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PREFACIO A 1* EDICAO

A bioinformética consolidou-se, nas tltimas décadas, como uma das areas mais
estratégicas e transformadoras da ciéncia contemporanea. Ao integrar biologia,
computagao, estatistica e matematica, essa ciéncia rompe fronteiras tradicionais
do conhecimento e se estabelece como um pilar essencial para a compreensao
dos sistemas bioldgicos em sua complexidade, impulsionando avancos
significativos na genética, na biotecnologia, na medicina, na farmacologia e em
diversas outras areas do saber.

O livro “Bioinformatica: Uma Ciéncia sem Fronteiras” nasce da necessidade de
reunir, em uma tnica obra, fundamentos tedricos sélidos e aplicagdes praticas
atualizadas, capazes de atender tanto a formagao académica quanto as
demandas crescentes da pesquisa cientifica moderna. Ao longo de seus
capitulos, o leitor é convidado a explorar conceitos essenciais, ferramentas
computacionais, metodologias analiticas e estudos aplicados que evidenciam o
papel central da bioinformatica na era dos grandes volumes de dados
biolégicos.

Esta obra destaca-se por sua abordagem interdisciplinar e por valorizar a
producao cientifica de pesquisadores qualificados — mestres, doutores e p6s-
doutores — comprometidos com a qualidade, a inovacdo e a ética na ciéncia. O
contetido apresentado reflete ndo apenas o estado da arte da bioinformatica,
mas também os desafios e perspectivas futuras de um campo em constante
evolugdo, que exige atualizacdo continua, pensamento critico e integracao entre
diferentes dreas do conhecimento.

Ao transcender limites geograficos e disciplinares, “Bioinformatica: Uma
Ciéncia sem Fronteiras” reafirma o papel da ciéncia como instrumento de
transformacao social, inovagao tecnolégica e avanco do conhecimento humano.
Que esta obra sirva como fonte de aprendizado, inspiragao e estimulo a
pesquisa, contribuindo para a formagao de profissionais e pesquisadores
capazes de enfrentar os desafios cientificos do presente e construir solugoes
para o futuro.

Boa Leitura

Os Organizadores
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Resumo

A ascensdo da tecnologia e avanco do poder computacional permitiu o desenvolvimento da bioinformatica,
principalmente, no que diz respeito as ciéncias dmicas. Com tais recursos aplicados possibilitam que
institutos de ciéncia e pesquisa otimizem resultados, facilitando a gestdo de dados biologicos com mais
eficiéncia. A biotecnologia, ao desfrutar de artificios da bioinformatica, promove alcancar meios viadveis e
inovadores para determinar estratégias de exploragao de recursos genéticos e bioativos de modo sustentavel,

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1% Edi¢do. EDITORA SCIENCE — 2026.
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CAPITULO 1 — MAUES; PHILIPPSEN; CARVALHO. POTENCIAL GENOMICO DE Tremella mesenterica NA BIOSSINTESE
DE METABOLITOS SECUNDARIOS VIA FERRAMENTAS IN SILICO.

diminuindo os custos laboratoriais em experimentagdo primaria. Nesta perspectiva, este trabalho objetivou
explorar o perfil para a produgdo de metabolitos secundarios a partir da analise gendmica de Tremella
mesenterica. As ferramentas de bioinformatica utilizada foi o genbank para a obten¢do do genoma do
organismo; o Antismash para predicdo ¢ similaridade genética; o programa KEGG para descrigdo das vias
biossintéticas dos metabolitos secundarios; banco de dados auxiliares como MIBiG e Pfam para
determinacdo das funcdes bioldgicas dos bioativos. Para sustentar o embasamento das substancias preditas
foram realizadas buscas no ambiente Pubchem e revisdo literarias para a averiguar suas propriedades
quimicas e efeitos biologicos em testes laboratoriais. O resultado constatou que este fungo apresenta
potencial para sintese de esqualestatina e acido clavérico, com capacidades antimaldricos, inibi¢do da
sintese de colesterol e, efeitos antitumorais e anti-inflamatorio, respectivamente. Apds a resultante, conclui-
se que as ferramentas in silico sdo fundamentais na analise genomica associado a investigacdo preditiva de
recursos genéticos e moleculares de organismos e que pesquisas futuras in vitro com o fungo T. mesenterica
para produgdo de esqualestatina e acido clavarico.

Palavras-Chave: bioinformatica, genomica, metabolitos secundarios, Tremella mesenterica
Abstract

The rise of technology and advancements in computing power have enabled the development of
bioinformatics, particularly in omics sciences. These applied resources enable science and research
institutes to optimize results, facilitating more efficient biological data management. By leveraging
bioinformatics capabilities, biotechnology fosters viable and innovative means of determining strategies
for exploiting genetic and bioactive resources sustainably, reducing laboratory costs in primary
experiments. With this in mind, this study aimed to explore the profile for secondary metabolite production
based on the genomic analysis of Tremella mesenterica. The bioinformatics tools used were GenBank to
obtain the organism's genome; Antismash for prediction and genetic similarity; the KEGG program to
describe the biosynthetic pathways of secondary metabolites; and auxiliary databases such as MIBiG and
Pfam to determine the biological functions of bioactives. To support the predicted substances, searches in
the Pubchem environment and literature reviews were conducted to determine their chemical properties
and biological effects in laboratory tests. The results showed that this fungus has the potential to synthesize
squalestatin and clavaric acid, with antimalarial properties, inhibition of cholesterol synthesis, and
antitumor and anti-inflammatory effects, respectively. The results suggest that in silico tools are essential
for genomic analysis associated with predictive investigation of genetic and molecular resources of
organisms, and that future in vitro research with the fungus T. mesenterica is needed for the production of
squalestatin and clavaric acid.

Keywords: Bioinformatics, genomics, secondary metabolites, Tremella mesenterica.

Introducao

Com o advento da tecnologia nos tltimos séculos, novas ferramentas e recursos,
sobretudo, computacionais tornaram mais precisas as analises e pesquisas, seja no campo
da satde, do meio ambiente, da engenharia, da quimica, até a biotecnologia. Esta
ascensao, cada vez mais desenvolvida e aperfeigoada, faz com que empresas e institutos
cientificos lancem alto investimento tecnologico para extrair grandes volumes de dados
e tornar seus exames mais finos, estratégicos e inovadores (Pereira, 2024). Nesse
contexto, o setor biotecnoldgico, vem sendo bastante favorecido pelas técnicas
biocomputacionais, pois tendo em vista a competitividade do mercado, somado as
exigéncias ambientais de desenvolvimento sustentdvel, tais artificios permitem a

exploragdo dos recursos naturais e conhecimento da biodiversidade de modo mais

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1° Edigdo. EDITORA SCIENCE — 2026.
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eficiente, com potencial de reducao de custos, bem como na diminui¢ao de impactos sob
o meio ambiente (De carvalho, 2024). Essa visao ¢ interessante pois, a partir de dados
gendmicos sequenciados, ¢ possivel obter nogdes de recursos genéticos a investigar,
como também estudar elementos genOmicos entre organismos que podem oferecer
produtos similares para uso humano. O papel da bioinformatica ¢ fundamental pois
possibilita andlises e ensaios in silico nas ciéncias dmicas (gendmica, metagendmica e
protedmica) como mecanismo de usufruir do poder tecnoldgico e computacional no
desenvolvimento cientifico e biotecnoldgico (Matos et al., 2023).

Tais tecnologias sdo determinantes para andlises de clusters de genes
biossintéticos (BGC), os quais estdo associados a expressdo de metabolitos secundarios
de muitos organismos. Metabolitos secundarios sdo compostos naturais produzidos,
principalmente, por plantas e microrganismos a fim de obter, protecdo contra estresse
abidtico e biodtico. A producao destas substancias pode ser influenciada por fatores
genéticos, ambientais (temperatura, pH, luminosidade, efeito sazonal) e edaficos (solo).
Podem ser caracterizados conforme com a composi¢ao quimica em acidos organicos, seu
efeito no meio e/ou em outros organismos e fun¢do dentro do agente produtor.

Dentro da infinita biodiversidade mundial, fungos sdo conhecidos por
apresentarem grande volume de excre¢des metabolicas e variados compostos de
diferentes naturezas (Sheldrake, 2021). Alguns grupos como os Basidiomicetos e
Ascomicetos, sdo destacados por possuirem grande arsenal metabolico e boas
possibilidades de bioativos de interesse biotecnologico.

Certas espécies do género Tremella (basidiomicetos) correspondem a organismos
de importancia ecologica por serem decompositores de matéria orgéanica, alimenticia por
possuir propriedades nutricionais que podem ser consumidas, e biotecnoldgica pela
producdo de enzimas auxiliadoras em processos industriais. Entretanto, a espécie
Tremella mesenterica, no momento, apresenta poucos trabalhos abordando suas
caracteristicas genéticas e moleculares, revelando a caréncia de estudos sob a
possibilidade de contribuicdo deste organismo na biotecnologia. Assim, o alvo do
presente estudo ¢ explorar o genoma da espécie Tremella mesenterica com proposito de
investigar sequéncias de genes associadas a expressdo de metabdlitos secundarios
utilizando ferramentas de bioinformdtica, a fim de verificar possiveis aplicagdes

biotecnoldgicas desta espécie.
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Metodologia

e Busca do genoma

O genoma da espécie T. mesenterica foi consultada no banco de dados do
Genbank, no ambiente virtual NCBI (National Center for Biotechnology Information),
utilizando o filtro Genome ¢ a busca pela sequéncia FASTA (Rangwala et al., 2021). As
informacdes relativas da montagem do genoma estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1: Dados da montagem do genoma

Acesso Cob(ell(‘)tura Genes Conteudo Nivel da Tamanho
(CDYS) GC Montagem do Genoma
Genoma
GCA _004117975.1 185,0x 8123 46,5 Andaime 27,1IMB

Fonte: Os autores, 2025.

e Predicao dos metabolitos secundarios

Os clusters génicos de metabdlitos secundarios foram identificados através da
ferramenta de predigdo antiSMASH fungal (Antibiotics and Secondary Metabolite
Analysis Shell), versao 8.0.1, utilizando os critérios para fungos (Blin et al., 2025). Tendo
como input o arquivo formato FASTA do genoma, as operagdes empregadas para a
precisdo da descoberta dos cluster foi o relaxed para maior expressividade de BGC, com
todos os algoritmos extras como Known Cluster Blast, Active Site Finder, Cluster Blast,
Cluster Pfam analysis, Sub Cluster Blast e Pfam-based GO term annotation ofertados pelo
antiSMASH ativados (Blin ef al., 2021). A maquina utilizada para as andlises apresenta
as seguintes especificacdes: 11th Gen Intel(R) Core(TM) 15-11320H de processador e
16.0 GB de RAM.

Esta andlise, foram realizadas filtragem e classificacdo dos agrupamentos a partir
do predito pelo antiSMASH com a utilizacao de banco de dados auxiliares como o MIBiG
(Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster), versdao 2.0, compreendido
como um repositorio de BGC (Kautsar et al., 2020); e o banco de dados Pfam (Protein
Families Database) para exame dos genes associados a sintese de produtos naturais e

suposi¢des de funcdes bioldgicas (El-gebali et al., 2019).
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e Predicao das rotas bioquimicas

Para a caracterizacdo da rota metabdlica foi utilizado o programa KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), versao 111.0, no qual foi usado os arquivos de
referéncia das sequencias genomas e bioativos identificados, conjuntamente. O filtro
adotado baseou no modulo pathway kegg relativo a via principal da biossintese de maior
expressao e similaridade predita pelo antiSMASH (Kanehisa e Sato, 2020).

Potencial biotecnolégico com base nas literaturas

Os efeitos dos bioativos preditos foram sustentados a partir das revisdes no banco
de dado PubChem (Kim et al., 2023). Para as buscas funcionais dos compostos, foi usado
a nomenclatura dos bioativos como referéncia (“squalestatin” e “clavaric acid”).

Além disso, para as buscas do potencial dos bioativos a partir das revisdes
literarias foram acessadas pelas Plataformas do Periddicos Capes, Scopus, Pubmed e
Google Académico, utilizando os nomes dos supostos compostos, com filtros para
obtencao de artigos, dissertagdes e teses nas Lingua Portuguesa e Inglesa, considerando
todo o intervalo de ano desde a primeira publicacdo. Os estudos selecionados
correspondem os de maior sucesso registrado, relativo somente aos elementos preditos

pelo presente trabalho.

Resultados e discussoes

e Os BGCs de Tremella mesenterica

A partir da andlise do genoma de 7. mesenterica utilizando o programa
antiSMASH, foi possivel constatar 5 regides de maior expressdo associados a clusters
biossintéticos, identificados como Regido 7.1 (R1), Regido 15.1 (R2), Regido 86.1 (R3),
Regido 124.1 (R4) e Regido 263.1 (R5), todos contendo agrupamentos para producao de
Terpenos.

Dentre os fragmentos gendmicos, a regido RS apresentou 100% de similaridade
com os BGC e fungdes ja determinadas no banco de dados do programa, sendo o
agrupamento mais semelhante ao composto acido clavarico (AC). Ja das regides R1 4 R4
ndo apresentou grande similaridade com nenhum agrupamento semelhante do banco de
dados, levando a supor que os BGC destas regides podem estar associadas a vias de
biossintese de novas moléculas ou que pertencem a vias ndo caracterizadas de moléculas
ja conhecidas, entretanto, os perfis dos BGC destas regides direcionam conjuntamente

para producao de compostos como esqualestatina (acido zaragozico ou AZ).
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Figura 1: Mineragdo genOmica: regido, tipo de metabolitos, sequéncia de DNA e
composto similar. Identificacdo de bioativos candidatos com base na similaridade de

grupos de genes biossintéticos na base de dados do software.

B ismasH version 8.0.1

Selecione a regiao genémica;

(o &)
Identified secondary metabolite regions using strictness ‘relaxed'

SDIL01000104.1 £ 3

Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster
terpene @ 28,915 61,739

SDIL01000111.1 &

Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster
terpene-precursor @ 50,571 82,541
SDILO1000176.1 E3
1
Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster
terpene & 1 21125
SDIL01000021.1 &
1
I
Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster
terpene-precursor @ 239,761 268,656
SDILO01000007.1 X
1
.
Region Type From To Similarity Confidence Most similar known cluster
terpene @ 181,128 213,990  High clavaric acid & terpene

Fonte: Output AntiSMASH, 2025.

Na R1 e R2 determinou-se, especificamente, dez genes; na R3 determinou-se 7
genes; na R4, onze genes; enquanto na RS5, nove genes, atuantes no metabolismo
secundario do fungo analisado. Tais genes foram nomeados no Identificador, no qual cada
uma das sequéncias associou a sintese de produtos mais semelhante do banco de dados,

participantes da formag¢ao dos bioativos preditos (Tabela 2, 3, 4, 5 e 6).

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1% Edi¢do. EDITORA SCIENCE — 2026.
n



CAPITULO 1 — MAUES; PHILIPPSEN; CARVALHO. POTENCIAL GENOMICO DE Tremella mesenterica NA BIOSSINTESE
DE METABOLITOS SECUNDARIOS VIA FERRAMENTAS IN SILICO.

Tabela 2: Dados do BGC de classe tetraterpeno (subclasse carotenoide C40).

Tamanho Tamanho

Identificador do do Categoria Produto
nucleotideo Aminoacido
M231 06493 2802 933 outro aminopeptidase 2
biossintético- GTP ciclo-
M231 06494 1335 444
B adicional hidrolase I
Proteina
M231 06495 288 95 outro ribossomal 60S
L37a
M231 06496 2418 805 outro proteina hipotética
M231 06497 2367 788 outro proteina hipotética
M231 06498 2313 770 biossintético proteina hipotética
M231 06499 1521 506 outro proteina hipotética
M231_06500 2328 775 outro proteina hipotética
M231 06501 2841 946 outro proteina hipotética

proteina de
M231 06502 1386 461 outro
membrana

Fonte: Os autores, 2025. A denominagdo “outro” classifica os gens e sua fungdo como ndo pertencente a
nenhuma das categorias definidas no banco de dados do programa. Proteina hipotética: prevista com base

em dados gendmicos, porém, a fung@o ou existéncia ainda ndo foi confirmada em experimentos.

Tabela 3: Dados do BGC de precursor de diterpeno.

Tamanho Tamanho

Identificador do do Categoria Produto
nucleotideo Aminoacido

M231 06696 561 186 outro proteina hipotética

M231 06697 999 332 outro proteina hipotética

proteina associada
ao receptor de
M231 06698 1113 370 outro
serina-treonina

quinase
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M231 06699

M231 06700
M231 06701

M231 06702

M231 06703

M231 06704
M231 06705

402

1680
867

954

1098

1242
564

133

559
288

317

365

413
187

outro

outro

outro

biossintético

biossintético-
adicional

outro

outro

ribonucleoproteina
nuclear pequena
D1
proteina hipotética
proteina hipotética
geranilgeranil
difosfato sintase,

tipo I1I
proteina hipotética

proteina hipotética

proteina hipotética

Fonte: Os autores, 2025. A denominacdo “outro” classifica os gens e sua fun¢do como nio pertencente a
nenhuma das categorias definidas no banco de dados do programa. Proteina hipotética: prevista com base

em dados gendmicos, porém, a fun¢do ou existéncia ainda ndo foi confirmada em experimentos.

Tabela 4: Dados do BGC de triterpeno (esqualeno).

Tamanho Tamanho
Identificador do do Categoria Produto
nucleotideo Aminoacido
Subunidade J da
ATPase
M231 07848 186 61 outro
transportadora de H+
tipo F
M231 07849 978 325 outro proteina hipotética
farnesil-difosfato
M231 07850 1476 491 biossintético .
farnesiltransferase
M231 07851 1332 443 outro proteina hipotética
M231 07852 1524 507 outro proteina hipotética
M231 07853 609 202 outro proteina hipotética
M231 07854 5991 1996 outro proteina hipotética

Fonte: Os autores, 2025. A denominag@o “outro” classifica os gens e sua fungdo como ndo pertencente a
nenhuma das categorias definidas no banco de dados do programa. Proteina hipotética: prevista com base

em dados gendmicos, porém, a fungdo ou existéncia ainda nao foi confirmada em experimentos.
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Tabela 5: Dados do BGC do precursor de sesquiterpeno.

Tamanho Tamanho
Identificador do do Categoria Produto
nucleotideo Aminoacido

proteina 1 de tRNA 2-

M231 02527 1071 356 outro . ‘
tiolagdo citoplasmatica
mRNA
M231 02528 1284 427 outro '
- metiltransferase
proteina de montagem
M231 02529 486 161 outro ‘
de clatrina
enzima conjugadora de
M231 02530 393 130 outro o
ubiquitina E2 W
M231 02531 1545 514 outro proteina hipotética
M231 02532 1314 437 outro proteina hipotética
farnesil difosfato
M231 02533 1059 352 biossintético _
sintase
M231 02534 399 132 outro proteina hipotética
subunidade complexa
M231 02535 966 321 outro
arp2/3 de 34 kDa
M231 02536 1029 342 outro proteina hipotética
M231 02537 1032 343 outro proteina hipotética

Fonte: Os autores, 2025. A denominagdo “outro” classifica os gens e sua fungdo como ndo pertencente a
nenhuma das categorias definidas no banco de dados do programa. Proteina hipotética: prevista com base
em dados gendmicos, porém, a funcdo ou existéncia ainda néo foi confirmada em experimentos.

Tabela 6: Dados do BGC do triterpeno (subclasse esteroide C30).

Tamanho Tamanho

Identificador do do Categoria Produto
nucleotideo Aminoacido
M231 01091 423 140 outro proteina hipotética
M231 01092 795 264 outro proteina hipotética
M231 01093 975 324 outro proteina hipotética
M231 01094 1941 646 outro proteina hipotética
biossintético- hidroxiacilglutationa

M231 01095 759 252

adicional hidrolase
M231 01096 2166 721 biossintético lanosterol sintase
M231 01097 4272 1423 outro proteina hipotética
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M231 01098 909 302 outro proteina hipotética
citocromo ¢

M231 01099 1122 373 outro peroxidase,
mitocondrial

Fonte: Os autores, 2025. A denominacdo “outro” classifica os gens e sua fun¢do como nao pertencente a
nenhuma das categorias definidas no banco de dados do programa. Proteina hipotética: prevista com base

em dados gendmicos, porém, a funcdo ou existéncia ainda néo foi confirmada em experimentos.

e Caracterizacdo da rota metabodlica dos compostos

Como ressaltado anteriormente, as regides do genoma de 7. mesenterica
determinou a predicao de substancias terpenoides. Os compostos dessa natureza antes de
sua produgdo apresentam uma rota inicial ou rota principal que possuem papel
fundamental na sintese da estrutura principal dos terpenos.

Nesse sentido, os dados resultantes do KEGG descreveram a rota inicial do
metabolito secundario a partir de uma atividade derivada do processo de glicdlise, no qual
partindo da Acetil-CoA, uma série de cinco reagdes sao ocasionados até a formacao do
Difosfato de isopentenil. Nesta etapa, as enzimas atuantes definidas foram C-
acetiltransferase, hidroximetilglutaril-CoA sintase, hidroximetilglutaril-CoA redutase,
fosfomevalonato quinase e difosfomevalonato descarboxilase.

Com o Isopentenil-PP foi ilustrado duas vias alternativas: 1) a formacdo do
Geranil-PP até¢ o Nonaprenil-PP (neste caminho ndo foi caracterizado as enzimas
participantes neste fragmento de via) e; 2) formacao do Farnesil-PP até o Hexaprenil-PP,
com participacdo das enzimas geranilgeranil difosfato sintase e hexaprenil difosfato
sintase. Sendo ambas as cadeias chave que direcionam a corrente biossintética para
sintese final de compostos terpenodides € quinonas.

A via metabdlica especifica do bioativo predito pelo antiSMASH, 4cido clavérico,
até entdo, ndo estd integralmente descrito na literatura, no entanto, como trata de um
bioativo triterpeno, enquadra-se na rota desta classificacdo. Ou seja, a cadeia principal
resultante atua, conjuntamente, com trans-Farnesil difosfato para formar o presqualeno-
PP que, por sua vez, formara o esqualeno ou esqualeno-2,3-epoxido, por meio das
atividades das farnesil-difosfato farnesiltransferase e esqualeno monooxigenase
compondo as estruturas bases complementares deste bioativo.

Quanto a via metabdlica do bioativo, esqualestatina, ndo houve resultantes

especificadas de descricdo pelo KEGG, porém, pelo fato do composto ser de natureza
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policetideo, condiz com rota desta classe estimada pelo programa. Isto ¢, a partir de
moléculas como metilmalonil-CoA, propanoil-CoA e cetil-CoA advinda da via primaria
do metabolismo, sdo rearranjadas por meio blocos enzimdaticos multimodulares
denominados sintases de policetideos (PKS) que promovem condensagao das unidades
de acetila e malonila (similar a biossintese de acidos graxos). Algumas das enzimas
modificadoras atuantes na sintese de policetideos sdo a cetorredutase (KR), responsével
pela reducdo da carbonila ao alcool, a desidratase (DH), que elimina agua levando a

formacao da olefina e, a enoila redutase (ER), que converte a olefina na cadeia saturada.

Figura 2: Via principal da biossintese dos terpenos. Descricdo: 2.3.1.9 (C-
acetiltransferase); 2.3.3.10 (hidroximetilglutaril-CoA sintase); 1.1.1.34
(hidroximetilglutaril-CoA redutase); 2.7.4.2 (fosfomevalonato quinase); 4.1.1.33
(difosfomevalonato descarboxilase); 2.5.1.10, 2.5.1.29 (geranilgeranil difosfato sintase);
e 2.5.1.82 (hexaprenil difosfato sintase). A linha destacada em vermelho retrata o
caminho chave de rea¢des e moléculas importantes para sintese de metabdlitos

secundarios (destaque para Policetideos e Terpendides).
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TERPENOID BACKBONE BIOSYNTHESIS
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Fonte: Output KEGG, 2025.

A esqualestatina, também conhecida como &4cido zaragoézico, familia a qual
pertence, sdo compostos produzidos por alguns fungos filamentosos. Os primeiros
trabalhos sobre esta substancia foram em 1993, com isolados de Spororniella intermedia,

Leptodontium elatius ¢ Amauroascus niger. Quimicamente, o acido Zarago6zico ¢ um

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1° Edigdo. EDITORA SCIENCE — 2026.



CAPITULO 1 — MAUES; PHILIPPSEN; CARVALHO. POTENCIAL GENOMICO DE Tremella mesenterica NA BIOSSINTESE
DE METABOLITOS SECUNDARIOS VIA FERRAMENTAS IN SILICO.

acido carboxilico, no qual suas cadeias laterais podem variar em 1-alquil e 6-acil
(Bergstrom et al. 1995; Dufresne et al., 1993).

Alguns estudos e revisdes relatam que este composto possui atividade contra a
enzima fitoeno sintase em vegetais, portanto, inibem a sintese de carotenoide (Kamdem
e Boyom, 2023; Neudert et al., 1998; Baxter et al., 1992). Em outros organismos, esta
substancia atua como inibidor da enzima esqualena sintase em mamiferos, assim, impede
a sintese de colesterol (Kamdem e Boyom, 2023; Bergstrom et al, 1995) ou podem
apresentar efeitos anti Tripanossomatideos (Kamdem e Boyom, 2023; Silva, 2012).

Nessa perspectiva, a potencial producao de AZ por T. mesenterica pode ser
direcionada para aplicagdes farmacologicas. Um estudo de Silva (2012) abordou a
possibilidade de desenvolvimento de drogas antimalaricos a partir da esqualestatina. A
autora nao deixa claro a fonte da extragao do composto, porém, seu trabalho revelou o
efeito antiparasitdrio moderado contra Plasmodium falciparum geneticamente
modificado, a partir de experimentos in vitro do microrganismo, visto que foi observado
a inibicdo do desenvolvimento e crescimento do protozoario, bem como alcangou
resultados expressivos associando o bioativo com outras substancias como nerolidol e
com risedronato, nos qual ambas as concentragdes observou cerca de 50% de inibigao,
demonstrando interagdo sinérgicas entre os compostos. Ademais, neste mesmo cenario,
Gabriel et al. (2015) observaram a reducao da biossintese de fitoeno (PTY) e morte dos
P. falciparum durante o ciclo intraeritrocitico usando o bioativo esqualestatina e
apontando, portanto, que a PTY ¢ uma enzima chave para a biossintese de carotenoides
do parasita que ¢ fundamental para o crescimento intraeritrocitico.

Outra possivel utilidade deste bioativo, ¢ em uso medicamentoso para tratamento
da hipercolesterolemia em seres humanos. Bergstrom et al. (1995), isolou as esqualenos
sintases de figado de camundongos e, a partir das aplicacdes in vitro de AZ foi notado
redu¢do da atividade enzimatica. O mecanismo avaliado consistiu na inibi¢do da
esqualeno sintase pelo AZ que ¢ competitiva em relacao ao F-PP (pirofosfato), sendo uma
das justificativas associada a similaridade estrutural entre 0 AZ e o F-PP (ambos tém um
nucleo central altamente acido com duas longas caudas hidrofobicas anexadas) o qual
direcionou a tese de que os ZAs inibem a esqualeno sintase imitando efetivamente a
ligacdo do F-PP a enzima.

O AC ¢ um composto triterpeno produzido por alguns fungos, no qual foi isolada
de C. truncatus pela primeira vez em 1998, porém podem apresentar variagcdes conforme

o organismo produtor (Jayasuriya et al., 1998).
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Das poucas investigacoes acerca do acido clavarico, os estudos o associam como
uma substancia antitumoral e anti-inflamatoério. O experimento de Lingham et al. (1998),
por meio de triagem aleatdria de extratos de produtos naturais e usando-as em ensaio
bioquimico de alto rendimento em células cancerigenas de camundongos, descobriu um
composto combatente de enzimas mutantes em células tumorais, o AC. Este bioativo foi
0 Unico inibidor especifico das proteinas RAS ou farnesil-proteina transferase (um
catalisador essencial para oncogenes) que esta ativo na maior parte dos canceres humanos.
O AC demonstrou ser competitivo nas atividades das proteinas oncogénicas, no qual
interferiu, portanto, no desenvolvimento das células mutantes dos mamiferos.

Ja Yazdani et al. (2022), através de analises bioquimicas e comparagao molecular
refinadas, demonstrou em teste in vitro de células cancerigenas de c6lon humano acgdes
moderadas de citotoxicidade de triterpenos fingicos, trazendo a abordagem que alguns
triterpenos fingicos sdo potenciais agentes citotoxicos e quimiossensibilizadores para
superar a resisténcia a multiplas drogas por parte linhagens de células cancerigenas.
Posteriormente, o AC foi apresentado com efeito anti-inflamatério em ensaios do
composto em placas contendo enzimas ciclooxigenase (COX- 1 e COX-2) e outras
contendo lipoxigenase (5-LOX e 15-LOX), cujas enzimas desempenham papel
fundamental na inflamacao, na percep¢do da dor, como mediadores pro-inflamatoérios,
sendo importante na resposta inflamatoria a lesdes e propagacdo da inflamacdo. Os
resultados evidenciaram acao anti-inflamatéria moderada do AC sob as enzimas das

células de adenocarcinoma de c6lon humano, principalmente, em COX-2.

Conclusao

Com base na sequéncia gendmica € possivel realizar bioprospec¢ao de recursos
genéticos, bioativos de interesse em organismos por meio de ferramentas de
bioinformatica. Tais artificios sdo fundamentais em analises iniciais, sobretudo, em
genomas de espécies recém-descobertas.

E evidente que a mineragio gendmica de espécie por meio in silico de metabolitos
secundarios ¢ vantajosa no gerenciamento do tempo de andlise, visto que ¢ possivel
alcangar resultados favoraveis com base em ferramentas de predicdo quando requer
respostas ou solu¢des em curto periodo de tempo ou em tempo imediato exigido.

Neste trabalho foi possivel a deteccdo por ferramentas de bioinformatica de
grupos de genes envolvidos na sintese dos seguintes metabolitos secundarios do fungo T.

mesenterica: acido clavarico e acido zaragdzico. O presente estudo aponta que
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provavelmente a espécie 1. mesenterica pode ser produtora desses importantes
metabolitos para a biotecnologia e sugere que futuras pesquisas in vitro podem ser

realizadas com o fungo para induzir a produ¢do dos compostos.
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Resumo

A miopia ¢ o disturbio visual mais comum em todo o mundo. Essa acuidade ocorre devidoa focalizagdo da imagem
antes desta chegar a retina. Este trabalho objetiva analisar genes envolvidos na progressdo da miopia com
ferramentas de bioinformadtica, realizar estudos comparativos, e construir primers para estudos futuros. Foi
realizada uma metodologia com caracteristicas qualitativas e quantitativas, utilizando técnicas de padronizagao,
selecionando, segundo os bancos de dados, os artigos mais representativos acerca do tema, apos isso, 0s primers
foram confrontados com programas de analises, na tentativa de confirmar a especificidade do gene RASGRF]1
com a progressdo da doenga. Conforme a pesquisa do NCBI, 22 genes foram descritos influenciadores da miopia
hereditaria, ja o consoércio internacional de erro refrativo identificou 119 fatores genéticos para a miopia. Em
contrapartida, o gene utilizado para constru¢do de primers, 0 RASGRF1, ndo foi descrito em nenhum desses
bancos. Porém, foi descrito na literatura como um estudo novo influenciador da miopia. Nesse contexto, cinco
séries de primers apresentaram ser insatisfatorias, mas, outras cincos séries apresentaram fatores satisfatorios, o
que indicou uma alta similaridade entre o gene e os individuos comparados. Além disso, foi realizado um apanhado
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geral de genes potencialmente influenciadores da miopia, como o RASGRF1, APLP2, LEPREL1, LAMA2,
CPSF1, GJD2, ZIC2 entre outros. Conclui-se, entdo que foram sistematizados varios genes potencialmente
envolvidos nesse acometimento e além disso, cinco séries de primers foram satisfatorias com os resultados para o
gene RASGRF1, os quais, servirdo de base para a estruturagdo real dos possiveis testes in vitro futuros.

Palavras-chave: Disturbio; primers; gene
Abstract

Myopia is the most common visual disorder in the world. This concern is due to the focus of the image before
access to the retina. This work aims to analyze genes in the progress of myopia with bioinformatics tools, perform
comparative studies, and build primers for future studies. Are presented a methodology with qualitative and
quantitative characteristics, using standardization techniques, after databases, the most representative articles on
the subject, after which the primers were confronted with the analysis programs in an attempt to confirm a
specificity of the RASGRF1 gene with progression of the disease. According to a NCBI survey, 22 genes were
inherited from hereditary myopia. But the international consortium of refractive error identified 119 genetic factors
for myopia. In contrast, the gene used to construct primers, RASGRF1, was not described in any of these banks.
However, it was in the literature as a new study that influenced myopia. This context, five series of primers, is
unsatisfactory, but, other five, the module of satisfators, which indicated a similarity between the gene and the
compared. In addition, a general set of myopia influencing genes, such as RASGRF1, APLP2, LEPRELI,
LAMA?2, CPSF1, GJD2, ZIC2, and others were performed. It is concluded that these were systematized several
more effective genes in this process and in addition, the five series of primers were satisfactory with the results of
the RASGRF1 gene, which will serve as a basis for a real structuring of the possible future tests in vitro.

Keywords: Disturb; primers; gene.

Introducao

A miopia € o disturbio visual mais comum em todo o mundo. Essa problematica visual
ocorre devido a focalizagdo da imagem antes desta chegar a retina, a qual vai converter o
estimulo luminoso em estimulo nervoso e endereca-lo ao cérebro, para que as imagens sejam
interpretadas. Por esta razdo, uma pessoa miope visualiza os objetos mais distantes como se
estivessem desfocados, € os objetos mais préximos, com nitidez.

Dessa forma, a miopia pode ser classificada como axial, que ¢ causada pelo alongamento
do globo ocular; ndo sindromica, se essa ocorrer sem fatores externos, e miopia sindromica,
caso seja associada ao sinal de outra doencga ocular ou sistémica. Além disso, um pequeno
numero de pessoas desenvolve a miopia degenerativa, sendo uma importante causa de cegueira
nos paises desenvolvidos.

A incidéncia de miopia estd aumentando significativamente. “Quase 80% dos
individuos em algumas populagdes sofrem com esse problema comprometedor da visdao”
(BENAVENTE-PEREZ et al., 2016). Segundo (ZHANG, 2015), embora existam numerosos
métodos de melhorar a visdo turva associada com miopia, inclusive usando lentes corretivas ou
refrativa e cirurgia, possiveis intervengdes para a patogénese da miopia foram intensamente

estudadas.
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Tendo isso em vista, pesquisas afirmam que a miopia mais frequente ocorre e se
desenvolve durante a idade escolar em muitas areas do mundo, como nos Estados Unidos,
Singapura, Australia e Taiwan. Ademais, ¢ importante salientar que outras anomalias oculares,
assim como a miopia, t€ém o carater gendmico envolvido como a coloragdao dos olhos, a
heterocromia, o retinoblastoma, o glaucoma, a sindrome de Marfan, entre tantos outros.

S6 na década de 60 comegou-se a pensar sobre os determinantes hereditarios da miopia,
elucidando a interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Os indicios das bases genéticas
hereditarias estdo correlacionados com a patologia, acarretando problemas no aprendizado do
individuo mais jovem e, consequentemente, afetando a qualidade de vida destes. Por outro lado,
pessoas com idade mais avangada também sdo acometidas pela miopia e afetadas por fatores
ambientais, comprometendo suas tarefas e impondo restricdes para o desenvolvimento de
atividades fisicas. Isto gera os problemas psicossociais potenciais dessa patologia, como
exemplo disso, a depressao.

A genética tem grande influéncia sobre a miopia, e embora basica, ¢ uma ciéncia de
entendimento complexo e aplicado. Na pratica, atualmente, em todas as areas da vida
contemporanea, existe a engenharia genética enredada, e ndo ¢ diferente com a miopia, que tem
carater hereditario e associacdo gendmica ampla. Essa associagdo estuda os genes que estao
envolvidos nos diversos tipos de miopia e seus caminhos especificos, dentre eles, estdo os genes
que se submetem ao transporte de ion, ao regulamento do potencial da membrana e a atividade
de canal, os que sdo responsaveis pelo regulamento do oxigénio nos olhos entre tantos outros.

Assim sendo, estudos apontam que criangas com os pais miopes sdo mais provaveis de
herdar a doenga em comparagdo a aqueles com pais nao miopes. Porém, (GOLDSCHMIDT,
2014) explica que ter dois pais miopes, geralmente representa um maior risco do que ter apenas
um, porém, embora essas correlacdes sejam consistentes, com base na genética da miopia, elas
ndo a estabelecem, pois, além dos erros refrativos entre pais e filhos e os valores da
hereditariedade, também existem aspectos ambientais envolvidos, € que também contribuem
para o desenvolvimento da miopia, como sua influéncia na educagao.

Por conseguinte, este trabalho pauta-se na responsabilidade de aprofundar e organizar
os conhecimentos sobre a miopia, uma vez que o tema ¢ bastante complexo e muitos podem ser
os genes envolvidos e acima de tudo, como eles podem atuar no acometimento e evolucao da
doenca que atinge muitas pessoas no Brasil e no mundo. O objetivo geral do trabalho foi analisar
sistematicamente os genes envolvidos nas vias de progressdao da miopia utilizando ferramentas
de bioinformatica. Dessa forma, a pesquisa ¢ justificada pelo interesse geral sobre esta

acuidade visual e expectativa pela possibilidade da melhoria da qualidade de vida dos
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individuos, utilizando as ferramentas e informagdes necessarias acerca do problema. O estudo
¢ relevante para a ciéncia por possibilitar a compilagdo de dados a respeito das influéncias
hereditarias sobre a miopia, uma vez que € generalista e disperso o conhecimento sobre os genes
envolvidos e sua forma de atuar no desenvolvimento da doencga. Desse modo, € possivel ter
uma visao mais global a respeito do tema possibilitando um maior conhecimento para a possivel

realizacdo de tratamentos mais efetivos atenuando a progressao e grau do problema.

Metodologia

e Local e Equipe de Estudo

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Centro de Educacdo e Satde da
Universidade Federal de Campina Grande com o grupo de pesquisa BASE (Biotecnologia
Aplicada a Satde e Educagdo). O grupo de pesquisa ¢ a Universidade ofereceram toda a

infraestrutura computacional e de rede necessaria para a realizacao do trabalho.

e Metodologia Geral

Trata-se de um estudo exploratoério com potencial tecnoléogico com caracteristicas
qualitativas e quantitativas como ferramenta subsidiaria de informacdes essenciais para atingir
0s objetivos propostos. Foram utilizadas técnicas padronizadas de coleta de dados utilizando
como base os bancos de dados de informagdes genéticas.

Nesses bancos foram identificados artigos tratando a respeito do tema, bem como os
conteudos sobre aconselhamento genético sempre visando o tema proposto. Na base de dados
mais sélida consultada até o momento foram catalogados 2.071 artigos versando sobre o
referido tema utilizando o termo ‘“hereditary myopia”, destes foram selecionados os artigos

mais recentes e representativos da influéncia genética sobre o tema.
e Analises das Sequéncias Envolvidas com a Miopia

Foi construida uma base de dados composta por centenas de seqiiéncias dos genes
identificados para miopia provenientes dos Bancos de Dados GenBank (NCBI — National
Center for Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e das vias bioquimicas
(KEGG - Kyoto Enciclopedya of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/).

Ap6s alinhadas pelo programa Clustal-Omega (CHOJNACKI et al., 2017)
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) elas foram visualizadas pelo programa BioEdit
v7.04 (Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carslbad, CA, USA) (HALL, 1999)
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) ou pelo programa MUSCLE
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(Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation), MUSCLE ¢ utilizado para alcangar
melhor precisdo média e melhor velocidade do que o ClustalW2 ou T-Coffee, dependendo das
opgoes escolhidas (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).

As seqiiéncias foram submetidas aos programas para a constru¢do dos primers do NCBI
(Primer 3 - Pick Primers) (http://primer3.ut.ee/) (YE et al., 2012). Os pares de oligonucleotideos
gerados foram confrontados novamente com os bancos de dados e com programas de analises
como o Oligo Analisys Tool para confirmagao da especificidade dos mesmos para os genes de
interesse na progressao da miopia com a finalidade de estudos futuros, tudo isto para escolher

os que melhor se adequariam aos pretensos testes in vitro.
e Viabilidade

Este trabalho esta em acordo com a Lei N° 13.123, de 20 de maio de 2015 que define
“patrimonio genético” como “informacgdo de origem genética de espécies vegetais, animais,
microbianas ou espécies de outra natureza, incluindo substancias oriundas do metabolismo
destes seres vivos” e “conhecimento tradicional associado” como “informagdo ou pratica de
populacdo indigena, comunidade tradicional ou agricultor tradicional sobre as propriedades ou
usos diretos ou indiretos associada ao patrimonio genético”. Este trabalho segue as normas do

CGEN - Conselho de Gestao do Patrimonio Genético.

Desenvolvimento

e Resultados E Discussodes Finais

Com as consultas aos bancos de dados de sequéncias genomicas e de conhecimento
associado ao componente genético da miopia, foram constatados um total de 22 genes descritos
como influenciadores da miopia hereditaria potencialmente relevantes para este acometimento.
A Tabela 1 mostra todos os genes descritos como envolvidos no acometimento de algum grau
de miopia em humanos e seus respectivos, simbolos, substantivos, descricdo de funcao,
localizagdo gendmica, cromossomo, orienta¢do e éxons.

E possivel notar, apenas analisando a tabela, que existe uma multilocalidade bastante
ampla na distribuigdo génica potencialmente influenciadora da miopia onde os genes estdo
distribuidos nos cromossomos 1, 3,4, 6,7, 8,9, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 20, 21 e X. Estes genes
demonstram o grau de dificuldade em entender e identificar certos tipos de miopia, bem como
seu componente genético associado, visto que existe uma gama bastante grande de
possibilidades e isso s6 podera ser elucidado com o aumento dos estudos a respeito do tema.

Singh e Tyagi (2018) realizaram uma analise multivariada dos genes e da genética envolvida
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com as doengas oculares utilizando uma metodologia gendmica aplicada. Eles identificaram
componentes genéticos associados aos mais diversos tipos de desordens oculares ligadas ou nao
a idade, os seus resultados podem ser vistos na Tabela 2, onde um total de 91 genes foram
descritos como influenciadores dos acometimentos oculares em diversos graus.

O consorcio internacional de erro refrativo e miopia (CREAM) publicou recentemente
o maior estudo genético mundial de miopia, que identificou 119 fatores genéticos para a miopia.
Segundo a pesquisa, isso quadruplicou o nimero de fatores de riscos genéticos conhecidos que
desempenham um papel em todos os tipos de células da retina, contudo a quantidade de genes
e de cromossomos envolvidos descritos vem crescendo diariamente. A maioria deles esta
envolvida no processamento de luz, pigmentacao da retina e desenvolvimento ocular. Isso tudo
pode apoiar a suposi¢ao de que a luz insuficiente € um importante fator no desenvolvimento da
miopia (FLITCROFT et al., 2018).

Com base nos argumentos citados, foi visto que a miopia € a patologia da visdo mais
comum e quando estd em uma dioptria (grau) baixa, dificulta ainda mais a percep¢do do
problema. Sendo assim, a miopia classifica-se de trés formas: a baixa, a moderada e a alta.
Todas podem sofrer influéncias genéticas e ambientais que devem ser avaliadas para analisar a
condi¢do gene-especifica relacionada aos trés estagios da doenca. Com base nos dados acima e
em tantos outros disponiveis nos bancos de dados, foi constatado que o gene RasGRF1 esta
fortemente ligado ao desenvolvimento molecular da alta miopia, apesar deste gene ndo estar
descrito nas tabelas de Singh e do NCBI. O MedGen, banco de dados médicos do NCBI, ainda
reporta 6 variantes clinicas responsaveis pelo desenvolvimento ocular anormal, além de outros
acometimentos ao individuo: A Sindrome de Stickler Tipo I e mais duas variantes dela a
Sindrome de Stickler Tipo I Ocular ndo Sindromica e a Sindrome de Stickler Pura; Sindrome
de Marshall; Glaucoma de Angulo Aberto Primario Juvenil Série I; e por fim A Sindrome
Monossomica Parcial do Cromossomo 5 (Cri-du-Chat). O banco de dados OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Human) ainda revela 70 acometimentos humanos influenciadores da
miopia conforme Tabela 3.

Nao existe uma unica causa para a miopia, podendo a etiologia ser genética ou
ambiental. Trés fatores sdo importantes para o seu desenvolvimento, o primeiro ¢ a relacdo
entre o esforgo visual para perto e uma fraca acomodacdao, o segundo estd associado a
predisposicao hereditaria e o terceiro fator ¢ a relacdo entre a pressdo intra-ocular e debilidade
escleral. Dessa forma, existe maior influéncia dos dois primeiros fatores, em graus diferentes,
no periodo inicial da miopia, enquanto o terceiro fator ¢ mais frequente nos graus mais

avangados, causando sua progressao.
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Em relacdo ao primeiro fator, o esforco visual resultante do trabalho para perto, somado
a influéncia de disturbios refrativos acarreta uma desfocalizagdo Optica, durante o periodo de
crescimento do globo, fazendo com que o eixo antero-posterior se tornasse mais longo. Esse
tipo de miopia nao costuma ultrapassar 3 graus. Quanto ao segundo fator, de predisposi¢ao
hereditaria, estudos mostram que a heranga pode ser autossdmica dominante, recessiva e
poligénica. Na miopia autossdmica dominante este acometimento se desenvolve tardiamente
na infincia e usualmente ndo atinge altos graus. Ja na miopia autossdmica recessiva €
caracteristica de comunidades com alta frequéncia de consanguinidade, mas também esta
relacionada a alguns casos esporadicos. Analisando estudos, estabeleceram que o
desenvolvimento da miopia segue um modelo poligénico e multifatorial.

Na miopia patoldgica existe sempre uma histéria familiar, havendo evidéncias de ser
decorrente de heranga autossomica recessiva. No terceiro fator, a debilidade da esclera pode
estar relacionada a fibrilogénese defeituosa, a qual pode ser congénita ou resultante de doencas
sistémicas. Assim, existe uma resposta inadequada ao crescimento do globo e subsequente
alongamento, mesmo com a pressdo intra-ocular normal. O alongamento se localiza
principalmente na por¢do posterior do globo, produzindo alteracdes adversas da corodide e

retina.
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Tabela 1. Genes potencialmente envolvidos em algum grau do acometimento hereditario da miopia e suas caracteristicas.

Organismo Simbolo  Substantivos Descricio do Gene Mapa de Cromossomo Orienta¢do da Contagem
Localizacao Fita de DNA  de Exons

Homo sapiens BMP2 BDA2A, SSFSC, BMP2 bone morphogenetic protein 2 20p12.3 20 plus 3

Homo sapiens CFH AHUSI1, AMBP1, ARMD4, ARMSIL3, complement factor H 1q31.3 1 plus 25
FH, FHL1, HF, HF1, HF2, HUS, CFH

Homo sapiens COL11A2 DFNA13, DFNB53, FBCG2, HKES, collagen type XI alpha 2 chain 6p21.32 6 minus 70
OSMEDA, OSMEDB, PARP, STL3

Homo sapiens COL1A1 EDSARTHI, EDSC, OI1, OI2, O1I3, Ol4 collagen type I alpha 1 chain 17921.33 17 minus 51

Homo sapiens CRYAA  CRYAIL, CTRCT9, HSPB4 crystallin alpha A 21223 21 plus 4

Homo sapiens  FHIT AP3Aase, FRA3B fragile histidine triad 3pl4.2 3 minus 20

Homo sapiens GATA4 ASD2, TACHD, TOF, VSD1 GATA binding protein 4 8p23.1 8 plus 11

Homo sapiens HGF DFNB39, F-TCFB, HPTA, SF, HGF hepatocyte growth factor 7q21.11 7 minus 20

Homo sapiens  IGF1 IGF, IGF-I, IGFI, MGF insulin like growth factor 1 12q23.2 12 minus 7

Homo sapiens MET AUTS9, DFNB97, HGFR, RCCP2, c-Met = MET proto-oncogene, receptor 7q31.2 7 plus 24

tyrosine kinase

Homo sapiens MMP1 CLG, CLGN matrix metallopeptidase 1 11g22.2 11 minus 10

Homo sapiens MMP9 CLG4B, GELB, MANDP2, MMP-9 matrix metallopeptidase 9 20q13.12 20 plus 13

Homo sapiens MYOC GLCI1A, GPOA, JOAG, JOAGI, TIGR myocilin 1q24.3 1 minus 3

Homo sapiens OPAI BERHS, MGM1, MTDPS14, NPG, NTG, OPA1 mitochondrial dynamin 3929 3 plus 32
largeG like GTPase

Homo sapiens PAX6 AN, AN2, ASGDS5, D11S812E, FVH1, paired box 6 11p13 11 minus 17
MGDA, WAGR

Homo sapiens PROMI1 AC133,CD133, CORD12, MCDR2, prominin 1 4p15.32 4 minus 35
MSTP061, PROMLI1, RP41, STGD4

Homo sapiens RPGR COD1, CORDX1, CRD, PCDX, RP15, retinitis pigmentosa GTPase Xpll.4 X minus 19
RP3, XLRP3, orfl5 regulator

Homo sapiens TGFBI CED, DPDI1, IBDIMDE, LAP, TGFB, transforming growth factor beta 1 19q13.2 19 minus 7
TGFbeta

Homo sapiens  TIMP2 CSC-21K, DDCS8 TIMP metallopeptidase inhibitor 17q25.3 17 minus 5

2
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Homo sapiens  TJP2 C9DUPq21.11, DFNAS1, DUP9q21.11, tight junction protein 2 9q21.11 9 plus 30
PFIC4, X104, ZO2

Homo sapiens TTR ATTR, CTS, CTS1, HEL111, HsT2651, transthyretin 18ql2.1 18 plus 4
PALB, TBPA

Homo sapiens VDR NRI1I1, PPPIR163 vitamin D receptor 12q13.11 12 minus 12

Fonte: NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)

Tabela 2. Genes / variantes genéticas ligadas a doencas / perturbagdes oculares humanas comuns.

No Disease Gene/variant Age of disease or disorder onset (a)
1 AMD NOS2A, CFH, CF, C2, C3, CFB, HTRA1/LOC, MMP-9, Old
TIMP-3, SLC16AS, etc.
2 Cataract GEMIN4, CYP51A1, RIC1, TAPT1, TAF1A, WDR&7, APE1, Old
MIP, Cx50/GJA3 & 8, CRYAA, CRYBB2, PRX, POLR3B,
XRCCI, ZNF350, EPHA2, etc.
3 Glaucoma CALM2, MPP-7, Optineurin, LOX1, CYP1B1, CAV1/2, Over 40 except congenital form that can affect an infant
MYOC, PITX2, FOXC1, PAX6, CYP1BI1, LTBP2, etc.
4 Inherited optic neuropathies Complex I or ND genes, OPA1, RPE65, etc. Young males
5 Marfan syndrome FBN1, TGFBR2, MTHFR, MTR, MTRR, etc. Born with disorder but may not be diagnosed until later in
life
6  Myopia HGF, C-MET, UMODL1, MMP-1/2, PAX6, CBS, MTHFR, Typically progresses until about age 20
IGF-1, UHRF1BPIL, PTPRR, PPFIA2, P4HA2, etc.
7 Polypoidal choroidal C2, C3, CFH, SERPING1, PEDF, ARMS2-HTRA1, FGD6, Between ages 50 and 65
vasculopathies ABCG1, LOC387715, CETP, etc.
8  Retinitis pigmentosa RPGR, PRPF3, HK1, AGBLS, etc. Between 10 and 30
9  Stargardt's disease ABCI1, ABCA4, CRBI, etc. Signs may appear in early childhood to middle age
10 Uveal melanoma PTEN, BAP1, GNAQ, GNA11, DDEFI, SF3BI1, EIF1AX, 50 to 80

CDKN2A, pl4ARF, HERC2/OCA2, etc.

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5767668/table/ijo-11-01-117-t01/?report=objectonly. (SINGH e TYAGI, 2018.)

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1? Edi¢do. EDITORA SCIENCE — 2026.



CAPITULO 2 — ARAUJO; SILVA; SANTOS. PROSPECCAO SISTEMATICA E APLICADA DA HERANCA GENETICA DA
MIOPIA UTILIZANDO FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA.

Tabela 3. Herancas Mendelianas Humanas responsaveis pelo surgimento da miopia.

ACOMETIMENTOS HUMANOS

1. SINUS NODE DISEASE AND MYOPIA
2. MYOPIA 18, AUTOSOMAL
RECESSIVE; MYP18

3. MYOPIA 1, X-LINKED; MYP1

4. ACHROMATOPSIA 3; ACHM3
5. NIGHT BLINDNESS, CONGENITAL
STATIONARY, TYPE 1A; CSNB1A

6. DEAFNESS AND MYOPIA; DFNMYP
7. OPHTHALMOPLEGIA, FAMILIAL
STATIC

8. STICKLER SYNDROME, TYPE I; STLI
9. HYPERFERRITINEMIA WITH OR
WITHOUT CATARACT; HRFTC

10. BEHR SYNDROME; BEHRS

11. COLLAGEN, TYPE II, ALPHA-I;
COL2A1

12. ALPORT SYNDROME 1, X-LINKED;
ATSI1

13. MARSHALL SYNDROME; MRSHS

14. GLAUCOMA, PRIMARY OPEN
ANGLE; POAG

15. WAGNER VITREORETINOPATHY;
WGVRP

16. ECTOPIA LENTIS ET PUPILLAE

17. RETINITIS PIGMENTOSA 2; RP2

18. BRAIN SMALL VESSEL DISEASE
WITH OR WITHOUT OCULAR
ANOMALIES; BSVD

19. MICROCORIA, CONGENITAL

20. STICKLER SYNDROME, TYPE II;
STL2

21.  CUTIS LAXA, AUTOSOMAL
RECESSIVE, TYPE IIA; ARCL2A

22. CATARACT 6, MULTIPLE TYPES;
CTRCT6

23. OCULODENTODIGITAL DYSPLASIA,
AUTOSOMAL RECESSIVE

24. ZIMMERMANN-LABAND
SYNDROME 1; ZLS1

25. HYPOMAGNESEMIA 3,
HOMG?3

26. GLAUCOMA 1, OPEN ANGLE, A;
GLCIA

27.  HOMOCYSTINURIA DUE TO
CYSTATHIONINE  BETA-SYNTHASE
DEFICIENCY

28. ALPORT SYNDROME 2,
AUTOSOMAL RECESSIVE; ATS2

29. HYPEREKPLEXIA 2; HKPX2

RENAL;

35. ARTHROGRYPOSIS, DISTAL, TYPE 9; DA9

36. MICROCEPHALY WITH OR WITHOUT
CHORIORETINOPATHY, LYMPHEDEMA, OR
MENTAL RETARDATION; MCLMR

37. EHLERS-DANLOS SYNDROME, CLASSIC
TYPE, 1; EDSCLI1

38. ALAGILLE SYNDROME 1; ALGSI
39. FERRITIN LIGHT CHAIN; FTL

40. COLLAGEN, TYPE XI, ALPHA-1; COL11Al
41. SPASTIC ATAXIA 7, AUTOSOMAL
DOMINANT; SPAX7

42. ALBINISM, OCULAR, TYPE I; OA1l
43. TRANSFORMING GROWTH FACTOR, BETA-1;
TGFBI1

44. ACHROMATOPSIA 2; ACHM2
45. KERATOCONUS 1; KTCNI

46. FORKHEAD BOX C2; FOXC2

47. RETINITIS PIGMENTOSA; RP
48. NEPHROTIC SYNDROME, TYPE 5, WITH OR
WITHOUT OCULAR ABNORMALITIES; NPHSS5

49. CATARACT 21, MULTIPLE TYPES; CTRCT21
50. OTOSPONDYLOMEGAEPIPHYSEAL
DYSPLASIA, AUTOSOMAL DOMINANT; OSMEDA
51. CORNEAL DYSTROPHY, AVELLINO TYPE;
CDA

52. COLLAGEN, TYPE IX, ALPHA-3; COL9A3

53. ANTERIOR SEGMENT DYSGENESIS 1; ASGD1
54. COLLAGEN, TYPE XI, ALPHA-2; COL11A2

55. PAPILLORENAL SYNDROME; PAPRS

56. POTOCKI-LUPSKI SYNDROME; PTLS
57. CALCIUM CHANNEL, VOLTAGE-DEPENDENT,
ALPHA-1F SUBUNIT; CACNAIF

58. SMITH-MAGENIS SYNDROME; SMS
59. V-KI-RAS2 KIRSTEN RAT SARCOMA VIRAL
ONCOGENE HOMOLOG; KRAS

60. PAIRED BOX GENE 6; PAX6
61. GAP JUNCTION PROTEIN, ALPHA-8; GJAS8
62. CATARACT 1, MULTIPLE TYPES; CTRCT]1

63. SPASTIC PARAPLEGIA 9A, AUTOSOMAL
DOMINANT; SPG9A

64. EDICT SYNDROME; EDICT
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30. COWDEN SYNDROME 1; CWSl1 65. SCALP-EAR-NIPPLE SYNDROME; SENS
31. SHORT STATURE, OPTIC NERVE
ATROPHY, AND PELGER-HUET

ANOMALY; SOPH 66. POTOCKI-SHAFFER SYNDROME
32. PSEUDOXANTHOMA ELASTICUM,
FORME FRUSTE 67. MEGALOCORNEA; MGCl1

33. MENTAL RETARDATION, X-LINKED,

SYNDROMIC, CLAES-JENSEN TYPE;

MRXSCJ 68. LAMININ, BETA-2; LAMB2

34.  EHLERS-DANLOS SYNDROME, 69. ANTERIOR SEGMENT DYSGENESIS 3; ASGD3
DERMATOSPARAXIS TYPE; EDSDERMS h

70. NEUROFIBROMIN 1[; NF1

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

O RasGRF1 foi um dos primeiros genes relatados nos primeiros estudos de
associa¢do gendmica ampla para miopia, sendo altamente expresso em neurdnios e retina,
ele ¢ crucial para as fungdes oculares e consolidacao da memoria visual. Um mecanismo
proposto indicou que o gene RasGFR1 tem influéncia significativa na miopia. Uma
sugestdao ¢ que esse gene codifica o fator-1 liberador de nucleotideo guanina especifico
da proteina Ras, que ¢ altamente expresso na retina ¢ nos neuronios, € entdo ativa Ras
(CHEN, 2015).

Os resultados de estudos associados a genomica ampla (GWAS) segundo (CHEN,
2015), para erros de refragdo em humanos, apontaram que diversos SNPs podem estar
relacionados de modo direto a miopia, cerca de 66,4%. A composicao do gene RasGRF1,
também conhecido como (GNRP, GRFI, CDC25, GRF55, CDC25L, H-GRFS55,
PP13187 e ras-GRF1), foi identificada estruturalmente com 30 éxons situados na posi¢ao
15925.1 centimorgans. A sua presenga no cromossomo 15 aumenta a lista de
cromossomos envolvidos com genes influenciadores da miopia enumerada
anteriormente. Ademais, foi visto que sua atuacdo ¢ maior no cérebro onde promove a
troca de GDP/GTP nas GTPases da familia Ras, relacionando-se com a transmissao
sindptica das respostas dos fotorreceptores.

Além disso, foi visto que o RASGRF1 também ¢ expresso em células P
pancredticas em que regula a massa de células B e em regides cerebrais especificas,
envolvendo o hipocampo e o hipotdlamo, dessa forma, ativando RAS a homeostase da
glicose e funcdo neuronal. Ainda foi observado que, quando o RASGRF1 possui uma
deficiéncia causa hipo-insulinemia em consequéncia da reducio das células p (BORRAS,
2011).

De acordo com (FERNANDEZ-MEDARDE, 2009), estudos mostraram que
pesquisas realizadas tanto in vitro quanto in vivo em animais como, camundongos

deficientes em RasGRF1 demonstraram déficits de aprendizado e memoria, isto ocorre
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quando este gene ¢ nocauteado ou desligado. Estes estudos evidenciaram pela primeira
vez arelevancia funcional da sinaliza¢do Ras na fotorrecep¢do de mamiferos e garantiram
uma analise mais aprofundada de camundongos nocauteados no gene RasGRF1 como
modelos potenciais para analisar mecanismos moleculares subjacentes a doencas
humanas influenciadas por fotorrecep¢ao defeituosa.

Adicionalmente aos modelos animais estudados, estudos de intervengao em
humanos tém mostrado que os inibidores muscarinicos previnem o desenvolvimento de
miopia, e a diminuic¢ao do acido retindico coroidal, isto foi detectado em modelos animais
de miopia. Sendo assim, entende-se que o RasGRF1 seja um forte gene associado com
alta miopia (CHEN, 2015).

O RasGRF1 ¢ um gene com 3350 nucleotideos altamente conservado entre
espécies de primatas, roedores, baleias, golfinhos, ungulados e varios mamiferos
placentdrios, isto possibilita seu uso eficaz como gene indicador em organismos modelo
para estudos comparativos ¢ por homologia em humanos, onde estas sequéncias
ultrapassam os 90% de similaridade com taxas de E-Value em 0.0, o que indica uma alta

similaridade entre os individuos comparados conforme Figuras 1 e 2.

Figura 1: BLAST (Basic Local Alignment Searching Tool) do gene RasGRF1, onde ¢
possivel observar os valores dos Scores das sequéncias desse gene em comparagdo com

humanos.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

It Alignments o
Description ;;’::‘E J:;f; 2:53 VaE‘ue Ident Accession

Homo sapiens RASGRF1 gene for RASGRF1 6556 6556 100% 0.0 100.00% LS4824151
Human ORFeome Gateway_entry vector RENTR223-RASGRF1,_complete sequence 6545 6545 99% 0.0 100.00% LT741038.1
Synthetic construct Homo sapiens clone ccsbBroadEn 11089 RASGRF 1 gene,_encodes complete protein 6545 6545 99% 0.0 100.00% KJ9016951
Homo sapiens Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1, mRNA (cDNA clone MGC 35460 IMAGE:5192914), complete cds 6545 6545 99% 0.0 100.00% BC0402751
PREDICTED: Homo sapiens Ras protein specific guanine nucleotide releasing factor 1 (RASGRF1), transcript variant X5,_mRNA 6300 6300 96% 0.0 99.97% XM 017022458 2
Homo sapiens Ras protein specific guanine nucleotide releasing factor 1 (RASGRF1), transcript variant 3, mRNA 6300 6300 96% 0.0 99.97% NM 001145648 1

Synthetic construct DNA clone: pE1KB9098, Homo sapiens RASGRF1 gene for Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1, complete cds without stof 6300 6300 96% 00 99.97% AB3851921

PREDICTED: Homo sapiens Ras protein specific quanine nucleotide releasing factor 1 (RASGRE1), franscript variant X7, mRNA 6257 6257 96% 00 9971% XM 017022453 2
variant X4, mRNA 6257 6257 96% 0.0 99.71% XM 0170224572
$ variant X3, MRNA 6257 6257 96% 0.0 99.71% XM 0170224562
SGRF1), transcript variant X4, mRNA 6255 6255 96% 00 9974% XM 0038107183

PREDICTED: Homo sapiens Ras protein specific guanine nucleotide releasing factor 1

PREDICTED: Homo sapiens Ras protein specific guanine nucleotide releasing factor 1

PREDICTED" Pan paniscus Ras protein specific guanine nuciectide releasing factor 1 {

PREDICTED: Pan troglodytes Ras protein specific guanine nucleofide releasing factor 1 (RASGRF1), transcript variant X4 mRNA 6239 6239 96% 00 9965% XM 0011533954

PREDICTED: Pan paniscus Ras protein specific guanine nucieotide releasing factor 1 (RASGRE1), transcrpt variant X3, mRNA 6213 6213 96% 0.0 99.47% XM 0089630721
PREDICTED: Pan troglodytes Ras protein specific guanine nucleofide releasing factor 1 (RASGRF1), transcript variant X3_mRNA 6196 6196 96% 00 99.39% XM 0094296552
PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla Ras protein specific guanine nugleotide releasing factor 1 (RASGRE1), ranscript variant X4, mRNA 6183 6183 96% 00 9936% XM 0190111861
PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla Ras protein specific guanine nugleotide releasing facter 1 (RASGRE1), ranscript variant X3, mRNA 6141 6141 96% 0.0 99032 au oicp

PREDICTED: Pongo abelil Ras protein specific guanine nucleotige releasing factor 1 (RASGRE1), transcript variant X2, mRNA 6023 6023 96% 0.0 ogNESNeITE OIIS’COII’I

Fonte: NCBI-BLASTN
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Figura 2: Utilizando o algoritmo Neighbor Joining foi possivel construir uma arvore
filogenética representando a similaridade entre as sequéncias génicas das espécies para o

gene RasGRF1

Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Neighber Joining vig 075 Y 9 Sequence Tille (if avail ¥ @

Mouse over an internal node for a subtree or alignment, Click on tree |zhel to select sequence to download Hide legend

Find: v Oal - (i + w@lap 44 Rotods - | @upload | @] 7~ atel s huney)
| Juery

APREDICTED: Tupaia chinensis Ras protein specific guaning nucleotide releasing factor 1 (RASGRFI), mRNA : [from type material
3 il rodenss | 15 leaves Blast names color map

] W primates |3 leaves

#PREDICTED: Otolenur garnetti Ras protein specific guaning nucleotide releasing factor | (RASGRF ), mRNA
9
o placenials | 4 leaves
9 <l odd-toed ungulates | 3 leaves
¥ ol cven-toed ungulates |9 leaves
9 @

ol yales & dolphins and eventoed ungulaies | 2 eaves

‘pnm.nes and other sequences | 44 leaves

Fonte: NCBI-Phylogenetic Tree

Tendo como base as Figuras 1 e 2, é possivel a construg¢do de primers universais
que podem ser inicialmente utilizados em organismos modelo com maior facilidade, para
depois extrapolar esses testes em humanos com o intuito de desvendar as diferengas
genéticas existentes entre os genes de individuos acometidos ou ndo pela miopia,
utilizando o gene RasGRF1 como modelo inicial. Os primers para o gene RasGRF1 foram
construidos utilizando a ferramenta PickPrimers do NCBI com a ID de sequéncia
L.S482415.1, apds esse passo, todos os primers foram confrontados com o programa
Oligo Analysis Tool para verificacdo da validade das construgdes e sua eficécia in silico
para possivel posterior aplicagdo in vivo. Foram construidas 10 séries de primers com
base nas sequéncias obtidas dos bancos de dados para o gene RasGRF1, desses primers,
as séries 1, 4, 9, 10 e 5 ndo passaram nos testes in silico para sua constru¢do, favorecendo
o aparecimento de dimeros nas possiveis reagdes in vitro, conforme areas amarelas
sombreadas no Quadro 1.

Por outro lado, as séries de primers 2, 3, 6, 7 e 8 apresentaram estruturas
satisfatorias na analise in silico. Principalmente, a série 2 por amplificar um fragmento de
905pb do gene. Isto indica que esses primers podem ser utilizados para os mais diversos
fins em biologia molecular, amplificando fragmentos do gene RasGRF1 de humanos e de
tantos outros organismos para analises de homologia e procura por mutagdes relacionadas

ao acometimento pela miopia conforme Quadro 2.
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Quadro 1: Diagramas de rejeicao por formacao de dimeros complementares das séries

de primers analisadas.

Primers 1 Primers 4 Primers 5
CIT[G[C[T[A[G[A[T[C[A[C[C[T[C AlG|GT|GA[C[A[A[C|[C[A[G[A[T[C[A G[C C|IG[G[A[G|[G[A[T[G|T|C|C|[T|T[A[G|C|[C[A]G
T|x X [ X[x X X 3 Gl x| I | X[ x| X
& | % % se| % S - == - = [81% { % o
X = S xlx| = % % S Ixlxltxlx % =l
¥ix s <[ % a % X SRR x 1%l x
(S X X [ x| x x x x G[X]| | | X x| IEdE I
< x x T|x x Al T | B3 X X|x |
A % X * 3 A x ¥l 1 x| X} 11& 21
(S X x G x x x | x| X { X x4
= <% S % St e - b
A X x [+ x| x X X [ I 2 5 4 I | x I
G * | % x x X| X x [« X[ x X X : o IO x| x| = |
A x A x G| X x| X x| X
T|% x| | % a X 3 o x x| |- - X
< X x C| |x|x % X al | X% |
G x| X x x x| x x A x G| x x X | X
TIX ~© G X X Gl x| .1 X<
< X xlerolfis T X Aal_l LXK |
X ¥ & x x| &% i %%
< X x < x % Gl x| 24 | 15epx
A X X X A x Cl | XIxX| Ix[x X x| X
Longest primer-dimer complement: 4 Longest primer-dim. Longest primer-dimer complement: 4
Primers 9 Primers 10
T[C[G] v 3 ClC|G[T[A[C|T|G[G[A|G[A[T|[C[A[C|C c|G
< G| XX | X = X[ X x|
C cl X[ X | | %
T g of 1 | % X x| x| |
& &1l feset = { e
& Ix - FEEE { %
y A x x x |
G x cl | x | BIE x| | | X
- T | | X X x| x| |
Alx X Al x| x| |x |
Alx X G| XX X1 [ X X[ x|
G A x x| x | |
T G| X| % | | X X | % X
T G| x| | x | X x| x x|
C 2 o | | X | x x| | |
1 < x| 1 | X% x{ | | |
&1 b x| | |x Il { {
he T | X CIXOLINS. | |
(< X G| X% % X1 X x|
[~ < X ¥ | %
T 1 1 C x 1 x | X
Longest primer-dimer com Longest primer-dimer complement: 4

Quadro 2: Diagramas de aceitagdo por auséncia de dimeros complementares das séries

de primers analisadas. Sequéncias sombreadas devido a possibilidade de deposicao

patentaria.
Primers 2 Primers 3 Primers6
2% g .:jn'n_x., =LrGring xelirafy :
Longont priesss Slomsr Sernpioanant & Compaet ptriasdiancs issnphesnsaty & Coigand Sriniasdiater Senitomnire &
Primers7 Primers 8
“_ -",;l:l'i"\_»: < .|;!‘-f.:" < 1”

N ngpend e beries dirmes coenplemmend O

L ompeat prinees dimer com plesnent O

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) para erro de refragdo

demonstraram que polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) em RasGRF1 e GJD2

estavam associados a erro de refracdo e miopia. O gene GJD2 em 15q14 codifica uma

proteina especifica do neurénio conexina 36, que ¢ uma proteina especifica do neurénio

de uma familia de proteinas de membrana integrais. O CX36 forma canais entre

membranas adjacentes de células neuronais e estd presente em fotorreceptores, células
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bipolares e anacrinas que ao permitir o transporte intercelular de pequenas moléculas e
ions, desempenha um papel essencial no processo de transmissdo dos circuitos elétricos
daretina. (KUNCEVICIENE, 2018). Isto ¢ um forte indicativo de que o desenvolvimento
cerebral das células neuronais estd diretamente associado ao desenvolvimento das
fungdes oculares. Isto pode ser devido a propria relagdo objetiva e necessariamente
perfeita para seu funcionamento mutuo recebendo os estimulos do ambiente e
convertendo em imagem para o cérebro. Ademais, pesquisas revelaram que esses genes
sd0 importantes para a transmissdo e processamento de sinais visuais, assim como a
miopia comum e o erro de refracdo. Nesse contexto, a expressao do RasGRF1 ¢ regulada
por receptores muscarinicos e o cido retindico onde os inibidores muscarinicos impedem
o desenvolvimento da miopia (KUNCEVICIENE, 2018).

Conforme Kiefer, 2013 o gene ZIC2 controla dois fragmentos da progressao de
células ganglionares retinianas ipsilaterais, ligadas a repulsdo axonal na linha média do
quiasma 6ptico, como também regula a composi¢ao das projecdes axonais em seus alvos
finais no cérebro. Assim, ZIC2 e RasGRF1 sdo genes de vulnerabilidade, tanto para
miopia comum como também para alta miopia (OISHI, 2013). Além disso, o ZIC2
controla o refinamento de inputs especificos nos olhos com base nas informagdes visuais,
regulando diretamente a expressdo do transportador de serotonina (Sert) que estd
envolvido na modula¢do de mecanismos dependentes de atividade durante a construg¢do
dos circuitos sensoriais. Dessa forma, de acordo com (GARCIA-FRIGOLA, 2010), a
manifesta¢do ectdpica de ZIC2 induz a um fendtipo de falta de refinamento de seus
axonios, um defeito, que ¢ revertido apds a aplicacdo de fluoxetina, mostrando, pelo
menos em parte, que esse fenotipo € causado pela indugao de Sert.

Outro exemplo enredado com o desenvolvimento da miopia € o gene APLP2 que
codifica a proteina 2 semelhante ao precursor amiloide (APLP2), que ¢ um membro da
familia APP (proteina precursora amiloide) integrando APP, APLP1 e APLP2. A coesdo
desta proteina e da APP ¢ fundamental para mediar transmissdo neuromuscular,
aprendizagem espacial e plasticidade sinaptica. A atuagdo do gene APLP2 esta
vigorosamente ligada & miopia em um padrdo de primata (TKATCHENKO, 2015).

LEPRELI ¢ um gene que realiza um papel importante no desenvolvimento ocular
e quando ocorre alguma mutacao homozigotica de perda de fungao ele pode causar miopia
severamente alta e inicio de catarata. (MORDECHAI, 2011). Além disso, outras
modificacdes no gene, que codifica a prolil 3-hidroxilase-2 (P3H2), foram recentemente

identificadas em individuos com miopia grave ndo sindromica hereditaria recessiva

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1° Edigdo. EDITORA SCIENCE — 2026.



CAPITULO 2 — ARAUJO; SILVA; SANTOS. PROSPECCAO SISTEMATICA E APLICADA DA HERANCA GENETICA DA
MIOPIA UTILIZANDO FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA.

(HUDSON, 2015). Genes multivariados sao fortes candidatos com a alta miopia, como o
LEPREL1 e GRM6 (WAN et al., 2018).

O gene CPSF1 ¢ um estudo recente realizado na Lituania e estd associado a causa
molecular da miopia. Embora as doengas oculares em humanos, incluindo a miopia,
permane¢am desconhecidas neste gene, estudos em peixes-zebra foram realizados e os
resultados sugeriram que CPSF1 estava relacionado no desenvolvimento ocular e na
projecdo axdnio-cérebro de células ganglionares da retina. Nessa conjuntura, esses
resultados sugerem que as mutagdes no CPSF1 podem ser uma nova causa e destacam
um mecanismo potencialmente novo para a doenga (OUYANG, 2019). Assim, este gene
foi altamente expresso na retina, sugerindo um importante papel na fun¢do retiniana. O
estudo em peixes-zebra de CPSF1 resultou em uma implicagdo na regulagdo do tamanho
dos olhos. Dessa forma, a pesquisa afirma que as mutacdes do gene CPSF1 estdo
envolvidas na projecao do axdnio e esses resultados podem fornecer novos caminhos para
explorar mais a patogénese molecular da miopia, bem como as fun¢des do CPSFI1 no
desenvolvimento do olho e da via visual (OUYANG, 2019).

Para os fatores genéticos relatados associados a miopia listados neste trabalho,
alguns podem ser muito preliminares, enquanto outros podem ja ter evidéncias
confirmatorias ou contraditdrias. Portanto, muitos dos genes ou loci relacionados a
miopia precisam ser ainda mais validados. Além disso, para a maioria dos loci ou SNPs
associados, os defeitos genéticos exatos e suas consequéncias funcionais relacionadas que
contribuem para a miopia aguardam ainda a descoberta. Nenhum caminho especifico
subjacente a miopia foi esclarecido ainda, o que impede a priorizacdo de genes
candidatos. Apesar disso, 0 RasGRF1 pode ser uma possibilidade concreta de influéncia
nesse acometimento. Portanto, em conjunto com estudos funcionais ¢ uma combinagado
de diferentes tecnologias seria essencial para melhorar nossa compreensao dos fatores
genéticos na miopia, levando as melhorias na previsao do inicio, prevencao e tratamento
no futuro.

Levando em consideragao as analises desenvolvidas e a condigao multifatorial da
expressdo génica que pode gerar a miopia fica claro que ndo existe apenas um gene
envolvido no acometimento ou apenas uma via especifica causadora deste problema. Isso
configura que ainda estamos por descobrir varios outros fatores associados ao
acometimento pela miopia. Pesquisas demonstraram que os genes subjacentes a todos os
picos de miopia de alto grau, exceto possivelmente para o cromossomo Xq28,

permanecem nao identificados, sugerindo heterogeneidade genética substancial
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(YOUNG, 2009). Apesar disso, esses dados sao de 2009, desde entao varios estudos mais
recentes tém sido conduzidos nas mais diversas partes do mundo, indicando possiveis
associacdes individuais para certos acometimentos oculares, dentre eles, a miopia.
Também deve-se levar em consideragao o papel dos fatores ambientais influenciando os
genes e resultando no acometimento de forma mais efetiva. Estudos na busca por genes
candidatos ressaltam que a miopia ¢ muito complexa que ¢ improvavel que os estudos
desses genes unicos demonstrem uma influéncia tao elevada para explicar a maioria dos
casos de susceptibilidade. Existe uma necessidade de uma abordagem genomica ampla
para explorar as contribuigdes e interagdes relativas entre genes candidatos conhecidos e,

possivelmente novos genes que predispdem a maior susceptibilidade & miopia.

Conclusoes

Este trabalho ofereceu uma visdo bem abrangente e complexa dos estudos sobre a
genética molecular da miopia, utilizando as ferramentas computacionais disponiveis para
analises genéticas por meio da bioinformatica. Foram identificados e sistematizados em
tabelas varios genes potencialmente envolvidos nesse acometimento. Um estudo
comparativo em organismos modelo possibilitou verificar a alta homologia do gene
RasGRF1 entre varias espécies, principalmente de mamiferos. Foram construidas 5 séries
de primers especificos para esse gene levando em consideragdo sua eficiéncia in silico,
sdo elas as séries 2, 3, 6, 7 e 8 que servirdo de base para a estruturacdo real dos possiveis

testes in vitro.
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Resumo

A depressdo ¢ a alteracdo patoldgica do humor mais comum em todo o mundo. Caracteriza-se como um
transtorno afetivo de origem multifatorial que compromete a homeostasia da saude mental do individuo,
acarretando sintomas neurodegenerativos, cognitivos, psicotropicos € no estado do humor geral. Este
trabalho objetiva analisar a heranca genética da depressao utilizando ferramentas de bioinformética. Foi
realizada uma metodologia com caracteristicas qualitativas e quantitativas, utilizando técnicas
padronizadas, selecionando artigos nos bancos de dados mais representativos acerca do tema. Além disso,
estudos in silico foram performados para a identificagdo dos genes associados com a depressdo e seus
efeitos principalmente os genes MAOA ¢ MAOB. Os resultados demonstraram que atualmente estdo
descritos 684 genes que podem estar relacionados com a progressio da doenga catalogados como
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influenciadores da depressdo hereditaria. Isto demonstra claramente a complexidade do componente
genético associado aos transtornos de humor que, de modo amplo, pode afetar varias caracteristicas
psiquicas do organismo. Conclui-se com isso que a depressdo esta diretamente ligada aos transtornos de
humor e que sofrem uma influéncia genética potencial capaz de alterar os comportamentos dos individuos
possuidores de certos genes com funcionamento alterado.

Palavras-chave: Transtornos Mentais; Marcadores Moleculares; gene.
Abstract

Depression is the most common pathological mood disorder worldwide. It is characterized as an affective
disorder of multifactorial origin that compromises the homeostasis of the individual's mental health,
resulting in neurodegenerative, cognitive, psychotropic symptoms and in the general mood. This work aims
to analyze the genetic inheritance of depression using bioinformatics tools. A methodology with qualitative
and quantitative characteristics was carried out, using standardized techniques, selecting articles in the most
representative databases on the topic. In addition, in silico studies were performed to identify the genes
associated with depression and their effects, mainly the MAOA and MAOB genes. The results showed that
684 genes that may be related to the progression of the disease are currently described as influencing
hereditary depression. This clearly demonstrates the complexity of the genetic component associated with
mood disorders which, broadly, can affect various psychic characteristics of the organism. We conclude
with this that depression is directly linked to mood disorders and that they suffer a potential genetic
influence capable of altering the behaviors of individuals possessing certain genes with altered functioning.

Keywords: Menthal Disorders, Molecular Genetics, Genes

Introducao

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) compreende uma das formas mais
comuns de patologia psiquiatrica. E a alteracio afetiva mais estudada e comentada na
atualidade, essa problematica mental ¢ classificada como um transtorno de humor afetivo,
regendo as atitudes dos sujeitos modificando a percepcdo de si mesmos, onde os
individuos passam a enxergar seus problemas como grandes catastrofes. Por esta razdo,
uma pessoa depressiva apresenta principalmente um quadro de tristeza profunda e
persistente, pensamentos de morte, desesperanga, inutilidade, falta de energia e humor
apatico (ESTEVES et al., 2006).

Dessa forma, segundo a classificagdo do Codigo Internacional de Doencas (CID-
10) identifica uma série de variantes clinicas da depressdo, que sdo categorizadas de
acordo com a presenca de sintomas psiquiatricos, a gravidade e a sua recorréncia. F32.1
Episédios de depressdao moderada (quatro ou mais sintomas exibidos), F32.2 Episodios
de depressdo grave sem sintomas psicoticos (geralmente apresenta diversos sintomas,
com autoestima reduzida, pensamentos e tentativas de suicidio), F33.3 Transtorno
depressivo recorrente, episddio atual grave com sintomas psicoOticos (caracterizada pela
presenca de tracos psicoticos, essa condi¢do pode envolver alucinagdes e delirio)

(SHADRINA et al., 2018).
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A depressao apresenta-se como uma das principais causas de incapacidade em
todo o mundo, sendo responsavel pela limitagdo do funcionamento fisico, pessoal e
social, em que contribui de forma significativa para a mortalidade prematura por suicidio
(GONCALVES et al., 2018).

A incidéncia desta patologia esta aumentando significativamente no mundo
inteiro. Segundo a Organizagdo Mundial da Satude estima-se que 300 milhdes de pessoas,
de todas as idades sofram com esse transtorno.

Os transtornos depressivos constituem um grave problema de saude publica,
devido aos altos indices de morbimortalidade e sua alta prevaléncia, repercussdes na
saude geral e impacto psicossocial, acarretando uma série de consequéncias negativas e
afetando significativamente a qualidade de vida dos individuos (GONCALVES et al.,
2018). Tal enfermidade predispde o surgimento de outras patologias médicas como as
doengas cardiacas, cerebrovasculares e arteriais periféricas (DASKALOPOULOU et al.,
2016). Assim, estima-se que os individuos deprimidos t€ém 45% (IC95%: 1,29- 1,63)
maior risco de Acidente Vascular Encefalico (AVE) do que os ndo deprimidos e 25%
(IC95%: 1,11-1,40) maior risco de mortalidade relacionado ao AVE (PAN et al., 2011).

Tendo isso em vista, a depressdo acarreta uma série de consequéncias
desfavoraveis, pois este distirbio vem acompanhado na maioria das vezes de uma série
de sintomas e pode agravar doengas pré-existentes ou até mesmo provocar o aparecimento
de novas a depender do grau que se estabelece. Por esta razdo, tal transtorno do humor
depressivo passara a ser a principal causa relacionada a sobrecarga de doengas em todo o
mundo até o ano de 2030 (WHO, 2018).

A depressdao ¢ diferente das flutuagdes regulares de humor e das respostas
emocionais aos problemas da vida cotidiana. Assim, a sua etiologia ¢ bastante complexa
e variada, podendo estar relacionada aos fatores ambientais como drogas, bebidas
alcoolicas e estresse e os fatores genéticos e epigenéticos (HERNANDEZ et al., 2016).

Os fatores de riscos genéticos desempenham um papel essencial no
desenvolvimento do TDM, e mesmo que bdasico, ¢ complexo e pouco compreendido.
Assim sendo, estudos realizados com gémeos apontam que cerca de 37-50% da origem
dos transtornos do humor pode ser explicada pela genética; acredita-se que fatores
ambientais expliquem o restante (SADOCK et al., 2007; SULLIVAN et al., 2000).

Na pratica, atualmente, a engenharia genética esta presente em todas as esferas da
vida cotidiana, e ndo ¢ diferente com a depressdo, que possui carater hereditario e

associagdo gendmica ampla (GWAS). A vista disso, com o desenvolvimento da
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tecnologia de microchips de DNA tornou-se possivel a realizagdo de estudos de GWAS
a fim de observar um conjunto de variantes genéticas em todo o genoma de diferentes
individuos para verificar se existe alguma variante que esta associada a esta patologia,
bem como os fatores de risco do inicio da depressdo para explicar a sua patogénese.
Todavia, para a realizacao deste tipo de estudo sdo necessarios grandes conjuntos de
amostras, de modo que, pacientes com diferentes formas desse distirbio e milhares de
pacientes em metanalises, ndo identificaram nenhum local especifico responséavel pela
hereditariedade da depressdo. Assim, essas falhas para identificar claramente as
associacdes genéticas apontam que a depressao ¢ um distirbio psiquiatrico multifatorial
heterogéneo complicado (SHADRINA et al., 2018).

Por fim, este trabalho pauta-se no principio de aprofundar e organizar os
conhecimentos sobre a depressdo, pois € uma patologia de etiologia bastante complexa e
variada com muitos genes envolvidos e com alta incidéncia no Brasil e no mundo. O
objetivo geral do trabalho foi analisar sistematicamente os genes envolvidos nas vias de
progressdao da depressdo utilizando ferramentas de bioinformatica. A pesquisa ¢
justificada pela relevancia social sobre o tema proposto e pela possibilidade da
recuperagdo, promocao e protecdo da satide dos individuos e da populagdo, de modo, a
possibilitar a melhoria na qualidade de vida pela aquisi¢ao e compilagdo de informagdes
importantes sobre esta problematica. O estudo ¢ de grande relevancia para a ciéncia por
possibilitar a compilagdo de dados a respeito das influéncias hereditirias sobre a
depressdo. No entanto, a descoberta de genes da depressdo pode representar um grande
desafio uma vez que € generalista e disperso o conhecimento sobre os genes envolvidos
e sua forma de atuar no desenvolvimento da doenca. Desse modo, € possivél ter uma visao
mais ampla a respeito do tema, possibilitanto um maior conhecimento e a possibilidade
da melhoria na qualidade de vida dos individuos, no diagndstico e um tratamento mais

efetivo, reduzindo a progressao e o grau da doencga.

Metodologia

e Local e Equipe de Estudo

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Centro de Educacdo e Saude da
Universidade Federal de Campina Grande com o grupo de pesquisa BASE (Biotecnologia
Aplicada a Saude e Educacdo). O grupo de pesquisa e a Universidade ofereceram toda a

infraestrutura computacional e de rede necessaria para a realizagao do trabalho.
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e Metodologia Geral

Trata-se de um estudo tecnologico e exploratorio, bem como de revisdo
bibliografica como ferramenta para a compreensao dos fatores genéticos associados a
depressao, além de possuir caracteristicas qualitativas e quantitativas como ferramenta
subsidiaria de informagdes essenciais para atingir os objetivos propostos. Foram
utilizadas técnicas padronizadas de coleta de dados utilizando como base os bancos de
dados de informagdes genéticas, com o intuito de expandir expectativas referentes ao
tema, proporcionando uma visao conceitual mais ampla.

Nos bancos foram identificados artigos tratando a respeito do tema, bem como os
conteudos sobre aconselhamento genético sempre visando o tema proposto. Na base de
dados mais soélida consultada at¢ o momento foram catalogados 553 artigos versando
sobre o referido tema utilizando o termo “genetics AND depression hereditary” destes
foram selecionados os artigos mais recentes e representativos da influéncia genética na

depressao.

e Programas Genéticos e Analises dos Genes Envolvidos com a Depressao

Os genes envolvidos com a depressao foram selecionados utilizando ferramenta
de busca implicita ao site do NCBI onde os genes foram identificados para depressao nos
Bancos de Dados GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e nos bancos de dados das vias bioquimicas (KEGG-
Kyoto Enciclopedya of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/) e BRENDA
(The Comprehensive  Enzyme  Information  System)  (https://www.brenda-
enzymes.org/index.php). Andlises de relagdes funcionais e interagdes enzimaticas foram
realizadas no STRING (https://string-
db.org/cgi/input.pl?sessionld=j1pdzCzBghTE&input_page show search=on).

Apo0s buscados, encontrado e catalogados os genes foram analisados um a um a
respeito da sua influéncia no desenvolvimento da depressdo. A partir dai foram
selecionados os genes MAOA e MAOB para compor prioritariamente o escopo deste
trabalho. Adicionalmente comenta-se brevemente sobre o gene TPH2 também
influenciador dos gatilhos que promovem a depressao nos individuos.

Bases de dados foram compostas para a futura construgao dos primers especificos

para os genes descritos neste trabalho em pesquisas posteriores.
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e Viabilidade

Este trabalho estd em acordo com a Lei N° 13.123, de 20 de maio de 2015 que
define “patrimonio genético” como “informacao de origem genética de espécies vegetais,
animais, microbianas ou espécies de outra natureza, incluindo substancias oriundas do
metabolismo destes seres vivos” e ‘“conhecimento tradicional associado” como
“informagdo ou pratica de populacdo indigena, comunidade tradicional ou agricultor
tradicional sobre as propriedades ou usos diretos ou indiretos associada ao patrimonio
genético”. Este trabalho estd cadastrado e segue as normas do CGEN - Conselho de
Gestao do Patrimdnio Genético. Dito isto, a presente pesquisa cumpre todos os requisitos

estabelecidos pela referida lei.

Resultados e Discussao

A genética pode estar relacionada com o surgimento de um quadro depressivo. Os
genes sao importantes no desenvolvimento da depressdo, mas ndo se sabe exatamente
como suas a¢des se manifestam no organismo. Estudos hereditarios e genéticos mostram
a importancia relativa dos genes no desenvolvimento dessa patologia, pois a genética
comportamental estabeleceu que este transtorno de humor ¢ parcialmente de origem
genética (SULLIVAN et al., 2000).

Apesar disso, os resultados indicam que, com as consultas aos bancos de dados de
sequéncias gendmicas e de conhecimento associado ao componente genético da
depressao, foram constatados um total de 684 genes descritos a seguir como
influenciadores da depressao hereditaria potencialmente relevantes para este
acometimento. Assim, nota-se que existe uma multilocalidade bastante ampla na
distribuicdo génica potencialmente influenciadora da depressdo. Dessa forma, a
identificacdo dos genes que tém influéncia no risco de desenvolver o TDM ¢ a primeira
etapa para a compreensao da biologia da depressao.

Viarios genes candidatos tém sido investigados em estudos de associagdo
genOdmica ampla (GWAS) que podem contribuir para o desenvolvimento do TDM, a
analise sistematica nos bancos de dados biologicos realizada por este trabalho identificou
como resultado 684 genes associados a esse processo, sao eles: AANAT, ABCAI13,
ABCBI1, ABCB7, Abccl, Abcc2, ABCC3, ABCC9, ABL1, ACAMPAMENTO, acrB,
ADAR, ADCY8, Adcyapl, ADH1B, ADIPOQ, Adipoq, ADM, Adoral, ADORAI,
ADORA2A, Adora2a, ADRA2A, ADRBI, ADRB2, AGER, Ager, AGT, AGTRI,
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Agtrla, Ahr, Ahr, AKR1C4, Aktl, AKTI1, Aktl, ALDH2, ANKKI1, ANXA1l, ANXA2,
APAF1, APC, APLICATIVO, Aplicativo, Aplicativo, Apln, APOA4, APOE, Aqp4,
AQP4, AR, Arco, Arco, ARCO, ARHGEF3, Arntl, ARRBI, AS, ASMT, ATF2, Atf3,
ATP1A3, ATP7B, ATXN3, ATXN7, AVP, Avp, AVPR1B, BATE-PAPO, Bax, Bax,
Bcel2, Bcl2l11, Bel211, Bdkrbl, BDNF, Bdnf, Bdnf, Bhlhe40, BRCA2, BSN, C19orfl12,
C5, CACNAIA, CACNAIC, Cacnalc, Cacnalg, Calca, Camk2a, CAMK2A, Camk2b,
Cartpt, Casp3, Casp3, Cavl, Cbinl, Cbinl, CCL2, Ccl2, CCL3,CCLS, Ccn2, CCNDI,
CCR2, CCRS, Cd274, CD38, CDC42BPB, CDHI1, CDHI13, CDKS5, Cdk5, Cdknlb,
Chrm1, CHRM2, Chrm2, CHRNA3, CHRNA4, CHRNAS, Chrna7, CHRNB4, Chrnb4,
CLSTN2, CLU, Cmklrl, CNP, CNR1, CNR2, Cnr2, CNTNAP2, COL1A1, COMT,
CPE, CPT1A, CRI1, CREBI, Crebl, Crebl, CREBS5, CRH, CRHBP, CRHRI1, Crhr2,
CRP, Cry2, CRY2, CSF2RB, CSTB, CTNNBI, Ctnnbl, CX3CL1, CXCL12, CXCLS,
CXCR4, Cybb, CYP27A1, CYP2B6,CYP2C19, CYP2D6, DAO, DAOA, DCC,
DCTNI1, Ddit4, DGKH, DICERI, DIO1, Dio2, DISCI1, Discol, DKKI1, DLG4, DMD,
Dmd, DNASEIl, DPP4, DRDI, DRD2, Drd2, Drd2, DRD4, DRDS5, DSCAM,
DTNBPI1, EGF, Egrl, Egrl, Ehmt2, Eif2ak3, Eif4e, Emx1, ENO2, Ephb2, ERBB4,
ESM1, ESRI1, Esrl, ESR2, ETERNO, FAAH, FABP2, FADD, FAS, Fgfrl, FKBPS,
Fkbp5, FMR1, Fmrl, FNDCS5, Fos, FOSB, FOXL1, FOXP2, FTO, Fumin, Gabbrl,
Gabbrl, Gabra2, GABRA6, GADI, GAD2, Gad2, GALR1, GALR2, GALR3, Gap43,
GAROTA, Garota, GATO, Gato,GBA, GC, Gchl, GCK, GCLC, GCLM, GDNF,
GFAP, GH1, Ghrh, GHRL, GHSR, GJA1, GLI1, GLI2, GLS2, GLUL, GNB3, GPC3,
GPX1, Grial, Grial, GRIA1, Gria2, Gria2, GRIA2, GRIA3, GRIA4, GRIK3, GRINI,
Grin2a, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C, Grin2¢c, GRK2, GRM1, GRM2, GRM3, GRM4,
GRMS, GRM7, GRMS, Grpr, GSK3B, Gsk3b, Gsk3b, H19, HAT1, Hcnl, Hert,
HCRTR2, Hdac5, Hdac6, HES6, Hgf, HIF1A, Hifla, Hipl, HMCN1, Hmgb1, HMOX1,
Hmox1, Hnf4a, Homensl, HOMERI1, Hras, HSD11B1, HSD11B2, HSPA4, Hspa4,
HTRI1A, HTR1B, HTR2A, Htr2a, HTR2C, Htr2c, HTR3A, Htr3a, HTR3B, HTR3D,
Htr4, Htt, HTT, ICAM1, 1d3, ID3, IDOI1, Idol, IFNAI1, IFNG, IGF1, Igfl, IGFI1R,
IGF2, IGF2R, 111, IL10, 1110, Il17a, IL18,IL1A, IL1B, Il1b, IL1R2, ILIRN, IL2,
IL20RB, 1IL33, IL4, ILS, IL6, Il6, IL6R, IL7, IRF1, ITGA2, ITGAL, ITGBI1, JAKI,
KCNBI, Kend2, KCNJ10, Kenjl1, KCNJS, KCNK2, Kdmd4a, Keapl, Kitlg, KMT2B,
KRAS, L1CAM, Llcam, LCT, LEP, Lep, LEPR, Lif, LRRK2, Lirk2, LTA, LZTSI,
MAOA, MAOB, MAP1B, MAP2K1, Mapkl, Mapk14, Mapk3, Mapk8, MAPT, Mapt,
MAX, Mbdl, MCPHI1, Mecp2, Mef2c, MEN1, Mer, Mirl24a-1, MIR132, Mirl134,
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MIR145, MIR146A, MIR155, Mirl6, MIR182, MIR21, Mir21a, MIR26B, MIR301A,
MIR4485, MIR499A, MIR708, MIRLET7B, MMP2, MMP9, Mtl, Mt2, MTHFDI,
MTHFR, MTNR1A, MTNR1B, MTOR, Mtor, MTR, MUC4, Myh7, MYO18B, Nampt,
NAPAS2, NCAMI1, NEGRI, NF1, Nfe212, Nfe2l2, Nfkbl, NFKB1, Nfkbl, NGEF,
Ngf, NLGN1, Nignl, Nlgn2, Nign3, NLRP12, Nlrp3, NOS1, Nosl, NOS1AP, NOS2,
Nos2, Nos2, NOTCHI, NOTCH3, NOVA ENTRADA, NOVA ENTRADA, NOVA
ENTRADA, NPAS3, Npas4, Npas4, NPPB, Nppb, NPSR1, Npy, NPY, Nr1h2, NR3Cl,
Nr3cl, Nr3cl, NR3C2, NR4A2, NRGI, Nrgl, NRXNI1, Nsmf, Ntf3, NTRK2, Ntrk2,
Ntrk3, NUCB2, °, OPRK1, OPRMI1, Oprml, OR7D4, OTX2, Oxt, OXTR, P2RX2,
P2RX7, P2rx7, P2ryl, PAKI1, PAK3, Para, PAX6, PCLO, PDE11A, PDE4A, PDE4B,
PDSS1, Pdyn, PEA1S5, PEBPI1, Penk, Perl, PER2, Per2, PER3, PF4, Pgr, Pik3cg,
PIK3R1, PIWIL1, PLA2G4A, Pla2g4a, PLAT, PLCB1, PLCB4, PLCG1,POLG, POMC,
PON1, POSICAO DE LARGADA 2, POU2F1, Ppara, PPARG, PPARGCIA, Ppargcla,
Pppl1r9a,P PPIR9A, PPP3CA, Ppp3rl, Ppp3r2, PRKACA, PRKARI1A, Prkca, PRKCB,
PRKCE, PRKCG, PRKN, PRL, PRNP, Prnp, PSENI1, PSMDO9, PTEN, Pten, Pten,
Ptgs1, PTGS2, Ptgs2, PTK2, PTK2B, PTPRD, PTPRR, PYCARD, PYY, Racl, RAII,
Rapgef3, RBFOXI1, RELN, Reln, RELOGIO, REN, RGS2, RGS4, RORA, Rps6kbl,
RTN4, S100A10, S100a10, S100B, S100b, SATI, SCD, SEMA3A, SERPINEI,
Serpinel, SGCE, SGK1, Sgkl, SHANK?2, Shank2, Shank3, SHANK3, SHBG, SIRTI,
Sirtl, SIRT2, Sirt2, Slcl17a7, Slc18a2, SLC24A1, SLC5A7, SLC6AI1S5, SLC6A2,
SLC6A3, Slc6a3, SLC6A4, Slc6ad, Slc7all, SMCHDI, SMPDI, SNAII, SNAI2,
Snap25, SNCA, Snca, SNTB1, SOD1, SOD2, Sod2, Sorcs2, SORCS2, Sorcs3, Sorrirl,
Sorrirl, SP4, Sparc, Srf, SRF, Srf, STATI, Stim1, STX1A, STXBP1, Syn2, SYNGAPI,
Sytl, TAC1, Tacl, TACRI, Tacrl, tat, TBP, Tdo2, TEF, TFAP2B, TGFBI1, Tgfbl,
Tgfbl, TGFBR3, Thra, Tiaml1, TIMP2, Tlr2, Tir4, TLR4, Tlr4, TNC, TNF, Tnf, Tnf,
Tnfrsf12a, Tnfrsfla, TNFRSF1B, Tnfsf12, TNNI3, TOMM40, TOR1A, TP53, Tp53,
TPHI1, TPH2, Tph2, TPO, TPPP, TREMI1, TRPVI, Trpvl, Tshzl, TTR, TXN, UCN3,
Ucp2, VCAN, VDR, VEF, VEGFA, Vegfa, Vegfa, Vip, VPS35, vpu, WFS1, Wnt3,
WTI1, WWCI1, YAPI, ZEB2.

A identificagdo pontual dos genes envolvidos com a depressdo pode permitir
estudos futuros tendo como alvo 1 gene especifico entre os 684 descritos. Alguns desses
genes ja estdo sendo estudados devido a sua relagdo com receptores cerebrais que
controlam o humor dos individuos como ¢ o caso dos genes MAOA e MAOB, que foram

selecionados por este trabalho para a construgdo dos respectivos primers devido a sua
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influéncia ja bem catalogada nos principais estudos sobre esta tematica. Ha que se
observar que a gama de genes ¢ bastante diversa e complexa na sua atuagdo sobre os
transtornos depressivos, influenciando vias bioquimicas e receptores e sinalizadores
cerebrais diversos capazes de promover alteragdes de humor.

A monoamina oxidase (MAO) ¢ uma enzima da membrana mitocondrial externa
envolvida no processo de degradacdo de diversas monoaminas liberadas por neurdnios e
células gliais, no qual catalisam os neurotransmissores de monoamina, incluindo
dopamina, serotonina e epinefrina no sistema nervoso central entre outros (MARATHE
et al., 2018). Ela ¢ uma Flavoproteina da membrana externa mitocondrial (FAD) que
catalisa a desaminagdo oxidativa de neurotransmissores e aminas biogénicas. Atua sobre
aminas primarias e também sobre algumas aminas secundarias e tercidrias. Ela difere de
amina oxidase primaria, pois pode oxidar aminas secundarias e terciarias, mas nao a
metilamina. Esta enzima ¢ inibida por compostos acetilénicos, como clorgilina, 1-
deprenil e pargilina, mas, ao contrario das diaminas oxidases, ela ndo ¢ inibida por
semicarbazida.

Com base na figura 1 percebe-se a influéncia generalista que esta enzima possui
sobre varias fungdes bioldgicas, principalmente aquelas ligadas a depressdo e estados
mentais de ansiedade, panico entre outros. Além disso, € possivel perceber os farmacos
que podem ter influéncia no controle dos transtornos causados pela deficiéncia desta
enzima no sistema bioldégico humano. Lembrando que o comportamento farmacoldgico
das monoaminas difere sobremaneira das diaminas oxidases como citado anteriormente.

Esta enzima ¢ identificada no BRENDA como interconectada aos seguintes

termos como mostrado na figura 1.
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Figura 1: Mapa de palavras associadas a enzima monoamina oxidase.
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Fonte: https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=1.4.3.4#catecholamine

As monoaminas sao encontradas principalmente no figado, rins e cérebro. Niveis
aumentados ou diminuidos da MAO foram relacionados a uma série de distirbios
neuropsiquiatricos. Nos seres humanos, duas isoenzimas da MAO foram identificadas e
codificadas por dois subtipos A e B e podem ser distinguidos de acordo com suas
propriedades bioquimicas e farmacologicas: MAO-A que se caracteriza por ter
preferéncia pelo substrato 5-hidroxitriptamina (serotonina) e normalmente ¢ encontrada
no sistema nervoso, figado, trato gastrointestinal e na placenta; e MAO-B que metaboliza
preferencialmente o substrato feniletilamina, e ¢ normalmente encontrada no sistema
nervoso e nas plaquetas (GOLDBERG et al., 2014).

Existe uma série de informagdes sobre os achados clinicos envolvendo esses genes
na plataforma OMIM (Online Mendelian Inheritance in Human). Esses genes também
foram associados a uma variedade de outros transtornos psiquiatricos, incluindo
comportamento antissocial e sindrome de Brunner. A prospeccao genética desses genes
demonstrou que alternativamente variantes transcritas processadas que codificam

multiplas isoformas foram observadas.
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Analises de expressao de RNAs utilizando equipamentos sofisticados e técnicas
de biologia molecular e genética revolucionarias vém demonstrando que suas maiores
expressoes estdo amplamente ligadas ao intestino delgado com 94,9 RPKM (Reads per
Kilobase per Million) e ao tecido adiposo com 78,4 RPKM, e as menores expressoes na
medula 6ssea =<0 RPKM e nos linfonodos 0,92 RPKM como mostra a Figura 2. Este gene
foi mapeado no cromossomo sexual (X) com sua localizagdao no brago curto (p) posi¢ao

(11.3) Centimorgans, contendo 16 éxons (Xp11.3).

Figura 2: Principais locais de expressao das proteinas MAOA (Monoamino Oxidase A),

expressa em quantidades de RNAs lidos RPKM/amostra.

Samples

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4128.

De acordo com (CASOS et al., 2005), estudos mostraram que pesquisas realizadas
em animais como camundongos transgénicos isolados onde a integra¢do do transgene
causou a deficiéncia da MAOA. Essa deficiéncia na MAOA, no cérebro dos filhotes,
aumentou a concentracdo de serotonina at¢ 9 vezes e a imunorreatividade do tipo
serotonina estava presente nos neuronios catecolaminérgicos, causando tremores,
dificuldade de correcao motora ¢ medo. Ja nos cérebros de filhotes ¢ adultos, as
concentragdes de norepinefrina foram aumentadas em até duas vezes e alteragdes
citoarquiteturais foram observadas no cortex somatossensorial. Os adultos manifestaram
uma sindrome comportamental distinta, incluindo agressao aumentada nos machos.

Além do gene MAOA foi observada e verificada a fungdo do seu vizinho o gene
MAOB. Os resultados mostram que esse gene codifica uma proteina que pertence a

familia da flavina monoamina oxidase.
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Verificou-se que a MAOB degrada preferencialmente a benzilamina e a
feniletilamina. Ela também catalisa a desaminacdo oxidativa de aminas biogénicas e
xenobidticas e tem importantes fun¢des no metabolismo de aminas neuroativas e
vasoativas no sistema nervoso central e nos tecidos periféricos. Sua maior expressao esta
associada no figado com 72,6 RPKM e no ovario com 62,8 RPKM e as menores
expressoes também na medula 6ssea ~0 RPKM e no baco com 1,113 RPKM (Figura 3).
Este gene foi mapeado no cromossomo sexual (X) com sua localizagdo no brago curto (p)

posic¢do (11.3) Centimorgans (Xp11.3), contendo 18 éxons.

Figura 3: Principais locais de expressao das proteinas MAOB (Monoamino Oxidase B),

expressa em quantidades de RNAs lidos RPKM/amostra.

Samples

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4129

De acordo com (GRIMSBY et al., 1997), estudos mostraram que pesquisas
realizadas em animais como, camundongos demonstraram que a inativagdo direcionada
de MAOB aumentou os niveis de beta-feniletilanina (PEA), mas nao os de serotonina,
noradrenalina ou dopamina, demonstrando um papel priméario da MAOB no metabolismo
da PEA. A PEA ¢ responsavel pela modulagio do humor e do efeito. Assim,
camundongos deficientes de MAOB mostraram uma reatividade aumentada ao estresse.

A estrutura tridimensional da monoamina oxidase A humana recombinante

(hMAO A) como seu aduto inibido pela clorgilina esta descrita na figura 4.
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Figura 4: Estrutura tridimensional resolvida de uma proteina MAO hipotética

complexada com a clorgilina.

Fonte:https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-

bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2bxr&template=3Dmoljsbox.html

Embora a dobra da cadeia de MAO A humana (hMAO A) seja semelhante a de
MAO A de rato e MAO B humano (hMAO B), ahMAO A ¢ tinica por se cristalizar como
um mondmero e exibir o comportamento hidrodindmico de solu¢do de uma forma
monomérica em vez de dimérica como a forma de hMAO B e MAO A de rato. O sitio
ativo de hMAO A consiste em uma unica cavidade hidrofobica de aproximadamente 550
A3, que ¢ menor do que a determinada a partir da estrutura de hMAO B inibida por
deprenil (aproximadamente 700 A3), mas ¢ maior do que a MAO A de rato
(aproximadamente 450 A3). Um componente importante da estrutura do sitio ativo de
hMAO A ¢ a conformacao em alca dos residuos 210-216, que difere daquela de hMAO
B e MAO A de rato. A origem desta alterag@o estrutural ¢ sugerida como resultado de
interacdes de longo alcance na forma monomérica da enzima. Além de servir de base para
o desenvolvimento de inibidores especificos de hMAO A, esses dados apoiam a proposta
de que hMAO A envolve uma mudanga da forma dimérica para a monomérica por meio

de uma mutagio Glu-151 -> Lys que ¢ especifica de hMAO A (ANDRES et al., 2004).
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Essas consideragdes colocam em controvérsia o uso de MAO A de fontes nao
humanas no desenvolvimento de drogas para uso em humanos. Visto que a
farmacodinamica dos compostos pode ser diferente entre os organismos modelos testados
e os resultados esperados em humanos devido as conformagdes diferenciadas das
proteinas e suas interagdes com os farmacos.

Polimorfismos nesses dois genes ja foram identificados e investigados quanto a
susceptibilidade para o transtorno de humor e no desenvolvimento de processos
bioquimicos que influenciam os receptores neuronais ¢ causadores de mal-estar
biopsicossocial e resultando em comportamentos depressivos. Na depressdo, ocorre a
diminui¢do de neurotransmissores, como as aminas biogénicas, a serotonina, dopamina e
noradrenalina, liberados na fenda sinaptica que sdo responsaveis pela regulacdo do humor
e respostas emocionais, mas a bomba de recaptacdo e a enzima (MAO) continuam
trabalhando normalmente. Entretanto, um neurdnio receptor captura menos
neurotransmissores € o sistema nervoso funciona com menos neurotransmissores que
normalmente seria preciso (ANDRADE et al., 2003).

As principais relagdes bioquimicas conhecidas das monoaminas oxidases estao
descritas na figura 5.

Figura 5. Genes diretamente relacionados com a MAO A.

__(ALDH382
S ADH1A3 - 3 m LDHIAZ

Fonte: https://string-db.org/cgi/network.pl?taskld=EjMm8SxyLduN

Outro exemplo enredado com o desenvolvimento da depressao € o gene da enzima
Triptofano Hidroxilase, que se encontra em dois genes diferentes: TPH1 e TPH2. TPH1
localiza-se no brago curto do cromossomo autossémico 11, na posi¢do 15.1 (11p15.5),
possui 13 exons € expresso principalmente em tecidos periféricos e a TPH2 localiza-se
no brago longo do cromossomo 12, na posigao 21.1 (12g21.1) encontra-se

predominantemente nos neurénios (WALTHER et al., 2003; BICALHO, 2007; ZHANG
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et al., 2011). Assim, essa enzima realiza a modificacdo do triptofano até que seja
convertido em serotonina (CHICHON et al, 2008).

A enzima triptofano hidroxilase 2 ¢ sintetizada nos corpos celulares dos neuronios
serotoninérgicos, quando expressa e codificada catalisa o primeiro e limitante passo na
biossintese da serotonina, mutagdes nesse gene podem estar associadas a doencas
psiquiatricas, como a depressao (BICALHO, 2007).

Polimorfismos no gene TPH2 foram associados com a reducdo dos niveis de
serotonina na fenda sinaptica do sistema nervoso central, sugerindo que certos
polimorfismos possuem a capacidade de alterar a atividade da via serotoninérgica. Sendo
assim, os fatores genéticos tém um papel essencial no surgimento do humor depressivo,
que ¢ causado por uma vulnerabilidade genética hereditaria.

De acordo com Alenina et al., (2009), estudos mostraram que pesquisas realizadas
em animais como, camundongos machos nocauteados de TPH2 apresentaram niveis
significativamente baixos de serotonina em todas as regides cerebrais analisadas. Eles
demonstraram um sono diurno mais prolongado, respira¢do reprimida, controle alterado
da temperatura corporal e diminui¢do da frequéncia cardiaca e pressao arterial durante a
noite. J4 as fémeas com auséncia na enzima TPH2 apresentaram assisténcia materna
prejudicada e aumento da agressao.

Tendo isso em vista, € notdria a provavel heranca multifatorial ¢ ambiental da
depressdo onde inimeros genes podem ter influéncia no seu desenvolvimento fazendo
com que seja dificil um tratamento pontual. Entretanto, existem estudos do tipo Genome-
Wide Association Studies (GWAS) que podem contribuir para a elucidagdo de painéis
genéticos influenciadores desta patologia e consequentemente contribuindo para um
diagnostico adequado e um tratamento farmacolodgico individualizado para cada caso.
Com o mapeamento genético proveniente desta investiga¢do torna-se possivel a
realizagdo de procedimentos mais especificos, a fim de promover, prevenir, proteger,
recuperar e reabilitar a satde dos individuos. Além da utilizacdo de farmacos mais
direcionados a regular cada via enzimdatica comprometida e desencadeadora desse
transtorno. Contudo, € possivel perceber a necessidade de um trabalho monumental para
identifica¢do da funcdo de cada gene e seu papel no TDM ou em tantos outros transtornos
comportamentais que podem ter influéncia direta de cada um dos 684 genes identificados

primariamente neste trabalho.
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Conclusoes

Com o exposto e através da identificacdo dos estudos conclui-se que o Distarbio
Depressivo Maior ¢ uma doenca psiquiatrica extenuante que afeta o individuo em sua
plenitude, prejudicando a sua homeostasia e causando efeitos negativos a suas fungdes
vitais. Observou-se no presente estudo que os fatores genéticos tém um papel importante
no surgimento e desenvolvimento desta patologia, sendo causada por uma
vulnerabilidade biologica hereditaria.

Diante disso, este trabalho ofereceu uma visdo bem abrangente e complexa dos
estudos sobre a genética molecular da depressdo, utilizando as ferramentas
computacionais disponiveis para andlises genéticas por meio da bioinformatica.

Foram identificados e sistematizados 684 genes potencialmente envolvidos nesse
acometimento.

Em um estudo futuro como desdobramento deste trabalho serdo construidas séries
de primers especificos para os genes aqui direcionados como o MAOA e MAOB levando
em consideracgdo sua eficiéncia in silico que servirao de base para a estruturacao real dos
possiveis testes in vitro.

Conclui-se que, apesar de possivel, a utilizagdo de organismos modelo e o
desenvolvimento de tratamentos utilizando esses organismos deve ser bem elaborado para
evitar o desenvolvimento de farmacos que ndo surtam efeito no objetivo pretendido

devido as peculiaridades estruturais de cada molécula em seu respectivo organismo.
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Resumo

A Mastite Bovina (MB) refere-se a inflamagdo da glandula mamaria ocasionada pela bactéria
Staphylococcus aureus RF122. Até o momento, ¢ controlado por meio de antimicrobianos ¢ com auséncia
de uma profilaxia eficaz. Assim, o objetivo desse estudo foi desenhar uma vacina com o uso de ferramentas
de bioinformatica para S. aureus RF122. Para isso usou-se o sofware o Vaxign para obtengdo de proteinas
extracelulares de S. aureus RF122 logo apos foi analisado a antigenicidade pelo VaxyJen 2.0,
alergenicidade pelo AlgPred, predi¢do de epitopos de células B pelo Immune Epitope Data Base (IEDB)
com repeticdo dos pardmetros ja descritos. Apds sele¢do dos epitopos foi realizada o docking molecular
com o receptor das células T, Toll-like-2 (TLR-2). Dessa maneira, um total de 85 proteinas foram preditas
pelo Vaxigen e apos caracterizagdes com o VaxyJen 2.0, alergenicidade pelo AlgPred, apenas uma seguiu
para analises a SA27 (WP_001035596.1) que se trata de uma enzima de choque térmico. Subsequentes
analises para a obtencdo dos epitopos foi realizada e um total de oito foram identificados pelo IEDB, destes,
somente trés apresentaram-se antigénicos ¢ ndo alergénicos e seguiram para etapa do docking molecular
com servidor HADDOCK 2.4. Os epitopos apresentaram intera¢cdo com o sitio ativo do TLR-2 apresentando
interacdes de hidrogénio e hidrofébicas indicando que os peptideos previstos neste estudo sdo
potencialmente capazes de ativar uma resposta imune inata. Contudo, através da bioinformatica se pode
buscar alvos contra MB, como a proteina SA27, tornando-se um potencial alvo no desenvolvimento vacinal.

Palavras-Chave: Bioinformatica, mastite Bovina, vacina.
Abstract

Bovine Mastitis (BM) refers to inflammation of the mammary gland caused by the bacterium
Staphylococcus aureus RF122. Currently, it is controlled through antimicrobials, but there is no effective
prophylaxis. Therefore, the objective of this study was to design a vaccine using bioinformatics tools for S.
aureus RF122. For this, the Vaxign software was used to obtain extracellular proteins of S. aureus RF122.
Subsequently, antigenicity was analyzed using VaxyJen 2.0, allergenicity using A/gPred, and B-cell epitope
prediction using the Immune Epitope Data Base (IEDB), with repetition of the parameters described above.
After epitope selection, molecular docking was performed with the T-cell receptor, Toll-like receptor-2
(TLR-2). In this way, a total of 85 proteins were predicted by Vaxigen, and after characterization with
VaxyJen 2.0 and allergenicity by AlgPred, only one proceeded to analysis: SA27 (WP_001035596.1),
which is a heat shock enzyme. Subsequent analyses to obtain epitopes were performed, and a total of eight
were identified by IEDB. Of these, only three were antigenic and non-allergenic and proceeded to the
molecular docking stage with the HADDOCK 2.4 server. The epitopes showed interaction with the active
site of TLR-2, exhibiting hydrogen and hydrophobic interactions, indicating that the peptides predicted in
this study are potentially capable of activating an innate immune response. However, through
bioinformatics, it is possible to search for targets against MB, such as the SA27 protein, making it a potential
target in vaccine development.

Keywords: Bioinformatics, bovine mastitis, vaccine.

Introducao

Staphylococcus aureus RF122 ¢ uma bactéria Gram-positiva com capacidade de
secretar exotoxinas responsaveis por causar diversas doengas graves (Abril et al., 2020;

Ronco et al., 2018). Essa linhagem afeta bovinos, resultando na reducao da qualidade do
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leite e ocasionando perdas econdmicas significativas para fazendas e industrias leiteiras.
Além disso, pode levar a contamina¢do microbiana do leite e, em alguns casos, a
transmissdo para seres humanos (Ronco et al., 2018; Zaatout, Ayachi e Kecha, 2020).

Estima-se que esse agente etiologico seja responsavel por cerca de 50% dos casos
de mastite. Nos Estados Unidos da América (EUA), a doenca causa perdas econdmicas
de bilhdes de ddlares para a industria de laticinios (Cobirka, Tancin e Slama, 2020; El-
Sayed e Kamel, 2021). Atualmente, o controle ¢ realizado por meio de medidas
preventivas, como a ado¢do de procedimentos higiénicos rigorosos durante a ordenha, e
do tratamento com antimicrobianos convencionais, destacando principalmente uso de
antimicrobiano de origem natural. No entanto, esses tratamentos costumam apresentar
limitagdes, como persisténcia da infeccdo, resisténcia bacteriana e alta recorréncia (El-
Sayed e Kamel, 2021; Ma et al., 2022; Zaatout, Ayachi e Kecha, 2020). Além disso, o
uso descontrolado de antibidticos no tratamento da mastite bovina contribui para o
aumento da resisténcia antimicrobiana, um problema crescente que representa um desafio
significativo para a saude publica (Oliver e Murinda, 2012).

Dessa forma, a necessidade de uma buscar por métodos de profilaxia mais
eficazes, como a criagcdo de uma vacina contra o patdogeno. Para essa patologia, algumas
vacinas inativadas convencionais usando bactérias mortas ou vivas atenuadas estdo
disponiveis. Porém, hoje, ¢ visto que a eficacia dessas abordagens tem sido insatisfatoria,
pois ha um alto custo de numero de patdégenos que causam a mastite € sua
heterogeneidade, altos custos de producdo e baixa eficacia (Dzayee ef al., 2022; Ewida e
Al-Hosary, 2020; Oliver e Murinda, 2012). Foi visto na literatura que vacinas baseadas
em epitopos demonstrou ser promissora para varias patologias infeciosas, como infec¢ao
por Neisseria meningitidis e tuberculose (Bibi ef al., 2021; Rostamtabar et al., 2019).

Dessa maneira, a bioinformatica, um dos métodos de projeto de vacina multi
epitopo contra doengas, fazer uma andlise de dados computacionais e modelagem
moleculares precisas para solucionar essa problematica, encontrando alvos de maneira
mais rapida, fazendo com que haja uma troca de informagdes sobre os cddigos biologicos
e computacionais, gerenciando e integrando bases de dados aplicaveis, e construindo
sistemas in silico para simulagdo de moléculas (Hashemzadeh et al., 2020; Parvizpour et
al., 2020). Por meio da utilizacdo desse método, ¢ possivel revelar candidatos e
mecanismos relevantes na patogénese da mastite, nunca abordados na literatura cientifica,
esclarecendo e auxiliando em formas de agdes de varios principios (Dzayee ef al., 2022;

Parvizpour et al., 2020).
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Com base nessas observagoes, ¢ possivel perceber a grande necessidade em
solucionar essa problematica ocasionada por esse determinado patégeno multirresistente.
Assim, este estudo visa avaliar o uso de ferramentas de bioinformatica para o desenho de
vacinas para Staphylococcus aureus RF122, favorecendo uma melhor posi¢ao para que
consiga prever uma afinidade de ligagdo entre moléculas, isto ¢, epitopos predominantes
de proteinas imunogénicas em mastite em gado leiteiro e sua interacdo com receptor

especifico.

Metodologia

e Obtencao dos antigenos de Staphylococcus aureus

Para a selecao de antigenos secretados de diversas linhagens de Staphylococcus
aureus, foi utilizado o programa de filtragem Vaxign — Vaccine Design
(http://www.violinet.org/vaxign/), que identifica proteinas com base em critérios pré-
definidos. Este programa emprega um sistema de previsdo e analise de alvos vacinais

fundamentado no principio da vacinologia reversa.

e Analise antigénica, alergénica e nao toxica das proteinas

Foi obtido as proteinas secretadas e em seguida foi usado o VaxiJen v.2.0
(http://www.ddgpharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) para  verificar o
comportamento antigénico de sequéncias de proteinas usando 0.4 como limiar. Além
disso, foi utilizado o AlgPred (http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/index.html)
para verificar o potencial alergénico dos alvos com intuito de investigar a propriedade
ndo alergénica e alergénica usando o limiar de -0.4. Essas analises permitiram determinar

o potencial antigénico e alergénico das proteinas selecionadas.
e Obtencao dos epitopos de células B e analise imunolégicas

Para a predi¢do de epitopos imunodominantes de células B, foi utilizado o banco
de dados Immune Epitope Database (IEDB) (http://www.iedb.org). Ap6s a identificagdo
dos epitopos da proteina, foram selecionadas as sequéncias com comprimento entre 8 e
25 residuos de aminodcidos utilizando o método Kolaskar & Tongaonkar
Antigenicity(Ras-Carmona et al., 2022). Em seguida, essas sequéncias foram analisadas
quanto a caracteristicas importantes associadas a capacidade vacinal, utilizando as

ferramentas VaxiJen e AllerTOP (https://www.ddg-pharmfac.net/allertop_test/). Além
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disso, a toxicidade dos epitopos foi prevista pelo servidor ToxinPred

( http://crdd.osdd.net/ragha va/toxin pred/).
e Concepcao da construcédo final da vacina

Os epitopos de células B foram incluidos e unidos pelo flexivel para a construgao
da vacina. O ligante KK foi usado para conjugar os epitopos. O ligante utilizado confirma
a separagdo dos epitopos individuais. O ligante KK ou bi-lisina facilita a atividade

imunogénica do construto de vacina.

e Prediciao de antigenicidade, alergenicidade e analise das propriedades

fisico-quimicas da vacina formulada

A antigenicidade da vacina candidata final foi analisada pela ferramenta VaxiJen
v2.0 ( http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html ), e o limiar de
predicdo foi mantido em 0,4. O comportamento nao alérgico foi previsto usando o
servidor AllerTOP v.2.0. e a toxicidade pelo ToxinPred. Em seguida, o servidor
ProtParam ( https://web.expasy.org/protparam/) foi utilizado para as vdrias
caracteristicas fisico-quimicas da vacina construida, como peso molecular (PM), Ponto
isoelétrico (pI), Indice de instabilidade (II), Indice Alifatico (IA) e Grande média de
hidropatia (GRAVY). Além disso, também foi utilizado o servidor SOLpro
(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) foi usado para prever a propensdo da solubilidade

da proteina apds a superexpressdo em Escherichia coli.
e Previsao, refinamento e validacao da estrutura terciaria da vacina candidata

O modelo tridimensional (3D) da vacina foi previsto usando o AlphaFold 3
(https://alphafoldserver.com/welcome). O AlphaFold 3 ¢ um servidor web para previsao
de alta precisdo de estruturas tercidrias contendo quase todos os tipos moleculares
presentes no Protein Data Bank (PDB).

O refinamento da estrutura terciaria ¢ o processo de melhoria da qualidade que ¢
uma etapa vital para o projeto de vacinas. A estrutura 3D recuperada da vacina foi
refinada usando 0 servidor baseado na web GalaxyRefine
( http://galaxy.seoklab.org/refine ). Este servidor forneceu uma classificacdo robusta e
geral, realizada por uma técnica de refinamento baseada em CASP10.

A estrutura refinada foi visualizada usando o BIOVIA Discovery Studio

2019. Além disso, a avaliagdo do grafico Ramachandran da estrutura da proteina
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purificada foi realizada usando o servidor PROCHECK (https.//saves.mbi.ucla.edu/) para

analisar sua qualidade geral.
e Docking molecular - Vacina e TLR-2

Para verificar a ancoragem entre o receptor Toll-like-2 (TLR-2) e o construto
vacinal, utilizou-se 0 software HADDOCK 2.4
(https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4/submit/1) verificando a menor pontuagdo. A
estrutura da proteina TLR-2 (5D3I) foi obtida no Protein Data Bank (PDB). Antes do
procedimento de docking, o ligante foi removido com o auxilio do software Discovery
Studio. A visualizacdo do docking molecular foi realizada no PyMOL.

A interacao entre o receptor TLR-2 e o construto vacinal ocorreu nos aminoéacidos
leucina (posi¢do 324) e asparagina (posi¢ao 379) (Koymans ef al., 2015). Essas interacdes
foram analisadas com base em distancias intermoleculares, considerando ligacdes de
hidrogénio inferiores a 2,00 A e interagdes hidrofobicas menores que 5,00 A, conforme

identificado pelo Discovery Studio.

Resultados e Discussao

A resposta imune ¢ direcionada a antigenos protetores no hospedeiro,
desempenhando um papel crucial na protecdo contra doencas infecciosas € nao
infecciosas (Mukherjee, Huda e Sinha Babu, 2019). Esses antigenos sdo amplamente
reconhecidos como elementos fundamentais na producdo de vacinas e sdo considerados
marcadores biologicos relevantes para o diagndstico de patologias, além de representarem
componentes-chave na defesa do organismo contra infec¢des (Noor et al., 2022).

Apesar dos avangos terapéuticos no combate a doengas infecciosas, 0s
microrganismos patogénicos continuam a representar uma ameaga significativa a saude
publica. Embora as vacinas convencionais tenham sido eficazes contra determinados
patogenos, infecgdes emergentes exigem abordagens inovadoras para o desenvolvimento
de imunizantes (Clements e Casani, 2016).

Métodos tradicionais baseados no cultivo de microrganismos e na identificagao
de seus componentes imunogénicos sao muitas vezes demorados e apresentam limitagdes,
como a identificacdo exclusiva de antigenos produzidos in vitro. Além disso, a
abundancia de proteinas nem sempre se correlaciona com a imunogenicidade, e antigenos
expressos in vivo durante a patogénese podem ndo ser detectados em condicdes

laboratoriais. Essa limitagdao ¢ particularmente desafiadora no caso de microrganismos

BIOINFORMATICA UMA CIENCIA SEM FRONTEIRAS, 1° Edigdo. EDITORA SCIENCE — 2026.



CAPITULO 4 — SANTOS et al., DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA BASEADA EM LINHAGEM Staphylococcus
aureus RF122 CONTRA MASTITE BOVINA.

nao cultivaveis(Gebre et al., 2021). Nesse contexto, os avangos no sequenciamento
gendmico e o desenvolvimento de tecnologias biotecnologicas tém permitido o
surgimento de métodos alternativos, como a vacinologia reversa, que oferece ferramentas
para a identificagcdo de antigenos promissores (Sette e Rappuoli, 2010).

A antigenicidade, que determina a capacidade de um antigeno de se ligar aos
receptores das células B e T, desempenha um papel crucial na inducao da resposta imune
e na formacao de células de memoria(Vaillant, Sabir e Jan, 2024). Nesse estudo, a analise
da natureza antigénica do construto vacinal foi realizada para assegurar sua interagao
eficaz com receptores imunoldgicos, garantindo sua potencialidade como candidato a

vacina.

e Obtencao dos antigenos de Staphylococcus aureus e propriedades da

proteina

As analises realizadas identificaram uma proteina relevante no banco de dados
Vaxign — Vaccine Design, um sistema de analise especializado em armazenar antigenos
protetores. Foi selecionada a proteina CP27 da linhagem Staphylococcus aureus RF122,
conhecida como toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST-
1/CP27/YP_415862.1/WP_001035596.1), pertencente ao grupo de superantigenos
distintos (SAgs). Este antigeno foi escolhido para andlises subsequentes devido as suas
caracteristicas ndo alergénicas e altamente antigénicas.

Os SAgs sao conhecidos por induzir a proliferacio especifica de células T VP e
promover a liberacao de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-
6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IFN-y, e quimiocinas CCL2 e CCL3. A
liberacdo descontrolada desses mediadores pode levar a condi¢des graves, como febre,
erupcdes cutaneas, lesdo de multiplos 6rgdos, coma e até morte por choque severo (Noli
Truant et al., 2020).

Além disso, essa resposta inflamatoria pode comprometer a eficacia do sistema
imunoldgico, criando um viés para respostas Th1 ou Th17, o que dificulta o recrutamento
adequado de células efetoras e prejudica a capacidade da resposta imune adaptativa de
combater a infec¢@o por S. aureus. Embora os efeitos exatos dos SAgs na mastite ainda
ndo sejam completamente compreendidos, a ativacdo especifica de células T VP em
resposta a SAgs do S. aureus ja foi bem documentada(Noli Truant ef al., 2022).

Dentro do contexto da vacinologia reversa, a identificacdo de proteinas de

superficie, como a CP27, comeca pelo genoma e nao pelo cultivo de microrganismos.
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Esse método utiliza técnicas computacionais e reconhecimento de padrdes, permitindo
identificar antigenos que ndo sdo acessiveis por métodos convencionais (Hajighahramani
et al., 2017; Parvizpour et al., 2020). A CP27, por exemplo, demonstrou um papel
significativo na imunogenicidade, destacando seu potencial como um componente
essencial em novas vacinas. Além de acelerar o processo de construgdo vacinal, essa
abordagem reduz o tempo necessario para o desenvolvimento, concentrando-se em
analises in silico (Hashemzadeh et al., 2020).

O uso dessa técnica nao apenas aumenta a confiabilidade na detec¢ao de
antigenos, mas também contribui para o avanco da vacinologia reversa(Mukherjee, Huda
e Sinha Babu, 2019). O desenvolvimento de ferramentas para a identificagdo de proteinas
extracelulares reforca o potencial dessa metodologia como um exemplo de aplicacdo
bem-sucedida da biotecnologia assistida por computacdo. Baseado nessa estratégia, a
imunoinformatica surge como uma 4rea inovadora, integrando bioinformatica,
imunologia e vacinagdo. No presente estudo, a aplicagdo da imunoinformatica
demonstrou ser um recurso poderoso para validacao e apoio a pesquisa, consolidando seu
papel como ferramenta fundamental no avango de projetos de vacinologia reversa(Dzayee
et al.,2022; Noor et al., 2022).

A predicdo de epitopos imunodominantes possibilita o desenvolvimento de
estratégias vacinais inovadoras, incluindo vacinas peptidicas, proteicas ou quiméricas.
Entre elas, as vacinas quiméricas destacam-se como uma abordagem promissora, devido
a sua capacidade de amplificar a resposta imune contra o alvo especifico(Hajighahramani
etal.,2017; Koymans et al., 2018).

No presente estudo, a utilizagdo de softwares especializados permitiu a selegao de
epitopos potenciais na proteina CP27, identificando trés regides promissoras para o
desenho vacinal. Essas regides demonstraram alta capacidade de ligagdo ao alvo,
desencadeando uma cascata imunolédgica apropriada. Tal caracteristica as torna ideais
para a sintese de peptideos a serem empregados na constru¢do de uma vacina
peptidica(Dzayee ef al., 2022).

Os resultados da andlise realizada pelo servidor Vaxign, que abrange os 33
genomas de Staphylococcus aureus, estdo disponiveis publicamente na pagina web do
Vaxign, permitindo acesso gratuito para exploracdao. Entre as linhagens analisadas, a S.
aureus RF122 destacou-se, apresentando alvos com peptideos sinal indicando

enderecamento extracelular. Dado o papel crucial dessas proteinas na patogénese,
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selecionamos os alvos identificados nessa linhagem para o desenvolvimento de um
desenho vacinal.

A partir da linhagem S. aureus RF122, foram obtidos 85 antigenos. Destes,
realizamos uma analise de acordo com a localizagdo extracelular, identificando a proteina
antigénica mais relevante, bem como seu potencial de alergenicidade. Com base nesse
levantamento, foi selecionado o antigeno mais promissor para a caracterizacao e selecdo
de proteinas apropriadas para o desenvolvimento vacinal.

Utilizando o servidor VaxiJen v.2.0, avaliamos a antigenicidade da sequéncia final
prevista, enquanto a alergenicidade foi analisada através do AlgPred. Essas andlises
permitiram a selecdo de uma proteina antigénica (com pontuagdo de 0.80) e ndo
alergénica (com pontuagdo de -0.53834409). Os resultados da Tabela 1 demonstram a

selecdo de proteinas e suas isoformas para analise subsequente, com base nesses critérios.

Tabela 1: Proteinas encontradas que passaram na filtragem no Vaxijen e AlgPred.

ID Proteina Localizacao Ant Aler

1 WP 001125613.1 Extracelular 0.65 0.086822409
2 WP 000782469.1 Extracelular 0.60 0.66045685
3 WP 011382241.1 Extracelular 0,53 1.3339441
4 WP 000744080.1 Extracelular 0,76 0.69254625
5 WP 000953751.1 Extracelular 0.54 0.88316978
6 WP 000827752.1 Extracelular 0.51 0.60097516
7 WP 000473600.1 Extracelular 0.67 0.49793782
8 WP 000849075.1 Extracelular 0.51 1.5129988
9 WP 000239604.1 Extracelular 0.54 1.1308036
10 | WP 000222258.1 Extracelular 0.55 0.25130738
11 | WP 000857485.1 Extracelular 0.61 0.56181524
12 WP 001225031. Extracelular 0.60 1.9380175
13 | WP 001148141.1 Extracelular 0.44 0.57244783
14 | WP 000791713.1 Extracelular 0.60 0.08817441
15 | WP 000595399.1 Extracelular 0.58 0.31272599
16 | WP 001088785.1 Extracelular 0.58 1.1816235
17 | WP 000978189.1 Extracelular 0,65 0.9330163
18 | WP 000594524.1 Extracelular 0.65 0.78139415
19 | WP 000943805.1 Extracelular 0,67 0.13220252
20 | WP 000916708.1 Extracelular 0.68 0.3875661
21 | WP 011382305.1 Extracelular 0.53 0.30759886
22 | WP 000710572.1 Extracelular 0.43 0.80411135
23 | WP 000476437.1 Extracelular 0.63 0.68151788
24 | WP 011382381.1 Extracelular 0.58 0.62675885
25 YP 416274.1 Extracelular 0.54 0.39807132
26 | WP 000676575.1 Extracelular 0.40 1.4764424
27 | WP 001035596.1 Extracelular 0.80 -0.53834409
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28 | WP 001039452.1 Extracelular 0.41 1.8266594
29 | WP 000791410.1 Extracelular 0.61 0.19699659
30 | WP 000669013.1 Extracelular 0.70 0.61062445
31 | WP 011382230.1 Extracelular 0.63 -0.3072158
32 | WP 000524059.1 Extracelular 0,35 0.53347796
33 | WP 000769137.1 Extracelular 0.74 0.69353966
34 | WP 000784031.1 Extracelular 0.79 -0.22609434
35 | WP 001038860.1 Extracelular 0.49 2.4947067
36 | WP 011382306.1 Extracelular 0.38 1.7320975
37 | WP 000736801.1 Extracelular 0.84 0.96250669
38 | WP 001225809.1 Extracelular 0.64 1.1508346
39 | WP 001240826.1 Extracelular 0,53 0.75432697
40 | WP 000749386.1 Extracelular 0.39 0.65840104
41 | WP 000236411.1 Extracelular 0,46 0.68875073
42 | WP 000725232.1 Extracelular 0.78 0.69715495
43 | WP 000769839.1 Extracelular 0.59 0.76968486
44 | WP 000751995.1 Extracelular 0.89 0.45909052
45 | WP 000737689.1 Extracelular 0.77 0.27511375
46 | WP 011382184.1 Extracelular 0.58 1.1394139
47 | WP 001063564.1 Extracelular 0.51 0.55798191
48 | WP 000509673.1 Extracelular 0.49 1.4591758
49 | WP 000717390.1 Extracelular 0.69 0.57180381
50 | WP 001032833.1 Extracelular 0.44 1.2988089
51 | WP 000746599.1 Extracelular 0.78 0.81725677
52 | WP 000713850.1 Extracelular 0.62 1.528861
53 | WP 001044560.1 Extracelular 0.54 1.7475964
54 | WP 000791585.1 Extracelular 0.51 0.60872611
55 | WP 000739534.1 Extracelular 0.42 0.3878042
56 | WP 011382189.1 Extracelular 0.49 1.1159722
57 | WP 011382190.1 Extracelular 0.64 -0.031650407
58 | WP 000751271.1 Extracelular 0.83 0.69321702
59 | WP 000782623.1 Extracelular 0.61 1.3408005
60 | WP 001038856.1 Extracelular 0.38 0.90723975
61 | WP 000935742.1 Extracelular 0.74 1.5003263
62 | WP 000877368.1 Extracelular 0.21 1.1290507
63 | WP 000734805.1 Extracelular 1,18 0.063121157
64 | WP 000455860.1 Extracelular 0,39 0.1311344
65 | WP 000739227.1 Extracelular 0.41 1.2468353
66 | WP 000737705.1 Extracelular 0,60 1.1290507
67 | WP 000764692.1 Extracelular 0.67 1.1055156
68 | WP 001236366.1 Extracelular 0.64 1.3155267
69 | WP 011382313.1 Extracelular 0.63 0.79854474
70 | WP 000863556.1 Extracelular 0.59 0.96493836
71 | WP 000733430.1 Extracelular 1,19 -0.22720683
72 | WP 000673053.1 Extracelular 0.65 =1.035856
73 | WP 000673032.1 Extracelular 0.64 1.0351747
74 | WP 000166905.1 Extracelular 0.65 0.96227907
75 | WP 000874683.1 Extracelular 0.51 0.76354715
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76 | WP _000841349.1 Extracelular 0.49 0.94236107
77 | WP _000201397.1 Extracelular 0,75 0.24643374
78 | WP _000948331.1 Extracelular 0,53 -0.053846146
79 | WP 011382299.1 Extracelular 0,86 -0.31411624
80 | WP 000031105.1 Extracelular 0,74 0.093494448
81 | WP 011382342.1 Extracelular 0,84 -0.38744128
82 | WP 011382242.1 Extracelular 1,09 0.98429966
83 | WP 011382308.1 Extracelular 0,28 -0.45243987
84 | WP 011382228.1 Extracelular 0,32 -57284888
85 | WP _001790667.1 Extracelular 1,03 -0.035892645

Legenda: Ant Antigenicidade; Aler Alergenicidade. Fonte: Autores (2025).

Conforme indicado pelo resultado imunogénico, a avaliagdio da isoforma
(WP_001035596.1) selecionada cumpriu os critérios de antigénicidade e nao
alergenicidade, o que sugere que a proteina selecionada neste estudo pode ser uma opgao

ideal para o desenvolvimento de um construto vacinal contra a mastite bovina (Figura 1).

Figura 1: Estrutura 3D da toxina-1 da sindrome do choque téxico (TSST-1) de
Staphylococcus aureus. PDB DOI: 10.2210/pdb4OHJ/pdb.

B 1- MNKKLLMKFFIVSPLLLATIATGFTPVPLSSNQIKTAKASTNDNIKDLLDWYSSGSDAFT
NSEVLDNSLGSMRIKNTDGSISLIIFPSPY YSPTFSKGEKVDLNTKRTKKSQHTSEGT WIHF
QISGVINTEKLPTPIELPLKVKVHGKDSPLKYWPKFDKKQLAISTLDFEIRHQLT QIHC!.
YRSSDKTGGYWKITMNDGSTYQSDLSKKFEYNTEKPPINIDEIKTIEAEIN - 234

Fonte: Autoria propria (2025).

e Obtencao dos epitopos de Células B

Um total de oito epitopos de células B foram previstos a partir da proteina

WP _001035596.1 usando a ferramenta IEDB. Os epitopos de células B sdo capazes de se
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ligar a imunoglobulinas ou anticorpos e sdo conhecidos como antigénicos. Dos oito
epitopos encontrados, apenas trés foram distinguidos como imunogénicos e antigénicos
(Tabela 2), exibindo a capacidade de ativar o sistema imunolédgico. Esses epitopos sdo
Pepl (LMKFFIVSPLLLATI), PepS (HFQISG) e Pep8 (RHQLTQIHGLY), sendo
selecionados para as etapas subsequentes.

A avaliagdo da construcdo prevista da vacina usando o servidor VaxiJen v.2.0
apresentou antigenicidade para as sequéncias dos Pepl, Pep5 e PepS8, com valores de
1.0369, 1.6775 e 0.0416, respectivamente. Com base nos resultados da previsao do
AllerTOP e do ToxinPred, as sequéncias foram submetidas a uma andlise toxicologica
para identificar possiveis agentes toxicos. Ambas as sequéncias foram confirmadas como
naturalmente alergénicas e nao toxicas (Tabela 2).

Tabela 2: Dados referentes aos peptideos selecionados, ID de identificagdo, comprimento

da cadeia peptidica, pontuacao da imunogenicidade e de antigenicidade.

Peptideo Sequéncia Comprimento | Ant* | Aler* Tox*
Pepl LMKFFIVSPLLLATI 15 1.03 NA* NT*
Pep2 FTPVPLSSN 9 0.63 A* NT*
Pep3 KDLLDW 6 -1.56 A* NT*
Pep4 ISLITFPSPYYSPT 14 0.90 A* NT*
Pep5 HFQISG 6 1.67 NA* NT*
Pep6 | PTPIELPLKVKVHGKD 16 1.07 A* NT*
Pep7 KQLAISTLD 9 0.17 A* NT*
Pep8 RHQLTQIHGLY 11 0.04 NA* NT*

Fonte: Autoria propria (2025).

As vacinas multiepitopo oferecem uma vantagem significativa ao induzirem tanto
imunidade humoral quanto celular, sendo mais eficazes do que vacinas monovalentes.
Por meio da abordagem de imunoinformatica, epitopos potenciais foram analisados com
base em critérios como imunogenicidade, antigenicidade, auséncia de toxicidade e
caracteristicas fisico-quimicas (Hajighahramani et al., 2017). Nesse contexto, epitopos de
células B foram previstos e utilizados para o desenvolvimento da constru¢do vacinal.
Esses epitopos foram projetados para se ligar ao receptor TLR-2, um passo essencial para
avaliar a expressdo, estabilizacdo e dobramento do peptideo vacinal (Noli Truant et al.,
2022; Vaillant, Sabir e Jan, 2024).

Adicionalmente, o uso do ligante KK em conjunto com os epitopos de células B
desempenhou um papel fundamental na apresentacdao eficiente de cada epitopo aos
anticorpos. Esse processo ocorre por meio do processamento pela protease lisossomal

catepsina B, promovendo a apresenta¢do do antigeno pelo MHC-II. Essa interacao ¢
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amplamente reconhecida como uma etapa crucial no desenvolvimento de vacinas
multiepitdpicas in silico e tem sido empregada com sucesso em projetos de vacinologia
reversa (Tarrahimofrad et al., 2021).

A previsado das propriedades fisico-quimicas do construto vacinal desempenha um
papel relevante no desenvolvimento de candidatos promissores, uma vez que essas
caracteristicas impactam diretamente sua estabilidade e funcionalidade (Martinelli,
2022). Por exemplo, o II revelou que a proteina possui uma natureza estavel apos a
expressao, favorecendo sua aplicabilidade. Adicionalmente, o IA e o escore GRAVY
confirmaram a termoestabilidade e a hidrofilica do construto, respectivamente, indicando
propriedades fundamentais para o desenho vacinal (Martinelli, 2022; Kumar et al., 2023).

Com base nesses parametros, a proteina CP27 foi selecionada devido as suas
propriedades fisico-quimicas aceitaveis, incluindo pl, II e hidropaticidade. Para analisar
essas caracteristicas, a sequéncia de aminoacidos da proteina foi submetida ao servidor
ProtParam, que indicou um valor de pl igual a 10,68, evidenciando a natureza basica do
construto vacinal (Motamedi et al., 2023). Os II, determinados com base em uma escala
onde valores menores que 40 indicam proteinas estaveis, apresentaram um resultado de
24 para o construto, corroborando sua estabilidade apds a expressao (Asghari et al., 2022).
Em contrapartida, o A foi calculado como 119, sugerindo que a proteina apresenta alta
termoestabilidade, o que pode ser considerado uma consisténcia em condigdes de
temperatura corpérea humana (Takano e Yutani, 2001).

No que diz respeito a hidropaticidade, o valor médio do GRAVY foi estimado em
0,175, indicando uma natureza predominantemente hidrofobica. Esse resultado sugere
que a proteina CP27 possui maior afinidade para interagir com outras proteinas, em vez
de moléculas de dgua, favorecendo seu potencial como componente vacinal(Dzayee et
al., 2022; Hajighahramani et al., 2017; Noli Truant et al., 2022).

Adicionalmente, o pl teorico e o Il reforcam a estabilidade e a natureza bésica da
proteina ap0s a expressdo, evidenciando melhorias em sua capacidade de uso. Por outro
lado, os dados relacionados a termoestabilidade, representados pelo 1A, apontam um
resultado positivo para aplicacdo em estudos in vitro. Esses resultados destacam como a
combinag¢do de termoestabilidade e hidrofilicidade, representada pelo IA e pelo GRAVY,
pode fornecer insights fundamentais para o refinamento e a viabilidade de vacinas
multiepitopo (Dzayee et al., 2022).

O projeto de construgdo da vacina levou em consideragdo os seguintes fatores

principais: a vacina deve ser ndo toxica, ndo alergénica, imunogénica e antigénica. Com
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base nesses critérios, um construto vacinal foi gerado, ligando os trés epitopos de células
B aos respectivos ligantes KK correspondentes. Ao utilizar esses ligantes KK juntamente
com os trés epitopos, foi projetada uma construgdo vacinal linear com 36 aminoacidos
(Tabela 3).

Diante disso, por meio da ferramenta ProtParam, observou-se que o construto
vacinal atendeu a todos os parametros relevantes, como pl de 10.68, II de 24, 1A de 119,
GRAVY de 0.175, além de apresentarem antigenicidade (0.80), ndo serem alergénicos,

nao toxicos e possuirem expressividade em sistema heterologo (>50).

Tabela 3: Dados referentes ao construto vacinal e seus parametros fisico-quimica.

Construto vacinal

LMKFFIVSPLLLATIKKHFQISGKKRHQLTQIHGLY

PM pl II | TA | GRAVY | Ant* | Aler* | Tox* SOLpro

4236.18 10.68 | 24 | 119 0.175 0.80 Na* NT* 0.77

Legenda: PM Peso molecular; pI Ponto isoelétrico; 11 Indice de instabilidade; IA Indice Alifatico:
GRAVY Grande média de hidropatia; Tox Toxicidade. Fonte: Autoria propria (2025).

A estrutura 3D da vacina gerada pelo AlphaFold 3 e refinada pelo GalaxyRefine
¢ apresentada juntamente com sua validacdo por meio do grafico de Ramachandran.
Essas analises de refinamento e validacao foram empregadas para avaliar a qualidade da
estrutura prevista (Figura 2). O melhor modelo selecionado entre os cinco previstos pelo
GalaxyRefine foi o modelo 5, indicando alta similaridade em relagdo ao modelo inicial,
conforme evidenciado pela pontuagdo do Teste de Distancia Global — Alta Precisdao
(GDT-HA), que alcangou valores elevados, bem como pelas pontuagdes do MolProbity,
que foram inferiores aos modelos iniciais, demonstrando que o processo de refinamento
reduziu os erros criticos nos modelos 3D. A anélise do grafico de Ramachandran revelou
que 100,0% dos residuos estavam na zona favorecida, 0,0% na regido permitida generosa
e 0,0% na regido discrepante, indicando que a qualidade geral da vacina ¢ 6tima (Figura

2).
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Figura 2: Estratégias utilizadas na concepc¢ao de uma vacina multi-epitopo: (A) Estrutura
da construcdo da vacina projetada em modelo tridimensional e sequéncia de aminoacidos
do modelo 5 da vacina previsto pelo GalaxyRefine. Os alfabetos pretos indicam os
epitopos imunodominantes de células B, enquanto os alfabetos vermelhos sublinhados
representam os ligantes KK. (B) Andlise do GalaxyRefine e seus cinco modelos previstos,

sendo o modelo 5 selecionado. (C) Anélise do grafico de Ramachandran do modelo 5.

PROCHECK

Ramachandran Plot

1359

= gl

= i, |- __L
_J| B
Z |
8 | —
1-LMKFFIVSPLLLATIKKHFQI ir|
SGKKRHQLTQIHGLY-36 —_— _,_; |
B Ty

Structure Information 4590 135 180

Phi (deorees)

ees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 31
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p]

100.0%
0.0%

00 1000 |
%02 000 |

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L~p]

0.0%

Wi | 1000 | om0 | 133 121 Residues in disallowed regions 0.0%
MODEL 1 0.9861 0.207 0. 16 00 1004 Number of non-glycine and non-proline residues S 10000
MODEL 2 0.9931 0.297 0500 00 00 100.0 Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
MODELZ | 1000 | 018 08% 00 30 1000 o e (o st 2
MODEL 4 09931 0273 1268 16 30 1000 Total number of residues 6

| voDELS 10000 | 028 0500 00 00 1000

Fonte: Autoria propria (2025).

e Docking molecular da vacina com receptor TLR-2

O modelo 5 submetido ao HADDOCK 2.4 gerou cinco clusters. Apos analise da
menor pontuagdo HADDOCK, apenas o cluster 2 foi selecionado para avaliagdes

posteriores (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise dos clusters fornecidos pelo HADDOCK seguida de sua pontuagdo de
acoplamento.

Cluster 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pontua¢io |-72.1 |-95.5 |-81.8 |-87.1 |-50.0 |-61.0 |-66.0 |-70.8 |-77.9
HADDOCK

Fonte: Autoria propria (2025).

Dando sequéncia a analise das propriedades fisico-quimicas e imunoldgicas do
construto vacinal, a interagdo com os receptores Toll-like (TLRs) desempenha um papel
crucial no reconhecimento de proteinas bacterianas e na ativacdo de respostas
imunoldgicas. Esses receptores, especialmente o TLR2, sdo essenciais para a inducao de
mediadores pro-inflamatorios, como interferons e interleucinas, fortalecendo a imunidade
inata contra infec¢des bacterianas (Hajighahramani et al., 2017).

Os TLRs interagem com estruturas especificas, como as regides ricas em leucina
(LRR, do inglés leucine-rich repeat), que conferem uma configuragao estrutural em forma
de fechadura, crucial para o reconhecimento molecular. Esse dominio conservado ¢
responsavel pela interagdo com estruturas proteicas ¢ desempenha um papel chave em
infec¢des bacterianas, conforme evidenciado em estudos prévios(Dey et al., 2021).

No presente estudo, a vacina foi projetada para se acoplar ao TLR2, um dos
receptores mais bem caracterizados. Essa escolha baseia-se na sua capacidade de ativar
vias de sinaliza¢do inflamatéria e mediar a expressdo de peptideos antimicrobianos,
citocinas e quimiocinas, direcionando células imunoldgicas ao local da infecg¢dao e
promovendo a resposta imune adaptativa (Hajighahramani et al., 2017). A utilizacdo do
TLR2 como molécula receptora tem se mostrado eficaz em abordagens in silico para o
desenvolvimento de vacinas contra Staphylococcus aureus, refor¢ando sua relevancia no
contexto deste estudo (Dey et al., 2021; Hajighahramani et al., 2017).

Para modelar o complexo vacina-receptor, utilizou-se o servidor HADDOCK, que
revelou interagdes especificas entre a vacina e os residuos Leu324 e Asn379 do TLR2.
Observou-se uma ligacdo de hidrogénio entre os residuos A:ASN379 e B:PHEI19, com
distancia de 1,6 A, e uma interacdo hidrofobica entre os residuos B:PHES e A:LEU324,
com distancia de 4,6 A. Esses residuos também foram identificados em estudos
anteriores, mostrando interagdes no patch hidrofobico continuo do TLR2, préximo a
hélice H5 e ao loop f2—B3 (Koymans et al., 2015).

As interagdes observadas reforgam a similaridade estrutural entre os complexos

SSL3-TLR2 de humanos e camundongos, evidenciando a robustez do modelo in silico e
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a potencial eficacia do construto vacinal no desencadeamento de respostas imunologicas
(Koymans et al., 2018). Esses achados destacam o papel do TLR2 como uma ancora
estratégica no desenho de vacinas multiepitopo e abrem novas perspectivas para o
desenvolvimento de imunoterapias contra infecgdes bacterianas.

Para verificar uma possivel interagdo entre o TLR-2 e a vacina, a Figura 3
apresenta o docking molecular do cluster 2, que foi escolhido por apresentar uma ligagdo
de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos A:ASN379 e B:PHE19, com distancia de
1,6 A, e uma interacdo hidrofobica entre os residuos B:PHES ¢ A:LEU324, com distancia
de 4,6 A.

Figura 3: Docking molecular entre a vacina com o receptor TLR-2. A predi¢do do
docking molecular foi realizado usando o software HADDOCK 2.4 e a proteina TLR-2
foi obtida no PDB (5D3I) e foi preparada, anteriormente, para retirada do ligante pelo
Discovery Studio. As imagens de interagdo foram obtidas pelo PyMOL. Previsdao de

interacao da vacina (em roxo) com o TLR-2 (policromatica).

4,6A

Fonte: Autoria propria (2025).
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Consideracoes Finais

Atualmente, o avango das ferramentas de imunoinformatica permite explorar
plataformas para o desenvolvimento de vacinas multiepitopos altamente imunogénicas,
econdmicas e de baixo risco, especialmente no combate a mastite bovina. No presente
projeto, foram utilizados sucessivamente diferentes softwares e ferramentas de
imunoinformatica para o desenvolvimento de uma nova vacina multiepitopo candidata
que pode ser eficaz contra infec¢des por S. aureus. Os epitopos de células B identificados
mostraram elevada antigenicidade, com forte ligacdo ao receptor TLR2. Além disso,
analises detalhadas, como a caracterizacdo fisico-quimica e o docking molecular com a
molécula receptora, confirmaram o potencial da vacina para ser avaliada
experimentalmente quanto a resposta imune inata.

A construcao da vacina ndo apenas atendera a necessidade de combater os casos
crescentes de mastite bovina a nivel mundial, mas também se espera que seja eficaz contra
a linhagem S. aureus RF122. Adicionalmente, junto a eficacia, as vacinas desenvolvidas
a partir desses métodos foram consideradas seguras; no entanto, estudos laboratoriais
adicionais continuam sendo essenciais. A aprovacao, seguida da producdo em massa e da
disponibiliza¢do dessas vacinas, pode proporcionar uma solucao acessivel e eficaz para a
prevengao global da mastite bovina.

As caracteristicas das vacinas desenvolvidas neste estudo estdo alinhadas com
esse objetivo. Os trés epitopos, Pepl (LMKFFIVSPLLLATI), Pep5 (HFQISG) e Pep8
(RHQLTQIHGLY), dos construtos projetados t€ém o potencial de induzir respostas
imunes eficazes, e as sequéncias adjuvantes podem desempenhar um papel relevante no
aumento da imunogenicidade dos construtos. Este estudo contribui para o entendimento
do potencial das vacinas baseadas em epitopos como abordagens importantes tanto
protetoras quanto terapéuticas para a imunizacao bacteriana. Estudos futuros avaliardo se
as vacinas multiepitopos podem induzir respostas imunes e proporcionar prote¢ao contra

Staphylococcus aureus RF122 e outras linhagens.
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principalmente com tema relacionado a transgenia de plantas. Pds-doutorado em
Biotecnologia com concentra¢do na area de Biotecnologia em Agropecudria. Atua com linhas de pesquisa
focalizadas nas areas de defesa de plantas contra estresses bidticos e abidticos, com suporte de ferramentas
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area de genética molecular, com énfase nos estudos de transcritos, expressao diferencial e expressao génica
Integra uma equipe com pesquisadores de diferentes instituigdes como Embrapa Algodao, UFRPE, UEPB
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