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RESUMO

O GLP-1R ¢ um membro proteico da familia B dos receptores acoplados a proteina G, a maior
proteina de ligagao expressa na membrana celular e amplamente expressa nos tecidos humanos.
Na estimulacao do seu agonista (GLP-1), as fungdes do GLP-1R estdo ligadas ao metabolismo
da glicose, aumentando a secrecdao de insulina nas células beta pancreéticas e a regulacao do
apetite no hipotdlamo e consequentemente associadas a distirbios como a obesidade e o
diabetes. Portanto, mutacdes nesse gene podem levar a alteragdes fisioldgicas que podem
explicar diferengas fenotipicas entre os individuos. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar sistematicamente as variantes missense do GLP-1R. Inicialmente, a mineracao
de dados foi realizada no dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database) que apresentou
16.399 variantes para GLP-1R. Entre eles, 356 eram SNPs ndo sinonimos localizados em
regides codificantes (missense). Esses 356 nsSNPs foram analisados na interface Web
PolyPhen-2, uma ferramenta in silico que prevé o impacto de uma substitui¢do de aminoacidos
na estrutura e fungdo da proteina. As variantes também foram filtradas pela frequéncia alélica
global (cut-off de 0,5) resultando em 6 potenciais variantes patogénicas: D344E, A239T,
R310Q, R227H, R421P e R176G. Essas 6 variantes foram analisadas em quatro outras
ferramentas de predi¢ao (Align GVD, SNAP2, PANTHER e PROVEAN), e todas confirmaram
as variantes como sendo deletérias. Por fim, as variantes foram analisadas nas bases de dados
HOPE Prediction e SwissModdel, plataformas que preveem a estrutura tridimensional de
proteinas modificadas. Os nsSNPs D344E e A239T resultaram em residuos maiores do que o
tipo selvagem. D344E resultou em uma estrutura ligeiramente desestabilizada afetando alguns
graus da funcionalidade do receptor e A239T pareceu afetar as hélices transmembrana com a
membrana lipidica. No entanto, as variantes R310Q, R227H, R421P e R176G promoveram
residuos menores do que o tipo selvagem promovendo uma perda de carga positiva € um
aumento da hidrofobicidade levando a distirbios nas interagdes com outras hélices
transmembranares do receptor. Particularmente, na variante R421P, a prolina desestabilizou a
a-hélice e causou graves danos a estrutura 3D do receptor. Em conjunto, o esclarecimento do
cenario mutacional das variantes do GLP-1R e o estudo do potencial dano desses nsSNPs na
funcionalidade do receptor podem contribuir para a elucidagdo de doencas metabdlicas
relacionadas ao GLP-1R.

Palavras-chave: Obesidade. Diabetes. GLP1R. SNP. Genes. Receptores acoplados a proteina
G.



ABSTRACT

GLP-1R is a protein member of the B family of G protein-coupled receptors, the major binding
protein expressed in the cell membrane and widely diffused by human tissues. On stimulation
of its agonist (GLP-1), the functions of GLP-1R are strongly linked to glucose metabolism,
increasing insulin secretion in pancreatic beta cells and appetite regulation in the hypothalamus.
Therefore, mutations in this gene can lead to physiological changes that can explain phenotypic
differences between individuals. In this context, this work aimed to systematically evaluate the
missense variants of GLP-1R. Initially, data mining was performed on dbSNP (Single
Nucleotide Polymorphism Database) which retrieved 16,399 variants for GLP-1R. Among
them, 356 were missense SNPs. These 356 nsSNPs were analyzed in the PolyPhen-2 web
interface. Variants were also filtered by global allele frequency (0.5 cut-offs) resulting in 6
potential pathogenic variants: D344E, A239T, R310Q, R227H, R421P and R176G. They were
analyzed in four other prediction tools (Align GVD, SNAP2, PANTHER and PROVEAN), and
all confirmed the variants as deleterious. Finally, these 6 variants were analyzed in the HOPE
Prediction and SwissModdel databases, platforms that predict the three-dimensional structure
of proteins. The D344E and A239T nsSNPs resulted in larger residues than wild-type ones.
D344E resulted in a slightly destabilized structure affecting some degree of receptor
functionality, and A239T affected the transmembrane helices with the lipid membrane. The
R310Q, R227H, R421P and R176G variants resulted in smaller residues than the wild-type,
promoting a loss of positive charge, and an increase in hydrophobicity leading to disturbances
in interactions with other transmembrane helices of the receptor. Particularly in the R421P
variant, proline destabilized the a-helix and caused severe damage to the 3D structure of the
receptor. Together, clarifying the mutational scenario of GLP-1R variants and studying the
potential damage of these nsSNPs on receptor functionality may contribute to the elucidation
of metabolic diseases related to GLP-1R.

Keywords: Obesity. Diabetes. GLP1R. SNP. Genes. G protein-coupled receptors.
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1 INTRODUCAO

As doengas cronicas e a obesidade surgiram como principais preocupacoes de saude
no século XX, por meio de mudangas ambientais compartilhadas. Em 1900, observava-se uma
maior incidéncia de mortes por condi¢des agudas, como doengas infecciosas, que eram a maior
causa de morte na época. Agora essas doencas sao amplamente controladas e a medida que a
virada do século foi se aproximando, a incidéncia de mortes por doengas cronicas, como

obesidade, foram aumentando (MILLS, 2000).

Fatores que favorecem um balanco energético positivo e ganho de peso tém sido
apontados como a causa das principais doengas metabdlicas nas ultimas décadas, sendo que
esses fatores incluem (I) o aumento da oferta e consumo de alimentos per capita,
principalmente de alimentos altamente caldricos e palataveis que sao frequentemente servidos
em grandes porgoes, pratica que t€ém aumentado conforme a passagem dos anos, levando a um
concomitante aumento de peso corporal (HALL et al, 2009); (I) diminui¢do do tempo gasto
em atividades fisicas ocupacionais, tendéncia que tem sido observada a partir dos anos 60, com
a mudanca gradativa de ocupagdes que demandam atividade fisica moderada em favor de
ocupagdes que favorecem comportamento sedentario; e diminuicao de atividades fisicas, como
uso de aparelhos eletronicos para fins de lazer, especialmente em paises mais industrializados,
nos quais ¢ comum pessoas passarem metade dos seus dias sentadas, por conta dos avangos
tecnoldgicos em ambientes domésticos e de trabalho (CHURCH et al, 2011; LOEFFELHOLZ
et al, 2022); (III) uso crescente de medicamentos que t€ém como efeito colateral o ganho de
peso, como medicamentos psicotropicos, farmacos para reposicdo hormonal, contraceptivos
esteroidais, anti-histaminicos e inibidores de protease e sono inadequado, por levar a, entre
outras coisas, diminui¢do nos niveis de leptina circulante, aumento na secre¢ao de grelina, mas
também por causar cansago, o que leva a uma diminui¢do da atividade corporal em geral,
contribuindo para o aumento de peso (MCALLISTER et al, 2009). Esses e muitos outros
fatores estabeleceram as bases para as epidemias conjuntas de doengas cronicas nao
transmissiveis como diabetes e obesidade (FIELD et al, 2001; HEYMSFIELD; WADDEN,
2017; BURKI, 2021).

No entanto, nem todas as pessoas expostas aos comportamentos de risco em
ambientes urbanos e rurais desenvolvem obesidade ou diabetes, o que sugere a existéncia de
mecanismos genéticos subjacentes que operam no nivel individual, como por exemplo

mutagdes no receptor da melanocortina-4, visto que a ativagdo desse receptor estimula a
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producao de cAMP,0 que leva a uma diminui¢ao na ingesta de alimentos (BROWERS et al,

2021). Outros exemplos incluem o gene BDNF, que codifica o Fator Neurotréfico Derivado
do Cérebro (BDNF - Brain Derived Neurotrophic Factor) da proteina. Mutagdes no gene
BDNF e/ou em seu receptor estdo associadas a obesidade em modelos humanos e animais. O
gene GHRL, que codifica os pré-propeptideos grelina e obestatina, e o gene UCP3,que codifica
duas formas de transcrigdes, um mensageiro (UCP31) e uma isoforma curta (UCP3s). A
proteina UCP3 (Uncoulping Protein 3) ¢ um transportador transmembranar mitocondrial
especifico para musculos, e algumas variantes foram associadas a obesidade infantil (LOOS;

YEO, 2021; BRATTI et al, 2023).

Onze formas monogénicas raras de obesidade sdo atualmente reconhecidas, incluindo
uma deficiéncia dos receptores de leptina e melanocortina-4, que sao expressos principalmente
no hipotalamo e estdo envolvidos em circuitos neurais queregulam a homeostase energética
(KOHLSDORF, 2018). Ainda, uma estratégia amplamente utilizada para descobrir
mecanismos poligénicos que conferem suscetibilidade a obesidade comum envolve a triagem
de todo o genoma em altas quantidades de amostras com o objetivo de identificar
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP) associados ao indice de massa corportal (IMC) e
outras caracteristicas relacionadas a obesidade, como a circunferéncia da cintura. Estudos de
associacdo em todo o genoma relacionados ao IMC e ao indice de circunferéncia da cintura,
revelaram mais de 100 loci relacionados aos mesmos, mas apenas uma pequena por¢ao de

hereditariedade na obesidade foi explicada por essas variantes genéticas (WU et al, 2018).

Mais de 300 loci foram identificados em estudos de associagdo genOmica ampla,
embora coletivamente esses locais representem menos de 5% da variacao individual no IMC e
nas caracteristicas de adiposidade do individuo (KHERA et al/, 2019; BROUWERS et al,
2021). Os sinais mais proeminentes desta abordagem metodoldgica sdo observados ao
analisar os achados das variantes do gene FTO, codificador da proteina associada a massa
gora ¢ obesidade ou dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato (fat mass and obesity-
associated protein ou alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase FTO), visto que o mesmo ¢é
associado ao alto IMC. Pessoas portadoras de uma ou duas copias do alelode risco tém um
aumento de peso de 1,2 kg ou 3 kg, respectivamente, em comparagao com pessoas sem copias

do alelo (MENG et al, 2014; DA SILVA et al, 2013).

A obesidade ¢ marcada por ganho de peso ndo saudavel, excesso de adiposidade
geral e central, inflamagdo sistémica de baixo grau, hipoxia tecidual e, em muitos casos,
dislipidemia, podendo também ser marcada por um desbalango energético de longo termo,
entre calorias gastas e consumidas. Portanto, por definicdo, obesidade ¢ uma doenca

inflamatéria e encontra-se um desafio no seu diagndstico, que ¢ majoritariamente feito por
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meio do IMC (BAKBAK et al, 2021; LIN; LI, 2021). Em adultos, a Organizagdo Mundial de

Satde (OMS) define sobrepeso quando o individuo apresenta IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m? e
obesidade com IMC > 30,0 kg/m? A obesidade ¢ ainda classificada em trés niveis de
gravidade: classe I (IMC 30,0-34,9 kg/m?),classe II (IMC 35,0-39,9 kg/m?) e classe III (IMC >
40,0 kg/m?). O IMC ¢ calculado usando opeso em kg dividido pelo quadrado da altura em
metros ¢ ¢ mais bem associado com o percentual e massa de gordura corporal na maioria dos
grupos. Embora ndo seja a métrica mais precisa para o calculo da propor¢cdo de gordura
corporal, existem grandes diferencas individuais na porcentagem de gordura corporal para um
determinado valor de IMC, dependente de sexo, etnia e idade, conforme observado no estudo
de Moretto et al (2016), que avaliou o efeito da cor ou raca no IMC conforme o género, e
observou uma prevaléncia maior em homens e mulheres de raga/cor branca, por exemplo
(MORETTO et al, 2016). Entretanto ¢ um parametro de facil avaliagdo, portanto, representa o
primeiro passo € 0 mais comumente aceito para determinar o grau de sobrepeso ou obesidade

(LIN; LI, 2021; BOUTARI; MANTZOROS, 2022).

A obesidade aumenta a probabilidade de varias doencas e condi¢des que estao ligadas
ao aumento da mortalidade. Estes incluem diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doengas
cardiovasculares, sindrome metabodlica, doenga renal cronica, hiperlipidemia, hipertensdo,
doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica, certos tipos de cancer, apneia obstrutiva do sono,
osteoartrite e depressao (PANTALONE et al, 2017). O tratamento dessas condi¢des pode
sobrecarregar financeiramente os sistemas de saude e, como os custos totais de satde
relacionados a doenca dobram a cada década, o tratamento das consequéncias da obesidade

representa um desafio caro aos 6rgaos publicos (LIN; LI, 2021).

A obesidade ¢ um importante problema de satide publica ao redor do globo e a
dependéncia apenas das medidas do IMC provou ser inadequada para ajudar os médicos a
avaliar e gerenciar os riscos de saude relacionados a obesidade em seus pacientes. Isso estd
parcialmente relacionado ao fato de que o IMC isoladamente ¢ um biomarcador insuficiente de
adiposidade abdominal ou corporal (BUCHHOLZ; BUGARESTI, 2005). A circunferéncia da
cintura ¢ um método simples de avaliacdo da adiposidade abdominal, de facil padronizagao e
aplicagcdo clinica. A circunferéncia da cintura estd fortemente associada as causas € a
mortalidade por doengas cardiovasculares, no entanto, a maior correlagdo da associagao entre
circunferéncia da cintura com morbidade e mortalidade s6 € percebida apds ajuste com o IMC.
Assim, a circunferéncia da cintura possibilita um maior refinamento do risco adverso a saude
caracterizado pelo IMC e essa medida deve ser incluida na estratificacdo do risco a saude

relacionado a obesidade (ROSS et al, 2020).
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A obesidade mundial quase triplicou desde 1975 e, em 2016, mais de 1,9 bilhdo de
adultos, com 18 anos ou mais, estavam acima do peso. Destes, mais de 650 milhdes eram
obesos, o que corresponde a 39% dos adultos com 18 anos ou mais com sobrepeso e 13% com
obesidade. Trinta e nove milhdes de criangas menores de 5 anos estavam com sobrepeso ou
obesidade em 2020. Mais de 340 milhdes de criangas ¢ adolescentes de 5 a 19 anos estavam
com sobrepeso ou obesidade em 2016, segundo dados mais atualizados da OMS (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Uma outra doenga cronica que frequentemente esta associada a obesidade ¢ o Diabetes
Mellitus. O DM2 mais especificamente, ¢ caracterizado pela diminui¢ao da sensibilidade a
insulina resultando em hiperglicemia e aumento do estresse oxidativo (RODEN; SHULMAN,
2019). O diabetes ndo ¢ uma doenga unica, mas sim um grupo de condi¢cdes amplamente
categorizadas por um Unico critério diagnostico: hiperglicemia. Cada vez mais, as evidéncias
sugerem que mesmo o DM2, que representa 90-95% dos casos, ¢ heterogéneo em termos de
mecanismos de acdo e relagdes com sinais clinicos. As abordagens usando biomarcadores
clinicos ou genéticos identificaram subtipos de DM2 que sdo clinicamente distintos e
diferencialmente associados a complicacdes diabéticas (COLE; FLOREZ, 2020; BAKBAK et
al, 2021).

O diabetes pode ser classificado em 4 categorias, sendo elas diabetes tipo 1 (DM1),
que ocorre geralmente por mecanismos autoimunes, o que leva a deficiéncia absoluta de
insulina por conta da destruicdo das células B-pancredticas; diabetes tipo 2 (DM2), que ocorre
geralmente em casos de resisténcia insulinica por parte do individuo (por conta dos altos niveis
de insulina circulante livre), mecanismo que causa uma perda progressiva da secrecdo
adequada da mesma; diabetes gestacional, caracterizado somente quando diagnosticado no
segundo ou terceiro trimestre da gravidez em pacientes que ndo possuiam diabetes
previamente; e ainda tipos especificos de diabetes por outras causas, como sindromes de
diabetes monogénicas, doencas do pancreas exocrino que podem afetar a produgdo de insulina
(como fibrose cistica e pancreatite) e diabetes induzidas por fArmacos como glicocorticoides.

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION - ADA, 2022).

A classificagdo do tipo de diabetes € importante para determinar a terapia, mas alguns
individuos ndo podem ser claramente classificados como tendo diabetes tipo 1 ou tipo 2 no
momento do diagndstico, devido a similaridade das condi¢des, pois ambos os tipos apresentam
ineficiéncia de células B-pancreaticas. Alguns casos em que ambos os tipos sdo reportadas ao
mesmo tempo j4 foram documentados, e para tanto foi criada uma nova categoria, a

Diabetes Dupla ou hibrida (DD) que, entre outros sintomas, inclui além de resisténcia a
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insulina, autoanticorpos contra células B e obesidade, conforme reportado por Khawandanah

(2019). A presenga de obesidade nesses casos, no entanto, geralmente ¢ prévia ao caso, pois as
principais complicagdes da doenca incluem diabetes, bem como doengas cardiovasculares e

também disturbios musculo-esqueléticos (LIN ez al, 2021; KHAWANDANAH, 2019).

As caracteristicas mais uteis na discriminagao do DM1 incluem idade mais jovem no
diagnostico (<35 anos) com IMC mais baixo (<25 kg/m2), perda de peso ndo intencional,
cetoacidose e glicose > 360 mg/dL (20 mmol/L) na apresentagao (KATSAROU et al, 2017). A
classificagdo do tipo de diabetes nem sempre ¢ simples na apresentacdo e o diagndstico
incorreto ¢ comum. Embora as dificuldades em distinguir o tipo de diabetes possam ocorrer em
todas as faixas etarias no inicio, o diagnodstico torna-se mais evidente ao longo do tempo em

pacientes com deficiéncia de células B (ILLONEN; LEMPAINEN; VEIJOLA, 2019).

Fatores genéticos e ambientais sdo importantes de se levar em consideragcdo quando se
trata da avaliagdo de casos de DM1 e DM2, pois acarretam perda progressiva de massa e/ou
funcao das células B-pancreaticas, o que € observado clinicamente como hiperglicemia. Embora
as taxas de progressdao sejam diferentes de um tipo para o outro, todos os pacientes com
diabetes, de ambos os tipos, correm o risco igualmente de desenvolver as mesmas complicagdes
cronicas. O diagnostico de diabetes € baseado principalmente na glicemia de jejum, ou no teste
oral de tolerancia a glicose para construcao da curva glicEémica. Pode-se ainda utilizar o critério
de hemoglobina glicada (HbA1C), embora seja um exame mais comummente utilizado para
controle do que para diagndstico (HARREITER; RODEN, 2019). A hiperglicemia
desenvolve-se continuamente e os distirbios da glicemia de jejum e pds-prandial tém
diferentes cursos de tempo. Conforme a prevaléncia mundial tem aumentado, cada vez mais se
faz necessario triagens direcionadas para a deteccdode diabetes e pré-diabetes o quanto antes
em grupos de risco, para dessa forma retardar a progressdo, ou até mesmo prevenir a

manifestagdo da doenga (HARREITER; RODEN, 2019; ADA, 2022).

O numero de pessoas com diabetes aumentou de 108 milhdes em 1980 para 422
milhdes em 2014 ¢ um aumento mais rapido dessa prevaléncia tem sido observado em paises
de baixa e média renda, em relacdo a paises de alta renda. A diabetes ¢ uma das principais
causas de cegueira, insuficiéncia renal, ataques cardiacos, acidente vascular cerebral e

amputagdao de membros inferiores. Entre 2000 e 2016, houve um aumento de 5% na mortalidade
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prematura por diabetes e, em 2019 foi a nona principal causa de morte, com uma estimativa de
1,5 milhdo de mortes causadas diretamente, segundo dados mais atualizados da OMS (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Individuos que vivem com obesidade tém maior massa adiposa, aumento do débito
cardiaco e pressdo arterial elevada devido a alteragdes hemodindmicas (KHAODHIAR;
MCCOWEN; BLACKBURN, 1999). A medida que o estado de obesidade progride, com
hipertrofia do tecido adiposo, a hipoxia promove a infiltracdo de células imunes no tecido
adiposo (DE OLIVEIRA et al, 2013) desencadeando a secre¢do de citocinas que contribuem
para a inflamagdo sistémica (BRATTI et al, 2021; FOTI; BRUNETTI, 2017). Essas

caracteristicas também contribuem para o desenvolvimento de DM2 (BAKBAK et al, 2021).

Além dos ja citados, um outro fator que ambas as doencas t€ém em comum ¢ o
envolvimento da proteina glucagon-like peptide-1 (GLP-1), uma incretina multifacetada com
cerca de 30 ou 31 amino-acidos, varios sitios de agao e um potencial farmacéutico abrangente
(incluindo no tratamento de DM2, como ¢ o caso da exedina-4 ¢ da liraglutida). O GLP-1 ¢
principalmente secretado pelas células L enteroendocrinas no intestino distal, pelas células o
no pancreas e pelo sistema nervoso central, portanto participa, entre outras coisas, na regulacao
da glicose sanguinea (ZHAO et al, 2021). O GLP-1 atua em diversos tecidos com diversas
fungdes por se tratar de um hormdnio cujo receptor € acoplado a proteina G, a maior familia
de receptores do corpo humano, possuindo diversas funcdes fisioldgicas e entre os inimeros
efeitos metabolicos da incretina GLP-1, destacam-se a estimulagdo da secrecdo de insulina
dependente de glicose, diminui¢do do esvaziamento gastrico, inibicdo da ingestdo de
alimentos, aumento da natriurese e diurese ¢ modulacdo da proliferagao de células-P

(MULLER et al, 2019).

Dados da plataforma GTEx®, uma plataforma de dados de transcriptoma

(https://gtexportal.org/home/gene/GLP1IR - Estados Unidos, acesso em 16/05/2023,

ENSG00000112164.5), apontam os tecidos onde o gene GLP1R ¢ mais expresso, em transcritos
por milhdo (TPM), que incluem o pancreas (4,68); o estdbmago (0,41); tecido adiposo visceral
(0,058); o hipotalamo no cérebro (0,39), que ¢ responsavel pela regulagdo do apetite, entre

outras fun¢des, juntamente com coragao (1,74), testiculos (0,77) e nervo tibial (0,91).


https://gtexportal.org/home/gene/GLP1R
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Bulk tissue gene expression for GLP1R (ENSG00000112164.5)

Figura 1. Dados da expressao do receptor da glucagon-like peptide-1 (ENSG00000112164.5)
fornecidos pela plataforma de transcriptoma GTex Portal (https://gtexportal.org/). Os tecidos
de pancreas (n= 328, TPM = 4,680), estobmago (n=359, TPM= 0,4197), hipotalamo (n= 202,
TPM= 0,3931) e tecidos adiposos subcutaneo (n= 663, TPM = 0,07048) e visceral (n= 541,

TPM = 0,05823) foram coletados. N = nimero de amostras analisadas e compiladas no banco

de dados. TPM= transcritos por milhao.

A incretina GLP-1 ainda possui outras fungdes como neuro e cardioprotecdo,
diminui¢do de inflamacdo e apoptose, entre outras atividades reportadas pela literatura. Para
os propositos do presente trabalho, o foco sera nos efeitos relacionados ao diabetes e a
obesidade, pois os agonistas do receptor do GLP-1 (GLP-1R — Glucagon-Like Peptide-1
Receptor) sdo um importante alvo para tratamentos farmacoterapéuticos de obesidade e
diabetes tipo 2 (MULLER et al, 2019).

Esses tratamentos farmacoterapéuticos para obesidade e diabetes, se dao por meio dos
analogos do GLP-1 (principalmente liraglutida e semaglutida - figura 2). Os analogos do
GLP-1 sdao amplamente utilizados atualmente para reducao de peso e controle glicémico em
casos de DM2 e sdo os mais comumente associados aesse tipo de tratamento. A eficéacia
clinica de tratamentos para controle glicémico fazendo uso de inje¢do subcutanea diaria nas
concentragdes de 1,2—1,8 mg de liraglutida e tratamentos comdosagens mais altas, de 3,0 mg
para tratamentos de redugdo de peso, ja € comprovada. Casos que utilizam a dose mais alta
diariamente, demonstram uma perda de peso de cerca de 6,0% entre pacientes com DM2 e

obesidade (TILINCA et al, 2021; TRENSON et al, 2022).


https://gtexportal.org/
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A semaglutida, também recomendada para tratamento ¢ manutencao de pacientes com
obesidade ou com alguma comorbidade em conjunto com quadro de sobrepeso, com ou sem
DM2, ¢ ministrada em dose menor que a mdxima de liraglutida, de 2,4 mg. Ambos os
medicamentos sdo analogos doGLP-1 e possuem tempo de acao prolongado. A liraglutida tem
um tempo de meia-vida que vaide 13 a 15 horas, devido a adicdo de uma cadeia lateral de
acido graxo C16. J4 a semaglutida possui um tempo de meia-vida de cerca de 165 horas, por
conta da reposicdo de aminoécidos e da adi¢do de didcido graxo C18 na sua composi¢do,

conforme a figura 2 (RUBINO et al, 2021).
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Figura 2. Estruturas quimicas das moléculas de (A) GLP-1 (PubChem CID 16135499
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16135499), (B) Liraglutida (PubChem CID
16134956 - https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16134956) e (C) Semaglutida
(PubChem CID 56843331 - https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/56843331).

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ Acesso em 22 de maio de 2023.

O GLP-1R faz parte da familia de receptores acoplados a proteina G (G protein-
coupled receptors, GPCRs), uma superfamilia de receptores que participam ativamente de
diversos processos fisiologicos e sdo encontrados na maioria dos tecidos do corpo, o que a
caracteriza como a maior superfamilia de proteinas codificadas pelo genoma humano,
constituida de 826 genes. Quando ativados, os GPCRs atuam em conjunto com proteinas
citosolicas, traduzindo o sinal do meio extracelular para o meio intracelular, dando assim
inicio a cascata de sinalizacdes intracelulares, levando a resposta celular (HOELZ et al, 2013).

Estes receptores tem uma estrutura que ¢ semelhante de forma geral, embora
possuam uma diferenca considerdvel de tamanho molecular. Sdo metabotropicos, com 7
dominios transmembrana, expondo a regido amino-terminal (N-terminal) e trés algas de
interligacdo (EL1, EL2 e EL3) no meio extracelular, e a regido carboxi-terminal (C -terminal)
com outras trés algas de interligagdo (CL1, CL2 e CL3), no meio intracelular. A grande

familia GPCR


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16135499
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16134956
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/56843331#section=Synonyms
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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constitui o alvo de farmacos mais explorados no genoma humano, justamente por ser tdo
abrangente. Por exemplo, os GPCRs regulam a sinalizagdo de neurotransmissores que sao alvo
da a¢do de muitos antidepressivos, como os tratamentos com inibidores seletivos da recaptagdo
da serotonina e inibidores da recapta¢do da norepinefrina, que resultam em uma estimulacio
indireta do GPCR da serotonina (5-HT) e da norepinefrina (WATKINS; ORLANDI, 2020;
HOELZ et al, 2013).

A superfamilia das GPCRs humanas ¢ dividida em subfamilias de classes A
(rodopsina), B (secretina e adesdo), C (glutamato) e F (Frizzled — “crespo”) de acordo com suas
sequéncias de aminodcidos. Dos 826 GPCRs humanos, aproximadamente 350 membros sdo
considerados alvos terap€uticos importantes e 165 deles sao alvos de farmacos validados.
Dados estatisticos mais recentes indicam que 527 medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) e cerca de 60 candidatos a medicamentos atualmente em ensaios clinicos
visam os GPCRs. Para o caso do GLP-1R, principal alvo de estudo deste trabalho, ele ¢ um

membro da familia B, mais especificamente da subfamilia B1, de receptores de secretinas

(YANG et al, 2021)(Figura 3).
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Figura 3. Representa¢do esquematica das localizagdes das vias reguladoras do GPCR. Os
GPCRs podem ser ativados por uma variedade de ligantes, interagindo com proteinas G
heterotriméricas compostas por trés subunidades (Ga, GB e Gy) e ativando varias moléculas

efetoras (LIU et al, 2021).
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Em seu estado natural, o GLP-1R ¢ importante no metabolismo de glicose e
mecanismos de saciedade, e estd diretamente associado tanto a DM2 quanto a obesidade.
Levando isso em consideragdo, um importante foco do presente trabalho foram as mutagdes
envolvidas no gene GLPI1R. Portanto, devido a relagdo desse receptor e do gene que o
codifica com as doengas ja& mencionadas, torna-se importante verificar os impactos que as
mutagdes no mesmo podem causar.

Uma mutag¢do pode ser definida como qualquer mudanga no arranjo do DNA, afetando
porcdes maiores de um cromossomo ou na sequéncia de nucleotideos de um gene que codifica
uma proteina especifica, podendo ser classificadas em trés grandes grupos: mutagdes
gendmicas, mutacdes cromossdmicas € mutacoes génicas (THOMPSON et al, 2002).

As mutagdes gendmicas sdo aquelas que afetam o nimero de cromossomos totais nas
células; as mutacdes cromossOmicas sdo aquelas que afetam a estrutura de algum cromossomo
individual e as mutagdes génicas, que foram o principal alvo de estudo deste trabalho, sdo
aquelas em que somente um gene individual ¢ alterado, neste caso, o gene GLP1R. Entre as
mutagdes génicas, existem trés principais tipos, chamadas mutagdes de ponto, sdo as insergoes,
delecdes ou substituicdes de pares de bases. Para este trabalho, foram consideradas as
mutagdes missense, que sdo do tipo substituicdo de pares de bases, na qual a troca do
nucleotideo gera uma troca de aminodcido no processo de sintese proteica, o que pode afetar a
estrutura da proteina (THOMPSON et al, 2002).

Recentemente foram previstas interagdes polares (ligagdes de hidrogénio) entre o
GLP-1R e os seus agonistas (ZHANG et al, 2020) e que alguns polimorfismos do gene
GLPIR estavam relacionados a alteragdes na afinidade do agonista em diversos fenotipos,
como no DM2 (BEINBORN et al, 2005; LIN et al, 2015). As sinalizagcdes de saciedade e
sensibilidade a insulina podem ser prejudicadas ou intensificadas diante de alteragdes
funcionais no GLP-1R e que podem ser explicadas por variantes genéticas. As variantes
causadoras de fendtipos patogénicos sao geralmente raras, entretanto, alelos de alta frequéncia
(> 0,5%) existem, mas seu numero ¢ bastante pequeno (ZASTROW et al, 2018). A
interpretagdo precisa dessas variantes tem um impacto significativo no entendimento de
diversas doengas e, ¢ claro, nos fendtipos de obesidade e baixa responsividade aos tratamentos

farmacoldgicos e nutricionais (XIANG et al, 2020).
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Compilar as variantes do gene GLP1R dentre as diversas bases de dados e classifica-

las quanto ao grau de dano a proteina e que reflitam fenotipos de obesidade e diabetes.

1.1.2 Objetivos Especificos

Buscar as variantes do gene GLP1R em bases de dados genomicos e classificar como
patogénicas ou benignas de acordo com bases de dados interpretativos;

Identificar as variantes missense que causam disfun¢do estrutural ou molecular na
proteina a partirde algoritmos de predicao;

Identificar as interacdes proteina-proteina do GLP-IR em bases de dados de
interactoma a fim de entender como se estabelece o network da proteina;

Identificar variantes que proporcionam perda ou ganho de fungdo do GLP-1R.
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2 METODOLOGIA
2.1 Obtencao da listagem de variantes e triagem

A recuperagao do conjunto de variantes do gene GLP1R foi inicialmente realizada na
base de dados gendomica dbSNP®, do National Center for Biotechnology Information (NCBI -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ - Estados Unidos), que contém variagdes de nucleotideo

unico (Single Nucleotide Polymorphysms - SNPs) humanos, microssatélites, insergoes e
exclusdes em pequena escala, juntamente com informagdes de publicagdo da variante
especifica, frequéncia populacional, consequéncia molecular provocada pela variante
especifica, informacdes de mapeamento gendmico, variagdes comuns e mutagdes clinicas
(HOSSAIN et al, 2020). Recuperou-se as informagdes do ID da variante, sequéncia FASTA
(formato bésico de armazenamento de sequéncias de nucleotideos), localizagdo no
cromossomo ¢ alteracdo de residuos na proteina. A pesquisa foi separada em 3 fases,

conforme a Figura 4.
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Figura 4. Fluxograma das fases da pesquisa e as bases de dados que foram utilizadasem cada
uma. Fase 1, recuperacdo e listagem das variantes missense; fase 2, predicdo de dano
estrutural; e fase 3, homologia estrutural e classificacdo do network proteico (Desenvolvida

pelo autor).

O filtro para variantes missense foi aplicado e as variantes resultantes foram analisadas
na ferramenta de predicdo de dano estrutural PolyPhen-2® (Polymorphism Phenotyping v2;

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ - Estados Unidos), que ¢ uma ferramenta que prevé o

possivel impacto de uma substituicdo de aminoacidos na estrutura e funcdo de uma proteina
humana usando consideragdes fisicas e comparativas diretas (ADZHUBEI, 2010). Descrito

pela primeira vez em 2002, por Vasily Ramensky, Peer Bork, e Shamil Sunyaev, a plataforma


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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PolyPhen surgiu como uma forma de acelerar o estudo de um grande niimero de SNPs em
populagdes em busca de variantes ao mesmo tempo. A principal fungdo do servidor ¢ ajudar a
priorizar os SNPs de acordo com sua significancia funcional, identificar a base estrutural de
mutagdes de doengas e explicar a causa molecular das mesmas. A variante alélica causadora de
uma doenca pode, assim, ser identificada e associada a um locus especifico (RAMENSY et al,
2002). O PolyPhen ¢ definido como um servidor online dedicado a anotagdo funcional
automatizada de nsSNPs (Non-Synonymous Single Nucleotide Polymorphysms) de
codificacdo, e essa varredura ¢ feita através do input, que ¢ a sequéncia de aminoéacidos de
uma proteina juntamente com a posicao da sequéncia e duas variantes de aminoacidos que
caracterizam o polimorfismo. A analise ¢ baseada na caracterizacdo da proteina, combinando
informagdes sobre caracteristicas de sequéncia, alinhamento multiplo com proteinas
homologas, parametros estruturais e contatos para fazer uma previsdo do efeito do nsSNPs na
funcionalidade estrutural da proteina codificada (RAMENSKY et al, 2002; ADZHUBEI et al,
2013).

A plataforma PolyPhen-2®, um upgrade da platatforma PolyPhen, ¢ uma ferramenta
que possui um conjunto de recursos preditivos, pipeline de alinhamento e método de
classificagdo, usando oito recursos preditivos baseados em sequéncia e trés baseados em
estrutura, selecionados por métodos de machine-learning (ADZHUBEI, 2010). O PolyPhen-
2® realiza a anotagdo funcional de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs), mapeia SNPs
codificantespara transcricoes de genes, extrai anotagdes de sequéncias de proteinas e atributos
estruturais econstréi perfis de conservagdo, para entdo predizer se a mutagdo missense tem o
potencial de causar danos a proteina ou ndo. A previsdo feita pela plataforma ¢ baseada em
uma série de caracteristicas sequenciais, filogenéticas e estruturais que caracterizam a
substituicdo e, com base nesses critérios, avalia o nivel de dano na estabilidade e na funcao de
proteinas especificas humanas. Para uma determinada substituigdo de aminodcidos, o
PolyPhen-2® extrai varias caracteristicas baseadas em sequéncia e estrutura do local de
substituicdo e as alimenta a um classificador probabilistico que realiza essa analise através de
métodos de machine-learning (ADZHUBEI et al, 2013).

A plataforma PolyPhen-2® possui um critério de pontuagdo no intervalo de 0.0 até
1.0, sendo que as mutacdes mais proximas de 0.0 foram consideradas benignas ou com dano
insignificante e as mais proximas de 1.0 foram consideradas provavelmente danosas. Utilizou-

se o critério de pontuagdo na faixa de 0.9 até 1.0, com o intuito de selecionar apenas as variantes
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com danos potenciais. Ainda, a estas variantes, foi aplicado um tultimo filtro na plataforma
dbSNP, selecionando apenas variantes com frequéncia alélica inferior a 0,5%.
As frequéncias alélicas especificas de cada mutacdo foram retiradas da plataforma

GnomAD® (Genome Agregation Database; https://gnomad.broadinstitute.org/ - Estados

Unidos) e da plataforma 1000G® (1000 genomes project;

https://www.internationalgenome.org/home - Estados Unidos). Variantes causadoras de doenca

sdo raras, de uma forma geral e, embora possam ser observadas em frequéncias maiores, seus
nimeros sdo significativamente pequenos e, por esse motivo, uma frequéncia menor que 0,5%

foi definida (XIANG et al, 2020).

2.2 Obtencao de dados da plataforma ClinVar

Outra plataforma que foi utilizada esta, porém, para dados complementares, foi a

plataforma ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). O ClinVar ¢ um arquivo publico

disponivel gratuitamente de variantes gendmicas humanas e interpretacdes de suas relacdes
com doengas e outras condi¢des. E parte do NCBI, assim como o dbSNP, dentro da National
Library of Medicine (NLM). Interpretagdes de variantes no ClinVar podem ser enviadas por
usuarios da plataforma, o que acaba incluindo laboratérios de testes clinicos, laboratdrios de
pesquisa, bancos de dados especificos de locus génicos, profissionais médicos, registros de
pacientes, painéis de especialistas e outras organizagdes. Cada registro enviado inclui uma
descricdo da variante ou conjunto de variantes que foi interpretado, a condi¢cdo para a qual a
variante foi interpretada, ainterpretagdo do significado clinico da variante e as evidéncias do
remetente para essa interpretacdo, estruturadas como observagdes da variante (LANDRUM et

al, 2020).

Uma submissdo ao ClinVar ¢ estruturada para representar um alelo ou genotipo, uma
interpretacdo do significado clinico dessa variante em relacdo a uma condi¢do e evidéncias
clinicas de apoio. O remetente pode incluir casos em que a variante foi identificada, os
fendtipos dos casos associados, bem como evidéncias adicionais e citagdes da literatura que
apoiem a interpretacdo. O ClinVar mapeia variantes enviadas para sequéncias de referéncia
apropriadas, adiciona identificadores e outros dados disponiveis de plataformas publicas,
como frequéncias alélicas, além de agregar todos os envios de uma determinada variante. O
ClinVar ndo avalia a precisdo das interpretacdes enviadas, porém, atribui um status de revisao
para envios com base no tipo de remetente e calcula a interpretacdo agregada com base em

todas as interpretacdes enviadas (HARRISON et al, 2016).


https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.internationalgenome.org/home
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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A plataforma ClinVar apresenta os resultados da busca por um gene em forma de
tabela, contendo informacgdes basicas como a localizacdo da variacdo no gene; o(s) gene(s)
envolvido(s) no caso; a mudanga que ocorre na proteina (troca de aminoacido); caso disponivel,
as condicdes em que as mutagdes foram observadas; a significancia clinica (se for patogénica,
benigna ou se for desconhecida) e o stafus da revisdo acerca daqueles casos especificos. A
grande desvantagem da plataforma, ¢ que como ela apresenta casos clinicos, frequentemente
os pacientes relatados apresentam mais de uma mutagao, o que torna dificil a identificacao do
efeito isolado da mutacdo de interesse, visto que a classificacio de uma condi¢cdo como
patogénica ou ndo, leva em consideragdo a condi¢do clinica do paciente como um todo, e nao
somente cada variacdo genética isoladamente. Dessa forma, ndo ha meios de saber
exatamente qual mutagdo esta causando malignidade, o caso de um paciente com mais de uma.
A pesquisa na plataforma foi feita utilizando o termo “glp1r”, que resultou em uma lista de

casos em que mutacdes nesse gene foram observadas.

2.3 Algoritmos de predicio para dano estrutural das variantes do tipo missense

As variantes encontradas foram entdo analisadas em 4 ferramentas de predi¢ao: Align

GVD® (http://agvegd.hci.utah.edu/about.php - Huntsman Cancer Institute, University of Utah
Estados Unidos), SNAP2® (https://rostlab.org/services/snap2web/ - ROSTLAB, Alemanha),
PANTHER® (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships;
http://www.pantherdb.org/ - Geneontology Unifying Biology, Estados Unidos) e PROVEAN®

(Protein Variation Effect Analyzer, https://www.jcvi.org/research/provean — J. Craig Venter

Institute, Estados Unidos). A aplicacdo dos diferentes filtros de uso de diversas ferramentas de
predicao de dano tem por objetivo somente recuperar as variantes de alto risco, classificadas
como deletérias, ou seja, que tem a possibilidade de causar dano estrutural (HOSSAIN et al,

2020).

2.3.1 Modelos de predi¢cao de estrutura

Para a construcao dos modelos de predi¢do de estrutura, a analise foi realizada nas
plataformas HOPE Prediction® (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/ - Centre for Molecular and
Biomolecular Informatics CMBI; Radboud University, Holanda) e Swiss-Model®
(https://swissmodel.expasy.org/ - BIOZENTRUM; University of Basel, Suica). A plataforma

HOPE ¢ um servigo de acesso online que analisa, a partir de informagdes estruturais de diversas


http://agvgd.hci.utah.edu/about.php
https://rostlab.org/services/snap2web/
http://www.pantherdb.org/
https://www.jcvi.org/research/provean
https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/
https://swissmodel.expasy.org/
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fontes, anotagdes de sequéncia da base de dados proteicos UniProt® (https://www.uniprot.org/)

e previsao do software Reprof, os efeitos estruturais de uma mutagdo pontual em uma sequéncia
de aminodacidos. A ferramenta combina essas informagdes para analisar os efeitos de uma certa
mutacdo especifica na estrutura da proteina (EMADI et al., 2020; SHAH et al., 2022;
KHIMSURIYA; CHAUHAN, 2018). A plataforma Swiss-Model® foi utilizada para a
modelagem estrutural, que ¢ baseada em bancos de dados de sequéncia e estrutura proteicas.
Os modelos sdo calculados através de modelagem por homologia de servidor Swiss-Model

(WATERHOUSE et al, 2018) que se baseia no ProMod3 (STUDER et al., 2021).

A andlise de interagdes preditas da proteina GLP-1R com outras proteinas foi
realizada a partir das interagdes proteina-proteina, utilizando as ferramentas disponiveis na
plataforma STRING®, cruciais na avaliacdo de todas as interacdes funcionais da proteina
intracelularmente. A ferramenta de busca para a obtencao dos dados de proteinas ou genes que

interagem entre si, foi a plataforma de rede de integracio STRING® (https://string-db.org/),

que possibilita a interacdo da proteina GLP-1R humana com outras proteinas. A STRING
pode prever interagdes proteina-proteina diretas (fisicas) ou indiretas (funcionais), através de
associagdes entre uma proteina conhecida e outras proteinas, utilizando seu banco dedados de

5.214.234 proteinas de 1.113 organismos (ROTIMI et al., 2018).


https://www.uniprot.org/
https://string-db.org/
https://string-db.org/
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3. RESULTADOS
3.1 O gene GLP1R

O gene de interesse foi o GLP1R — glucagon like peptide 1 receptor, Homo sapiens
(humano) Gene ID: 2740, GRCh38.p14, que codifica o receptor do glucagon-like peptide 1
(GLP-1R).

3.2 Recuperacio das variantes

A pesquisa inicial foi realizada no dia 23 de novembro de 2021 na plataforma dbSNP
que apresentou 16.399 variantes para o gene GLP1R (chave de busca: glp1r[All Fields]), que
incluiram mutagdes sinonimias (222), de delecao (4), variantes de transcrigdo nao codificante
(3.820), mutagdes de intron (13.837) e do tipo missense (356). Para o presente trabalho foram
utilizadassomente variantes do tipo missense, cuja alteracdo do nucleotideo causa alteragdo no
aminoacido sintetizado, consequentemente alterando a proteina final (Material Suplementar 1).
As 356 variantes do tipo missense foram analisadas individualmente na ferramenta de predi¢cao
PolyPhen-2. Apos a analise, 164 variantes apresentaram escores entre 0.9 e 1.0, sugerindo dano
estrutural significativo a proteina (Material suplementar 2). Somente as variantes com
frequéncia alélica acima de 0,5 foram consideradas para as andlises subsequentes. Desta

forma, restaram 6 variantes. A Figura 5 ilustra os critérios e a obtencdo das 6 variantes finais:

D344E, A239T, R310Q, R227H, R421P ¢ R176G.

Pesquisa inicial na
plataforma dbSNP, [ 1
input: “glp1r” Aplicagdo de um novo Comparag&o das variantes
filtro na plataforma resultantes com aquelas
dbSNP: frequéncia alélica filtradas por PolyPhen-2®
<0,5%

16,399
resultados

@&
—— - = resultados
Primeira aplicacao de Resultadofinal: 6 variantes

filtro: mutagdes provavelmente patogénicas;
missense D344E, A239T, R310Q,

Cortede 0,92 1,0de R227H, R421P e R176G
acordo com os critérios

da plataforma

356
resultados

Aplicagéo de resultados na
plataforma PolyPhen-2®

Figura 5. Fluxograma das etapas seguidas para a obtencdo das 6 variantes finais.
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As caracteristicas das variantes estdo listadas da Tabela 1 e distribuidas

esquematicamente no sistema SNAKE, conforme Figura 6.

Tabela 1. Informacgdes basicas das mutagoes selecionadas

ID das Troca de Troca de Frequéncia Alélica Frequéncia
mutacées aminoacidos nucleotideos (GnomAD) Alélica (1000G)

rs202171972  Asp344Glu D [GAC] > E [GAA] A=0.000262 A=0.0006
rs140642887  Ala239Thr A [GCC]>T [ACC] A=0.000378 A=0.0014
rs149578908  Arg310GIn R [CGG] > Q [CAG] A=0.000008 A=0.0002
rs10305510  Arg421Pro R [CGG]> P [CCG] A=0.006088 A=0.0074
rs182447758  Arg227His R [CGC]>H [CAC] A=0.000016 A=0.0004
1s2235868  Argl76Gly R [AGG] > G [GGG] - C=0.4453

Os dados compilados foram o niimero de identificagdo das mutagdes conforme o dbSNP (ID),
a troca de aminodcidos, troca de nucleotideos, frequéncia alélica segundo o banco GnomAD e

frequénciaalélica segundo a plataforma 1000 Genomes ou 1000G.
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Figura 6. Seis variantes encontradas ao final do processo, destacadas no modelo de proteina do

sistema SNAKE (https://gpcrdb.org/protein/glplr_human/). As letras representam o0s

aminoécidos da proteina GLP-1R. As altera¢des ndo foram observadas ao mesmo tempo, a

figura é apenas uma representacdo bidimensional da localizagdo de cada mutagao.

Apo6s a obtengao das variantes de interesse, as mesmas foram submetidas a andlises na
plataforma HOPE® Prediction. A proteina GLP-1R, ID P43220 (UniProt®), com 463
aminoécidos foi utilizada para base de andlise de homologia estrutural na plataforma Hope. A

estrutura tridimensional da proteina estd ilustrada na Figura 7.

Figura 7. Visdo geral da proteina na representacdo em fita. As imagens foram criadas, usando
o ID da proteina UNIPROT® GLP-1R (463 aminoacidos)-p43220. (A) Imagem da plataforma
Swiss-Model®, com a representacdo da membrana plasmadtica. (B) Imagem da plataforma
Alphafold®, na qual as cores da proteina representam diferentes niveis de confiabilidade. As
por¢des azuis escuras sao de alta fidelidade, as por¢des azuis claras sdo de fidelidade normal,
as por¢des amarelas sdo de baixa fidelidade e as por¢cdes vermelhas sdo de fidelidade muito
baixa. O Alphafold® produz uma pontuagio de confianca por residuo (PLDDT) entre 0 e 100,
e quanto maior a fidelidade, mais proximo o modelo ¢ da realidade. Algumas regides abaixo de

50 PLDDT podem ser destrutivas isoladamente.


https://gpcrdb.org/protein/glp1r_human/
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3.2.1 Analise de variantes
3.2.1.1 Variante D344E

Para a variante D344E (uma troca de acido aspartico para o acido glutimico),
observou-se que o residuo mutante foi maior que o residuo do tipo selvagem (Figuras 8).
Além disso, foram observadas ligacdes i0nicas com um aminoacido de lisina na posi¢ao 346 e
com uma arginina na posic¢ao 348, deslocando o residuo mutante. O deslocamento do residuo
mutante altera a estrutura secundaria da proteina, causando desestabilizagdo na regido. A analise
também sugere que o residuo do tipo selvagem estd localizado em um ponto importante para o
funcionamento da proteina, portanto, o residuo mutado pode prejudicar a funcionalidade deste
ponto especifico. Outro ponto importante ¢ que o residuo do tipo selvagem foi considerado bem
conservado e, embora a plataforma nao tenha apresentado o residuo mutante nessa posi¢cao em
outras proteinas homologas, foi sugerido que outros residuos com propriedades em comum com
0 mutante ocorreram e isso indica que, em alguns casos raros, o residuo mutado pode ocorrer

sem prejudicar a fungdo da proteina.

Figura 8. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em comparagdo com o residuo mutante
D344E (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoacido presente na posigao de
interesse, colorida em cinza (dtomos de carbono), azul (dtomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) é colorido em verde.

3.2.1.2 Variante A239T

Para a variante A239T (uma troca de uma alanina para uma treonina), a ferramenta
HOPE indicou que o residuo mutante 239 foi maior e mais hidrofébico que o residuo do tipo
selvagem. Ainda, o residuo estéd localizado em um ponto importante da proteina e compromete
seu correto funcionamento. A analise também revelou que o residuo do tipo selvagem estd no

core proteico. Nesse sentido, o residuo mutante de tamanho maior ¢ maior hidrofobicidade pode
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comprometer as interagdes hidrofobicas no nicleo da proteina. Além disso, a anélise revelou
que o residuo 239 esta localizado no terceiro dominio transmembranar, entre as hélices
extracelulares 1 e 2, sugerindo que a mutagdo pode comprometer a interagdo com outras hélices
transmembranares ou mesmo com a membrana plasmatica. O residuo mutante T239 foi

localizado préximo a uma regido de alta conservagdo (Figura 9).

Figura 9. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em comparagdo com o residuo mutante
A239T (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoacido presente na posi¢ao de
interesse, colorida em cinza (atomos de carbono), azul (atomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) é colorido em verde.

3.2.1.3 Variante R310Q

Para a variante R310Q (uma troca de uma arginina para a glutamina), a ferramenta
HOPE indicou que o residuo mutante ¢ menor que o residuo do tipo selvagem e tem uma carga
neutra, enquanto o residuo do tipo selvagem tem uma carga positiva e, essa diferenca pode
comprometer interagdes ionicas deste residuo (Figura 10). Estd localizado em uma parte
importante da proteina e por causar um residuo menor, causa um espago vazio no nucleo da
proteina. O residuo ¢ muito bem conservado e nenhum outro residuo semelhante foi encontrado
na mesma regido sendo caracterizado como uma mutagdo que provavelmente causa danos a

proteina.
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Figura 10. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em compara¢do com o residuo mutante
R310Q (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoacido presente na posi¢ao de
interesse, colorida em cinza (atomos de carbono), azul (dtomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) é colorido em verde.

3.2.1.4 Variante R421P

Para a variante R421P (uma troca de uma arginina por prolina), a plataforma indicou
que o residuo mutante foi menor que o residuo do tipo selvagem e tem uma carga neutra,
enquanto o residuo do tipo selvagem tem uma carga positiva (Figura 11). O residuo mutante
também ¢ mais hidrofobico. Esta mutacao especifica pode causar uma importante mudanga
estrutural, pois o residuo do tipo selvagem ¢é encontrado em uma a-hélice e, se a prolina nao
estiver localizada em posi¢des especificas, sua conformacao estrutural seria desestabilizada e,
no caso dessa mutagdo especifica, a a-hélice seria perturbada. Além disso, a diferenca de
tamanho pode prejudicar as interacdes externas da mesma. O local da mutagdo ¢ bem
conservado e, embora a plataforma ndo tenha observado este residuo mutante especificamente
nessa posicao, encontrou outros similares, portanto ha a possibilidade de o residuo mutante

ocorrer neste local da proteina.

Figura 11. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em comparagao com o residuo mutante
R421P (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoéacido presente na posicao de
interesse, colorida em cinza (4&tomos de carbono), azul (dtomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) ¢ colorido em verde.
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3.2.1.5 Variante R227H

Para a variante R227H (uma troca de uma arginina para uma histidina), a plataforma
indicou que o residuo mutante ¢ menor que o tipo selvagem e tem uma carga neutra, enquanto
o tipo selvagem tem uma carga positiva, o que pode prejudicar as interacdes externas (Figura
12). A mutacdo esta proxima de um local que forma uma ligagao cisteina que ndo ¢ diretamente
afetada, mas a mutagdo proéxima pode afetar a estabilidade dessa ligacao. O residuo ¢ bem
conservado, mas outras mutagdes com caracteristicas semelhantes foram observadas no mesmo
local, o que indica que em ocorréncias raras, essa mutacdo pode ocorrer sem prejudicar a

funcdo da proteina.

Figura 12. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em comparagdo com o residuo mutante
R227H (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoacido presente na posi¢ao de
interesse, colorida em cinza (4&tomos de carbono), azul (d&tomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) ¢ colorido em verde.

3.2.1.6 Variante R176G

Para a variante R176G (uma troca de uma arginina por uma glicina), a plataforma
indicou que o residuo mutante foi menor e mais hidrofébico que o tipo selvagem e tem uma
carga neutra, enquanto o tipo selvagem tem uma carga positiva, que pode prejudicar
interacoes externas (Figura 13). Esta regido forma varias pontes salinas com outras regides da
proteina,que contribuem para a rigidez local e estabilidade. Esse residuo esta localizado em um
dominio transmembranar e suas diferencas de carga e tamanho podem afetar as interagdes
10nicas com outras hélices transmembranares, com outros dominios transmembranares, com a
propria membrana e até perturbar as interagdes hidrofobicas com o nucleo da proteina ou
membrana lipidica. Para este caso especificamente, segundo a plataforma HOPE, a glicina ¢
um aminodcido muito flexivel, portanto, essa regido da proteina ndo teria a rigidez normal, o
que poderia prejudicar as interacdes externas. Essa mutacao estd em uma regiao de conservacao

muito alta, pois apenas essa variantefoi identificada. Alteracdes nas regides de alta conservagao
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tendem a ser prejudiciais a proteina.

Figura 13. Detalhes do residuo do tipo selvagem (A) em compara¢do com o residuo mutante
R176G (B). Em destaque a estrutura molecular quimica do aminoacido presente na posi¢ao de
interesse, colorida em cinza (dtomos de carbono), azul (dtomos de nitrogénio) e vermelho

(atomos de oxigénio). O restante da proteina (a-hélices) é colorido em verde.

Com base nos dados coletados, foi construida uma tabela (Tabela 2), sintetizando as
informacdes mais relevantes sobre cada variante, para facilitar a visualizagdo de informagdes

especificas sobre as mesmas.

Tamanho do
Identificacao da residuo em Conservacao
Mutacio comparacio com Carga da posi¢io
WT
D344E Maior Nao informado Bem
conservada
A239T Maior Nao informado Alta
conservagao
R310Q Menor Neutra (WT positiva) Bem
conservada
R421P Menor Neutra (WT positiva) Bem
conservada
R227H Menor Neutra (WT positiva) Bem
conservada
R176G Menor Neutra (WT positiva) Alta
conservagao

presentes na tabela sdo da regido mutada em relacao a Wild Type.

Tabela 2. Informagdes da proteina retiradas da plataforma HOPE® prediction. As informagdes
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3.3 Plataforma STRING

Apos a avaliagdo das variantes utilizando a plataforma HOPE, a proteina foi submetida

a analise na plataforma STRING (https://string-db.org/), que permite avaliar as interagdes do

modelo Wild Type com outras proteinas. A plataforma STRING, no entanto, ndo permite a
avaliacdo de interacdes dos modelos com mutagdo, entdo ndo podemos afirmar como cada
interacao seria prejudicada, por cada variante, mas € possivel que as interagdes apresentadas
pela plataforma (Figura 14), sejam as mesmas que estariam prejudicadas conforme os achados

na plataforma HOPE.

Figura 14. Rede de interacdes da proteina GLP-1R com outras proteinas ao seu redor em
esquema de tipo de interacdo por evidéncia cientifica. A GLP-1R pode ser encontrada no centro,
em vermelho, e cada linha leva a outra proteina com a qual a GLP-1R interage direta ou
indiretamente (configuracdo da plataforma para ndo mais do que 10 interactores. Ponto de

corte: 0.700).

Na plataforma STRING ¢ possivel também avaliar interagdes funcionais e interagdes
fisicas, que afetam a funcionalidade da proteina direta ou indiretamente. Nas figuras 15 e 16 ¢

possivel observar dois esquemas, um que mostra o interactoma funcional do GLP-1R (Figura


https://string-db.org/
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15) e um que mostra o interactoma fisico (Figura 16). Foi definido ainda um ponto de corte de
interacoes com nivel de confiabilidade acima de 0.700, sendo que, quanto mais proximo de 1.0,

mais confiavel ¢ a interagdo predita.

suesRA

PGRMCL

Figura 15. Rede de interacdes funcionais da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade.
A proteina-alvo encontra-se colorida em vermelho, com seus parceiros funcionais ao seu redor

(configuragdo da plataforma para ndo mais do que 20 interactores. Ponto de corte: 0.700).



41

RGRMCL

Figura 16. Rede de interacdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade. A
proteina-alvo encontra-se colorida em vermelho, com seus parceiros fisicos ao seu redor

(configuragdo da plataforma para ndo mais do que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700).

A plataforma STRING® além de fornecer os dados ja mencionados, permitiu
analisar detalhadamente outros tipos de interacdo, entre as mesmas proteinas, por exemplo,
interacdes que estdo envolvidas em certosprocessos biologicos, conforme a figura 17. Nela ¢
possivel ver o mesmo interactoma de proteinas com interagao fisica, porém destacando quais
delas estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos que acontecem no corpo humano. E
importante salientar que outros processos bioldgicos que ndo foram incluidos na imagem
também podem ser avaliados na plataforma, porém foram desconsiderados por nao serem
relevantes ao tema do presente trabalho. Para a construgdo das figuras 17, 18, 19, 20 e 21,
foram utilizados os mesmos critérios de construcao das figuras 14 e 16 (ndo mais do que 10

interactores e ponto de corte: 0.700).
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Figura 17. Rede de interagdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade com
destaque para processos biologicos especificos das proteinas (configuracdo da plataforma para
nao mais do que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700). Em vermelho: Proteinas envolvidas
no caminho de sinalizagdo celular dos receptores acoplados a proteina G; em azul escuro:
Proteinas envolvidas na regulagdo da secre¢ao de insulina; em verde: Proteinas envolvidas na
regulacdo positiva da secrecdo de insulina; em amarelo: Proteinas envolvidas naregulagao
positiva de secrecdo de insulina em resposta a estimulo de glicose; em rosa: Proteinas
envolvidas na resposta celular ao estimulo por glucagon; em azul claro: Proteinas envolvidas
no caminho de sinalizagdo celular dos receptores acoplados a proteina G ativados por adenilato
ciclase; em laranja: Proteinas envolvidas na resposta & hormonios peptidicos; e em roxo:

Proteinas envolvidas na regulagdo positiva de sinalizagdo celular mediada por cAMP.

Da mesma forma, outros destaques podem ser feitos no interactoma da proteina,
relacionados a outros fatores, como fun¢do molecular, associacdo de gene com doenga, tecido
de expressao e até mesmo referéncia em publicagdao, a qual destaca artigos e pesquisas que
reportaram a(s) interagao(0es) entre as proteinas do interactoma. Com base nessas informacoes,
foram criadas as Figuras 18, 19, 20 e 21, que sdo referentes aos esquemas citados acima,

novamente tendo enfoque nos itens da plataforma relevantes ao tema do trabalho.
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Figura 18. Rede de interagdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade com
destaque para funcao molecular das proteinas (configuracao da plataforma para nao mais do
que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700). Em vermelho: Ligacdo com o receptor de
glucagon; em azul: Atividade do receptor de glucagon; em verde: Ligacdo com o receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina; e em amarelo: Ligacdo com o receptor acoplado a

proteina G.
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Figura 19. Rede de interacdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade com
destaque para associacdo entre gene das proteinas e doenga (configuracdo da plataforma para
ndo mais do que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700). Em vermelho: Diabetes Mellitus tipo

2; em azul: Diabetes Mellitus; e em verde: Doenca metabodlica adquirida.
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Figura 20. Rede de interagdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade com
destaque para tecidos em que as proteinas sdo atuantes(configura¢do da plataforma para nao
mais do que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700). Em vermelho: Célula B-pancreatica; em

azul: Ilhota pancredtica; em verde: Pancreas; ¢ em amarelo: Glandula digestiva.
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Figura 21. Rede de interacdes fisicas da proteina GLP-1R em esquema de confiabilidade com
destaque para interagdes reportadas em literatura (configuragdo da plataforma para ndo mais do
que 10 interactores. Ponto de corte: 0.700). Em vermelho: (2022) Discovery of MK- 1462: GLP-
1 and Glucagon Receptor Dual Agonist for the Treatment of Obesity and Diabetes; em azul:
(2023) Gastrointestinal hormones: their increasing pharmacotherapeutic relevance in
metabolic diseases; em verde: (2022) Glucagon-Like Peptide-1 Receptor Agonists and Dual
Glucose-Dependent Insulinotropic Polypeptide Glucagon-Like Peptide-1 Receptor Agonists in
the Treatment of Obesity Metabolic Syndrome, Prediabetes, Diabetes and Non-Alcoholic Fatty
Liver; em amarelo: (2022) Clinical perspectives on the use of the GIPGLP-1 receptor agonist
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tirzepatide for the treatment of type-2 diabetes and obesity; em rosa: (2022) Glucagon-like
peptide-1, glucose-dependent insulinotropic polypeptide, and glucagon receptor poly-agonists:
a new era in obesity pharmacotherapy; em verde escuro: (2022) Efficacy and safety of high-
dose glucagon-like peptide-1, glucagon-like peptide-1glucose-dependent insulinotropic
peptide, and glucagon-like peptide-1glucagon receptor agonists in type 2 diabetes; em azul
claro: (2022) Anti-obesity therapeutics with complementary dual-agonist activities at glucagon
and glucagon-like peptide 1 receptors; e em laranja: (2021) Imaging of the Glucagon Receptor
in Subjects with Type 2 Diabetes.

Em meio a todas as interagdes proteicas destacadas no interactoma construido na
plataforma STRING, destacam-se as proteinas GCG (Glucagon — escore de confiabilidade de
0.998), GIP (Gastric Inhibitory Polypeptide — escore de confiabilidade de 0.990) e GNAS
(Guanine Nucleotide-binding Protein Gs — escore de confiabilidade de 0.988) no caso do
interactoma deinteragdes diretas e indiretas. O interactoma que leva em consideragdo apenas
interacoes fisicas diretas, no entanto, além da proteina GNAS (nesse caso com escore de
0.977) e da proteina GCG (escore de 0.959), foi observada também a proteina GNG2
(Guanine Nucleotide-binding Protein G(1)/G(S)/G(0O) subunit gamma-2 — escore de
confiabilidade de 0.929). A plataforma STRING® compila informagdes a partir da plataforma
UniProt, e traz as informagoes referentesa fungdo de cada proteina que interage com o GLP-
IR.

A proteina GCG, por exemplo, que possui o maior escore na plataforma, possui apenas
uma evidéncia experimental que explora a sua interacdo com o GLP-1R, na plataforma
BioGRID em um trabalho feito por Xiao et al em 2000. A plataforma em questdo apontou que
a interacdo foi observada apenas nas proteinas (GLP-1R e GCG) purificadas in vitro, com um
throughtput (taxa/quantidade de informagdes que passam por um sistema especifico, nesse caso
a plataforma BioGRAD) baixo, porém com um alto nimero de co-mengdes em abstracts da
plataforma PubMed, o que acaba sendo responsavel pelo seu escore alto.

A proteina GIP, possui apenas co-mengao em artigos, como por exemplo Yang et al
(2020) que apenas menciona que a proteina GIP tem um efeito similar ao GLP-1 na estimulagao
da secre¢do de insulina, o que ja foi suficiente para a plataforma considerar para a construgao
do interactoma, e associacdo em bases de dados curadas (dados a partir de outras bases
construtoras de interactoma, como por exemplo a base de dados Reactome® (Estados Unidos,

https://reactome.org/content/detail/R-HSA-420092) que também apresenta alguma forma de

interagdo das duas proteinas, sendo o suficiente para a plataforma STRING considerar na
constru¢do do interactoma), ndo tendo dados experimentais e/ou bioquimicos reportados na
plataforma STRING. Em contrapartida, a proteina GNG2, ndo possui dados de co-meng¢do
em artigos, porém possui dados experimentais reportados na plataforma Protein Data

Bank (PBD®) e também dados de associagdo reportados na base Reactome®.


https://reactome.org/content/detail/R-HSA-420092
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A proteina GNAS teve um ensaio experimental reportado na plataforma BioGRID, de

Dai et al (2015) que utilizou um sistema duplo hibrido de ubiquitina de levedura baseado em
membrana (Membrane Yeast Two-Hybrid - MYTH), listou uma série de proteinas que
interagem com GLP-1R no cérebro fetal humano que demonstraram atenuar a sua atividade,
identificados a partir da biblioteca de cDNA de ilhotas humanas por MYTH. As proteinas
interatoras incluiam a GNAS, que mostrou ativacdo da atividade da adenilato ciclase, e da
GTPase quando em contato com GLP-1R (DAlet al, 2015). A proteina apresentou também
dados de associacao de interactoma da plataforma Reactome®, porém os dados de co-mencgao
em abstracts do PubMed ndo encontraram publicagdes relevantes em organismos humanos,

somente em outros organismos que ndo Homo sapiens.

3.4 Plataforma ClinVar

A pesquisa na plataforma ClinVar pelo termo “glp1r”, obteve 18 resultados, dos quais
apenas 9 se tratavam de casos em que somente uma mutagdo no gene GLPIR foi observada.
Em um dos casos, além de uma mutacdo no gene GLP1R, o paciente apresentava uma mutacao
no gene DNAHS (dynein axonemal heavy chain 8), e mutagdes heterozigoticas compostas em
DNAHS8 podem ser responsaveis por multiplas anormalidades morfologicas dos flagelos
espermaticos (WENG et al, 2021), e nos 8 casos restantes, os pacientes apresentaram diversas
outras alteracdes genéticas, em diversos outros genes, em conjunto com alguma mutacdo no
gene GLPIR.

Todos os 9 casos com mutacdes observadas apenas no gene GLPIR, foram
classificados como benignos, a exce¢do de um, que foi classificado como “provavelmente
benigno”. Esta variante pode ser encontrada na plataforma dbSNP, sob o ID: rs61754624, ¢
trata-se de uma mutagdo sinonimia, ou seja, a troca de nucleotideo ndo altera o aminoacido
encontrado na proteina, portanto ndo se observa malignidade. A variante foi citada em um
trabalho sobre a ferramenta Sherloc, uma estrutura de classificacdo de variantes, que foi
utilizada para refinar as diretrizes de 2015 do American College of Medical Genetics and
Genomics—Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP) (NYKAMP et al, 2017). No
caso em que a mutacdo no gene GLPIR foi observada em conjunto com a mutagdo no
DNAHS, a classificagdo foi incerta, pelo motivo de que ndo foram encontrados dados
suficientes na plataforma para, tendo sido identificada apenas uma variante sob o ID:
rs1340130, porém ndo ficou claro a qual proteina ela pertence e nem qual a troca de
aminodcidos que ocorre.

Os 8 casos restantes, que apresentam diversas mutagdes em conjunto, foram
classificados como patogénicos, porém poucas informagdes existem acerca dos mesmos. Por

exemplo, dos 8, apenas 3 apresentam qual a proteina afetada pela mutacdo na plataforma
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dbSNP, tratam-se dos IDs: rs155430, rs625706 e rs608764. Sao mutagdes em 3 proteinas

diferentes, porém nenhuma delas relacionadas com o gene GLPIR. As 5 restantes nao
especificam qual proteina sofre a mutagao na plataforma dbSNP, mas podem ser encontradas
na mesma sob os IDs: rs443496, rs443497, rs608767, rs608768 e rs58427. Em se tratando das
variantes benignas, podem ser encontradas na plataforma dbSNP sob os IDs: rs774310,
rs780621, rs789746, rs712621, rs787828, rs779910 e rs730218, e todas sdo mutagdes
sinonimias, com excec¢ao da rs730218, que se trata da troca de uma arginina por uma histidina
na posicdo 44, porém, ao passar por analise na plataforma PolyPhen-2®, foi classificada

como benigna com escore de 0.2.
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4 DISCUSSAO

Este estudo compilou 6 variantes SNP missense do gene GLPIR, rs202171972
(D344E), rs140642887 (A239T), rs149578908 (R310Q), rs10305510 (R421P), rs182447758
(R227H) e 152235868 (R176G). Alguns SNPs especificos referentes ao gene GLP1R foram
investigados anteriormente, porém, os SNPs foram diferentes dos encontrados neste estudo.
Michalowska e colaboradores, por exemplo, investigaram a associacao de dois SNPs do gene
GLPIR, rs2268641 e rs6923761 (ambos ndo apresentados em nossos resultados) com excesso
de peso e sindrome metabdlica. O estudo constatou que portadores de rs6923761 apresentavam
maior risco de excesso de massa corporal, em comparagdo com portadores de rs2268641, que
apresentam menor risco (MICHALOWSKA et al, 2022).

Outros trés estudos avaliando a mutagdo rs6923761 (uma troca entre uma glicina e
uma serina na posi¢do 168 da proteina) chegaram a conclusdes diferentes. Sathananthan e
colaboradores, em estudo piloto, observaram que a variante ndo teve impacto significativo na
concentragdo deglicose e na secrecao de insulina ap6s 120min. Javorski e colabradores, seis
anos depois, observaram que a variante estava significativamente associada a redugdo dos
niveis de HbAlc. Dawed e colaboradores também observaram que a variante rs6923761 foi
significativamente associada a resposta glicémica aos agonistas de GLP-1R, mais
especificamente o fato de que em meta-analises compostas por 4.571 individuos, cada copia
do alelo do gene correspondente a serina foi associada a uma redugdo menorde HbAlc. Eles
também descobriram que essa associacdo era consistente entre os conjuntos dedados da meta-
analise. Outra variante menos relevante, rs10305420, também foi estudada pelo mesmo grupo,
mas eles ndo encontraram associa¢cao com a reducao dos niveis de HbAlc na referida mutagao
(SATHANANTHAN et al, 2010; JAVORSKI et al, 2016; DAWED et al, 2023).

Em outro estudo foi revelado que a variante rs3765467 (R131Q) esta
significativamente associada ao inibidor de DDP-4. A dipeptidil peptidase-4 (DDP-4) ¢ uma
enzima peptidase que desativa o GLP-1, ¢ o mesmo estudo apontou que a eficacia dos
inibidores de DPP-4 pode ser afetada pelo GLP-1R, mais especificamente, essa alteragdo na
estrutura ou afinidade de GLP- 1R pode determinar a diferenca nas respostas aos inibidores de
DPP-4. Eles observaram uma redug¢do nos niveis de HbAlc ao comparar pacientes que
fizeram tratamento com inibidor de DPP-4 com pacientes que nao fizeram (HAN et al, 2016).

Recentemente, outro estudo realizado em torno das variantes do gene GLPIR
encontrou inumeras mutagdes em relagdo ao receptor ¢ como elas afetam a atividade da
proteina. Eid e colaboradores fizeram uma lista com 21 variantes do gene, mas consideraram
um MAF (Minor Allele Frequency) significativamente maior para construir sua lista, e de

todos os SNPs obtidos, apenas dois sdo citados nesta pesquisa, rs140642887 (A239T) e
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1s202171972 (D344E), ambos inicialmente encontrados por Lagou e colaboradores, em 2021.

A lista também apresentava duas variantes na posi¢cdo 421, sendo uma delas a troca de uma
arginina por triptofano e outra de uma arginina por uma glutamina, ja a variante da mesma
posigao citada neste trabalho (rs10305510), trata-se de uma arginina para uma prolina. Eid e
colaboradores mencionam que ainda ndo estd claro se esses SNPs (e at¢ mesmo como)
modificam o efeito da incretina GLP-1 e seus agonistas, e mais experimentos dedicados sdo
necessarios, mas ¢ importante mencionar que uma quantidade crescente de dados na literatura
documentou SNPs de ocorréncia natural no locus GLP1R, que estdo associados a resultados
clinicos especificos, como niveis de glicose, respostas glicémicas, perda de peso, DM2 e risco
cardiovascular (EID et al, 2022).

Tendo em vista que o GLP-IR ¢ um alvo estabelecido para perda de peso e
hipoglicemia em doencas como obesidade e diabetes via tratamento com semaglutida e
exenatida, por exemplo, outro estudo para avaliar se as variagdes podem ser prejudiciais ou nao
foi realizado. Lagou e colaboradores mediram respostas a varios agonistas enddgenos e
farmacolégicos de GLP-1R e, concentrando-se em dois SNPs especificos, rs10305492
(A316T) e rs146868158 (R421W), observaram que a variante A316T apresentou respostas
aumentadas aos referidos agonistas enquanto que a variante R421W apresentou respostas
reduzidas a todos os ligantes, com exce¢do da exendina-4, que ndo teve atividade em ambas
as variantes, e a semaglutida, que ndo teve efeito apenas para a variante A316T. A variante
R421W apresentou uma leve perda de funcdo, o que ¢ significativo para os resultados
encontrados nesta pesquisa, visto que uma das mutacgdes listadas ¢ a variante rs10305510,
correspondente a mutagdo R421P (LAGOU et al, 2021).

Especificamente sobre as mutacdes filtradas pelo presente estudo, Gao et al (2022)
em uma pesquisa que avaliou os efeitos de 60 variantes de codificagdo de GLP-1R na
sinalizagdo celular, separando-a em quatro vias de sinalizagdo, acumulo de cAMP,
mobilizacdo de Ca2+, ativacdo de ERK (Extracellular signal-regulated kinases) e o
recrutamento de B-arrestina 2 (B-arr2), que pode servir como via secundaria para a ativacao do
GLP-1R. Foi descoberto pelo mesmo estudo que as variantes A239T e D344E apresentavam
um defeito na via de ativacdo de ERK, afetando o correto funcionamento do GPCR, e estas
duas variantes foram consideradas prejudiciais ao funcionamento correto do GLP-1R. Outra
variante, R310Q, foi incapaz de recrutar B-arr2, mas mostrou ativagdo significativa da via
cAMP dependente de Gs, assim como outras 5 variantes ndo apresentadas aqui. Outros
achados importantes em relacdo ao R310Q foram que a via de sinalizacdo de cAMP ndo
respondeu ao tratamento com exenatida-4 e também que foi totalmente inativa a 0,1 nM de
exenatida-4, que € uma concentracdo que promove a secrecdomaxima de insulina para o

gene wild type do GLP1R. O mesmo estudo também descobriu que duas variantes, R176W e
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R310W (que apresentam substitui¢cdes diferentes das filtradas por esta pesquisa, mas ocorrem

nos mesmosloci, R176G e R310Q) diminuiram significativamente a producdo de cAMP,
classificando ambas as muta¢des como “expressdo de superficie severamente defeituosa”

(GAO et al, 2022).

Esses achados comprovam que o GLP-1R esta ligado diretamente a obesidade e
ao diabetes, dai a importancia de estuda-lo. Nesta pesquisa, foi possivel filtrar 6 mutacdes
que segundo dados recolhidos nas plataformas online sdo susceptiveis de causar danos a
estruturada proteina, e 3 delas, como mostrado anteriormente, podem ser prejudiciais para
o funcionamento correto da proteina, pelo que devem ser observados com mais cuidado e
atencdo em possiveis estudos futuros. Considerando os dados obtidos na plataforma HOPE
Prediction®, um fato interessante observado foi que, das 6 variantes filtradas, 4 apresentam
trocas dos aminodcidos arginina (R)por outros aminoéacidos, sendo que a mesma prevaléncia
foi observada em outras mutagdes que nao foram listadas. Por isso, levanta-se a possibilidade

de correlacdo de dano aumentado nocaso de mutagdes que apresentam troca de arginina,

mas sdo necessarios mais dados para confirmar essa hipotese.

Sobre os dados encontrados na plataforma STRING, ¢ de extrema importancia frizar
que ela utiliza um algoritmo para coletar, pontuar e integrar todas as fontes publicamente
disponiveis de informacdes de interagdo proteina-proteina e complementa-las com previsdes
computacionais e, a partir disso, formular os escores de confiabilidade das proteinas que
interagem com o GLP-1R, com base em fext mining automatico da literatura cientifica,
previsdes de interagdo computacional de co-expressdo, contexto gendomico conservado, bancos
de dados de experimentos de interagcdo e complexos ou caminhos de interacdo proteica
conhecidos de outras bases de pesquisa curadas (SZKLARCZYK et al, 2018; SZKLARCZYK
et al,2022).

Os bancos de dados de constru¢cdo de interactomas proteicos sdo divididos em trés
categorias: as plataformas de interacdo primaria, que anotam evidéncias de interacao
experimental diretamente das publicagdes de origem e acabam por fornecer servigos agregados
altamente valiosos, como curadoria de metadados, manutencao de espacos de nomes comuns e
criagdo de ontologias e padrdes; as plataformas de previsdo computacional, que sdo hospedados

por bancos de dados dedicados, como a PrePPI (http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPI -

Columbia University Medical Center, Estados Unidos) que combina interagdes proteina-
proteina (PPIs) previstas e determinadas experimentalmente e a PIPs Database

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-pips - University of Dundee, Escocia), que contém

previsdes de >37.000 interacdes de alta probabilidade que foram calculadas por meio de um
método bayesiano que combina informacdes de expressao, ortologia, co-ocorréncia de dominio,

modificagdes pods-traducionais e localizacao subcelular da proteina (MCDOWAL et al, 2008;


http://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPI
http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-pips
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ZHANG et al, 2012); e por fim, os bancos de dados dedicados a interagdes de proteinas no

escopo mais amplo, que integram interagcdes primadrias e previstas, mas incluem também
resultados de text mining (co-mengdo em abstracts), transferéncias entre organismos ou outras
informacgoes adicionais, categoria a qual o banco de dados STRING pertence (SZKLARCZYK
et al, 2018; SZKLARCZYK et al, 2022). Por se tratar de uma plataforma de construcdo de
interactoma abrangente, os escores nao sao construidos somente a partir de dados experimentais
sobre as proteinas, mas também a partir de meng¢ao em artigos de bases de dados, portanto as
possiveis interagdes apontadas pela ferramenta precisam ser observadas com muita cautela, pois
existe a possibilidade de que as proteinas ndo interajam de fato, entdo, a depender do objetivo

da pesquisa, os dados da plataforma precisam ser analisados minuciosamente.
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5 CONCLUSAO
Diabetes e obesidade sdo sérios problemas de saude publica em todo o mundo, como

mencionado anteriormente, € ¢ por isso que mais pesquisas sobre essas doengas sdo importantes.
Como ja destacado, o fator genético ¢ muito importante no desenvolvimento de ambas as
patologias e deve ser considerado em estudos futuros sobre o assunto. Existem mais genes
envolvidos com diabetes e obesidade do que GLPIR, genes que devem ser estudados para
elucidar os diferentes mecanismos genéticos por tras dessas doencas. Sdo necessarias pesquisas
mais aprofundadas ndo apenas sobre o gene GLPIR, mas também sobre outros genes
possivelmente envolvidos com diabetes e obesidade, ndo apenas para melhor elucidar os
mecanismos por tras dessas doencas, mas também para encontrar novas e formas mais eficientes de
garantir maior eficacia terapéutica. Embora as 6 variantes listadas neste trabalho ndo tenham
relatos clinicos de sua ocorréncia, fica claro o possivel impacto que elas podem causar,
considerando a atividade do GLP-1R em relagao ao diabetes e obesidade, aumentando assim a
importancia do estudo desse gene para ajudar na prevengao o desenvolvimento dessas doengas em
pessoas suscetiveis a elas desde a infancia.

Os relatorios que pesquisaram anteriormente as variantes do GLP1R deixaram claro
que ha muito mais a ser estudado em relagdo as mutagdes genéticas que podem causar doencgas
ligadas ao referido receptor. Nao apenas o diabetes e a obesidade, que sdo o foco principal deste
estudo, mas varias outras patologias que estao ligadas a incretina GLP-1 e seus agonistas, dada
a abundancia deste receptor nos tecidos do corpo humano. Uma conclusdo comum entre todas
as pesquisas anteriores sobre o GLP-1R, ¢ que existem poucos estudos sobre seu
funcionamento exato, € mais pesquisas sao necessarias para acessar exatamente como essas
mutagdes afetam o gene e como elas podem ser tratadas. Em ultima andlise, considerando os
achados de outros estudos sobre variantes de GLP1R, e especificamente os encontrados neste
estudo, o método de filtragem on-line e pesquisa de mutagdes provaveis nocivas aplicado por
este trabaalho se mostrou eficaz, considerando que a maioria das mutagdes listadas ja foram
previamente documentadas na literatura, e, mesmo para as variantes que ndo foram, foram
relatadas outras variantes nos mesmos loci, maisuma vez comprovando a eficacia do método
proposto neste estudo. Portanto, os resultados obtidos sugerem que o método pode servir com

confiabilidade como uma diretriz segura para futuros estudos na area.
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APENDICE - Tabelas contendo conteiido relacionado a obtencao das variantes

patogénicas.

Tabelas formuladas ao longo do desenvolvimento do trabalho contendo informagdes

sobre demais variantes missense encontradas na plataforma dbSNP e também com os

resultados de analises em outras bases de dados com finalidade de confirmacao de resultados.

Mutation ID Amn. Exchange Results Total
rs2295006 Argd4His Benign
rs1042044 Leu260Phe Benign
rs1126475 Ala316Gly Benign
rs3765467 Argl31GIn Benign
rs3765467 Argl31Pro Benign
rs6918287 Glul33Asp Benign
rs6923761 Glyl68Ser Benign
rs6923761 Gly1l68Arg Benign

rs10305420 Pro7Leu Benign

rs10305492 Ala316Thr Benign
rs10305510 Arg421GIn Benign
rs138405478 Lys434Thr Benign
rs138965775 Ala209Thr Benign
rs138965775 Ala209Pro Benign
rs138965775 Ala209Ser Benign
rs144690684 Val249Met Benign
rs145832308 Ser432Arg Benign
rs145955078 Phe80Leu Benign
rs146340667 Val194ile Benign 186
rs146868158 Arg421GIn Benign
rs147627784 Gly132Arg Benign
rs148862435 Gly450Ala Benign
rs150253529 Arg48His Benign
rs185053350 Ser261Pro Benign
rs185053350 Ser261Ala Benign
rs189969666 Ala449Glu Benign
rs189969666 Alad49Vval Benign
rs199523424 Val270Met Benign
rs199526561 Tyr101His Benign
rs199641766 Val365lle Benign
rs199790397 llel47Met Benign
rs199796313 Argd14Trp Benign
rs199825566 Val160lle Benign
rs199825566 Val160Phe Benign
rs199959395 Leu339Phe Benign
rs200053872 Leul18Val Benign




rs200551011 Prol37Leu Benign
rs200691429 Argd19His Benign
rs200721844 ProSLeu Benign
rs200841153 Serd4llle Benign
rs200843058 Ala238Ser Benign
rs200849157 Argd0GIn Benign
rs200890494 Cys341Ser Benign
rs201001424 lle427Asn Benign
rs201223341 Thr440Ala Benign
rs201338954 Asp53Ala Benign
rs201338954 Asp53Gly Benign
rs201338954 Asp53Val Benign
rs201355669 Pro96Leu Benign
rs201431571 Val259lle Benign
rs201672448 Ser445Thr Benign
rs201675748 Argd4Ser Benign
rs367903915 Arg43GIn Benign
rs368940624 Arg414GIn Benign
rs371228307 Leul41Phe Benign
rs375821449 Trp33Arg Benign
rs529033290 Thr298Ala Benign
rs546151635 Met17Thr Benign
rs554064290 Met453Thr Benign
rs746502272 llel61Phe Benign
rs748354939 GlyéVal Benign
rs748354939 Gly6Asp Benign
rs748771635 Leud425Ser Benign
rs748825486 Ala199Thr Benign
rs749307293 Ser225Gly Benign
rs749764829 Ser258Leu Benign
rs750122674 Pro56Leu Benign
rs754900903 Ser84Asn Benign
rs757507531 Glu418Asp Benign
rs758868498 Gly132Ala Benign
rs758868498 Gly132Val Benign
rs759060644 Alal64Val Benign
rs760617935 Ala238Gly Benign
rs760617935 Ala238Val Benign
rs761302689 Argd29Lys Benign
rs761383264 lle286Val Benign
rs761383378 Lys130Thr Benign
rs763589430 Leud443Pro Benign
rs763952154 Glul27Lys Benign
rs768143333 lle147Val Benign
rs769668902 Serl24leu Benign
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rs770806756 Trp264Arg Benign
rs771765004 Asp430Glu Benign
rs772199865 Leu232lle Benign
rs772199865 Leu232Val Benign
rs772199865 Leu232Phe Benign
rs773168576 Thr391Ala Benign
rs773657617 GIn26Lys Benign
rs773786089 Gly285Ser Benign
rs774790092 Leul67Phe Benign
rs776194642 Glul39Asp Benign
rs776311029 Arg267Thr Benign
rs776311029 Arg267Met Benign
rs780507821 Phe257lle Benign
rs780507821 Phe257Val Benign
rs903979009 Glul107Lys Benign
rs905725891 Thr455Ala Benign
rs907706489 GIn140His Benign
rs936741749 Leul09Phe Benign
rs937676680 Arg24Pro Benign
rs961473826 Thrd48Met Benign
rs972506083 Val229Ala Benign
rs976295207 Gly22Ser Benign
rs985149155 Phe413lle Benign
rs985294169 Met397Leu Benign
rs1042461152 lle196Val Benign
rs1156801898 Ala2Val Benign
rs1158382194 His426Pro Benign
rs1158382194 His426Arg Benign
rs1159561886 Glul07Asp Benign
rs1160861834 Alal53Thr Benign
rs1183091621 Val332lle Benign
rs1183821389 Gly295Ser Benign
rs1193326947 Thr207lle Benign
rs1196193414 Ala92Val Benign
rs1199763316 Gly108Ala Benign
rs1228779181 Asp222Glu Benign
rs1230482807 Ser163Phe Benign
rs1231292755 Ala92Thr Benign
rs1231379442 Val405lle Benign
rs1231876915 Glul138Gly Benign
rs1235863894 AladAsp Benign
rs1238963152 Ser93Asp Benign
rs1245724616 Ala28Val Benign
rs1249883851 Alad47Gly Benign
rs1253028244 Gly27Ala Benign
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rs1253028244 Gly27Val Benign
rs1279957419 Leul118GIn Benign
rs1279957419 Leul18Pro Benign
rs1289964395 Glu387Asp Benign
rs1290269769 GIn45Arg Benign
rs1291437179 Argl34Thr Benign
rs1307781425 [le286Thr Benign
rs1317906920 Asp53Asn Benign
rs1317906920 Asp53Tyr Benign
rs1335072951 Ser124Thr Benign
rs1344505759 Asp430Asn Benign
rs1344505759 Asp430His Benign
rs1348279169 Pro96Ser Benign
rs1366151858 Leu278Val Benign
rs1372183942 Glu133GIn Benign
rs1375037526 Ser463Gly Benign
rs1390194943 Serd49Cys Benign
rs1391602479 Ser431Gly Benign
rs1394576392 Lys437GIn Benign
rs1410795040 Val95Glu Benign
rs1412444748 GIn211Arg Benign
rs1415707619 Ser79Leu Benign
rs1421643787 Glu34Llys Benign
rs1436677729 Pro5Ala Benign
rs1454776777 Thr39Ser Benign
rs1455995986 Serd441Arg Benign
rs1456463113 Thr58lle Benign
rs1462886581 lleld6leu Benign
rs1472091574 Gly6Ser Benign
rs1473730004 Gly216Trp Benign
rs1474396123 Glul27Asp Benign
rs1562009540 Alal158Thr Benign
rs1562021040 Serd452Thr Benign
rs1583627938 Asn115Thr Benign
rs1583628661 Glul39Lys Benign
rs1768021501 Ala2Thr Benign
rs1768021603 Gly3Ser Benign
rs1768021603 Gly3Arg Benign
rs1768022624 AlallGlu Benign
rs1768024088 Pro25Thr Benign
rs1768024231 GIn26Arg Benign
rs1768216877 Serd49Pro Benign
rs1768218116 Thr58Pro Benign
rs1768241801 Pheb1Tyr Benign
rs1768485089 His99Tyr Benign
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rs1768488422 Aspl22Asn Benign
rs1768489629 Ser129Pro Benign
rs1768510179 Leul54Phe Benign
rs1768510774 Ser157Phe Benign
rs1768715788 Ala199Val Benign
rs1768715958 Leu201Val Benign
rs1768716193 Ser206Arg Benign
rs1768733941 Tyr252His Benign
rs1768737563 lle272Val Benign
rs1768889776 Val282lle Benign
rs1768920331 Leu322Phe Benign
rs1768940618 Phe381Leu Benign
rs1769132939 Glu418Lys Benign
rs1769136580 Gly450Ser Benign
rs1769137301 Ala460Thr Benign
rs3765467 Argl3lleu Poss. Damaging
rs10305421 Arg20Lys Poss. Damaging
rs61733062 Arg376GIn Poss. Damaging
rs61733062 Arg376Leu Poss. Damaging
rs145619754 Leu268Phe Poss. Damaging
rs147207725 lle330Val Poss. Damaging
rs148158586 Thr35Met Poss. Damaging
rs150729240 Asp293Tyr Poss. Damaging
rs200423130 His171GIn Poss. Damaging
rs200437436 Phe385Leu Poss. Damaging
rs201672448 Ser445Asn Poss. Damaging
rs202103886 Asn338Ser Poss. Damaging
rs202152738 Glu294Lys Poss. Damaging
rs527991362 Ala375Thr Poss. Damaging
rs747487240 Lys342GIn Poss. Damaging 34
rs751670297 Pro54Ser Poss. Damaging
rs753705639 Val81lLeu Poss. Damaging
rs759948924 GIn45His Poss. Damaging
rs760402748 Tyr289Phe Poss. Damaging
rs762655612 Gly22Asp Poss. Damaging
rs772533032 Asn338Lys Poss. Damaging
rs937676680 Arg24His Poss. Damaging
rs1019126528 Val332Ala Poss. Damaging
rs1242484640 Leu314Phe Poss. Damaging
rs1249883851 Alad47Val Poss. Damaging
rs1324858877 Cys347Arg Poss. Damaging
rs1343256236 Ala399Ser Poss. Damaging
rs1375235181 Gly248Asp Poss. Damaging
rs1454776777 Thr391lle Poss. Damaging
rs1768023220 Gly19Arg Poss. Damaging
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rs1768215403 Val36Ala Poss. Damaging
rs1768915205 Met303Thr Poss. Damaging
rs1768941018 Glu387Lys Poss. Damaging
rs1769134274 Met433lle Poss. Damaging
rs1126475 Ala316Asp Prob. Damaging
rs2235868 Argl76Gly Prob. Damaging
rs2235868 Argl76Trp Prob. Damaging
rs10305493 Ser333Cys Prob. Damaging
rs10305510 Argd21Pro Prob. Damaging
rs140642887 Ala239Thr Prob. Damaging
rs147627784 Gly132Trp Prob. Damaging
rs148543734 Gly361Arg Prob. Damaging
rs149578908 Arg310GIn Prob. Damaging
rs182447758 Arg227His Prob. Damaging
rs190133144 His374Asn Prob. Damaging
rs190133144 His374Tyr Prob. Damaging
rs199745579 Asp198Glu Prob. Damaging
rs199783730 Thr353Met Prob. Damaging
rs199818129 Pro358Leu Prob. Damaging
rs200065197 Arg376Trp Prob. Damaging
rs200118342 Arg326Gly Prob. Damaging
rs200118342 Arg326Trp Prob. Damaging
rs200765138 Argb64Trp Prob. Damaging
rs200792917 Tyr291Cys Prob. Damaging
rs201054657 le357Thr Prob. Damaging 164
rs201231115 Cys46Tyr Prob. Damaging
rs201235247 Val331Met Prob. Damaging
rs201498303 Vall00Met Prob. Damaging
rs201617183 Gly377Arg Prob. Damaging
rs201634613 Trp87Arg Prob. Damaging
rs201669667 Leu360Pro Prob. Damaging
rs201675748 Argd4Cys Prob. Damaging
rs201899163 GIn394Arg Prob. Damaging
rs202075228 Argb4GlIn Prob. Damaging
rs202171972 Asp344Glu Prob. Damaging
rs202222263 Argl70Ser Prob. Damaging
rs367543060 Thr149Met Prob. Damaging
rs375865648 le272Thr Prob. Damaging
rs745320716 lle272Met Prob. Damaging
rs745360395 His173Pro Prob. Damaging
rs745360395 His173Arg Prob. Damaging
rs746598122 Gly78Ser Prob. Damaging
rs747086141 Tyr101Cys Prob. Damaging
rs748911530 Thr175Asn Prob. Damaging
rs748911530 Thr175lle Prob. Damaging




rs749386030 Arg380Cys Prob. Damaging
rs750772227 Leu254Met Prob. Damaging
rs750782093 Glu408Gly Prob. Damaging
rs751693672 Trp417Lleu Prob. Damaging
rs752432456 Asn320Tyr Prob. Damaging
rs753705639 Val81Met Prob. Damaging
rs754117921 Thr355lle Prob. Damaging
rs754315702 Ser219Phe Prob. Damaging
rs754650010 Phe367Leu Prob. Damaging
rs755813574 Ser333Thr Prob. Damaging
rs756154483 Vall94Ala Prob. Damaging
rs759380877 Trp120Arg Prob. Damaging
rs760402748 Tyr289Cys Prob. Damaging
rs762048338 Leu231Pro Prob. Damaging
rs763793276 Leu401lle Prob. Damaging
rs764381278 Arg190GIn Prob. Damaging
rs764752566 Leu244Phe Prob. Damaging
rs764763043 Glu292Vval Prob. Damaging
rs765821452 Pro435Leu Prob. Damaging
rs765868899 His363Tyr Prob. Damaging
rs766288520 Phe393Leu Prob. Damaging
rs767188992 Val287Asp Prob. Damaging
rs767632966 Ala70Thr Prob. Damaging
rs768340419 His171Tyr Prob. Damaging
rs768822503 Arg227Cys Prob. Damaging
rs770196509 Arg48Cys Prob. Damaging
rs771324929 Argl76Lys Prob. Damaging
rs772055021 Asn302Tyr Prob. Damaging
rs774182779 lle357Phe Prob. Damaging
rs774357734 Asp67Asn Prob. Damaging
rs776464173 lle317Asn Prob. Damaging
rs776464173 1e317Thr Prob. Damaging
rs777092905 Arg310Trp Prob. Damaging
rs777241387 His180Tyr Prob. Damaging
rs777494808 Arg9His Prob. Damaging
rs778024660 Trp417Gly Prob. Damaging
rs866312541 Ser31Phe Prob. Damaging
rs868577885 Pro439Leu Prob. Damaging
rs955304580 Leu396Pro Prob. Damaging
rs1034202463 Alal62Thr Prob. Damaging
rs1040512515 GIn394His Prob. Damaging
rs1160797040 Pro277Thr Prob. Damaging
rs1164414663 Glu373Lys Prob. Damaging
rs1174675097 Leul72Arg Prob. Damaging
rs1178460976 Cys403Phe Prob. Damaging
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rs1183821389 Gly295Cys Prob. Damaging
rs1188229383 Leu60Ser Prob. Damaging
rs1189829779 Argd19Cys Prob. Damaging
rs1191786225 Pro23Ser Prob. Damaging
rs1191933005 Tyr88His Prob. Damaging
rs1191933005 Tyr88Asp Prob. Damaging
rs1201653746 Argl02Trp Prob. Damaging
rs1206180510 Leul81Pro Prob. Damaging
rs1225236582 lle330Asn Prob. Damaging
rs1226111511 Val327Ala Prob. Damaging
rs1227265756 Val398Met Prob. Damaging
rs1231745755 Argl102GIn Prob. Damaging
rs1232817319 Asp372Asn Prob. Damaging
rs1234543862 Leu32Pro Prob. Damaging
rs1236873018 Serd442Asn Prob. Damaging
rs1249582122 Argl70Gly Prob. Damaging
rs1268052644 Tyrl148Asn Prob. Damaging
rs1268052644 Tyr148His Prob. Damaging
rs1268234905 Asp198Gly Prob. Damaging
rs1290185930 Phe404Leu Prob. Damaging
rs1301081484 Ser193Phe Prob. Damaging
rs1304693608 Cys296Tyr Prob. Damaging
rs1306846366 Leu50Pro Prob. Damaging
rs1317393764 Pro358Ala Prob. Damaging
rs1329654429 Val370Ala Prob. Damaging
rs1329654429 Val370Gly Prob. Damaging
rs1339732764 Val409Asp Prob. Damaging
rs1339732764 Val409Gly Prob. Damaging
rs1352145872 Arg326GIn Prob. Damaging
rs1361251401 Ala399Gly Prob. Damaging
rs1363680514 Leul2GIn Prob. Damaging
rs1364791940 Ser206Cys Prob. Damaging
rs1369172279 Asp344Tyr Prob. Damaging
rs1388310962 Gly248Asp Prob. Damaging
rs1392727369 Leul72Met Prob. Damaging
rs1395888713 Leu8Met Prob. Damaging
rs1402525983 Gly275Ser Prob. Damaging
rs1440906113 GIn459Arg Prob. Damaging
rs1441241286 Ala21Val Prob. Damaging
rs1462258571 Leu349Arg Prob. Damaging
rs1463954816 Lys415Asn Prob. Damaging
rs1464933937 le165Thr Prob. Damaging
rs1483005423 GIn234Arg Prob. Damaging
rs1484122515 Ser186Ala Prob. Damaging
rs1484789101 Leul59GIn Prob. Damaging
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rs1485302982 Trp87Ser Prob. Damaging
rs1562017482 Arg348Lys Prob. Damaging
rs1562017784 lle366Asn Prob. Damaging
rs1583616783 Tyr42Ser Prob. Damaging
rs1583637698 Aspl198Tyr Prob. Damaging
rs1583648155 Ser352Pro Prob. Damaging
rs1753959402 Asp240Ser Prob. Damaging
rs1768022466 Arg9His Prob. Damaging
rs1768241869 Cys62Tyr Prob. Damaging
rs1768242404 Tyr69His Prob. Damaging
rs1768243737 Pro86Leu Prob. Damaging
rs1768510278 Leul54Pro Prob. Damaging
rs1768510670 Phel56Ser Prob. Damaging
rs1768714044 Ser186Phe Prob. Damaging
rs1768714631 Ala193Val Prob. Damaging
rs1768717151 Tyr220Cys Prob. Damaging
rs1768733080 Trp243Arg Prob. Damaging
rs1768733454 Gly248Ser Prob. Damaging
rs1768733795 Leu251Pro Prob. Damaging
rs1768734240 Leu255Val Prob. Damaging
rs1768736815 Tyr269His Prob. Damaging
rs1768736919 Tyr269Cys Prob. Damaging
rs1768889185 Pro277His Prob. Damaging
rs1768915135 Met303Val Prob. Damaging
rs1768920170 Asn320Ser Prob. Damaging
rs1768920170 Asn320lle Prob. Damaging
rs1768920733 Cys329Ser Prob. Damaging
rs1768938541 Ala368Val Prob. Damaging
rs1768982961 Gly395Arg Prob. Damaging
rs1768984322 Cys403Gly Prob. Damaging
rs1769136760 Ser452Cys Prob. Damaging
rs1769137045 Alad56Asp Prob. Damaging
rs1769137045 Ala456Val Prob. Damaging
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Material complementar 1 — Lista completa de mutacdes encontradas na plataforma dbSNP.

rs2235868 Argl76Gly
rs10305510 Argd21Pro
rs140642887 Ala239Thr

rs149578908

Arg310GlIn
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Mutacgoes Align GVD| SNAP2 PANTHER PROVEAN

rs10305510 [Argd21Pro| C65 Effect | Possibly damaging | -3.709 Deleterious

rs140642887| Ala239Thr C35 Neutral | Probably damaging | -3.685 Deleterious

rs149578908 | Arg310GIn C35 Effect | Probably damaging | -3.859 Deleterious

rs182447758 | Arg227His C25 Effect | Probably damaging | -4.495 Deleterious
rs202171972|Asp344Glu| C35 Effect | Possibly damaging | -4.000 Deleterious
rs2235868 |Argl76Gly C65 Effect | Probably damaging | -6.685 Deleterious

Align GVD
Class C65 Mais provavel de alterar a fun¢do
Class C55
Class C45
Class C35
Class C25
Class C15
Class CO Menos provavel de alterar a fun¢io

Material complementar 2: (A) Mutacdes provavelmente danosas encontradas na plataforma
dbSNP com ponto de corte 1.0 aplicado na plataforma PolyPhen 2. Em vermelho: mutagdes
abaixo de 1.0; Em verde: Mutacdes dentro de 1.0; Em amarelo: Mutagdes filtradas para
analise nas demais plataformas. (B) Tabela contendo as andlises feitas das seis mutagdes
filtradas em outras plataformas de predi¢do de dano juntamente com legenda explicativa dos
resultados encontrados na plataforma Align GVD.
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Mutations Global Allele Latino/Aflmixed African/..African East Asian | South Asian
Frequency American American
rs10305510 | Arg421Pro | 0.0002024 0.000 0.000 0.000 0.000
rs140642887 | Ala239Thr | 0.0001627 0.0003953 0.001123 0.000 0.000
rs149578908 | Arg310GIn | 0.000007954 0.000 0.000 0.000 0.00006533
rs182447758 | Arg227His | 0.00001596 0.00002894 0.000 0.0001087 | 0.00003266
rs202171972 | Asp344Glu| 0.0002625 0.000 0.000 0.00005437 | 0.002123
rs2235868 | Argl76Gly - - - - -
. Eur -

Mutations (Ei:r:)ii:;‘ Eurc::ri)::i:rf;\on Other XX Xy
rs10305510 | Arg421Pro 0.000 0.000 0.000 0.00004369 | 0.00001482
rs140642887 | Ala239Thr 0.000 0.00003099 0.000 0.0001468 | 0.0001761
rs149578908 | Arg310GIn 0.000 0.000 0.000 0.000 0.00001472
rs182447758 | Arg227His 0.000 0.000 0.000 0.000008688| 0.00002214
rs202171972 | Asp344Glu 0.000 0.000 0.000 0.0001817 | 0.0003312
rs2235868 | Argl76Gly - - - - -

Material complementar 3: Tabelas formuladas com dados da plataforma GnomAD contendo

as frequéncias alélicas global, por regido/etnia e por sexo das seis mutacdes filtradas.
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