 25 1 1 26 1 10 3
K 6 22 1 6 13 4
DM 6 17 1 23

Legenda: WC — Localizada; K — Generalizada Intermediaria; DM — Generalizada Severa.
Fonte: Adaptado de SZEVERENY/ et al. (2008).
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Figura 11: Principais dominios afetados na queratina 14.
100 94
90
80
70
60
50
40 33
30
20 1415 17,
10 5, 8 7

head 1A L1 1B L12 2A L2 2B TAIL
wC 14 1 8 2 33
K 2 15 4 7 1 3 17
DM 1 94 1 13

Legenda: WC — Localizada; K — Generalizada Intermediéria; DM — Generalizada Severa.
Fonte: Adaptado de SZEVERENY | et al. (2008).

Para a construcdo das estruturas protéicas tridimensionais podem ser utilizados dois
métodos diferentes: o primeiro é por abordagem experimental, Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Cristalografia de Raio-X ou Microscopia crioeletrdnica, sendo que no final,
os resultados serdo depositados em bancos de dados como do PDB e disponiveis para serem
visualizados em programas especificos. A vantagem desta metodologia é por apresentar uma
grande precisdo na predicdo das estruturas, mas existem dificuldades na obten¢do de amostras
suficientes para o experimento, resultados sem qualidade, 0 método € de dificil realizacdo
além de ser uma técnica que demanda muito tempo (PACHECO, 2009).

O segundo método é a abordagem computacional, formado pela modelagem por
homologia, Threading e Ab initio. Nestes métodos utilizam-se as sequéncias provenientes da
abordagem experimental, que foram depositadas nos bancos de dados, nos quais serdo
comparados a uma sequéncia “problema”, se a sequéncia existente com uma similaridade de
25% ou maior pode usar modelagem por homologia, mas quando apresentam menos que 25%
a melhor forma de analisar sera pela compatibilidade da sequéncia-estrutura, Threading, que €
a escolha do melhor modelo ou pela Ab initio que usam métodos quanticos para elucidar a
estrutura por emissao de ondas moleculares geradas pela distribuicdo dos nucleos atémicos e
elétrons em torno dessas moléculas (PACHECO, 2009; SANTOS FILHO; ALENCASTRO,
2003). A elucidacdo da proteina normal vai ajudar na compreensdo das alteracfes causadas
por mutacgdes e, assim, analisar as possiveis mudangas ou perda da funcéo proteica (DIAS;
TAVEIRA, 2011).
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3.3.1. Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem por homologia estad embasada na evolucdo molecular pela divergéncia
dos genes conforme duplicacdo e associacdo com as mutacdes e, a partir destas modificacdes
sdo gerados dados a respeito da formagdo das familias de genes. Sendo que as proteinas vao
apresentar regi6es homologas, dominios conservados e regides muito variaveis. As mudangas
nas proteinas homdélogas podem ser idénticas, semelhantes ou dissemelhantes, mas, mesmo
com estas diferencas, a estrutura tridimensional das proteinas se mantem, pois, a forma
ancestral é importante para exercer a funcdo normalmente (SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003). Na modelagem por homologia € usado um molde para se comparar
com a sequéncia problema e predizer uma estrutura tridimensional com um grau de
similaridade entre as duas moléculas. Isso vai garantir uma fidelidade da estrutura é o nivel de
similaridade entre as duas, mas quando se busca uma variacdo anormal na proteina, pode-se
modificar a sequéncia e observar o efeito dessa diferenga (SOUZA, 2008).

Os dominios da a-hélice 2B das queratina-5 e -14 foram construidas pela modelagem
por homologia no programa SWISS-MODEL, no qual as sequéncias foram simuladas com e
sem mudancas. As mudangas neste dominio estavam ligadas com o desenvolvimento da EBS
(BIASINI et al., 2014).

O dominio 2B da queratina-5 comeca na posicdo 350 até 477 e contém 131
aminoacidos. A partir dessa informacdo, foram feitas alteracbes na sequéncia peptidica que
representa as trés mutacdes escolhidas. As duas primeiras mutagdes substituiram uma lisina
por uma glutamina na posicdo 404 e a outra uma alanina pela valina na posicdo 428 no
dominio 2B da proteina, mas ndo apresentaram uma mudanca na proteina. J& na terceira
mutacdo ocorreu uma delecdo da posicao 429 até a posicdo 433, e foi observada a formacao
de uma folha-beta pregueada que normalmente era representada por uma a-hélice (Figura 12).
O dominio 2B da queratina-14 inicia na posicdo 295 até a posicdo 422 e foram inseridas 2
mutacdes diferentes em duas sequéncias separadas, a primeira mutacao era representada por
um cédon de parada na posicdo 410, normalmente ocupado pela glutamina e, assim,
diminuindo o tamanho do dominio 2B. A segunda mutacdo substituiu a tirosina na posi¢do
415 por uma histidina, mas nao apresentou uma mudanca estrutural (Figura 13) (ARNOLD et
al., 2006; SZEVERENY!I et al., 2008).

As alteracbes dos aminodcidos ou delegdes no dominio 2B tiveram mudancas
perceptiveis em algumas mutacdes, mas aqueles que ndo mudaram a conformagao estrutural

da proteina, tém a capacidade de modificar as interagdes intermoleculares, sendo que a
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dimerizagéo das queratinas depende muito destas interagdes. Mesmo pequenas alteragdes nos
dominios podem causar alteracdes significativas para desenvolver alguma patologia (RUGG
etal., 2007).

Figura 12: Comparacdo das diferentes mutagdes ocorrendo na regido 2B da queratina-5.

E> Localizada

Generalizada
Intermediaria

Queratina 5 - K404Q

Queratina 5 - A428V

Generalizada

Queratina 5 - R429_A433DEL Severa

Legenda: Modelo construido pelo programa SWISS-MODEL.
Fonte: BIASINI et al. (2014).

Figura 13: Comparacdo do efeito de duas mutacGes ocorrendo na regido 2B da queratina-14.

Queratina 14 - Q410X Localizada

&
E:> Generalizada

Intermediaria

.!. R . . l l I | I nm‘ﬁp Generalizada
Severa

Queratina 14 - Y415H

Legenda: Modelo construido pelo programa SWISS-MODEL.
Fonte: BIASINI et al. (2014).

3.4. Associacdo do gendtipo com o fendtipo.

Os resultados das mutacdes escolhidas para a K5 apresentam os seguintes fenotipos: a
primeira mutacdo, L404Q representou o subtipo Localizada; a mutacdo A428V, a forma
Generalizada Intermedidria; e na terceira mutacdo ocorreu a delegdo de cinco aminoacidos a
partir da posicdo 429 até 433 que foi representado pela forma Generalizada Severa. Os
fenotipos das duas mutagdes na K4 foram: A primeira mutacdo representou dois fenotipos, o
subtipo Localizada e a forma generalizada intermediaria, essa mutacdo da posi¢do 1228
mudou o codon da glutamina para um codon de parada, 0 que interrompeu a sintese da
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proteina a partir da posicdo 410; a ultima mutacdo, Y415H, conduziu para o fendtipo mais
severo da EBS (Generalizada Severa) (SZEVERENY!I et al., 2008). A tabela 3 representa uma
lista de possiveis mutacdes para serem utilizadas no SWISS-MODEL e, em negrito estdo as

mutacdes escolhidas para o experimento de bioinformatica.

Tabela 3: Lista das principais mutacfes descritas nos genes KRT5 e KRT14 e os fendtipos
correlacionados.

Gene  Nucleotideo Mutacéo Amino- Mutacéo Dominio Subtipo Autores
Acido
Al1210G Substituicho  K404Q  Substituicéo 2B Localizada  Schuilenga-
Hut et al.,
2003.
C1283T Substituicio ~ A428V  Substituicdo 2B Generalizada | Rugg et al.,
2007.
1285_1299de Delecéo R429 A Delecdo 2B Generalizada Kemp et al.,
115 433del S 2005.
T605A Substituicdo  L202Q Substituicdo 1A Localizada Gao etal.,
2015.
KRTS T932G Substituicdo  L311R  Substituicéo 1B Localizada  Ciubotaru et
al., 2003.
C1054A Substituicdo ~ R352S Substituicéo 2A Localizada Yasukawa et
al., 2006.
G508A Substituicdo  E170K Substituicéo 1A Generalizada | Otdak et al.,
2011.
G794C Substituicio ~ R265P Substituicdo 1B Generalizada | Kang et al.,
2010.
G506C Substituicdo ~ R169P Substituicéo 1A Generalizada Mudiller et
S al., 2006.
C1228T Substituicdo Q410X  Substituicdo 2B Generalizada Arin et al.,
I; Localizada 2010.
T1243C Substituicdo  Y415H Substituicéo 2B Generalizada Arinetal.,
S 2010.
? Desconhecido M1191  Desconhecido 1A Localizada Chenetal.,
1995.
"=qEe 740 _748delC Indel A247 K Indel 1B Localizada Bolling et
CTACCTGA 250delin R; Localizada al., 2011.
insSGAA sE
A346G Substituicho  L116E Substituicéo 1A Generalizada | Rugg et al.,
2007.
G863T Substituicdo  R288L Substituicéo 2A Generalizada I Minakawa
etal., 2013.
G348C Substituicdo  K116N Substituicéo 1A Generalizada Sgrensen et
S al., 1999.
Legenda: Del — Delecdo; Ins — Insercdo; Generalizara | — Intermediaria; Generalizada S —

Severa; A —adenina; C — citosina; T — timina; G — Guanina; R — arginina.
Fonte: Adaptado de SZEVERENY!I et al. (2008).
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Foi observado que as mutacOes dos genes KRT5 e KRT14 apresentam efeitos
estruturais patogénicos diferentes entre os subtipos e que estas proteinas modificadas alteram
0 metabolismo dos queratindcitos, mas ndo estd bem esclarecido como ocorrem essas
alteracdes em termos celulares e teciduais. Alguns estudos demonstraram que a expressao de
alguns genes foi alterada por causa das muta¢es nos genes das proteinas K5 e K14. Em 2011,
foi realizado um estudo no Canada com objetivo de observar, o perfil da expressao génica de
6 pacientes diagnosticados com EBS e selecionou 6 pessoas saudaveis com as mesmas
caracteristicas (altura, peso e idade aproximada de 3 anos de diferenca) para ser o controle de
cada paciente. Sendo que 2 pacientes apresentavam o subtipo (EBS-Generalizada Severa) e 4
pacientes com o subtipo mais brando (EBS-Localizada). Primeiro foi observada uma
diferenca na expressdo de 28 genes em pacientes com EBS (contando os dois subtipos)
guando comparados com os individuos controle. As diferencas no perfil de expressao entre 0s
pacientes (EBS-Generaliza Severa ou EBS-Localizada) com os individuos controle foram 41
e 6 genes, respectivamente. Foram observadas alteragdes na expressdo de 17 genes entre 0s
pacientes com EBS e EBS- Generaliza Severa e apenas um gene com os pacientes EBS e
EBS-localizada (Figura 14) (BCHETNIA et al., 2011).

Figura 14: Estudo da alteracdo de expressdo provocado por diferentes mutagdes nos genes
KRT5 e KRT14.

C1AWAT2, DGAT2L6,
EIOVL3, THRSF, FADSZ,
FAR2, ACSBGI, AADACL3,
CRAT

C2: KRT79, SPRR4

C3: AGR2, IGFL4, KLK6

C5: PM20D1, ATPI2A, FSIP2 EBS- Generalizada
Pacientes EBS Severa
(28 genes) 1 (41 genes)

{ A
C1: FADSI, CYP4ES,
AWATI, ALOXISE, ACSM3,
SOATI, SLC2742, HAO2,
INSIG]
C2: KRTAP5-8, KRT235,
KRT71, KRT74, KRT27,
TCHH, CHI3LI, MUCI
C3: SLCO4C1, TGIF2LX
C4: IGLJ3, IGJ, IGHAL
C5: TMEMS36, LRRC3742

. »

C2: SPRR2B

C3: AREG, BDPI, NR4A2,

GAL, LYVEL, -
C4: PSG4

C5: {19, PDEGA, CSorf27

5
C3: EGRI, FOS
C5: WIFI, GOLGAGLI,
FAM153C

EBS- Localizada
(6 genes)

Legenda: EBS — Epidermolise Bolhosa Simples; C1 — Genes dos no processo de biossintese
de lipidios; C2 — Genes envolvidos com a queratinizagdo; C3 — Genes do crescimento e
proliferacéo celular; C4 — Genes da resposta imune; C5 — Qutras funcdes.

Fonte: BCHETNIA et al. (2011).
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A importancia de elucidar a estrutura tridimensional dessas proteinas ajuda no
desenvolvimento de farmacos inteligentes, permitindo que outros programas sejam capazes de
observar, as possiveis interacdes entre a proteina alvo com o farmaco terapéutico, além de
minimizar os efeitos colaterais ou maximizar os mecanismos de reparo celular. A criacdo de
novos algoritmos computacionais (conjunto de instrucdes para solucionar um problema) pode
ajudar a desenvolver novos métodos de diagnostico ou melhor os métodos conhecidos. Para
que tenha o desenvolvimento de farmacos especificos para a EBS, é necesséario que tenha
descoberta de uma molecular capaz de interagir com a proteina e melhorar a estabilidade,
evitando a lise celular. Uma outra forma de melhor o tratamento da patologia, seria a
capacidade do farmaco controlar a expressdo dos genes causada por mutacdes nos genes
KRT5 e KRT14 (OLIVA, 2008).

4. Considerac0es Finais

A Epidermolise Bolhosa Simples é causada por mutaces nos genes codificadores das
queratinas do tipo 5 e 14, que formam um heterodimero importante para a formacdo do
filamento intermediario de queratina.

Para fazer a simulacdo das proteinas na bioinformatica, foi necessario a busca das
sequéncias génicas dos genes KRT5 e KRT14, e selecionar um modelo alvo compativel para
simular as mutacGes que causam 0s principais subtipos da Epidermélise Bolhosa Simples
(EBS). Apos observar as alteragdes nas estruturas tridimensionais das K5 e K14 pelo SWISS-
MODEL, foi possivel demonstrar mutacGes que ocorrem em locais especificos dos genes,
responsaveis por um subtipo da EBS e que as intera¢6es intermoleculares e intramoleculares
sdo importantes para manter a estrutura tridimensional e conservar a funcdo normal das
proteinas.

A predicéo das estruturas e fungdes das proteinas podem ser usadas para o desenho de
farmacos, direcionados contra as alteragdes em proteinas, utilizando programas de
bioinformética, por serem capazes de simular as interagdes entre o farmaco e o alvo
terapéutico. Como esta é uma area relativamente nova, ela possui o potencial de ser aplicada
em diversas areas voltadas para a bioguimica e biologia molecular, sendo que na area da
salde, o principal objetivo é melhorar a qualidade de vida de paciente com doengas genéticas

até pelas patologias causadas por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos.
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