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Analise in silico do polimorfismo rs1803909 do gene ANXAZ2 expresso em
mondcitos de sangue periférico e a sua relacio com a osteoporose humana

In silico analysis of the rs1803909 polymorphism of the ANXAZ gene expressed in
peripheral blood monocytes and its association with human osteoporosis
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RESUMO

A osteoporose é considerada a doenga dssea mais comum no mundo e é caracterizada por baixa massa
Ossea, consequente degradacdo da microestrutura do seu tecido e diminuicdo de sua resisténcia. Dessa
forma, objetivou-se avaliar as possiveis altera¢des morfofuncionais e da estabilidade proteica decorrentes
das alteragdes dos aminoacidos Tirosina por uma Histidina na posicdo 269, bem como, correlacionar com a
funcdo fisioldgica da proteina e a sua provavel ligagdo com a osteoporose humana. Por meio de uma analise
in silico com base nas informag¢des disponiveis nos bancos de dados NCBI dbSNP (mudanga de aminoacidos
e posicdo) e UNIPROT (sequéncia na proteina). Os impactos da modificagdo Y269H foram analisados a
partir das ferramentas SIFT, Align GVGD, SNAP e PROVEAN (funcdo e estrutura) e PolyPhen-2 (natureza
da alteracdo). Além disso, utilizou-se a ferramenta MuPRO (alteracdo de estabilidade na proteina). A partir
da analise in silico do polimorfismo rs1803909 foi demonstrado alteracdo funcional (ferramenta SIFT, Score=
0). Bem como, estima-se que as trocas de aminoacidos podem estar relacionadas com as altera¢des danosas
(PolyPhen-2, Score= 0,993) e associadas a modifica¢gdes na fung¢do da proteina (PROVEAN, Score= -4.015).
Além disso, foram observados impactos estruturais (Align GVGD, Score= 83,33, Classe C65) e funcionais
(SNAP, Score= 57). De forma complementar, observou-se diminuicdo da estabilidade proteica decorrente da
alteracdo Y269H pela ferramenta MuPRO, AAG= -1.6731749. Contudo, as alteracdes morfofuncionais po-
dem estar ligadas a processos danosos e a elevagido e/ou diminuicdo de estabilidade da proteina, dificultando
assim a sua acdo. Além disso, a compreensao das alteragcdes morfofuncionais e de estabilidade do rs1803909
podem auxiliar na busca por marcadores genéticos e moleculares de diagndstico precoce para a osteoporose
em humanos.
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ABSTRACT
Osteoporosis is considered the most common bone disease in the world, and is characterized by low bone
mass, consequent degradation of the microstructure of its tissue and reduction of its resistance. Thus, this
study aimed to evaluate the possible morphofunctional and protein stability changes due to Tyrosine amino
acid changes by a Histidine at position 269, as well as to correlate with the physiological function of the protein
and its probable link to human osteoporosis. Through an in silico analysis based on information available in
the NCBI dbSNP (amino acid change and position) and UNIPROT (sequence in the protein) databases. The
impacts of the Y269H modification were analyzed from the SIFT, Align GVGD, SNAP and PROVEAN tools
(function and structure), and PolyPhen-2 (nature of the change). In addition, the MuPRO tool (stability
change in the protein) was also used. From the in silico analysis of the rs1803909 polymorphism, functional
alteration was demonstrated (SIFT tool, Score= 0). As well as, it was estimated that amino acid exchanges
may be related to harmful alterations (PolyPhen-2, Score= 0.993) and associated to modifications in protein
function (PROVEAN, Score= -4.015). In addition, structural (Align GVGD, Score= 83.33, Class C65) and
functional (SNAP, Score= 57) impacts were observed. Complementarily, decreased protein stability resulting
from the Y269H alteration was observed by the MuPRO tool, AAG= -1.6731749. However, morphofunctional
alterations may be linked to damaging processes and the elevation and/or decrease of protein stability, thus
hindering its action. Furthermore, understanding the morphofunctional and stability changes of rs1803909
may aid in the search for early diagnostic genetic and molecular markers for osteoporosis in humans.
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INTRODUCAO

A osteoporose é considerada a doenga
0ssea mais comum no mundo e é carac-
terizada por baixa massa 0ssea, conse-
quente degradacdao da microestrutura do
seu tecido e diminuicdo da sua resistén-
cia. A massa 0ssea adulta é derivada do
pico atingido durante a adolescéncia e
mantida até que o ciclo de remodelacao
O0ssea - geralmente um processo forte-
mente acoplado - que ocorre e altere
o equilibrio entre os osteoblastos e os
osteoclastos de reabsorcao'? As estima-
tivas indicaram que 50% do sexo femi-
nino e 20% do masculino acima dos 50
anos, sofreram fraturas relacionadas
com a osteoporose’.

O gene ANXAZ2 é constituido por 17
éxons distribuidos ao longo de 40Kb
de DNA gendmico no cromossomo 15
(15922.2) que codifica a proteina Ane-
xina A2 (ANX2), possui 339 aminoaci-
dos e 38,6 kDa* estad localizado numa
variedade de tipos de células, incluindo
as endoteliais, trofoblasticas, epiteliais
e tumorais, bem como células imunes
inatas, como macrofagos, monoci-
tos e dendriticas. O gene ANXAZ2 ¢é
capaz de existir na forma monomérica
ou heterotetramérica®®. E o polimorfis-
mo rs1803909 esta localizado na regido
chr15:60351225 (GRCh38.p13) do gene
ANXAZ e corresponde a uma troca A>G
promovendo a alteracdo de aminoacidos
de uma Tirosina por uma Histidina na
posicao 269.

Este trabalho justifica-se pela importan-
cia de se compreender o impacto do po-
limorfismo rs1803909 no gene ANXAZe
a sua relacdo com a possivel génese
da osteoporose humana, uma vez que ja
se tem listado na literatura a associacao
de polimorfismos deste gene a osteopo-
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rose. Dessa forma, objetivou-se avaliar
as possiveis alteracdes morfofuncionais
e de estabilidade proteica decorrentes
das alteracbes dos aminoacidos Tiro-
sina por uma Histidina na posicao 269,
bem como, correlacionar com a func¢ao
fisiolégica da proteina e a sua provavel
ligacdo com a osteoporose humana.

METODOS

Realizou-se uma analise in silico com
base nas informag¢des disponiveis nos
bancos de dados NCBI dbSNP
(mudanga de aminoacidos e posicdo) e
UNIPROT (sequéncia na proteina). Os
impactos da modificacdo Y269H foram
analisa- dos a partir das ferramentas
SIFT, Align GVGD, SNAP e PROVEAN
(funcdo e estrutura) e PolyPhen-2
(natureza da alteracdo). Além disso,
utilizou-se a fer- ramenta MuPRO
(alteragbes de estabili- dade na
proteina).

Bem como, a correlacao entre as alte-
ragoes de estabilidade e morfofunciona-
is identificadas na analise in silico com
o comportamento fisiopatolégico da
proteina foram executadas a partir da
busca de artigos cientificos na base de
dados Pubmed, através dos descritores:
“Osteoporosis”, “Polymorphism, Single
Nucleotide” e “Blood Circulation”, ca-
dastrados no DeCS/MeSH e utilizando
os operadores booleanos AND e OR.
Como também, foi feita uma busca ma-
nual, utilizando os descritores: “Peri-
pheral blood monocyte” e “ANXA2
gene”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise in silico do polimorfismo
rs1803909 demonstrou alteracdo funcio-
nal (ferramenta SIFT, Score= 0). Bem
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como, estima-se que a troca de amino-
acidos pode estar relacionada com al-
teragoes danosas (PolyPhen-2, Score=
0,993) e relacionada com altera¢des na
funcdo da proteina (PROVEAN, Score=
-4.015). Além disso, foram observados
impactos estruturais (Align GVGD, Score=
83,33, Classe C65) e funcionais (SNAP,
Score=57).

O grau de impacto funcional pode vari-
ar, portanto, a classificacdo da classe nao
indica o tamanho do impacto funcional
do polimorfismo, pelo contrario, apenas
indica a extensdo em que o impacto é
investigado. Além disso, a categoria de
polimorfismo nao significa a sua im-
portancia numa determinada populagao;
o polimorfismo pode ter um grande im-
pacto na sua fung¢do corporal’?®,

De forma complementar, observou-se
diminuicdo da estabilidade proteica
decorrente da alteracdao Y269H pela fer-
ramenta MuPRO, AAG= -1.6731749.
Contudo, as proteinas sao as principais
responsaveis pelas fun¢des dos genes
em organismos biolégicos e as alte-
racoes nas suas condicOes fisiologicas
geralmente se refletem em mudangas na
expressao e/ou metabolismo®!!.

Para comecar a vincular associagdes
SNP com efeitos funcionais potenciais,
€ proposto um sistema de classificacao
que designa o grau em que um deter-
minado SNP demonstrou ter um papel
funcional, mais notavelmente nos com-
portamentos que causam doencgas. No
entanto, a classificacdo proposta nao
determina o grau de impacto funcional
do polimorfismo, portanto, é impossivel
prever a probabilidade de um SNP espe-
cifico associado a uma doenga, por exem-
plo1213,

Para entender a base mecanicista dos

polimorfismos relacionados com fenéti-
pos especificos ou resultados comporta-
mentais, é necessario entender se eles
sdo funcionais (isto é, se altera a funcao
de um gene ou de um grupo de genes).
Na maioria dos casos, a funcao do po-
limorfismo relevante ndao é definida e
deve ser assumida ou inferida como o
efeito no gene que contém o polimor-
fismo. Em casos raros, o polimorfismo
pode ser uma variacdao nao sindnima na
regido codificadora, que altera a estrutu-
ra do gene da proteina do produto?.

Os polimorfismos mais comuns sao
os reguladores potenciais, localizados
em regidoes ndo codificantes, incluin-
do regides promotoras/de montante,
de jusante e intron, que podem afetar
a transcri¢cdo'?, no intron e regides nao
traduzidas transcritas como o RNA,
podem afetar a transcricao, emenda de
RNA, estabilidade ou tradug¢do®®; ou em
regides intergénicas com funcgdes des-
conhecidas™. Um unico SNP é capaz de
ter um impacto funcional minimo, mas
pode estar relacionado com um dese-
quilibrio num conjunto de polimorfis-
mos que formam haplétipos ligado ao
resultado funcional da expressdo ou
funcdo do gene!>?,

A osteoporose é causada por perda 6s-
sea excessiva, que se deve principal-
mente a elevacdo da reabsorcao Ossea
pelos osteoclastos e/ou minimizacdo da
formacdo pelos osteoblastos. Estudos
funcionais baseados em especial nos
modelos de camundongos ou culturas
de células in vitro, tém sido largamente
utilizados para determinar a correlacao
de genes novos ou bem conhecidos com
a osteoclastogénese, osteoblastogénese
e fenoétipos 6sseos?’.

A osteoporose pode ser primaria (idio-



patica) ou secundaria, sendo a primaria
dividida em tipo I e II. No tipo I, tam-
bém conhecida como pds-menopausa,
tem-se a perda 6ssea rapida e ocorre em
mulheres que entraram recentemente
neste periodo. Afeta principalmente o
0sso trabecular e esta relacionada com
fraturas das vértebras e do radio dis-
tal. Ja o tipo II, esta relacionada com o
envelhecimento e ocorre devido a defi-
ciéncia cronica de calcio, aumento da
atividade do hormoénio da paratireoide
e diminuicdo da formacdo 6sseal. E a
osteoporose secundaria é causada por
processos inflamatérios, como artrite
reumatoide; altera¢cdes enddcrinas (hi-
pertireoidismo e doenca adrenal); mielo-
ma multiplo; e por uso de drogas como
corticoides, uma vez que eles inibem a
absor¢ao intestinal do cdlcio e elevam a
sua excre¢do na urina, minimizando a
formacdo osteoblastica e elevando a rea-
bsor¢ao osteoclastica®.

Os osteoclastos de reabsorc¢ao 6ssea pos-
suem génese hematopoiética e sdo ori-
undos de células da linhagem mondci-
to-macro6fago’®. Ramalho e colaboradores
(2000)*demonstram que ha discordancia
no que diz respeito ao estagio onde a via
de diferenciagdo de mondcitos-macroéfa-
gos se separam daquela dos osteoclas-
tos. Os autores trouxeram trés teorias: 1.
Os osteoclastos sdo derivados de um pro-
genitor especifico, o CFU-O (Unidades
formadoras de col6nias de osteoclastos),
gerado de CFU-S (Unidades formadoras
de colbnias de haste); 2. Os osteoclastos
sao derivados de CFU-GM (Unidades
formadoras de Col6nia de granuldcitos
e macréfagos), um precursor comum de
osteoclastos, bem como de granuldcitos
e macréfagos; 3. Os osteoclastos serdao
derivados de macrofagos teciduais e
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mondcitos circulantes.

A primeira teoria é improvavel, uma vez
que nenhum precursor de osteoclastos
especifico foi comprovado até o momen-
to. A segunda teoria é mais provavel
porque a capacidade do precursor CFU-
GM de se diferenciar em osteoclastos
quanto em mondcitos circulantes ou
macrofagos teciduais foi confirmada.
Alguns autores comprovaram a terceira
teoria, na qual os osteoclastos podem ser
formados ndo apenas por células ima-
turas da linhagem mondécito-macroéfago,
mas também por mondcitos circulantes
e macrofagos teciduais quando o ambi-
ente fornecido é suficiente. Portanto, as
duas ultimas teorias constituem cami-
nhos possiveis para o recrutamento de
osteoclastos (fisiolégica e patologica-
mente) ™.

Em ossos periféricos adultos, como os
ossos do quadril, a medula local nao é
uma fonte importante de producgao de
osteoclastos, na verdade, todos os os-
teoclastos que atuam nessas areas vém
principalmente de monécitos que mi-
gram para o 0sso através da circulacao
periférica?®?!. A osteoclastogénese esta
ligada a diferenciacdo de mondcitos
em osteoclastos e em ossos periféricos
adultos, como o osso do quadril, a os-
teoclastogénese ocorre somente apos os
Mondcitos do Sangue Periférico (MSP)
migrarem através da superficie endote-
lial do sangue para o osso'®.

Depois de migrar do sangue periférico
para o o0sso, os mondcitos se diferenci-
am e se fundem em osteoclastos ima-
turos multinucleados, que sdo entdo
ativados para se tornarem osteoclastos
maduros no local da reabsorgio éssea. E
muito dificil coletar um grande niimero
de osteoclastos de humanos para experi-
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mentos; no entanto, é relativamente fa-
cil coletar grandes quantidades de MSP,
que sdo precursores dos osteoclastos?®.
Estudos constataram varias citoci-
nas sintetizadas pelos MSP (como por
exemplo, as interleucinas 1 e 6, bem
como o fator de necrose tumoral alfa),
que sdo importantes para a diferen-
ciacdo, ativacao e apoptose dos osteo-
clastos?*%4, A expressio diferencial de
genes em MSP estdo relacionadas com
as varia¢des na Baixa Densidade Mineral
Ossea (BDM0)%?7,

E de acordo com os resultados de Deng
e colaboradores (2011)? foi exposto
que sao necessarias a utilizacdo de MSP
como um tipo de célula modelo para
pesquisar a funcdo de genes relaciona-
dos com o risco de osteoporose huma-
na. Uma vez que dissecar mudangas nos
niveis de expressdo de proteinas em pre-
cursores de osteoclastos primarios hu-
manos, como por exemplo os MSP, em
condi¢des normais versus doenga é uma
tatica potencialmente eficaz que pode
ser usada para identificar genes funcio-
nalmente relacionados com a osteoclas-
togénese in vivo em humanos.

As anexinas sdo proteinas reguladas
pelo Ca*, fosfolipidicas e ligadas a
membrana. Recebem o nome da palavra
grega “anexar”, devido a sua habilidade
de ligar a sua membrana em estruturas
ou em outras membranas®. Entre os 12
membros da familia anexina (A1-Al11
e A13) identificados em vertebrados,
todos, exceto um (A6) tém um domi-
nio central altamente homélogo (~30-
35 quilodaltons), que contém quatro
repeticdes de hélice alfa multiplas com
ligacdo potencial de Ca?* e um dominio
N-terminal (~3 quilodaltons), especifi-
co para cada membro da familia3®31,

A anexina é onipresente em toda a ar-
vore filogenética e é evolutivamente
antiga. A ANXA2 é um dos membros
da superfamilia da anexina mais ampla-
mente estudados®. O gene ANXAZ é
produzido por uma variedade de tipos
de células, incluindo as endoteliais, tro-
foblasticas, epiteliais e tumorais, bem
como células imunes inatas, como ma-
crofagos, monocitos e dendriticas. Este
gene ANXAZ é capaz de existir na forma
monomérica ou heterotetramérica®®.

O heterotetramero (A2  S100A10) 2
consiste em duas cOpias cada de ANXA2
e da proteina S100A10, também conhe-
cida como pl1l. O gene ANXAZ esta lo-
calizado no citoplasma e na superficie
celular, e o seu papel é amplo e especifi-
co neste local. Na superficie das células
endoteliais, o complexo (A2 « S100A10)
2 combina componentes do sistema fi-
brinolitico, plasminogénio e ativador
do Plasminogénio Tecidual (tPA) para
acelerar a ativacdo da serina protease
plasmina>¢. Como protease fibrinoliti-
ca primdria, a plasmina permite a de-
gradacdo da fibrina e a angiogénese3*33.
Na célula, este gene parece ter muitas
funcdes, incluindo a organizacao de
microdominios de membrana especia-
lizados, a promoc¢ao de brotamento de
vesiculas e a regulacao de outros eventos
dindmicos de membrana, como fusio,
endocitose, biogénese endossOmica e
reparo de membrana?®.

A regulacdo positiva do ANXAZ2, em
ambos os niveis de expressdao de mRNA
e proteina, de MSP em individuos com
BDMO baixa versus alta, apoia-se forte-
mente a relevancia funcional do gene
para a regulacdo da BDMO in vivo em
humanos. Para explorar ainda mais a
importancia do gene ANXAZ para os



fenotipos Osseos, foram avaliadas a
ligacdo entre a osteoporose no nivel do
DNA o gene ANXA2. Em amostras de
caso controle e populacao, foram iden-
tificados SNPs no gene ANXAZ associa-
dos a BDMO do osso branco do quadril.
E deixando evidéncias de que o ANXA2
é um gene de suscetibilidade a osteopo-
rose em humanos?®.

Ainda Deng e colaboradores (2011)%,
na sua pesquisa, avaliou os SNPs do
gene ANXAZ e associou a variagao da
BDMO numa populagdo caucasiana,
foram identificados um total de 15 SNPs
localizados dentro do gene ANXAZ e co-
bertos pela matriz Affymetrix, destes,
trés SNPs (rs7163836, rs11633657 e
rs11633619) estavam ligados a BDMO
do quadril, bem como a BDMO do colo
femoral. Tendo o rs11633619, associado
a BDMO do quadril e do colo do fémur.
Deng e colaboradores (2011)? simu-
laram a migracao transendotelial, ou
seja, a barreira endotelial entre o sangue
e 0 0ss0o, uma vez que os MSP devem
migrar através dos capilares para os lo-
cais de reabsorcdo na superficie dssea
antes que possam se diferenciar e for-
mar osteoclastos de reabsor¢ao 6ssea.
Visto que o gene ANXAZ2 é secretado
por MSP humano, com isso, é essencial
ter o discernimento do papel da proteina
ANXA2 exbégena na migracao transen-
dotelial de mondcitos. E na sua inves-
tigacao, foi sugerido que, a ANXA2 ex-
tracelular existente no sangue humano é
capaz de induzir os monocitos a migra-
rem para a superficie de reabsorg¢ao 6s-
sea através do endotélio.

Como também, o gene ANXAZ ex-
tracelular, presente no local de rea-
bsor¢do 6ssea do corpo humano, é capaz
de promover a migracdo de mondcitos
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da circulacao através do endotélio e atra-
i-los para o osso para se diferenciarem
em osteoclastos. Essas duas atividades
podem funcionar sinergicamente para
acelerar ainda mais o recrutamento de
MSP para o osso. Apoiando o impor-
tante papel da proteina ANXA2 na re-
gulacdo da migracao transendotelial de
mondacitos?83+35,

Além do papel de ANXA2 na migragao
transendotelial de monodcitos, evidén-
cias de estudos in vitro indicam que
ANXA2 também ¢é importante para a
formagdo de osteoclastos e reabsorcao
Ossea. Especificamente, em culturas de
medula o6ssea humana, ANXAZ pro-
move a proliferacdo e diferenciacao de
precursores de osteoclastos e aumenta a
formacdo de osteoclastos e a reabsorcao
0ssea®*°, 0 gene ANXAZ pode interagir
com o antigeno CD44 na quimiotaxia de
células semelhantes aos neutroéfilos em
resposta ao fator complementar 5a in vi-
troe o anti-ANXA2 parece bloquear essa
atividade em neutroéfilos humanos®.

Ao mesmo tempo, em compara¢ao com
outros leucécitos circulantes, o nivel de
expressao de ANXA2 em neutroéfilos hu-
manos recéme-isolados parece ser menor,
especialmente em mondcitos humanos
e macrofagos derivados de mondcitos,
onde o seu nivel de expressdao é muito
alto. Na verdade, o anti-ANXA2 IgG
impede a migracdo de mondcitos indu-
zida por citocinas através da matriz ex-
tracelular®.

E esta atividade de migracdao também
requer a ativacao de plasminogénio de-
pendente de tPA como a serina prote-
ase plasmina. Além disso, experimen-
tos de cicatrizacdo de feridas in vitro
demonstraram que a perda da expressao
de ANXA2 em células epiteliais intesti-
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nais leva ao aumento da adesao a ma-
triz celular por meio da integrina fe a
reducdo da migracdao celular, mas ndo
esta claro se esse mecanismo é aplicavel
as células inflamatérias. No entanto, a
extensao total das acdes do ANXAZ no
recrutamento de células inflamatoérias in
vivo ainda ndo foi bem elucidada*'.

CONCLUSAO

Contudo, as alteracdes morfofuncionais
podem estar ligadas a processos danosos
e a elevacao e/ou diminui¢do de estabi-
lidade da proteina, dificultando assim
a sua acao. Além disso, a compreensao
das alteracdes morfofuncionais e de es-
tabilidade do rs1803909 podem auxiliar
na busca por marcadores genéticos e
moleculares de diagndstico precoce para
a osteoporose em humanos.

Como também, proporciona a com-
pressdo dos possiveis processos de al-
teracdes estruturais, funcionais e de
estabilidade acometendo assim vias fi-
siolégicas. E mais pesquisas funcionais
sdo necessarias para elucidar a funcao
do gene ANXAZ e o impacto in vivo do
rs1803909 na génese da osteoporose hu-
mana.
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