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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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A DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES
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Brasilia-DF

Victor Hugo de Vasconcelos Calado

Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Medicina Veterinaria

Recife-PE

RESUMO: A grande disponibilidade de
técnicas moleculares proporcionou a realizagcéo
racas ameacadas
de extincdo utilizando as informacbes dos

de varios estudos em

marcadores baseados em polimorfismos do
DNA. H& muitos marcadores no DNA (RFLP,
AFLP, RAPD, microssatélites, mtDNA, Y, SNPs)
que estdo sendo utilizados para estudar a
diversidade genética de animais domésticos.
Neste texto serdo apresentadas descricoes dos

Conceitos Basicos da Genética

SUINAS

marcadores microssatélites, mtDNA e SNPs
como ferramentas gendémicas para avaliar a
diversidade e estrutura genética de populagdes
suinas assim como serdo apresentados alguns
aspectosimportantes das areas de Filogeografia
e Genética de Paisagem, que combinam
as informagbes obtidas com os marcadores
moleculares e a distancia fisica entre as
populacées para estudar o comportamento da
distribuicdo da variagdo genética numa escala
espacial.

PALAVRAS-CHAVE: Filogeografia; Genética
da Conservacdao; Marcadores Moleculares;
Suinos Nativos.

ABSTRACT: The great availability of molecular
techniques has provided the realization of
several studies in endangered breeds using
the information of markers based on DNA
polymorphisms. There are many markers in DNA
(RFLP, AFLP, RAPD, microsatellites, mtDNA, Y,
SNPs) that are being used to study the genetic
diversity of domestic animals. In this text will be
presented descriptions of microsatellite markers,
mtDNA and SNPs as genomic tools to evaluate
the diversity and genetic structure of swine
populations as well as some important aspects
of the areas of Phylogeography and Landscape
Genetics, which combine the information
obtained with the molecular markers and the
physical distance between the populations to
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study the behavior of the distribution of genetic variation on a spatial scale.
KEYWORDS: Phylogeography; Conservation Genetics; Molecular Markers, Native
Pigs.

11 INTRODUCAO

As ragas suinas mais utilizadas na suinocultura intensiva sdo Duroc, Landrace,
Large White, Pietrain, Hampshire, além de uma grande variedade de linhagens
modernas de suinos que foram desenvolvidas para atender a demanda atual de
animais com maior potencial genético para deposicéo de proteina na carcaca e fémeas
hiperprolificas (IRGANG et al., 1992; FAVERO & FIGUEIREDO, 2009). Contudo, ainda
existem as racas localmente adaptadas ou nativas que representam uma pequena
parcela do material genético dentro da suinocultura. Essas ragcas ou grupos genéticos
tém sido encontrados nas propriedades de base familiar e se tornaram um meio de
vida para o homem do campo (CASTRO et al., 2002; SILVA et al., 2011).

A grande disponibilidade de técnicas moleculares proporcionou a realizacao
de varios estudos em racas ameacadas de extingdo utilizando as informacdes dos
marcadores baseados em polimorfismos do DNA (MAUDET et al., 2002; TADANO
et al., 2007). Os microssatélites e mtDNA, por exemplo, foram os marcadores mais
utilizados para estudar a diversidade e estrutura genética e a origem de ragas suinas
brasileiras (SOLLERO et al., 2009; SOUZA et al., 2009; CAVALCANTE NETO, 2010,
SILVA et al., 2011) e em outros paises (RAMIREZ et al., 2009; LUETKEMEIER et al.,
2010; YU et al., 2013).

Os avangos no campo da genética da conservacao tém permitido a realizacéo
de estudos que englobam a area de filogeografia que geram informacdes sobre a
distribuicéo da variagéo genética numa escala espacial de varias espécies de animais
e plantas utilizando marcadores moleculares combinados com dados demograficos e
geograficos (FOLL & GAGGIOTTI, 2006; TABERLET & BOUVET, 1994). A filogeografia
contribui para a compreensdo dos processos microevolucionarios, como fluxo de
genes, selecéo natural, a existéncia de isolamento por disténcia e gargalo de garrafa
(bottleneck), que podem conduzir a perda de variabilidade genética ou mesmo a
extincdo de uma espécie e/ou populacdo (MANTEL, 1967; MANEL et al., 2003).

Atualmente sdo esperados maiores avancos nos estudos de genética da
conservacao e no melhoramento genético dos suinos, uma vez que as novas
tecnologias de sequenciamento de alto desempenho estdo cada vez mais acessiveis
e varias espécies de animais domésticos tém o genoma sequenciado, incluindo a
espécie suina (ARCHIBALD et al., 2010). Dentro do contexto apresentado, neste texto
serao apresentadas descricdes dos marcadores microssatélites, mtDNA e SNPs como
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ferramentas gendmicas para avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes
suinas assim como serdo apresentados alguns aspectos importantes das areas de
Filogeografia e Genética de Paisagem, que combinam as informacdes obtidas com
0s marcadores moleculares e a disténcia fisica entre as populacdes para estudar o
comportamento da distribuicdo da variacao genética numa escala espacial.

2 | FERRAMENTAS GENOMICAS PARA ACESSAR A DIVERSIDADE GENETICA
DE SUINOS LOCAIS

Um grande passo nos estudos de caracterizacdo dos recursos genéticos tem
sido dado nas ultimas décadas. Os avangos na area da genética contribuiram para
melhoria nos estudos que envolvem o campo da genética da conservacdo. H4 muitos
marcadores no DNA (RFLP, AFLP, RAPD, microssatélites, mtDNA, Y, SNPs) que foram
aplicados para estudar a diversidade genética de animais e plantas (SPRITZE et al.,
2003; ALBUQUERQUE et al., 2006 ). Neste texto serao apresentadas descricées dos
marcadores: microssatélites, mtDNA e SNPs.

2.1 Microssatélites

Os Microssatélites ou SSR (simple sequence repeats ou STR) sdo sequéncias
curtas que consistem em elementos repetidos in tandem cujo comprimento pode
variar de 1 a 6 pb e apresentam caracteristicas desejaveis para serem utilizados em
estudos de genética de populacdes e identificacdo individual (POWEL et al., 1996;
WERNER et al., 2004). Esses marcadores podem ser classificados de acordo com
o comprimento da unidade de base repetida (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-e hexa-
nucleotideos) e estrutura ("perfeito" e "imperfeito") e representam as regides instaveis
do genoma devido as alteragbes mutacionais causadas pela perda ou adicdo de
unidades repetitivas. Essas mutacdes sao causadas por mecanismo intramolecular
denominado de slippage (“escorregéo”) da DNA polimerase ou crossing over desigual
(SCHLOTTERER & TAUTZ, 1992).

Os microssatélites espécie-especificas estao descritos na literatura para varias
espécies de animais e plantas (TAUTZ, 1989), e a utilizacdo dos mesmos esta muito
difundida nos estudos de diversidade genética de animais ameacados de extingcao,
pois além de serem facilmente amplificados por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), vérias literaturas disponibilizam informacgdes Uteis que tém contribuido para as
diversas pesquisas (FERREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Diversos estudos sobre a diversidade e estrutura genética de populag¢des suinas
foram realizados utilizando marcadores microssatélites tanto no Brasil (GONELA,
2003; SOLLERO et al., 2009; SILVA et al., 2011) como em outros paises (CALVO et
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al., 2000; LEMUS-FLORES et al., 2001, CHAIWATANASIN et al., 2002; CANUL et
al., 2005; VICENTE et al., 2008). Gonela (2003) utilizou seis locos de microssatélites
na caracterizacao genética de uma pequena populacao de Porco Monteiro (N=99) e
Tayassu pecari (N=15) e verificou alta variabilidade (4 a 15 alelos, heterozigosidade de
0,13 a 1,00 e conteudo de informacgao polimdrfica variando de 0,18 a 0,84). Sollero et
al. (2008) avaliaram, com 28 microssatélites, a diversidade e estrutura genética de
cinco populacdes suinas, sendo trés localmente adaptadas no Brasil (Piau, Moura e
Monteiro) e duas comerciais (Landrace e MS60).

Adiversidade e estrutura genética de nove grupos genéticos de suinos localmente
adaptados no estado de Pernambuco, Brasil (Baé, Caruncho, Canastra, Canastrao,
Mamelado, Moura, Nilo, Piau e Sem Raca Definida-SRD) e trés racas exéticas (Duroc,
Landrace e Large White) foram analisadas com 22 marcadores microssatélites (SILVA
et al., 2011).

2.2 DNA mitocondrial (mtDNA)

O mtDNA é uma molécula circular de fita dupla com aproximadamente 16 kb que
contém 13 genes codificadores de proteinas, 22 genes de RNAs de transferéncia e 2
genes de RNAribossomais (GRAY, 1989) e apresenta uma taxa média de substituicoes
sinbnimas aproximadamente 20 vezes maior do que no DNA nuclear (PESOLE et al.,
1999). A sua aplicagdo como marcador molecular para estudar a evolugédo molecular,
classificacao biologica e estrutura genética € devido as caracteristicas, como peso
molecular pequeno, taxa de evolucdo rapida e quase exclusivamente de heranca
materna (hapldide), e auséncia de recombinacéo genética.

As duas regides do mtDNA mais recomendadas nos estudos de estrutura
populacional e interpretacéo filogenética das espécies sao a regiao controle (D-loop) e
0 gene que codifica para a citocromo b (AVISE, 1994). A regido controle desempenha
um papel de regular a replicacao e a transcricdo do mtDNA e compbe cerca de 6%
do genoma mitocondrial. Esta regido esta localizada entre tRNA para prolina e tRNA
fenilalanina e contém de 5 a 29 sequéncias repetidas in tandem (SRTs) (CLAYTON,
1991) com uma taxa de substituicdo de base de cinco a dez vezes maior que a de
outras regides do mtDNA (MACKAY et al., 1986).

Diversos estudos filogenéticos com populagcdées suinas usaram as sequéncias
da regiao controle (D-loop) e do gene citocromo b. Randi et al. (1996) usaram os
polimorfismos do citocromo b nos estudos evolutivos de Suiformes. Alves et al. (2003)
empregaram citocromo b (1140 pb) e a regido controle (707pb) para determinar
as relacoes filogenéticas entre suinos ibéricos antigos e atuais. Alex et al. (2004)
encontraram uma mistura de haplotipos asiaticos e europeus no porco preto de
Canarias por meio de polimorfismos identificados no gene citocromo b.
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No Brasil, Souza et al. (2009) utilizaram o citocromo b para investigar a origem das
racas suinas brasileiras e verificaram que as ragas suinas brasileiras sao descendentes
de duas linhagens maternas (europeia e asiatica), as racas Nilo, Monteiro, Piau e
Tatu compartilharam hapl6tipos de uma linhagem Ibérica, enquanto, a raca Moura
apresentou haplétipos de diferentes linhagens de origem europeia e asiatica e, por isso,
essa raca apresenta maior divergéncia em relacéo as demais ragas suinas brasileiras.

2.3 Polimorfismo de nucleotideo unico (SNP)

Os SNPs sao as variagdes (A, C, T e G) mais comuns de DNA dentro do genoma
(SACHIDANANDAN et al.,, 2001). Os SNPs apresentam vantagens em relagdo a
outros marcadores genéticos pela possibilidade de serem identificados por meio de
técnicas de alto de desempenho e a um custo, relativamente, baixo (WASSON et al.,
2002; LINDROOQS et al., 2003; WIEDMANN et al., 2008; SHEN et al., 2009).

Os SNPs sdo um dos temas centrais em gendmica e, com o surgimento das
plataformas de sequenciamento de nova geracdao, milhdes de SNPs estdo sendo
descobertos em varias espécies de interesse agropecuario (ECK et al., 2009;
WIEDMANN et al., 2008; LIU, 2009; ALLEN et al., 2010), pois por serem variacoes
facilmente detectaveis estao sendo preferidas nos estudos que envolvem associagao
entre gendtipo e fendtipo (HAYES & GODDARD, 2010). Os SNPs no cromossomo X
de suinos de diversos paises, incluindo ragas brasileiras, permitiram a separacéo de
dois grupos distintos asiaticos e europeus (BURGOS-PAZ et al., 2012).

Durante muitos anos o método de sequenciamento de Sanger (1987) foi
fundamental na era gen6mica. Porém, os novos avancos biotecnolégicos na area
da genética exigem métodos de sequenciamento rapidos e de baixo custo. Na
ultima década, mais precisamente a partir de 2005, a forma de aquisicdo de dados
gendmicos tem mudado completamente (MARDIS, 2008), gracas as tecnologias de
sequenciamento de nova geracéo (SNG) que sédo capazes de sequenciar milhdes de
pares de bases em uma Unica corrida (DALCA & BRUDNO, 2010).

No mercado estdo disponiveis as plataformas desenvolvidas por diversas
companhias: 454 (Roche), HiSeq2000, HiSeq2500 e MiSeq (lllumina), SoLiD (Life
Technologies), HeliScope (Helicos BioSciences), Single Molecule Real Time-SMRT
(Pacific Bioscience), lon Torrent-PGM e Proton (Life Technologies). As novastecnologias
de sequenciamento também contribuiram para diminuir os custos de genotipagem
de SNP e isso é de extrema importancia para o descobrimento de polimorfismos
associados as caracteristicas de interesse econémico (SBORNER et al., 2011). Além
disso, os polimorfismos acessados podem ser incorporados aos métodos de Selecao
Gendmica (MEUWISSEN et al., 2001) para obter maior progresso genético dos animais
nos programas de avaliacédo e melhoramento animal (CAETANO, 2009).
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3 | FILOGEOGRAFIA E GENETICA DE PAISAGEM

A filogeografia contribuiu para o entendimento da distribuicdo da diversidade
genética de muitas espécies de animais e plantas (EIZIRIK et al., 2001; MILLER et al.,
2011). Avise (2000) define filogeografia como um campo de estudo preocupado com
0S principios e processos que governam as distribuicbes geogréficas de linhagens
genealdgicas, especialmente aquelas dentro e entre espécies proximamente
relacionadas.

Afilogeografia surgiu como uma disciplina e seu foco principal é estudar a variacao
genética em populacbes de uma espécie ou entre espécies proximas e podem ser
realizados com enzimas, RAPDs, RFLPs, cromossomo Y, DNA mitocondrial (mtDNA),
SNPs e os microssatélites (AVISE et al., 1987; AVISE, 1998). O recomendado é a
utilizacdo de pelo menos dois tipos de marcadores para obtencdo de resultados
satisfatorios (SCANDURA et al., 2011).

Um dos principais pontos discutidos nos trabalhos de filogeografia € a estrutura
geografica e genética populacional das espécies que é definida como o resultado dos
processos microevolutivos e demogréaficos que atuam entre e dentro das populagoes,
assim como da biogeografia histérica das linhagens genéticas (WENINK et al., 1996).
As variacOes geograficas também podem revelar quais os mecanismos historicos,
ecoldgicos, os padrdes fenotipicos, assim como a distribuicdo de muitas espécies de
animais domésticos. Entender estes padrdes de variagao geografica € o primeiro passo
para inferir os processos evolutivos de suas populagdes naturais (ZINK & REMSEN,
1986).

Para alcancar as metas propostas nos estudos filogeograficos € necessario
estabelecer as relagdes filogenéticas de um grupo de individuos da mesma espécie
gue ocorre em uma area geografica (ex.: no territério nacional). Isso pode ser feito
mediante o uso de sequéncias de DNA, avaliacdo dos agrupamentos formados para
verificar se os mesmos pertencem a mesma area geografica e se 0s grupos mais
relacionados sdao mais préximos geograficamente e, por Gltimo, relacionar os individuos
aoutros organismos para verificar se ha ou nao congruéncias na distribuicdo geografica
(MIYAKI, 2009).

Outro campo interdisciplinar que combina conceitos e métodos de genética de
populagdes, ecologia da paisagem e estatistica espacial € a anélise genética em escala
de paisagem (Landscape genetics). A genética de paisagem quantifica os efeitos da
composicao da paisagem, configuracdo e matriz da qualidade nos padrbes espaciais
de variagao genética subjacente neutra e adaptativa e os processos microevolutivos.
O mais importante deste estudo é que se pode identificar a distribuicdo da diversidade
genética de uma espécie de acordo com as variaveis de interesse (MANEL, 2003).

Com a espécie suina estes estudos ainda sdo raros, mas pode-se dar exemplo
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de um utilizando loci microssatélites de DNA para estudar a estrutura populacional
em populagdes de suinos selvagens no sul do Texas (DELGADO-ACEVEDO;
DEYOUNG; CAMPBELL, 2007). No qual, os autores conseguiram verificar que em
larga escala geografica, que as populagcbes de suinos exibem um grau moderado
de estrutura genética, sugerindo que as populac¢des separadas sao diferenciadas o
suficiente para ser funcionalmente independentes e que as distancias genéticas e
geograficas entre as populacbes ndo seguem uma relacéo linear simples. Algumas
populacbes geograficamente proximas estdo geneticamente dissimilares, enquanto
outras populacdes geograficamente distantes sdo semelhantes. Estes avangos foram
obtidos tanto pelos avancos nas técnicas moleculares quanto também pelo aumento
na disponibilidade de bancos de dados georreferenciados.

Existem softwares que permitem georrefenciar pontos e estdo programados para
calcularindices de diversidade combase nalatitude, longitude e dados de caracterizagcéao
das populagdes (HIUMANS et al., 2001). Outra forma de analisar a relacdo entre os
dados geograficos e genéticos é utilizando o teste de Mantel (MANTEL, 1967) pelo
qual se calcula a significancia entre duas ou trés matrizes mediante um processo de
permutacao. A partir da combinag¢ao das informagdes genéticas com as geograficas
permite 0 acesso das caracteristicas de paisagem sobre a estrutura genética de
populacdes e fluxo génico (MANEL et al., 2003).
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ANANINDEUA, ESTADO DO PARA

RESUMO: A genética € uma especialidade
nas ciéncias da saude e se faz necesséria
nos curriculos dos cursos com abordagens
direcionadas para as areas de atuacdo. Um
dos principais desafios do estudo em genética
€ relacionado a pratica e extensao do ensino,
e tratando-se de EaD essa dificuldade torna-
se constante. Este trabalhou objetivou
analisar a percepcao dos discentes do curso
de enfermagem de uma instituicdo de ensino
semipresencial, localizada no municipio
de Ananindeua, Para, Brasil, a respeito do
ensino de genética e suas vivéncias. Estudo
descritivo, exploratério, de probabilidade por
conveniéncia, do tipo relato de experiéncia.
Foi realizado conforme agendamento em uma
instituicéo de ensino semipresencial, localizado
no bairro da Cidade Nova, municipio de
Ananindeua, Para. Inicialmente, foi explicado
0 objetivo e significado da pesquisa e foram
aplicados questionarios semi-estruturados aos
discentes de enfermagem que ja cursaram a
disciplina de genética por meio do ambiente
virtual de aprendizagem. Todos os participantes
classificaram a disciplina de genética como
muito importante para sua formacao; 60,8%
(14/23) afirmam que € regular; 69,5% (16/23)
afirmaram que o conteudo abordado condizia
com as necessidades do curso; 17,3% (4/23)
dos alunos afirmaram ter tido contato com
pacientes com indicio de doenga genética
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e 100% disseram néo ter orientagdo académica de como proceder nesses casos e
ndo tem pretensdo de realizar uma pos-graduagéo na area. E necessario que a EaD
viabilize 0 encontro entre sujeitos, a interatividade entre profissionais de saude, a troca
de experiéncias e a construgdo coletiva, necessitando de intervenc¢des que tornem a
disciplina mais proveitosa.

PALAVRAS-CHAVE: Genética; Ensino a distancia; Enfermagem

ABSTRACT: Genetics is a specialty in health sciences and is necessary in the curricula
of courses targeted approaches to areas of expertise. One of the main challenges of
the genetic study is related to the practice and extension of education, and in the case
of EaD this difficulty becomes constant. This worked aimed to analyze the perceptions
of students of nursing degree courses education institution, located in the municipality
of Ananindeua, Pard, Brazil, regarding the teaching of genetics and their experiences.
Descriptive, exploratory study of probability for convenience of type case studies.
Was held as schedule in an educational institution courses, located in the new town,
municipality of Ananindeua, Para. Initially, it was explained the purpose and meaning
of research and semi-structured questionnaires were applied to nursing students
who have already attended the discipline of genetics through the virtual learning
environment. All participants rated the discipline of genetics as very important to your
training; 60.8% (14/23) state that is regular; 69.5% (16/23) reported that the contents
discussed match the needs of the course; 17.3% (4/23) of the students reported having
had contact with patients with evidence of genetic disease and 100% said not having
academic guidance of how to proceed in these cases and has no claim to perform a
graduate in the area. It is necessary that the EaD enable encounter between subject,
the interactivity between health professionals, exchange of experience and collective
construction, requiring interventions become more productive discipline.
KEYWORDS: Genetics; Distance education; Nursing

11 INTRODUCAO

A genética esta vinculada a praticamente todos os conteudos da biologia, sendo
fundamental uma aprendizagem sélida dos conceitos desta area. Além disso, € uma
especialidade nas ciéncias da saude e se faz necessaria nos curriculos dos cursos
com abordagens direcionadas para as areas de atuacdao (MOURA, 2013).

O Ensino a Distancia (EaD), conhecido também por ambiente virtual de
aprendizagem (AVA) ja alcancou uma densidade teérica que a coloca como uma
alternativa que vai além da objetividade profissionalizante, sendo reflexiva e
efetivamente formativa (RIBEIRO, 2007).

Um dos principais desafios do estudo em genética é relacionado a pratica e
extensdo do ensino, e tratando-se de EaD essa dificuldade torna-se constante.
Para enfrentar esse desafio, € preciso desenvolver um conjunto de acbes no campo
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educacional que proporcione uma ampliagcdo quantitativa e qualitativa dos processos
educativos (DOS SANTOS, 2012).

A enfermagem em genética e genémica é definida como a protecdo, promocéo
e otimizacdo da saude; prevencdo da doenca e lesao; alivio do sofrimento por meio
do diagnéstico das respostas humanas; e defesa, de forma pré-ativa, dos direitos de
individuos, familias e comunidades sob o cuidado gendémico (ISNG, 2007).

O papel da enfermagem é determinado de acordo com os dois niveis de atuacéo
com a formagdo académica generalista ou especialista e ambos incluem a aplicagéo
da genética e da genbmica na avaliacdo, no diagnostico e nas intervencdes de
enfermagem (FLORIA-SANTOS, 2013).

2| OBJETIVO

Analisar a percepcéo dos discentes do curso de enfermagem de uma instituicdo
de ensino semipresencial, localizada no municipio de Ananindeua, Para, Brasil, a
respeito do ensino de genética e suas vivéncias.

31 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, exploratério, de probabilidade por conveniéncia,
do tipo relato de experiéncia. Foi realizado em abril de 2018, por integrantes de uma
liga académica de uma instituicdo privada, conforme agendado brevemente com a
turma, e a direcdo da instituicdo de ensino semipresencial, localizado no bairro da
Cidade Nova, municipio de Ananindeua, Para.

Foram incluidos no trabalho alunos que estavam presente no momento da
pesquisa, que ja haviam cursado a disciplina de genética ou afins e que estavam
regularmente matriculados na instituicdo. E foram excluidos os que nao estavam
presentes ou matriculados.

Inicialmente, foi explicado o objetivo e significado da pesquisa e foram aplicados
questionarios semi-estruturados aos discentes de enfermagem que ja cursaram
a disciplina de genética por meio do ambiente virtual de aprendizagem (AVA). O
questionario abordava nivel de conhecimento em genética, relacdo com o contetdo e
0 curso, patologias genéticas e interesse pela area.

Os resultados foram armazenados em uma base de dados no Programa EPIINFO
2007, versao 7.1.0.6. Os participantes foram informados que a qualquer momento
poderédo abandonar o estudo, pois sua participacao foi voluntaria.
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4 | RESULTADOS

Do total de 38 discentes, participaram da pesquisa 23 académicos regularmente
matriculada na instituic&o.

Todos os participantes classificaram a disciplina de genética como muito
importante para sua formacéo; 39,2% (9/23) afirmaram que seu conhecimento em
genética é ruim, 60,8% (14/23) afirmam que é regular e ndo houve afirmacgodes no item
bom.

Dos entrevistados, 69,5% (16/23) afirmaram que o conteudo abordado condizia
com as necessidades do curso, porém todos consideram necessario que haja
abordagem prética da disciplina.

Quando perguntado sobres as patologias genéticas conhecidas, as mais citadas
foram Sindrome de Down, seguido de Daltonismo e Anemia Falciforme. Somente
17,3% (4/23) dos alunos afirmaram ter tido contato com pacientes com indicio de
doenca genética e 100% disseram n&o ter orientacdo académica de como proceder
nesses casos.

Todos académicos afirmaram que a area de genética ndo é a primeira opgcao
para uma possivel pés-graduacao.

51 DISCUSSAO

Embora a enfermagem, ja reconheca a importancia da genética e da gendémica
na pratica clinica, levantamentos realizados em diversos paises mostram que esses
conteudos ainda sé&o limitados nos cursos de graduac¢ao em enfermagem, igualmente
a experiéncia relatada onde 60,8% avaliaram o conhecimento nessa area como regular
(Jenkins, 2005).

Este trabalho evidenciou que 100% dos participantes, ndo possui intencéo de
fazer uma poOs graduacado na area de genética, possivelmente por que os profissionais
da saude ainda consideram a genética uma especialidade médica como afirma
CALZONE, 2010.

Nota-se que a maioria dos entrevistados queixam-se da falta de pratica e/ou
contato com pacientes ou as patologias relacionadas a genética, devido a modalidade
EaD, o que de acordo com Rojo, 2011 é importante os profissionais de Enfermagem
refletirem sobre suas praticas e para a necessidade de se apropriarem dos recursos
da EAD para constante atualizacéo

6 1| CONCLUSAO

O profissional de enfermagem possui potencial para aplicar seus conhecimentos
na assisténcia ao cuidado, no ensino e na pesquisa em oncoldgica ou diversos setores,
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sob a o6tica da genética e da genGmica.

Para tanto, é notavel que ha um déficit no processo de ensino-aprendizagem
de genética, principalmente em EaD, que constitui-se um desafio na area da saude
e consequentemente em salde publica. E necessario que a EaD passe a ndo ser
mais considerada uma mercadoria de alta tecnologia, mas um processo que viabilize
0 encontro entre sujeitos, a interatividade entre profissionais de saude, a troca de
experiéncias e a construcdo coletiva de novos saberes, necessitando de intervencdes
que tornem a disciplina mais proveitosa, dentre as quais boas opcdes seriam as
atividades praticas e de extenséo hospitalar.
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CAPITULO 3

A GENETICA TOXICOLOGICA E O BIOENSAIO Allium cepa
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RESUMO: A genética toxicologica € uma
ferramenta indispensavel na busca por
substancias potencialmente danosas aos
seres vivos e ao meio ambiente como um todo.
Atualmente é amplamente empregada em
estudos de impacto ambiental e na producao
de medicamentos; no entanto, sua utilizacéo na
analise dos metabdlitos secundarios vegetais
vem aumentando consideravelmente nas
ultimas décadas e um dos testes mais utilizados
€ 0 ensaio in vivo com raizes de cebola (Allium
cepa L.). O presente trabalho traz uma revisao
sobre as origens da genética toxicologica,
bem como seu uso no estudo dos produtos
produzidos pelo metabolismo vegetal.
PALAVRAS-CHAVE: Fitoquimicos.
Mutagenicidade. Teste do A. cepa.

ABSTRACT: Toxicological genetics is an
indispensable tool in the search for potentially
damaging substances to living beings and the
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environment as a whole. Currently it is widely
employed in environmental impact studies and
in the production of medicines; however, its
use to analyze secondary metabolites plants is
increasing considerably in recent decades and
one of the most widely used tests is the in vivo
with roots of onion (Allium cepa L.). The present
work brings a review on toxicological genetics
origins, as well as your use to study the products
produced by plant.

KEYWORDS: Phytochemicals. Mutagenicity. A.
cepa System.

11 INTRODUCAO

Desde tempos imemoriais as espécies
que habitam o planeta séo irremediavelmente
expostas as substéncias que podem causar
danos e afetar sua sobrevivéncia e desde as
mais antigas civilizagbes ha relatos de estudos
sobre seus efeitos na saude humana e animal.

Comopassardaseraseodesenvolvimento
da humanidade, novas substancias foram
desenvolvidas, contaminando o ambiente e
colocando em risco a existéncia dos seres
vivos, principalmente do homem.

Neste contexto a genética vegetal
surge como ferramenta na investigacdo dos

potenciais tdxicos desses compostos, sejam de
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que origem forem, bem como no entendimento dos seus mecanismos de acao sobre
o material genético.

Assim, o presente trabalho objetivou fazer uma revisdo acerca das origens
deste ramo da genética e sua aplicacdo no estudo dos aleloquimicos produzidos
pelas plantas, especialmente aquelas utilizadas pelos seres humanos como fonte de
alimento e remédio.

21 O HISTORICO DA GENETICA TOXICOLOGICA

A exposicao a agentes potencialmente danosos ao organismo € uma condi¢céo
inerente aos seres vivos desde o advento da vida no planeta Terra; contudo, o
desenvolvimento tecnoldgico, especialmente a partir da Revolug¢ao Industrial, contribuiu
exacerbadamente para elevar tanto a quantidade dessas substancias quanto a
possibilidade de exposicao (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Segundo Bagatini,
Silva e Tedesco, (2007), tais agentes, cuja origem pode ser quimica, fisica ou biolégica,
induzem modificacbes tanto ao nivel celular quanto molecular, afetando processos
vitais como a duplicacdo e transcricao génica, bem como causando alteracbes
cromossémicas; essas alteracbes podem aumentar e/ou acelerar o aparecimento de
mutagdes, além de levar a morte celular (CARVALHO, 2004; ALMEIDA NETO et al.,
2005; SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013; SILVA et al., 2014).

Desde o antigo Egito ja havia registros sobre substancias que poderiam causar
maleficios a saude humana; na Grécia, Hipdcrates, considerado por muitos como o
criador da medicina moderna, descreveu instru¢des detalhadas sobre a acéo de varios
compostos toxicos aos seres humanos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

A deteccdo e compreensdo dos mecanismos de acdo de tais substancias
potencialmente citotoxicas e genotdxicas, bem como a investigacdo de seus efeitos
sobre o0s organismos, é campo de atuagdo da Genética Toxicoldgica (FONSECA;
PEREIRA, 2004), cujos primoérdios remontam a Europa do inicio de 1900. Conforme
Wasson e outros (2010), a redescoberta do trabalho de Mendel levou ao rapido
desenvolvimento da Genética e com ela o interesse pela forma como fatores externos
sao capazes de afetar os processos génicos, selecionados evolutivamente para serem
precisos e corrigir suas proprias falhas. Todavia, sdo os trabalhos de Herman Joseph
Muller (1927) e de Auerbach et al. (1947) que sdo considerados o0 marco oficial do
inicio da Genética Toxicoldgica, uma vez que ambos — ao trabalharem com a inducéo
de mutacdes em células de Drosophila sp. - “[...] destacaram o conceito de mutacéo e
empreenderam esforcos na analise de como e por que agentes (fisicos, quimicos ou
biolégicos) induzem mudancas genéticas [...]” (WASSON et al, 2010, tradugcé@o nossa).

Ainda no inicio do século XX, o botanico De Vries, em sua obra “A teoria da
mutacdo’, ja advertia para a possibilidade de que, ao se aclarar os principios que
levavam a falha nos mecanismos de reparo, poder-se-ia “planejar” mutagdes a fim de

obter caracteristicas desejaveis. Para ele,

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 3




[...] novas espécies ou variedades poderiam se formar em um Unico passo (com
saltos) a partir da espécie parental que continuaria existindo sem modificar-
se durante 0 processo. A essas novas espécies ou variedades ele chamou de
“mutantes” (MARTINS; BRITO, 20086).

No decorrer dos trinta primeiros anos do século XX, diversas descobertas na
area da Genética e o trabalho de Muller comprovando os efeitos da radiacdo na
mutagénese levantaram questdes acerca da inducéo artificial de mutag¢des, bem como
sobre a possibilidade de quimicos como alcool, morfina, aménia e diversos metais
alterarem o material genético; para Auerbach e colaboradores (apud WASSON et al.,
2010)

Se, como desconfiamos, a mutac&o é um processo quimico, entdo o conhecimento
dos reagentes capazes de iniciar esses processos poderé trazer luz a ndo somente
a reacdo em si, mas também sobre a natureza do gene, outro parceiro na reagcao
(traducéo nossa).

Na década de 1950, Barthelmess publicou um artigo sobre as substancias
guimicas utilizadas na medicina com efeitos comprovadamente citogenéticos; diversas
pesquisas foram ao encontro desse artigo durante os anos 1960 e comecgou-se a
pratica de realizar ensaios mutagénicos antes da liberacdo para venda de qualquer
droga.

Muller [foi um dos que] expressou preocupacado de que humanos estivessem
sendo expostos a um grande numero de substancias (como aditivos alimentares,
drogas, narcoéticos, antibidticos, pesticidas, cosméticos, contraceptivos, poluentes
do ar e da agua) nédo encontradas nas geracfes anteriores e para as quais o0s
individuos expostos n&o tinham sido especificamente adaptados pela selecéo
natural (WASSON et al., 2010, tradugéo nossa).

A obra de Rachel Carlson intitulada Primavera Silenciosa, em 1962, a qual
documentava o efeito de agrotoxicos sobre aves deu forca ao estudo da Toxicologia
Ambiental (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013) e com o langcamento do periddico
Mutation Research, em 1964, a Mutagénese Ambiental alcangou, de fato, relevancia na
comunidade académica, resultando na criacdo das Sociedades Americana e Europeia
de Mutagénese em 1969 e 1970, respectivamente (RIBEIRO et al., 2003).

Em 1970, as pesquisas de Ames e McCann apontaram para fortes semelhancas
entre o processo de mutagenicidade em Salmonella sp. com a carcinogénese em
humanos (MACGREGOR; CASCIANO; MULLER, 2000); segundo Wasson e outros
(2010), o teste com Salmonella gerou, a época, imenso entusiasmo pela possibilidade
de utilizar testes de baixo custo na identificacéo e controle de exposicao de quimicos
carcinogénicos e até hoje € um dos testes mais empregados na area da Mutagénese
Ambiental.

Em 1980, diversos paises incluiram a mutagenicidade entre a bateria de testes
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a serem realizados antes da liberacdo de novas substéncias no mercado (RIBEIRO
et al., 2003). Os avancos ocorridos no final daquele século, como o sequenciamento
gendmico de seres vivos e novas tecnologias empregadas na ciéncia, ampliou as
possibilidades de pesquisa no campo da mutagénese, tornando-a uma das areas mais
promissoras da genética na atualidade.

31 A APLICACAO DA GENETICA TOXICOLOGICA NO ESTUDO DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS VEGETAIS

Embora a maior aplicacdo da genética toxicologica seja na area ambiental e nos
estudos de impactos ecoldgicos de substancias toxicas, é cada vez mais crescente
sua utilizacdo como ferramenta para a investigacao de fitoquimicos, especialmente
aqueles produzidos por plantas com uso consagrado na medicina popular.

Para a liberacdo de novos farmacos no mercado, diversos paises, incluindo o
Brasil, exigem que sejam efetuados testes de toxicidade; embora esta regra ndo inclua
obrigatoriamente os fitofarmacos, cada vez mais pesquisadores estao investigando os
possiveis efeitos adversos desses aleloquimicos sobre organismos-teste.

E fundamental saber se estas substancias originarias das plantas irdo causar
algum efeito direto ou indireto no material genético, levando a mutacdes, pois, caso
estas sejam transmitidas aos descendentes, poderéao afetar as geragdes seguintes
(FONSECA; PEREIRA, 2004).

Os testes mais empregados para o estudo da mutagenicidade s&o aqueles
feitos com microorganismos (Teste de Ames), utilizando células de medula 6ssea de
mamiferos in vitro ou in vivo e organismos-teste vegetais (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO,
2013). Destes, o bioensaio realizado com raizes de Allium cepa L. é o mais utilizado.

3.1 O Bioensaio Allium cepa como Ferramenta para Avaliacao Mutagénica

Para a real efetividade dos biotestes, € fundamental que o organismo escolhido
como bioindicador seja fenotipicamente mais sensivel a lesbes no material genético,
expressando em um curto espacgo de tempo, portanto, respostas a qualquer alteracao
externa a que séo submetidos (VIEIRA; DANTAS, 2015); além disso, deve ser capaz de
detectar os agentes toxicos em mais de um ambiente, bem como permitir a verificacéo
de diversas classes de danos em suas células. Desta forma, os bioindicadores sao
ferramentas importantes nos estudos ambientais uma vez que, segundo Arraes e
Longhin (2012), fornecem respostas mais precisas e rapidas sobre o cenario ao qual
se encontra o ecossistema estudado.

Além das caracteristicas supracitadas, para um organismo ser um indicador
bioldgico ideal, ele precisa

[...] ser taxonomicamente bem definido e facilmente reconhecivel pela sociedade
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comum; possuir distribuicdo geografica ampla; ser abundante ou de facil coleta;
ter baixa variabilidade genética e ecolodgica; [...]; ter curto ciclo de vida; dispor
de caracteristicas ecoldgicas bem conhecidas e poder ser usado em estudos
laboratoriais (JOHSON et al. apud ARRAES; LONGHIN, 2012).

Para Leme e Marin-Morales (2009), de acordo com o sistema empregado e a
caracteristica genética observada, podem-se dividir os sistemas-teste em dois grupos:
bioensaios com procariotos, no qual se identificam injarias primarias ao DNA, e
bioensaios com eucariotos, que permitem a analise de grandes danos, que variam de
mutacdes génicas a lesdes cromossémicas e aneuploidias.

Dentre os sistemas que utilizam organismos eucariotos, os vegetais superiores
constituem um importante modelo para identificacdo de substancias toxicas, uma
vez que os resultados obtidos sdo suficientes para alertar quanto aos riscos a outros
sistemas biolégicos, haja vista a universalidade do cédigo genético, alvo dessas
substancias (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
FIRBAS; AMON, 2013). De fato, a correlacao de biotestes vegetais com outros sistemas,
incluindo mamiferos, € superior a 80% (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; ARRAES;
LONGHIN, 2012; TEDESCO et al., 2015), fazendo com que seu uso se fortaleca em
meio & comunidade cientifica como forma eficaz de avaliagcdo da genotoxicidade
e - especialmente - das aberragbes mitoticas em eucariontes (POHREN; COSTA;
VARGAS, 2013).

Para Leme e Marin-Morales (2009), Mohammed (2010) e Felicidade e
colaboradores (2014), as plantas se destacam nédo somente quanto a sensibilidade
a substancias genotoxicas, mas também ao potencial para manifestar mutacoes
pontuais, aberracdes cromossOmicas e formacao de micronucleos em células de
diferentes tecidos. Ademais,

As razbes para usar sistemas vegetais sdo muitas: Plantas sao faceis de armazenar,
geralmente os cromossomos estdo em boas condi¢des, baixo custo e, 0 mais
importante, possuem uma boa correlacdo para outros sistemas-teste (FISKESJO,
1985, traducéo nossa).

Conforme Fiskesjo (apud TEDESCO et al., 2015), apesar dos organismos de
plantas e animais apresentarem particularidades, os principios metabdlicos sé&o
similares, justificando a extrapolacdo dos resultados para animais e humanos. Além
disso, a presenca de enzimas oxidase no metabolismo vegetal permite que eles ativem
os pré-mutagenos em mutagenos sem necessitar da adicao dessas enzimas ao meio,
como ocorre nos testes com bactérias (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Dentre os vegetais superiores, o bioteste Allium cepa (cebola), introduzido em 1949
por Levan, € um dos testes in vivo mais empregados na avaliacéo do potencial citotoxico
e genotdxico/mutagénico de metabodlitos secundarios vegetais em suas diversas
concentragcdes e em diferentes tempos de exposicao (BAGATINI; SILVA; TEDESCO,
2007; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012); devido ao baixo nimero cromossémico
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(2n = 16), rapido ciclo celular, facil manipulacao, alta sensibilidade a grande variedade
de substancias e excelente correlagdo com outros bioensaios, este sistema-teste
permite a deteccdo de danos tanto em paréametros macroscépicos, por alteragdes na
cor, tamanho e morfologia das raizes, quanto microscépicos, por meio de alteracoes
durante o processo mitético (LEME; MARIN-MORALES, 2009; MOHAMMED, 2010;
ARRAES; LONGHIN, 2012). Além disso, anomalias cromossOmicas espontaneas
sdo extremamente raras nesta espécie, tornando-o confiavel para associar os danos
ocorridos ao efeito da substancia testada (FIRBAS; AMON, 2013).

Também conhecido como teste de avaliacdo de altera¢cdes cromossdmicas, 0
bioensaio Allium cepa é mundialmente reconhecido pela comunidade cientifica como
eficaz para analise de genotoxicidade, tendo seu emprego validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica da Organizacdo Mundial da Saude (IPCS) e o
Programa Ambiental das Nagbes Unidas - UNEP (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007;
FIRBAS; AMON, 2013; TEDESCO et al., 2015). Constitui, segundo Charoenying,
Teerarak e Laosinwattana (2010), um dos melhores modelos biolégicos para avaliagdo
de danos em cromossomos e disturbios ocorridos no ciclo celular por quimicos
que penetraram na célula durante o processo, além de permitir a determinacéo do
mecanismo pelo qual essa interferéncia ocorre.

Em comparacdo a outros vegetais superiores, a espécie Allium cepa tem
demonstrado maior sensibilidade a substancias toxicas (ARRAES; LONGHIN, 2012)
e, diferentemente de outros testes, seu emprego permite a avaliagdo simultanea
e comparada de diversos parametros, como germinagédo, tamanho e morfologia
radicular, células mortas e aberrantes e indice mitotico (PATNAIK; ACHARY; PANDA,
2013; AHMED, 2014).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista o crescente nUmero de substancias a qual estamos expostos,
sejam de origem organica ou sintética, € primordial que hajam estudos concernentes
aos seus riscos a espécie humana e ao ambiente. Somos diretamente dependentes
das plantas para nossa sobrevivéncia, seja como fonte alimentar ou medicamentosa,
reforcando a necessidade de pesquisas com foco nos efeitos benéficos e maléficos dos
fitoquimicos; neste sentido, o bioteste do A. cepa é uma ferramenta importantissima
em um pais com poucos recursos financeiros dedicados as pesquisas cientificas, pois,
além de ser barato e de facil execucao, produz resultados confiaveis.
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RESUMO: O estudo genético de animais de
dificil acesso, com habitos elusivos e noturnos
tem sido facilitado por meio das analises
genéticas nao invasivas, por exemplo, utilizando
fezes obtidas no campo. Este tipo de amostra
se torna ainda mais importante quando se
trabalha com animais ameacgados, permitindo
obter dados populacionais de demografia,
razao sexual, parentesco, diversidade genética,
diferenciacao populacional e fluxo génico.
Muitos felinos se encontram atualmente
ameacados ou vulneraveis, principalmente
devido a fragmentacao e reducao de habitats.
Populacées isoladas diminuem o fluxo génico
com outras populacdes e podem aumentar a
taxa de deriva genética e endogamia, podendo a
longo prazo serem extintas no ambiente natural.

Conceitos Basicos da Genética

FELINOS BRASILEIROS

Por isso, técnicas de amostragem nao invasiva
de felinos estao sendo cada vez mais utilizadas,
com o intuito de detectar dados populacionais
que possam ajudar na conservagcdo destas
espécies. Este capitulo apresenta aspectos
basicos da Genética da Conservacdo e um
levantamento de estudos de casos em felinos
brasileiros, que usaram amostragem nao
invasiva para obter informacgbes fundamentais
sobre a ecologia, biologia e genética, como
subsidio para a conservacgéo e preservagcao em
longo prazo desses animais.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores moleculares,

Felidae, gatos, fezes.

ABSTRACT: Genetic studies of animals with
elusive and nocturnal habits has been facilitated
through noninvasive genetic analyses using, for
instance, feces obtained in the field. This type
of sample becomes even more important when
working with endangered animals, allowing us
to obtain population data from demographics,
sex ratio, kinship, genetic diversity, population
differentiation and gene flow. Many cats are
currently threatened or vulnerable, mainly due
to the fragmentation and reduction of habitats.
Isolated populations decrease gene flow with
other populations, increase the rate of genetic
drift and inbreeding, and may in a longer term
be extinct in the natural environment. Therefore,
noninvasive cat sampling techniques are being

Capitulo 4




increasingly used, in order to record population data that may help in the conservation
of these animals. This chapter presents basic aspects of Conservation Genetics and
a survey of case studies in Brazilian felids, which used noninvasive sampling to obtain
fundamental information on ecology, biology and genetics, as a subsidy for the long-
term conservation and preservation of these animals.

KEYWORDS: Molecular markers, Felidae, cats, feces.

11 INTRODUCAO

Neste capitulo iremos apresentar as bases de uma nova disciplina da area
da genética, denominada Genética da Conservag¢do, bem como iremos destacar o
papel dos estudos genéticos realizados por meio de amostragem nao invasiva, para
o conhecimento da ecologia, biologia e genética e, consequente, conservagao dos
felinos brasileiros.

Com principal objetivo de conservacao da biodiversidade no nivel dos genes
(MCNEELY, 1990; FRANKHAM, 2009), a Genética da Conservacéo alia a teoria e
0s métodos genéticos para entender as consequéncias sobre a diversidade genética
em relacdo as ameacgas que sofrem as espécies em risco de extincdo, ajudando na
elaboracao de medidas para a sua conservacao (FRANKHAM, 2009). Dessa maneira,
essa disciplina tem como foco as espécies ameacadas e busca identificar os sinais
genéticos promovidos pelas pressodes, particularmente as antrdpicas, que elevam o
risco de extincao, e auxiliar nas medidas de conservagao.

Neste contexto, abordaremos o uso da anélise genética ndo invasiva em estudos
dos animais de dificil acesso aos pesquisadores, destacando os estudos realizados
em felinos no Brasil, tendo como material fonte de DNA, amostras nao invasivas como
fezes, pelos e regurgito, evitando assim a captura do animal.

21 A ABORDAGEM NAO INVASIVA EM ESTUDOS DE GENETICA DA
CONSERVACAO

A metodologia de amostragem néo invasiva € empregada sobretudo em animais
de dificil captura, como os que apresentam grandes areas de vida, baixa densidade,
atividade noturna e habitos elusivos. Animais com as caracteristicas mencionadas e
ainda em risco de extincao sao ainda mais favorecidos com este tipo de amostragem,
evitando o estresse para o animal e o risco de sua perda durante o manejo (STANTON,
2016; VELLI, 2015; WALKER, 2016; WHEAT, 2016).

Entre os principais grupos estudados através dessa abordagem, destacam-se as
espécies de mamiferos carnivoros terrestres, como os canideos e os felinos. Dentre
as amostras néo invasivas mais utilizadas para esses grupos, destacam-se as fezes
(RODGERS, 2013), por serem recobertas pelo muco do intestino do animal, permitindo
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a obtencdo de moléculas de DNA para os estudos genéticos (ALBAUGH, 1992), além
da relativa facilidade de coleta. Isso se deve ao fato de as espécies de carnivoros
possuirem, geralmente, habitos territorialistas e frequentemente depositarem suas
fezes em locais proeminentes, como trilhas e rochas, para marcarem seu territorio
(CHAME, 2003; DAVISON, 2002).

O uso das amostras ndo invasivas em conjunto com técnicas moleculares tem
permitido a obtencéo de informagdes muito ricas, como a identificagcdo molecular
da espécie depositora das fezes (CHAVES, 2012; FARREL, 2000; RODRIGUEZ-
CASTRO, 2018; SOUZA, 2017). Também ¢é possivel realizar a individualizacéo
e a sexagem das amostras, permitindo avaliar questdes como a distribuicao dos
individuos, area de vida, tamanho minimo populacional e densidade (DEAGLE, 2007;
HEDMARK, 2004; LIVIA, 2007; MIOTTO, 2014; SOUZA, 2012, 2013). Estudos prévios
de demografia, por exemplo, confirmaram a similaridade entre os resultados obtidos
por meio de amostras ndo invasivas e aqueles encontrados a partir de cameras
fotogréaficas (BELLEMAIN, 2005), bem como de radiotelemetria para estimar padroes
de movimentacdo (ROQUES, 2014). Além das andlises citadas, também podem ser
respondidas questbes de genética populacional, como avaliar a diversidade genética,
estruturacao populacional, fluxo génico e parentesco (MIOTTO, 2012; SARANHOLI,
2017; HAAG, 2010b).

Apesar das vantagens indicadas, o uso das amostras ndo invasivas é, geralmente,
limitado pela baixa qualidade e quantidade de DNA obtido (TABERLET, 1999). Exposto
a altas temperaturas e umidade do ambiente, 0 DNA obtido das fezes apresenta elevada
degradacao (FARREL, 2000), principalmente nos ambientes tropicais (MICHALSKI,
2011; ROQUES, 2014). Além disso, este tipo de amostra pode apresentar inibidores
de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), que é a metodologia empregada
para amplificar copias do fragmento especifico de DNA para posterior analise. Esses
inibidores podem dificultar as amplificagcdes e aumentar a chance de se obter resultados
errdbneos. Por isso, devem ser incluidos uma série de cuidados e etapas (Figura 1),
com o intuito de minimizar os erros e aumentar as chances de amplificacdo do DNA
fecal (BUCHAN, 2005; HOFFMAN, 2005; PIGGOT, 2004).

O primeiro cuidado consiste na deteccdo e coleta de amostras mais frescas
possiveis, para minimizar a exposicao do DNA ao ambiente, que poderia degrada-lo.
O uso de kits comerciais para a extragéo do acido nucleico tem facilitado a obtencao de
DNA em qualidade satisfatoria para estudo. No processo de amplificagao, € importante
realizar réplicas de PCRs, possibilitando que alguma falha de amplificacdo devido a
baixa qualidade do DNA possa ser corrigida e, assim, evitando interpretacdes errbneas
dos resultados (TABERLET, 1999).

Outro passo decisivo é a sele¢cao dos marcadores moleculares que serao utilizados
nos estudos; estes precisam ser informativos, mesmo em pequenos fragmentos de
DNA amplificados, ja que o DNA fecal se apresenta degradado.
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ETAPA 1: Coleta, armazenamento e extragio do DNA
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ETAPA 3: Individualizacdo das amostras e analises genéticas
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Figura 1. Etapas do processo de coleta e analises genéticas a partir de amostras néo invasivas,
como no caso das fezes.

ETAPA 1: 1 - Busca ativa de amostras fecais, geralmente em trilhas e estradas
de terra. A presenca de alguns sinais deixados pelos animais, como pegadas, pode
facilitar a procura das amostras; 2 — Coleta de um por¢ao da amostra utilizando material
estéril; 3 — Armazenamento em tubos estéreis contendo solugéo para a conservacgao,
como por exemplo o etanol, e acondicionamento em freezer até a extracdo do DNA;
4 — Extracdo do DNA usando kits comerciais especificos para amostras fecais, que
extraem os inibidores de PCR; 5 — Obtencao do DNA que sera utilizado nas etapas
seguintes.

ETAPA 2: 6 — DNA obtido na primeira etapa; 7 - Amplificacdo em PCR de mini
sequéncias do DNA mitocondrial para a identificacdo molecular das amostras; 8 —
Sequenciamento dos produtos de PCR de regides mitocondriais. Na figura & possivel
ver as regides variaveis (sitios polimérficos) entre as espécies; 9 — Construgcéo de
arvores filogenéticas com as sequéncias obtidas e sequéncias controles, ou seja,
sequéncias obtidas a partir de amostras das quais se tinha a espécie confirmada
(marcadas com asterisco). Essa etapa auxilia e facilita o processo de identificacdo das
espécies, principalmente quando se trabalha com muitas amostras.

ETAPA 3: 10 — DNA obtido na primeira etapa; 11 - Amplificacdo em PCR dos
microssatélites; 12 — Resultado da genotipagem dos microssatélites, fornecendo os
alelos e os gendtipos para cada amostra; 13 — Apds a obtencéo dos gendtipos, é
possivel individualizar as amostras coletadas e, em seguida, proceder com as analises
genéticas (diversidade genética, parentesco, fluxo génico etc.).




31 MARCADORES MOLECULARES E ESTUDOS COM AMOSTRAS NAO
INVASIVAS

Um marcador molecular é qualquer carater molecular que apresenta um certo
grau de polimorfismo, ou seja, de variacéo entre organismos estudados (TURCHETTO-
ZOLET, 2017). Entre os marcadores moleculares mais amplamente utilizados em
estudos genéticos a partir de amostras n&o invasivas, destacam-se os microssatélites
no genoma nuclear e por¢oes dos genes do DNA mitocondrial (BEJA-PEREIRA, 2009;
BROQUET, 2007), pois geram informacdes mesmo a partir de pequenas sequéncias
de DNA.

O DNA mitocondrial consiste em uma molécula haploide circular (15-17kb)
presente nas mitocéndrias, que é predominantemente transmitido por heranga materna
(PALMER, 1987). Devido a sua alta taxa de evolucao, comparada aos genes nucleares,
e consequente alto polimorfismo, além da auséncia de recombinacéo, este marcador
pode ser empregado tanto para estudos filogenéticos, bem como populacionais (AVISE,
2004). Nos estudos genéticos baseados em amostras de fezes, o primeiro passo € a
identificacéo da espécie depositora das fezes e, para isso, 0 DNA mitocondrial tem se
mostrado uma excelente ferramenta. Diversos trabalhos desenvolveram os chamados
mini-barcodes, ou seja, pequenas sequéncias de DNA capazes de identificar a espécie
a partir deste marcador (ADRADOS, 2018; CHAVES, 2012; FARRELL, 2000; HAAG,
2009; RODRIGUEZ-CASTRO, 2018). O seu emprego tem permitido a confirmacéo de
ocorréncia de espécies elusivas em areas onde as mesmas nao eram mais registradas
através de outros métodos de deteccéao (SOUZA, 2017).

J& os microssatélites permitem a individualizacdo das amostras n&o invasivas
(GOLDSTEIN, 1997). Considerados locos hipervariaveis do genoma nuclear, os
microssatélites sdo muito empregados em estudos populacionais (MANEL, 2003) e
permitem estimar diversos parametros como a diversidade genética, fluxo génico,
estruturacdo populacional e parentesco (GOTTELLI, 2007; NESJE, 2000). Essas
analises sao possiveis devido as suas caracteristicas de alta taxa de polimorfismo,
padréo de heranca do tipo codominante, além de frequentemente ser seletivamente
neutro (SELKOE, 2006). Microssatélites consistem em pequenas partes de DNA
(1-6pb), repetidas em série, com distribuicdo por todo o genoma (TAUTZ, 1989),
sendo encontrados, geralmente, em regides nao codificantes (GOLDSTEIN, 1999).
Seus produtos de amplificacdo pela PCR séo pequenos, possibilitando que sejam
perfeitamente empregados em amostras com DNAfragmentado, como as n&o invasivas
(BEJA-PEREIRA, 2009). Todas estas caracteristicas tém feito dos microssatélites uma
fantastica ferramenta para estudos de genética populacional em carnivoros, a partir do
DNA obtido de fezes (DUTTA, 2013; HAAG, 2010b; MIOTTOa, 2007; PALOMARES,
2002, 2017; SOUZA, 2017; SARANHOLI, 2017; SRBEK-ARAUJO, 2018).
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41 COMBINANDO AAMOSTRAGEM NAO INVASIVA E TECNICAS MOLECULARES
PARA ESTUDOS DE GENETICA DA CONSERVAGCAO EM ESPECIES DE FELINOS
BRASILEIROS

A familia Felidae inclui espécies predominantemente carnivoras com amplas
variagcdes em seus tamanhos corpéreos, na distribuicdo geografica, nas areas de vida
e densidades populacionais (OLIVEIRA, 2005; SUNQUIST, 2002; ZELLER, 2007). Nas
Américas, podem ser encontradas 13 espécies de felinos. No Brasil, foram detectadas
nove espécies: gato-palheiro (Leopardus colocolo), gato-do-mato-grande (Leopardus
geoffroyi), gato-do-mato-pequeno do nordeste (Leopardus tigrinus), gato-maracaja
(Leopardus wiedii), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno do sul
(Leopardus guttulus), onca-pintada (Panthera onca), ong¢a-parda (Puma concolor) e
jaguarundi (Puma yagouaroundl).

A fragmentacdo e a perda de habitat representam uma grande ameaca para
essas espécies (RIPPLE, 2014) e podem afetar principalmente o deslocamento,
resultando em alteragcbes em suas areas de vida (WEBER, 1996), o conflito com
os seres humanos (CONFORTI, 2003) e modificando seus padrbes de reproducao
(EIZIRIK, 2008). A fragmentacado também contribui significativamente para a reducéo
da diversidade genética das espécies, pois pode promover o isolamento de suas
populacdes (FRANKHAM, 2002). Pequenas populacdes isoladas tendem a apresentar
uma reducado na variacao genética, promovida por efeitos da deriva genética, definida
como flutuacéo ao acaso das frequéncias alélicas entre geragdes, além do aumento
na taxa de endogamia, isto €, o cruzamento entre parentes (FRANKHAM, 2002;
SPIELMAN, 2004). Com a intensificacdo destes processos, alelos deletérios podem
se tornar fixados, comprometendo o potencial adaptativo das populagdes (LEHMAN,
2006), que apresentam uma menor producdo e viabilidade dos espermatozoides,
diminuicdo da habilidade de acasalamento e reduzida fecundidade das fémeas e
sobrevivéncia juvenil (FRANKHAM, 2002). Com o potencial adaptativo dos individuos
reduzido, a probabilidade de extincdo da popula¢ao ou da espécie é ampliada (DUTTA,
2013; FRANKHAM, 2002; RIPPLE, 2014; SCHIPPER, 2008).

Inumeras espécies de felinos se encontram ameacadas de extingdo,
primordialmente pela reducédo e fragmentacdo dos habitats e a retaliagcdo por caca
(RIPPLE, 2014; DE AZEVEDO, 2013). A onca-pintada, o maior felino das Américas,
€ atualmente considerada “quase ameacada” (near threatened) segundo a Uniao
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN, 2018). Este felino pode inclusive
ser o0 primeiro grande predador a desaparecer no bioma Mata Atlantica (GALETTI,
2013; PAVIOLO, 2016). Estudos populacionais ja demonstraram que algumas de suas
populacdes encontram-se geneticamente isoladas (HAAG, 2010b; SRBEK-ARAUJO,
2018). Considerando que a Mata Atlantica conta atualmente com apenas 16% da
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cobertura vegetal original, com a maior parte dos remanescentes fragmentados em
areas menores de 50 ha (RIBEIRO, 2009), o risco de extingdo dos animais que habitam
esse bioma é alarmante.

No Brasil, diferentes estudos em felinos conduzidos pela combinacao da anélise
genética e a amostragem nao invasiva tém focado seus objetivos em diversos aspectos
da biologia, ecologia e genética de nossas espécies (Tabela 1).

Para aprimorar a identificacéo das espécies de carnivoros, a partir de amostras
de fezes, recentemente, Rodriguez-Castro e colaboradores (2018) desenvolveram um
conjunto de primers para amplificar regides informativas em trés diferentes genes do
DNA mitocondrial de felinos (Figura 2).

a . . . L. Tipo de Marcador mole-
Referéncia Espécie focal Objetivo P
amostra cular
Felinos brasi- COMZEEEES Sl e Fezes e
Alberts, 2017 . todos de identificagdo Mitocondrial
leiros . . pelos
molecular e tricologia
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
Leopardus par- péo de n?ini se u%ncias
Adrados, 2018 dalis e Leopar- ¢ . q Fezes Mitocondrial
o para confirmag¢ao mole-
dus wiedii ~
cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
Felinos brasi-  primers para amplifica-
leiros, além de cdo de mini sequéncias . .
Chaves, 2012 . ¢ . Cl Fezes Mitocondrial
espécies de para confirmag¢ao mole-
carnivoros cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
Puma conco-  primers para amplifica-
lor e outras ao de mini sequéncias . .
De Barba, 2014 . ¢ . q Fezes Mitocondrial
espéciesde  para confirmacéo mole-
carnivoros cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
AL Gl péo de rr?ini se u%ncias
Farrel, 2000 e Leopardus ¢ . 9 Fezes Mitocondrial
) para confirmag¢ao mole-
pardalis ~
cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
Panthera onca péo de rr?ini se u%ncias
Haag, 2009 e Pumacon- . 9 Fezes Mitocondrial
color para confirmag¢ao mole-
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Haag, 2010a

Haag, 2010b

Miotto, 2007a

Miotto, 2007b

Miotto, 2011

Miotto, 2012

Miotto, 2014

Palomares, 2012

Palomares, 2016

Palomares, 2017

Palomares, 2018

Rodriguez-Castro,

2018
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Panthera onca

Panthera onca

Puma concolor

Puma con-
color, Puma
yagouaroundi
e Leopardus
pardalis

Puma concolor

Puma concolor

Puma concolor

Panthera onca

Panthera onca
e Puma con-
color

Panthera onca
e Puma con-
color

Panthera onca
e Puma con-
color

Felinos brasi-
leiros, além de
espécies de
canideos

Desenvolvimento de pri-
mers para identificacéo
molecular de individuos
melanicos de P. onca
a partir de amostras
n&o-invasivas

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Determinacéo do
tamanho populacional
minimo

Comparacéo entre mé-
todos de identificagéo
molecular e tricologia

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Monitoramento popu-
lacional (deteccao do
numero de individuos) e
parentesco

Estimativas demografi-
cas (abundancia)

Identificacdo molecular
do sexo das amostras

Identificacdo molecular

de amostras para estu-

dos ecologicos (segre-
gacao de habitat)

Ecologia espacial e
parentesco

Confirmagéo molecu-
lar de amostras para
estudos ecolbgicos
(comportamento de
scraping)

Desenvolvimento de
primers para amplifica-
cao de mini sequéncias
para confirmagédo mole-
cular de amostras ndo

invasivas

Fezes Gene MCR1
Mitocondrial e
Fezes . L
microssatélites
Mitocondrial e
Fezes . L
microssatélites
Fezes e . .
Mitocondrial
pelos
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial e
Fezes amelogenina
(sexagem)
Fezes Mitocondrial
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Fezes Mitocondrial
Fezes Mitocondrial
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Roques, 2011

Roques, 2014

Roques, 2016

Saranholi, 2017

Sollmann, 2013a

Sollmann, 2013b

Souza, 2017

Srbek-Araujo,
2018

Felinos brasi-
leiros

Panthera onca

Panthera onca

Puma concolor

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Desenvolvimento de
primers para amplifica-
cao de mini sequéncias
para confirmagédo mole-
cular de amostras nao

invasivas

Diversidade genética

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Diversidade genética e
estruturagcéo genética
populacional

Identificacéo molecular

de amostras para estu-

dos ecologicos (estima-
tiva de densidade)

identificacdo molecular
de amostras para estu-
dos ecologicos (dieta)

Confirmagéo molecular
de amostras para re-
gistros de ocorréncia e
identificacdo do numero
de individuos e sexa-
gem molecular

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Mitocondrial

Mitocondrial,
microssatélites e
amelogenina

Mitocondrial e
microssatélites

Mitocondrial e
microssatélites

Mitocondrial,
microssatélites e
amelogenina

Mitocondrial

Mitocondrial,
microssatélites
e amelogenina

(sexagem)

Mitocondrial e
microssatélites

Tabela 1. Estudos de genética néo invasiva com espécies de felinos brasileiros.

Utilizando sequéncias mini-barcodes similares as descritas na tabela 2, Souza e

colaboradores (2017) conseguiram demonstrar a presenca da onga-pintada em uma

area onde a mesma nao vinha sendo mais registrada por métodos tradicionais de

observacao. Além da confirmacao molecular da espécie a partir de amostras fecais, os

autores constataram a ocorréncia de, pelo menos, trés individuos naquela area, sendo

duas fémeas e um macho. Considerando o grau de ameaca dessa espécie, esses

resultados podem ser muito Uteis para a proposicdo de medidas de conservacéo,

ressaltando a importancia dessa area especifica para a conservagao da espécie.

Felis catus

Puma concolor
Puma yagouaroundi
Panthera onca

Leopardus pardalis ....... <
Leopardus colocolo ......ccuvnenend B - iiciiiiiiincnane c
Leopardus tigrinus ......ccciiciicinseniinititiiiiiasains B cosrtitantiniatentansntnnnns
Leopardus guttulus .......cccsevsnsnsssssnnsnd B RN c
c
c

Leopardus wiedii

Leopardus GEOLIIrO¥i cciisssnissssnssnsssssassonsnsasssssss
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Figura 2. Destaque para os sitios polimoérficos permitindo a diferenciacdo entre as espécies de
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felinos brasileiros. Adaptado de Rodriguez-Castro et al. (2018).

Em um dos primeiros trabalhos com amostragem n&o invasiva realizados com
espécies de carnivoros no Brasil, Miotto e colaboradores (2007a) relataram o tamanho
populacional minimo das oncas-pardas em unidades de conservagao no interior
do estado de Sao Paulo. Nove individuos de oncas-pardas foram molecularmente
identificados, caracterizando uma das primeiras estimativas demograficas para a
espécie no Brasil. A partir da adicdo de novos dados, foi possivel estimar a abundancia
(MIOTTO, 2014), a razao sexual e distribuicao da espécie na area de estudo (MIOTTO,
2012), gerando informagdes complementares que permitiram uma maior compreensao
sobre a ecologia da espécie.

Estimativas da diversidade genética das ongas-pardas dessas mesmas unidades
de conservagao encontraram valores altos de diversidade, embora também tenham
sido verificados sinais de redugcdo demografica recente, possivelmente devido a
reducéo de seu habitat (MIOTTO, 2011). Embora os autores prévios n&o tenham
verificado a ocorréncia de estruturacao populacional entre as areas estudadas, em um
estudo posterior, Saranholi e colaboradores (2017) verificaram sinais de restricdo de
fluxo génico entre populacdes de ongas-pardas que habitam unidades de conservagao
em lados opostos do rio Tieté (SP). Segundo os autores, além da area de estudo ser
altamente modificada pela presencga de rodovias e centros urbanos, o represamento de
extensas areas do rio, alargando significativamente o corpo de agua, criam barreiras
que podem estar dificultando a movimentacao desses felinos e restringindo o fluxo
génico.

Dados como esses demonstram o impacto das atividades antropicas sobre as
populacdes animais no ambiente natural, podendo trazer prejuizos irreversiveis para
a persisténcia das espécies a longo prazo. Mesmo espécies com maior capacidade
de ocupar diferentes biomas e maior plasticidade para enfrentar as modificagbes de
habitats, como a onca-parda, ja apresentam indicios de redu¢do na movimentacéo
e, consequente, reducdo do fluxo génico. Se esta tendéncia persiste, populacées
se tornardo isoladas e pequenas, sujeitas a efeitos extremos de deriva genética e
endocruzamento, aumentando significativamente o seu risco de extin¢éo.

51 CONCLUSAO

A amostragem nao invasiva em conjunto com técnicas moleculares possui um
grande potencial para responder questdes ecoldgicas e genéticas para as espécies de
dificil acesso aos pesquisadores, favorecendo o nosso conhecimento sobre elas, bem
como medidas para sua conservagao.

No Brasil, entretanto, esses estudos ainda sao limitados a poucas espécies e a
determinadas areas de sua distribuicdo. Ha muito mais ainda por fazer. Até o momento,

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 4



a maior parte de nossos estudos com este tipo de abordagem esta concentrada na
espécie onga-parda, e na onga-pintada, em segundo lugar. Entretanto, ambas as
espécies ocupam extensas areas em nosso territério e a condicéo dessas populacoes
ainda é desconhecida.

O crescimento exacerbado das atividades humanas por meio da agricultura,
pecuaria, rodovias e centros urbanos, além da poluicéo, cagca e dos atropelamentos
dos animais que se movimentam, cria um cenario potencialmente prejudicial para a
persisténcia das espécies, como os felinos.

Dessaforma, éimperiosoaintensificacdode nossos estudosparacompreendermos
as respostas que esses animais estdo dando frente a essas mudancas de habitats e,
assim, nos instrumentalizarmos para tomar medidas de conservacao desses animais;
e para isso, a analise genética nao invasiva pode ser decisiva.
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RESUMO: A disciplina de Genética Humana do
curso de Medicina da Universidade do Estado
do Rio Grande do Norte € ministrada no segundo
semestre do curso e objetiva fornecer uma visao
moderna e atualizada da genética humana e
suas aplicacbes no processo saude-doenca.
No entanto, faz-se necessario analisar se sua
execucgao esta conseguindo atingir aos objetivos
das diretrizes curriculares nacionais (DCNs)
para a educacdo médica. Primeiramente, foi
feita uma analise do conteudo programatico,
bem como das atividades desenvolvidas no
semestre letivo anterior. Posteriormente, os
alunos foram convidados a preencher um
formulario destinado a avaliar a disciplina,
identificar quais habilidades e
competéncias preconizadas pelas DCNs tinham
sido trabalhadas durante o semestre letivo. A
disciplina foi bem avaliada pelos académicos
(17 estudantes — 73,9% da turma 2017.2)
e, de acordo com as suas opinides, 84,3%
das competéncias do eixo de Educacédo em
Saude foram parcial ou totalmente atingidas,
assim como 73,5% das de Gestdo em Saude
e 68,6% das de Atencdo em Saude. Diante
desses achados, considerou-se que a disciplina
cumpriu 0s objetivos propostos e recomendados
pelas DCNs, embora adequacdes e melhorias
ainda precisem ser implementadas. Sugere-se
que este tipo de analise seja adotado para a
avaliagdo dos demais componentes curriculares

bem como

Capitulo 5




do curso, visando um aprimoramento e adequacé&o as novas exigéncias e necessidades
da formagdo médica contemporanea.
PALAVRAS-CHAVE: Genética Humana; Educacao Médica; Avaliagéo do Ensino.

ABSTRACT: Thediscipline of Human Genetics ofthe medical graduationinthe University
of Rio Grande do Norte State is placed in the second semester of the course and it
aims to provide a modern and updated vision of human genetics and its applications
in the health-disease process. However, it's necessary to analyze if it's complying with
the objectives of the National Curricular Guidelines (NCGs) for medical education.
First, the programmatic contents and the activities that were performed in the previous
semester were analyzed. Afterwards, the students were invited to attend a survey
about the discipline and to identify which skills and competences conquered through
the semester. The discipline was well evaluated by the students (17 out of 22, 73.9%)
and, according to their opinions, 84.3% of the competencies of the Health Education
axis were partially or completely contemplated, as well as 73.5% of Management in
Health and 68.6% of Health Attention. Through these findings, we considered that the
discipline complied the objectives proposed and recommended by the NCGs, although
adjustments and improvements need to be implemented. We suggest that this kind
of analysis should be adopted for evaluation of the other curricular components of
the course, aiming optimization and fitting to the new exigencies and needs of the
contemporary medical education.

KEYWORDS: Human Genetics; Medical Education; Teaching Evaluation.

11 INTRODUCAO

A discussao sobre a regulamentacao dos profissionais de saude esteve presente
de diversas formas no Brasil desde 1930, mas ganhou for¢ca na década de 1990,
chegando as Diretrizes Curriculares Nacionais (DCNs) dos cursos de graduacao. A
criacdo do Sistema Unico de Saude (SUS) indicava mudancas consideraveis no modo
de conceber e produzir saude, apontando-a como “direito de todos e dever do Estado”.
Sua institucionalizagdo sinalizava transformacdées no modo de atuar no campo da
saude (MOREIRA & DIAS, 2015).

Enquanto o sistema de saude estava sendo reordenado para um novo modelo,
a formacao profissional para atuar nesse sistema continuava orientada pela légica do
antigo (MOREIRA & DIAS, 2015). Por muitos anos, a formac¢ao em saude reproduziu
uma visao centrada nas técnicas biomédicas e a énfase nos procedimentos superou
amplamente o pensar saude (CECCIM & BILIBIO, 2002). Com isso, tinha-se a cada
ano levas de profissionais inadequados aos novos parametros de atuacao na area e
claramente refletia uma necessidade de readequacéo quanto a estrutura dos curriculos
de graduacao.

E nesse contexto que emergem as DCNs do curso de Medicina, que, desde de
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sua primeira publicagdo em 2001 até a mais recente de 2014, busca em sua esséncia,
uma formacéo:

“...geral, humanista, critica, reflexiva e ética, com capacidade para atuar nos
diferentes niveis de atencdo a saude, com acbes de promocao, prevencao,
recuperacdo e reabilitacdo da saude, nos &mbitos individual e coletivo, com
responsabilidade social e compromisso com a defesa da cidadania, da dignidade
humana, da saude integral do ser humano e tendo como transversalidade em sua
pratica, sempre, a determinacéo social do processo de saude e doenca. ” (BRASIL,
2014)

Nesse sentido, a aprovacao das Diretrizes Curriculares Nacionais (DCNs) dos
cursos da area da saude em geral, e especificamente dos cursos de graduacdo em
Medicina, pode ser considerada como um resultado de uma importante mobilizacéao
dos educadores da area da saude no pais e entendida como um reflexo das tendéncias
internacionais que propdem inovacdes na formagcdo dos profissionais de saude
(ALMEIDA et al., 2007).

Em meio aisso, a investigacao das disciplinas surgiu como um ponto de interesse,
uma vez que a formagcdo médica deve estar em constantes ajustes para que a grade
curricular esteja sempre adequada com a realidade dos sistemas de saude (GOMES,
2009). Dessa maneira, as disciplinas necessitam passar por revisbes constantes dos
conteudos curriculares, além de terem suas metodologias de ensino repensadas,
objetivando a adequacéo do perfil do formando no profissional que se almeja para os
servicos de saude.

Mediante os novos rumos propostos pelas DCNs, disciplinas que abordam
a genética humana e médica ganham suma importéncia nessa discussao. Com os
rapidos avancos cientificos, a aplicacdo dos conhecimentos moleculares e genéticos
esta se tornando algo transversal a varios aspectos das ciéncias biomédicas.

No curriculo base de genética para escolas médicas proposto pela American
Society of Human Genetics (ASHG) em conjunto com a Associacao de Professores de
Genética Médica e Humana (APHGM), o conhecimento aprofundado dos principios de
genética humana e sua aplicagdo em uma variedade de problemas clinicos transfigura-
se como essencial para todo médico atuante no século XXI (WOLYNIAK et al., 2015).

Isso porque, durante a pratica, o profissional vivenciara inUmeras situagdes nas
quais as patologias terao origem em desordens genéticas sendo, na grande maioria,
doencas até entdo consideradas incuraveis, ou de dificil manejo, que veem nas
terapias baseadas em modificagbes genéticas de células especificas ou na utilizagdo
de conhecimentos genéticos um horizonte promissor para os pacientes afetados.

Além disso, é reconhecido que o0 “background” genético do individuo tem uma
influéncia bastante significativa no processo saude-doenca e pode, por exemplo,
predispor pessoas com determinados genétipos ao desenvolvimento de doencgas
comuns ou ainda influenciar na sua evolugdo, prognostico e determinacdo da
terapéutica mais adequada.
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De acordo com Siqueira (2004), o ensino n&o pode e ndo deve ser algo estatico
e unidirecional, pois a sala de aula ndo é apenas um lugar para transmitir conteudos,
mas também um espaco vital onde conhecimentos, valores e comportamentos sao
construidos ativamente na interacdo entre professores e alunos. Esse espaco, se
bem organizado, pode possibilitar a esses atores a transformacgéo da sociedade em
beneficio do bem-estar coletivo e pessoal. Assim, almeja-se uma aprendizagem que
possibilite professores e alunos se tornarem realmente sujeitos ativos do processo de
ensino-aprendizagem.

Nesse contexto, ouvir 0 aluno a respeito de suas opinides quanto a organizag¢ao
da disciplina, dos métodos de ensino e de avaliacdo, bem como acerca do que ele
acredita ser eficiente para seu aprendizado, torna-se de grande valor, pois 0s alunos
sao os primeiros agentes da aprendizagem e tém o direito de participar na avaliacao
do ensino (MORAIS et al., 2006).

A disciplina de Genética Humana do Curso de Medicina da Universidade
do Estado do Rio Grande do Norte (UERN) é ministrada no segundo semestre da
graduacao e objetiva fornecer uma visdo moderna e atualizada da genética humana
e suas aplicagdes no processo saude-doenca. No entanto, faz-se necessario analisar
se sua execucgao estad conseguindo atingir aos objetivos das diretrizes curriculares
nacionais (DCNs) para a educacao médica.

Dessa maneira, o presente estudo objetivou avaliar o desenvolvimento das
habilidades e competéncias preconizadas pelas DCNs de 2014 para o Curso de
Graduacao em Medicina, na disciplina de Genética Humana da UERN, utilizando para
isso as percepgoes dos proprios alunos.

2| METODOLOGIA

Para atingir os objetivos propostos no estudo, a escolha do método do questionario
online da plataforma Google se baseou, principalmente, tanto pela praticidade para
0 acesso dos alunos quanto pela facilidade no manejo dos dados, uma vez que a
plataforma permite um processamento automatico das respostas, dispondo ainda de
recursos de visualizagao de dados.

Dessa forma, para avaliar a disciplina de Genética Humana da Faculdade de
Ciéncias da Saude (FACS) da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte
(UERN), no que se refere a sua adequacgéao a nova realidade das DCNs do Curso de
Graduacao em Medicina de 2014, foi aplicado esse questionario no periodo de 07 a
21 de agosto de 2018, sem que houvesse a identificagcdo dos participantes, obtendo a
resposta de 17 discentes do total de 24.

Analisando a disciplina ministrada durante o semestre de 2017.2, a partir do
conteudo programatico e metodologias de ensino aplicadas, foram estabelecidas
indagacdes sobre a eficiéncia do que estava sendo ofertado frente a nova proposta do
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tipo de profissional médico exigido desde 2014.

Vale a pena ressaltar que as escolas médicas de todo o Brasil tiveram até 2018
para se adequar a essas novas DCNSs, de forma que a Graduacdo em Medicina seria
baseada em trés areas: Atencéo a Saude, Gestdao em Saude e Educacao em Saude.

Ademais, as préprias DCNs de 2014 foram utilizadas como base para a producao
do questionario, de maneira que as habilidades e competéncias das areas supracitadas
foram abordadas por meio de blocos de questdes em sua referéncia.

Na area de Atencdo a Saude, sdo observadas atitudes relacionadas as diversas
dimensbes a serem consideradas no atendimento ao paciente, de maneira que a
abordagem assistencial deve ser pautada no cunho biolégico, estudando os sinais
e sintomas clinicos que guiam diagndsticos e terapéuticas eficazes, como também
percebendo o contexto em que se insere o paciente, suas relagcdes familiares, seu
posicionamento politico, dentre outros aspectos de ordem étnica, econémica, religiosa
e cultural, adicionando a esse atendimento holistico uma atuacdo médica que vise
respeitar a orientacao sexual, 0 género e a subjetividade do paciente (BRASIL, 2014).

Diante disso, os questionamentos relacionados a essa area buscaram evidenciar
como a disciplina de Genética Humana estava promovendo as habilidades e
competéncias preconizadas pelas DCNs de 2014 passiveis de serem trabalhadas
durante o desenvolvimento das atividades e conteudos administrados em sala de aula.

Desse modo, foram feitos os seguintes questionamentos, de modo que, o discente
marcaria a (s) alternativa (s) de acordo com a sua perspectiva de aproveitamento do
que foi proposto pela disciplina (ver tabela 1).

o Aplicacao do conhecimento de genética em contexto biopsicossocioambiental;

o Compreenséo dos mecanismos biol6dgicos basicos ligados a genética humana;

o Desenvolvimento do conhecimento sobre semiologia genética;

o Desenvolvimento das reflexdes éticas ligadas ao uso das técnicas em genética hu-
mana;

o Compartilhamento e esclarecimento de informacgdes aos envolvidos na abordagem
terapéutica de doencas genéticas;

o Entendimento sobre individualidade e praticas populares de salde no processo tera-
péutico de doencas genéticas;

o Habilidades de educacéo popular;

o Habilidades comunicativas;

o Desenvolvimento de raciocinio clinico-epidemioldgico;

o Associacao do conhecimento cientifico sobre as doengas genéticas a um atendimen-
to ético que respeite as eventuais diferengas culturais, individuais e coletivas;

o Aplicacao do conhecimento de genética em relagéo ao tratamento e ao prognostico
das doencas genéticas de forma compartilhada e multidisciplinar;

o Habilidade de desenvolver relagdo médico-paciente transparente, respeitosa e com
comunicacao plena e efetiva nas orientacdes necessérias a pessoa sob os cuidados
e aos envolvidos;
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o Desenvolvimento de um olhar humanistico e holistico em situagdes-problemas no
processo de saude-doenca de origem genética;

o Habilidades de cruzar os mais diversos dados obtidos a partir do contato com o
usuério e com a comunidade, visando estabelecer um melhor diagnéstico de saude e
planejamento para intervencéo na comunidade;

o Habilidades de escuta ativa;

o Respeito e estimulo a participagcao popular e multiprofissional na elaboracao de proje-
tos e de intervengdes em saude na comunidade;

o Desenvolvimento de intervengdes, a partir de problemas encontrados na comunida-
de, para melhorar os indicadores de saude;

o Habilidades de avaliagdo de agdes e de projetos desenvolvidos no SUS.

Tabela 1. Habilidades e competéncias relacionadas a area de Atencdo em Salude baseadas nas
DCNs de 2014.

Outra atuagdo da profissdo do médico € na area de Gestdo em Saude, o que
contribui diretamente com o andamento do sistema de saude, assim como promover
as transformacodes dos servigos diante das diversas problematicas encontradas dentro
da vivéncia neles.

E dentro dessa perspectiva que as DCNs de 2014 estabeleceram algumas
habilidades e competéncias as quais, no questionario aplicado aos discentes, buscou-
se analisar se haviam sido conceitualmente aplicadas nas aulas e nas atividades
desenvolvidas da disciplina de Genética Humana (ver tabela 2).

o Nocdes sobre relagcéo das politicas de saude publica em um contexto histoérico e
politico;

o Expanséo do conceito de saude e da sua relacdo com a rede de saude;

o Reconhecimento das necessidades de melhorias nas intervencbes em saude e de-
senvolvimento de plano conjunto para sana-las;

o Habilidades de autoavaliacéo;

o Habilidades de avaliacdo e pensamento critico a respeito do desempenho dos cole-
gas;

o Habilidades de recepcgéao de criticas.

Tabela 2. Habilidades e competéncias relacionadas a Gestdo em Saude baseadas nas DCNs
de 2014.

A area de Educacdo em Saude também se insere na pratica cotidiana do
médico, fazendo-se presente em consultas ambulatoriais e acoes de Saude Publica,
permeando 0 espaco entre esses polos, além de referir a capacidade inerente de
educacao profissional continuada, discorrendo sobre as ferramentas necessarias para
interacdo com as informacgdes cientificas expostas nos diversos meios propicios para
tal. As habilidades previstas para este eixo pelas DCNs foram representadas nos itens
da Tabela 3, presentes no questionario.
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o Habilidades de cooperacéo, trabalho e aprendizagem em grupo;

o Habilidades de educacao popular;

o Desenvolvimento de raciocinio cientifico;

o Habilidades com linguagem cientifica;

o Habilidades com pesquisa de trabalhos cientificos;

o Habilidades de producéo cientifica.

Tabela 3. Habilidades e competéncias relacionadas a Educacao em Saude baseadas nas DCNs
de 2014

31 RESULTADOS

A primeira questao proposta aos alunos foi sobre a no¢céo que tinham sobre as
DCNs, se as conheciam ou ndo, mostrando que apenas 4 alunos dos 17 afirmaram
conhecé-las, como mostra a Figura 1.

= Sim
= Ndo

Figura 1. Conhecimento dos discentes sobre a existéncia das DCNs de 2014 (n=17 — 73,9% da
turma de Genética Humana 2017.2).

Outro aspecto trabalhado foi a classificagao qualitativa da disciplina em relagéao
as DCNs, entre os que a conheciam (4 alunos), e a forma que elas foram abordadas
na disciplina. Observou-se que 50% (2 alunos) a consideravam boa e 50% (2 alunos)
como excelente, conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2. Relac&o entre as competéncias exigidas pelas DCNs de 2014 e a suas abordagens na
disciplina de Genética Humana, sob a perspectiva dos discentes (n =17 — 73,9% da turma de
Genética Humana 2017.2).

A anélise das habilidades e competéncias desenvolvidas em cada uma das areas
revelou resultados peculiares. Para a area de atengdo a salude observou-se que as
habilidades de “desenvolver intervencdes para melhorar os indicadores de saude” e a
de “educacao popular” foram as menos trabalhadas e as habilidades de “desenvolver
reflexdes éticas sobre as técnicas em genética” e de “compreender 0s mecanismos
ligados a genética” as mais frequentes (Figura 3).

Na area de gestdo em saude a habilidade/competéncia menos trabalhada foi
a de “nocgdes sobre as politicas de saude publica” e a mais frequentemente relatada
como inserida na disciplina foi a de “expansao do conceito de saude e da sua relacao
com a rede de saude” que trouxe como resultado 17 alunos com respostas afirmativas
(ver Figura 4).

Jaaareade Educacao em Saude teve um melhor desempenho dentro da proposta
desenvolvida na disciplina de Genética Humana quando comparado as outras, pois
17 alunos colocaram nas habilidades “com pesquisa de trabalhos cientificos”, “com
linguagem cientifica”, “desenvolvimento de raciocinio cientifico” e “de cooperacéo,
trabalho e aprendizagem em grupo”. A Figura 5 reune os resultados encontrados.

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 5




Habiidados co ovalagdo do aolies o de profrios -5
doserwoividos no EUS

Desomsoleimanio de indersengdoes. a partic de
probiemas ancommds na comunkdaca, paro oo _d.
o5 indicadorns do st

Rospedio & osdmulo & pardo pogio popular o

mukiprolissional na olaboragdo de projetos @ do ¥
Imorsenpias em saddo na comunicado

Mabibdzton i nssuta ativa 12

Hablidades di cruzaros mas diversos dodos obBdos o
partir do conkatn com o WSUsrc o oM & comunidace, 4
wiaardo estabiieoer um melhor dagnidsbon de sadoe. .

Dasanmwclvimenin oo um ahar humas oo o holsioo
om sRUagtes: probiemas o Ponsss oo Seldu-0nungn 13
do origom gendtica

Habdbdade do desemobar rolaoso mibdion: pacionto

TarEpananie, FeSpEINEa 0 Com comunicaclo plna o 13
wfetiva nas orielnpies rectssdnas i pESScE S0 05...

Agicaghin do conhedments do gendlicn om relagdn ao
irmnmenin & a0 prognasico das doengas gendlicas do 14
krma compartiada o mukidisciplinar

Asspoingdo do contecimanma cenlilioo sobm a5
doengas gendlicns a um atendimons dtion que resnsin 15
a5 reonluss cironcas cullumes, ndivicuns & caketivas

Diosenvohiments de raciocino dinco-spdoamiaigoa 12

Habilicados comunicaivas 13

Habiidades o educagio pogular -::'I

Entendimnio sobn individuakdade o praficas
papulares do saddo no processo wrapdolioo do 11
dobrgas gondsioms

Compariiramomo ¢ ssclarecimento de infonmagtes

245 envil¥idos na abondogem ieaplutio do Joenpes &
gondsicas
Desorvabimanio cas rolandes $icas lgadas ag uso 17

das Honices om genidica humana

Destrwolvimonio 0o conhooimenio sobne somickogia 15
goniiica

Comproensio dos momnismos biokbgims bsicos 17
kgndos & gendiica humana

Apicaplo do conhecimania de gonédoa om coniedn 14
bops cassaciambienia

a 2 4 &8 & 10 12 14 16 1B

Figura 3. Habilidades e competéncias trabalhadas pela disciplina, segundo a 6tica dos alunos,
sobre a area de Atencéo a Saude (N=17 — 73,9% da turma de Genética Humana 2017.2).
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Figura 4. Habilidades e competéncias trabalhadas pela disciplina, segundo a ética dos alunos,
sobre a area de Gestdo em Saude (N=17 — 73,9% da turma de Genética Humana 2017.2).
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Figura 5. Habilidades e competéncias trabalhadas pela disciplina, segundo a ética dos alunos,
sobre a area de Educagéo em Salude (N=17 — 73,9% da turma de Genética Humana 2017.2).

4 | DISCUSSOES

Embora o SUS tenha sido criado ha mais de 30 anos, na Constituicdo Federal de
1988, trazendo consigo um novo modo de pensar em saude na sociedade brasileira,
a formacao técnica e humanista dos profissionais dessa area ainda enfrenta muitos
obstaculos para superar a l6gica do antigo modelo de sistema, reducionista, biologista
e hospitalocéntrico (NOGUEIRA, 2009).

Desde o seu surgimento, as DCNs do Curso de Graduacdo em Medicina
buscam guiar a formacado de médicos capacitados para atuar no SUS e aplicar os
principios doutrinarios e organizacionais do sistema em sua pratica profissional,
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independentemente do servico em saude prestado (ROSSONI & LAMPERT, 2004).

A Ultima edicdo dessas DCNs, do ano de 2014, versa sobre conhecimentos,
habilidades e atitudes que todos os formandos devem ter em relagao as trés areas:
Atencdo a Saude, Gestdao em Saude e Educacdao em Saude, dando as escolas
médicas como limite maximo para se adequar a elas até o dia 31 de dezembro de
2018 (BRASIL, 2014).

Na busca por melhor atender as novas exigéncias nacionais, a disciplina de
Genética Humana do Curso de Medicina da Faculdade de Ciéncias da Saude, da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, buscou incorporar as opinides dos
discentes no processo de avaliacédo e reformulagao curricular, observando-os como
sujeitos ativos dessas transformacgdes socioeducacionais.

Diante do fato de apenas 23,53% dos questionados terem afirmado conhecer as
DCNs previamente, pode-se afirmar que os préprios discentes se encontram pouco
alertas acerca das propostas de formagéo médica que lhes estdo sendo ofertadas em
territério brasileiro.

Isso corrobora para a dificuldade de aprimoramento continuo dos programas das
disciplinas curriculares, a medida que a opinidao discente se descaracteriza do seu
papel como ferramenta transformadora da realidade de ensino capaz de perceber
quéo divergente séo as teorias propostas das realidades vivenciadas no processo de
ensino-aprendizagem (LIMA et al., 2011).

No que Ihe diz respeito, ao considerar opinido dos 4 discentes que afirmaram ter
conhecimento prévio acerca das DCNSs, a correspondéncia entre elas e as habilidades
e competéncias desenvolvidas disciplina € apontada como satisfatoria, com 2 deles
(50%) a considerando boa e os outros 2 a considerando como excelente.

Da area de Atencao a Saude, os resultados obtidos variaram consideravelmente,
mas foi possivel observar que as habilidades e as competéncias relacionadas com a
aplicacao teorico-pratica e a ética dos conhecimentos adquiridos na atencdo a saude
tiveram um maior nivel de aproveitamento entre os discentes quando a area dialogava
com um carater mais voltado para a solu¢ao de problemas individuais.

Por sua vez, habilidades mais relacionadas a agdes de prevencao e promog¢ao a
saude, a Saude Coletiva e a aplicacao de principios organizacionais do SUS revelaram-
se mais frageis entre os alunos, a medida que habilidades “de educagéao popular”,
“desenvolver intervencdes para melhorar indicadores de saude” e “avaliar agbes e
projetos desenvolvidos pelo SUS”, por exemplo, foram julgadas como bem trabalhadas
na opiniao de apenas 17,65%, 23,53% e 35,71% discentes, respectivamente.

Na area de Gestdo em Saude, quase todas as habilidades e competéncias
exigidas apresentaram bom aproveitamento na 6tica dos estudantes, demonstrando
que possivelmente sentiam-se confiantes para se relacionar com outros profissionais
dentro do sistema de saude a partir dos conhecimentos adquiridos na disciplina.

Entretanto, ter “no¢des sobre as politicas de Saude Publica” foi uma habilidade
que apenas 23,53% dos questionados apontaram como satisfatéria, demonstrando
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mais uma vez a fragilidade da disciplina em contextualizar os conhecimentos de
Genética Humana com a realidade do sistema de saude publico brasileiro.

Dentre todas, as habilidades e as competéncias relacionadas com a area de
Educacédo em Saude foram as de maior aproveitamento entre os discentes, com 4
delas (total de 6) sendo referidas por todos os 17 questionados como satisfatorias,
sendo elas de cunho técnico-cientifico e de processo de ensino-aprendizagem em
grupo.

Essas tendem a ser mais facilmente desenvolvidas em uma disciplina de cunho
biolégico (envolvendo pesquisa de trabalhos, raciocinio e linguagem cientificos) e que
promove o trabalho em equipe, uma habilidade que qualquer componente curricular
pode exercitar ao fazer uso de métodos cooperativos de construcéo e socializagéo do
conhecimento.

Esses achados apontam para uma exceléncia técnica-cientifica em torno da qual
a disciplina parece direcionar suas atividades. Por outro lado, mesmo que habilidades
de comunicacéo e escuta ativa tenham sido apontadas como trabalhadas por 76,47%
e 70,59%, respectivamente, pelos discentes, € notorio que se revela a possibilidade
de que a disciplina ndo capacite de forma suficiente os discentes na adequacéao de
linguagens e de saberes académicos para ac¢des voltadas a comunidade, a medida
que as “habilidades de educacéo popular” foram apontadas como bem desenvolvidas
por poucos estudantes no questionario.

Destarte, pode-se perceber que ainda ha dificuldades envolvidas na adequacgao
da realidade da disciplina de Genética Humana a DCNs de 2014, tendo em vista
que varias das habilidades e competéncias foram pouco desenvolvidas, o que pode
corroborar para a formagcdo de egressos menos preparados para trabalhar com as
dificuldades e necessidades inerentes a pratica médica seja ela no setor privado ou
publico, sendo este o mais prejudicado, uma vez que possui maior fragilidades e
vulnerabilidades funcionais, sociais e estruturais.

51 LIMITAGOES DO ESTUDO

As limitagdes deste trabalho estdo contidas no proprio viés interpretativo dos
alunos ao responder o questionario, visto que poucos conheciam as DCNs, logo,
provavelmente ndo estavam cientes da extensao de todas as habilidades submetidas
a julgamento. Ainda assim, esses resultados tornam claro o potencial de conquista
de habilidades das disciplinas planejadas sob a visdo do que é, de acordo com as
Diretrizes, necessario aprender para se tornar um médico capacitado para o pleno
exercicio da profisséo.
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6 | CONCLUSOES

Mesmo muitas vezes conseguindo atingir parametros de exceléncia técnico-
cientificos, ainda ha muitos desafios a serem superados para que a educacédo em
saude realmente prepare os profissionais médicos para atuar dentro da realidade do
sistema publico de saude brasileiro.

Frente ao exposto, é perceptivel que os processos bioldgicos e éticos envolvidos
nos conteudos abordados nas atividades aplicadas e nas aulas ministradas da
disciplina de genética humana mostraram ter sido bem abordados e trabalhados,
mas outros aspectos de cunho social e de resolubilidade de situagdes-problema,
encontrados frequentemente na pratica profissional, mostram-se pouco explorados, e,
podendo, portanto, contribuir de alguma forma para a fragilidade da formagcao médica
dos futuros egressos da UERN nesses aspectos ja citados.

A superacéao desses desafios requer ndo s6 mudancas dentro das micropoliticas,
com os esforcos dos professores e alunos para a transformacéo do processo de
ensino-aprendizagem em saude, como também das macropoliticas, com incentivos e
programas governamentais que estimulem uma formacao médica que supere a légica
do pensar em saude dos antigos modelos.
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RESUMO: O sistema Allium cepa Linn. é
utilizado na avaliagdo dos efeitos deletérios
aos cromossomos. O objetivo desse estudo foi
analisar o efeito citogenotdxico e mutagénico do
sulfato de cobre nas variedades de cebola, Red
creole, White creole e Texas early. As sementes
foram colocadas para germinar em placas de
Petri em agua destilada (controle) e sulfato de
cobre 0,006 g/L (tratado). Apds a germinacao
procedeu-se a coleta do meristema radicular
com fixacdo em Carnoy. Foram contadas
5000 células por grupo. A citogenotoxicidade
foi avaliada pelo célculo do indice mitético
e a avaliacdo mutagénica pelas alteracbes
cromossémicas (micronucleos, brotos, perdas
e quebras cromossOmicas). Diferencas
significativas foram registradas no grupo
controle entre as variedades Red creole e Texas
early e entre as variedades Texas early e White
creole. As variedades analisadas sofreram de
forma significativa a acdo agressiva do sulfato
de cobre, que agiu de forma diferenciada entre
as variedades analisadas. Pode-se concluir que
a variedade Red creole demonstrou ser a mais
resistente enquanto a White creole e a Texas
early as mais sensiveis. Os resultados devem
ser avaliados com cautela uma vez que podem
implicar, dependendo da variedade escolhida,
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em respostas tendenciosas para refutar ou confirmar uma a¢ao de um suposto agente
estudado.
PALAVRAS-CHAVE: Citologia, genética, toxicidade, cebola, sulfato cuprico.

ABSTRACT: The Allium cepa Linn. system is used to evaluate deleterious effects on
chromosomes. The objective was of this study was to analyze the cytogenotoxic and
mutagenic effect of copper sulphate in onion, Red creole, White creole and Texas early
varieties. The seeds were placed to germinate in Petri dishes in distilled water (control)
and copper sulphate 0.006 g / L (treated). After the germination, the root meristem was
collected with Carnoy fixation. 5000 cells were counted per group. The cytotoxotoxicity
was evaluated by calculating the mitotic index and the mutagenic evaluation by the
chromosomal alterations (micronuclei, sprouts, losses and chromosomal breaks).
Significant differences were recorded in the control group between the varieties Red
creole and Texas early and between the varieties Texas early and White creole. The
analyzed varieties suffered significantly the aggressive action of copper sulphate, that
had different action among the varieties analyzed. It can be concluded that the variety
Red creole proved to be the most resistant while White creole and Texas early the
most sensitive. The results should be evaluated with caution since they may imply,
depending on the variety chosen, tendentious answers to refute or confirm an action of
a supposed agent studied.

KEYWORDS: Cytology, genetics, toxicity, onion, cupric sulfate.

11 INTRODUCAO

Existem inUmeros estudos com A. cepa L. que utilizam o sulfato de cobre ou
cuprico (SO,Cu) como controle positivo para bioensaios de citogenotoxicidade e
mutagenicidade (LIMA et al., 2013; MACEDO et al., 2014; MITTEREGGER-JUNIOR et
al.,2006; PRA etal.,2006; SOUSA etal., 201 4). |sso se deve ao fato de o sulfato de cobre
ser um composto quimico constantemente utilizado como fungicida, representando
um importante agente de danos ambientais com potencial carcinogénico (PRA et al.,
2006; TEISSEIRE et al., 1998).

Osulfatode cobre naforma pentaidratada (CuSO,5H,0), é de grande aplicabilidade
na aquicultura para controle de parasitoses e em enfermidades bacteriana, bem
como de algas macrofitas aquaticas (ARAUCO et al., 2005). Além disso, o cobre é
comumente encontrado em diversos compartimentos dos ecossistemas, sendo um
poluente de importancia relevante (PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998).

O sulfato de Cobre ou cuprico (SO,Cu) é comumente empregado como fungicida
ou incorporado a fertilizantes em plantagdes agricolas, também compde a nutricao
humana seja presente nos alimentos, ou naforma de suplementagao ou aditivo alimentar
(PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998). Aguiar (2012) relata que ha registros da
utilizacdo desse composto para conservacao de madeiras destinadas a construcéo,
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além de ser componente de tinturarias ou integrando produtos intermediarios industriais.
Também esté presente como mordente em banhos fotogréficos, eletrdlito das pilhas e
produtos destinados a pirotecnia.

Quando pentahidratados (CuS04.5H20), adquire a coloracdo azulada e por isso
conhecido como vitreo azul, esse destinado a funcdo de agrotoxico na aquicultura
em decorréncia de sua eficacia no combate de patogenias peculiares da piscicultura,
desde origem bacteriana, a parasitas, moluscicida até o combate a proliferacéo de
algas macrofitas, estas dificultam a eficiéncia do processo de fotossintese reduzindo
significativamente os niveis de oxigénio biodisponivel na dgua (ARAUCO et al., 2005;
SAMPAIO, 2013).

Como o cobre é comumente encontrado em diversos compartimentos dos
ecossistemas, sendo um poluente de importancia significativa, além de algicida,
bactericida e herbicida deve-se possuir cautela na aplicagcao do sulfato de cobre. Pois,
a dosagem equivocada pode acarretar sérios danos toxicologicos aos peixes, esses
ocasionados pela formacéo de ions cupricos (Cu*?) ao ser dissolvido em agua com
niveis minimos de alcalinidade (PRA et al., 2006; TEISSEIRE et al., 1998). Dentre os
danos relatados ocorre a producao excessiva de muco nas branquias dificultando a
absorcéo de oxigénio, além de afetar significativamente o sistema imunolégicos dos
animais e danificar o sistema nervoso dos mesmos, podendo ocasionar a morte dos
peixes (SAMPAIO, 2013).

O artigo 34, § 5° daresolugcado CONAMA (n° 397/2008) estabelece a concentracéo
maxima de até 0,001 g/L de sulfato cobre para langamentos de efluentes, além desse
valor podera agir toxicamente nos animais aquaticos (BRASIL, 2008).

A preocupacgéo com a concentracdo de sulfato de cobre nos mananciais ja existe
a muitos anos como citado nas pesquisas de Mello e Vidal (1978), e de Arauco e
Machado (2005), ao demonstrarem que se configurava necessario estabelecer analises
da atuacao dessa molécula em ambientes dulcicolas associado ao tempo residual em
peixe cultivados; uma vez que ja se tornava evidente que afetava a estrutura naturas
dos ecossistemas aquaticos, desencadeando danos que inviabiliza o consumo humano
e animal dessas aguas (GUERRA, 2008; LEBRE, 2005).

Quanto a importancia medicinal e farmacoldgica, alguns reagentes quimicos séo
sintetizados a base de sulfato de cobre, tais como a solu¢cé&o de Feulgen e de Benedict
empregada na analise quimica para deteccéo de acucares redutores e o reagente de
biureto na avaliagdo proteica. Também & possivel constatar anemia utilizando o sulfato
de cobre estabelecendo a densidade desse agente quimico e comparando com a das
hemoglobinas (FISKEJO, 1984; MELO; VIDAL, 1978; GUERRA, 2008; NASCIMENTO
et al., 2014).

A respeito dos danos originarios do uso indevido do sulfato de cobre, remete as
substancias serem classificadas como metais tais como ferro, cobre e cromo agem
no ciclo redox convertendo-se em moléculas reativas de oxigénio, consequentemente
ocorre a peroxidacdo de lipidios provocando danos no DNA e interferindo na
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homeostasia de diversos minerais esséncias a manutencao fisiolégica do organismo,
dificultando a correta manutencédo da molécula de DNA (CHASIN; AZEVEDO, 2003;
SILVA et al., 2011).

O presente trabalho tem por objetivo verificar se diferentes variedades de Allium
cepa L. respondem de forma semelhante a acdo de um mesmo agente agressor.

21 METODOLOGIA
2.1 Sulfato de Cobre

Neste estudo foi utilizado o sulfato de cobre na concentracédo de 0,006g/L.
Considerou-se a escolha desse agente quimico, por ser um composto com potencial
bioacumulativo em ecossistemas aquaticos, prejudicando a biodiversidade limnética
e podendo acarretar danos a fisiologia humana em decorréncia da bioacumulagéo
nos niveis tréficos, além de ser utilizado em varios estudos como controle positivo de
bioensaios de citogenotoxicidade e mutagenicidade utilizando o sistema Allium cepa
L.

2.2 Local de Realizacao do Estudo

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Técnicas Histologicas e Embrioldgicas
do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade de Pernambuco — ICB/UPE.

2.3 Sementes utilizadas

Para realizar a comparacao da acao citogenotoxica e mutagénica do sulfato de
cobre foram escolhidas as variedades de sementes Allium cepa L. Texas Early (Lote:
502476964 52), White Creole (Lote: 4023452) e Red Creole (Lote: 4059052).

2.4 Organizacao dos Grupos Experimentais

As sementes do grupo 01 (controle negativo) ficaram em uma placa de petri
com papel filtro embebido em agua destilada; enquanto as sementes do grupo 02,
foram colocadas para germinar em uma solucao com sulfato de cobre (0,006 g/L),
e subdividido em trés grupos de acordo com a variedade de cebola. Grupo 02.a:
Variedade Red Creole; Grupo 02.b: Variedade White Creole; e Grupo 02.c: Variedade
Texas Early.

Todas as placas (controle e tratado) receberam 40 sementes, para cada variedade
estudada.

2.5 Preparacao das Laminas

ApOs germinacdo procedeu-se o esmagamento dos meristemas radiculares
segundo a metodologia de Guerra e Souza (2002).
Inicialmente coletou-se as raizes, fixando-as em Carnoy 3:1 (etanol: &cido
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acético), por 24 horas e posteriormente armazenadas em alcool 70% sob refrigeracéo
até a preparacdo a seguir: trés banhos em agua destilada (para remover residuos
do Carnoy e do alcool); hidrolise com acido cloridrico (HCI) 5N, durante 20 minutos,
em temperatura ambiente; lavagem em agua destilada (para eliminagcdao do HCI);
maceracao das células meristematicas entre lamina e laminula, ap6s a adicao de uma
gota de 4cido acético 45% (espalhamento das células); remocé&o da laminula em gelo
seco.

2.6 Coloracao do material

Apb6s remocéo da laminula e secagem da Iamina foi realizado a coloragcdo em
uma solucéo de Giemsa a 2%, por 20 minutos, conforme procedimento descrito por
Guerra e Souza (2002). Ap6s a coloracao e secagem foi feita a montagem definitiva,
adicionando-se uma gota de Entelan entre lamina e laminula para selagem do material.

Por fim, material foi observado em microscopio éptico utilizando a lente objetiva
de 40x e ocular de 10x configurando uma ampliacéo de 400 vezes (FISKEJO, 1984;
GRANT, 1982; MELLO et al., 2004).

2.7 Analises das irregularidades celulares nos ensaios com Allium cepa L

Foram confeccionadas 10 laminas para cada ensaio realizado. Em cada
lamina foram analisadas, 500 células, totalizando 5000 para cada tratamento. Foram
observados e quantificados todos os possiveis tipos de aberragdes cromossémicas
encontradas nas células de todas as laminas para cada tratamento.

2.8 Efeitos citogenotoxicos e mutagénicos

A andlise genotoxica e mutagénica foi realizada através da presenca de ponte
(PT); perdas (PE); micronucleos (MN); brotos (B) e quebras (Q).

A andlise citotoxica foi feita pelo indice mitético (IM), que consiste no nUmero de
células em mitose dividido pelo total de células meristematicas contadas.

2.9 Delineamento estatistico

Os valores foram expressos como média + erro padrédo da média (e.p.m.). Todas
as andlises foram realizadas através do teste t Student, com significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados evidenciados na Tabela 1, houve diferencas estatisticas
entre todos os grupos tratados em comparagao com o controle, evidenciando a agao
toxica do sulfato de cobre, como era esperado, uma vez que este é um agente utilizado
como controle positivo nos testes de citogenotoxicidade (CAMPOS; OLIVEIRA;
SCHEVEITZE, 2017; GUECHEVA, 2002; KNAPIK; MORGANA, 2013).
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Para Costa (2016) o acumulo lento dos contaminantes nos tecidos ao longo do
tempo podem desenvolver caracteristicas de toxicidade subletal até alcancar niveis
danosos para o organismo. Nossos resultados comprovaram o efeito citogenotéxico
do Sulfato de cobre através do bioensaio utilizando-se A. cepa L. expresso, aqui, como
microndcleo, broto, quebra, ponte e perda. As incidéncias de pontes e quebras tem
correlacdo com efeitos clastogénicos, enquanto as perdas remetem a aneugénese
(ALBERTINI et al., 2000).

Segundo Fenech (2000) uma das consequéncias da exposicdo a agentes
genotoxicos é a indugdo de aberragdes cromossémicas (AC), dentre as aberracbes
esta a ocorréncia de aneuploidias, que podem levar a formacéao de micronucleos (MN).
Para Leme e Marin-Morales (2009), os micronucleos (MNs) tém sido considerados
como o mais efetivo e simples fator para analisar efeitos mutagénicos, isso devido ao
fato dos MNs resultarem de danos nas células parentais, sendo facilmente observados
em células filhas.

Ensaio Grupo Tratado (Sulfato de Cobre) Grupo Controle (H,0)
Red Creole i ULEE Red Creole White Creole Texas Early
Creola Early
Micrond- 3¢, 3782 13+1016 42 503c 044084 = 01+032° 0°
cleos
Broto  07+067¢ 17+134°c 1/ £195 0fd 0° 0°
Quebra 05+0539 13+125" 0,1+032" 0,1+0,329 0,1+0,32" Of

25+25 20+1,7
j k

Ponte ]

23+1,49' 11+1,2i™" 0,14+£0,32%™ 0,1+0,32""

Perda 09+057° 09+1,107 12+123¢ 0,2+0,42° 0,1+0,32° 0,1+0,32¢

Tabela 1. Distribuicéo das atividades mutagénicas e genotdxicas observadas em células
meristematicas das variedades Red creole (RC), White creole (WC) e Texas early (TE) de Allium
cepa L., expostas a mesma concentragéo de sulfato de cobre*, em comparagéo ao controle

*(0,001 g/L). Teste t Student. Letras iguais na mesma linha apresentam diferencas estatisticas, a, d, h= p< 0,001;
I=p<0,01;b,c,e,fg,i,j,m n,o,p,q=p<0,05.

Conceituando, os MNs originam-se de cromossomos inteiros ou partes
fragmentadas durante o processo de divisdo celular anormais. Sendo evidenciado
apos a reconstituicao da carioteca que se dar ao redor do material nuclear principal;
evidenciando a falha do processo mitético através do dano estrutural e/ou numérico
pela perda da cromatina (FENECH, 1997).

Segundo Aurora et al. (1969) e Fenech (1997), tende-se a reduzir a quantidade
de MNs nas regibes meristematicas classificadas como F1 (regido mais externa
do apice radicular), havendo maior incidéncia nos niveis de F2, afetando o ciclo de
divisdo ja que a geracao F1 é derivada da F2, essa com tais alteracbes n&o consegue
dar prosseguimento ao processo mitético ou meidtico acarretando na tendéncia a
degenerar-se.
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Corroborando Krishna e Hayashi (2000) menciona que a sintese de MN advém
de quebras cromossdmicas por clastogénese ou devido a disfuncédo da mitose por
aneugénese; como no fuso que leva a aneuploidia na fase de diviséo celular seguinte,
em geral, a anafase, perdendo-se cromossomos e gerando MNs, sendo faciimente
visualizados no citoplasma depois da tel6fase (KRISHNA; HAYASHI, 2000; BONASSI
et al., 2006; SAMANTA; DEY, 2012; CIMINI et al., 2002). Essas e outras alteracdes
podem ser identificadas na Figura 1.

Quanto ao grupo tratado com sulfato de cobre, ndo houve diferencas significativas,
demostrando que as variedades respondem de forma semelhante ao agente agressor.
Porém, comparando-se as variedades do grupo controle, percebe-se distingdes
estatisticas concernente a incidéncia de pontes nas variedades Red creole com a
White creole; bem como entre a Red creole com a Texas early.

Ao analisarmos o grupo tratado com o controle fica evidente a diferenca entre os
grupos, para todas as alteragdes cromossOmicas evidenciadas, isso se deve a agao
citogenotdxica comprovada do sulfato de cobre (CAMPQOS; OLIVEIRA; SCHEVEITZE,
2017; GUECHEVA, 2002; KNAPIK; MORGANA, 2013).

Ao compararmos as variedades do grupo controle (Tabela 2) percebe-se que
houve diferengas entre as variedades Red creole e Texas early e entre as variedades
White creole e Texas early, sendo a diferenca mais significativa entre as duas primeiras,
isso se justifica porque existe diferencas entre as variedades que séo inerentes as
caracteristicas as quais foram destinadas porque respondem de forma diferente
as especificidades das situagbes de cultivo como condi¢cbes climaticas, edéficas,
patogénicas, manejo agrondmico, entre outras.

Varios autores tém concordado que os niveis de citotoxicidade podem ser
determinados pelo aumento ou diminuicdo do indice mitotico (IM) (AKINBORO;
BAKARE 2007; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014). Todos concordam que a
citotoxicidade é prejudicial a célula podendo conduzir a uma proliferagédo desordenada
sendo essas alteracbes decorrentes da agcao quimica no crescimento e desenvolvimento
de organismos expostos a determinados compostos quimicos. Segundo Grant (1978)
concentracOes elevadas desses compostos, pode interromper totalmente a divisao
celular. Ainda segundo ele, esses compostos embora n&o necessariamente afetem o
DNA diretamente, inibem a formacéao e funcao do fuso mitético.

Em relagdo ao grupo tratado, ndo foram evidenciadas diferencas entre as
variedades investigadas, contudo sabe-se que o Sulfato de cobre & um agente
aneugénico e clastogénico (KRISHNA;HAYASHI, 2000; BONASSI et al, 2006;
SAMANTA; DEY, 2012; CIMINI et al., 2002) e portanto, a similaridade quanto a
suscetibilidade deste agente toxico era um resultado esperado, contudo ao analisarmos
0s grupos tratados com o controle verifica-se como esperado que houve diferenca
entre os grupos, comprovando mais uma vez que o sulfato de cobre € um agente
causador de danos celulares.
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Tratamento

Variedade Grupo Tratado (Sulfato de Cobre) Grupo Controle (H,0)
Red Creole 6,64 + 4,92 9,18 +4,152¢
White Creole 4,18 +2,39° 14,36 + 8,88 ¢
Texas Early 4,98 +4,05° 31,56 + 14,04 de

Tabela 2. indice mitotico em células meristematicas das variedades Red creole (RC), White
creole (WC) e Texas early (TE) Allium cepa, expostas, a mesma concentracdo de sulfato de
cobre*, em comparacéo ao controle

*(0,001 g/L). Teste t Student. Letras iguais na mesma linha ou coluna apresentam diferencas estatisticas, a=
p<0,05; b= p< 0,01; c= p< 0,001.

Todavia, ao comparar-se as Tabelas 1 e 2 referente a variedade Red creole
identifica-se que a mesma apresenta uma maior resisténcia ao sulfato de cobre, uma
vez que seu indice mitdtico foi superior as outras duas variedades (Tabela 1) e a
ocorréncia de alteragdes citogenotdxicas foi menor (Tabela 2), possivelmente por ser
a variedade Red creole menos suscetivel ao sulfato de cobre, apesar dessa diferenca
néo ter sido estatisticamente significativo.

Ainda analisando ambas tabelas, que a variedade Texas early expressa ser mais
sensivel a agdo do sulfato de cobre, uma vez que dentre as variedades submetidas ao
tratamento foi a que mais sofreu, afetando o indice mitdético com maior incidéncia de
alteragdes citogenotoxicas.

Para Schneiderman et al. (1971), a redugao do IM pode ser atribuida a inibicao da
sintese de DNA, devido ao bloqueio da fase G1 ou bloqueio em G2, evitando a entrada
da célula em mitose ou ainda, segundo Mercykutty; Stephen (1980), pelo bloqueio
da sintese de nucleoproteinas, as diferentes fases da mitose sdo demonstradas na
Figura 2.

Kirsch-Volders (1984), substancias com esses efeitos sdo menos documentadas
do que mutagenos que interagem diretamente com o DNA o fato de que chamando
a atencao para o fato de que o efeito na divisao celular é similar ao promovido pela
colchicina, que promove a destruicdo dos microtubulos do ciclo celular bem como, os
metais (e.g. chumbo, zinco, organomercuriais) podem inibir a sintese de microtubulos
e/ou destruir microtubulos pré-formados, bem como agir sobre enzimas necessarias
para um processo normal de divisao celular.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam que o sulfato de cobre
apresenta potencial citogenotoxico atuando de forma diferenciada entre as variedades
analisadas. Contudo, é imprescindivel aprofundar os estudos nessa perspectiva
almejando compreender melhor os niveis de suscetibilidade das variedades de A.
cepa L., além de averiguar se o diferencial de sensibilidade desempenhado seguira




um padrao independentemente das substéncias quimicas aplicadas.

Portanto, a investigacao da sensibilidade das variedades deve ser considerada a
fim de estabelecer padrbes de suscetibilidade no que se refere a avaliagdo dos efeitos
toxicos. Consequentemente, resultados positivos ou ndo encontrados em bioteste
utilizando Allium cepa devem ser considerados com cautela, uma vez que dependendo
davariedade escolhida, os resultados podem ser tendenciosos para refutar ou confirmar
uma acao de um agente estudado. Portanto, o aprofundamento torna-se primordial
almejando averiguar como essa multiplicidade pode afetar resultados de pesquisas
que admitem a mesma metodologia em variedades distintas de Allium cepa L.
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CAPITULO 7
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RESUMO: A superfamilia Rodanase contém
proteinas com diferentes funcbes, o que a
torna interessante para estudar a evolucéo
de neofuncionalizacdes ap6s duplicagdes
génicas. Apesar dos estudos sobre a
organizacgao estrutural e funcbes dos membros
da superfamilia Rodanase, 0s processos
evolutivos que levaram a neofuncionalizacao
nao foram totalmente  compreendidos.
Assim, estudamos a evolucdo molecular da
adenililtransferase e sulfurtransferase MOCSS3
e da tiossulfato sulfuriltransferase (TST)
de precursores com funcdo de heat shock,
focando nos padrdes de restricdo seletiva e
divergéncia funcional promovida pela selecéao
natural. Obtivemos sequéncias Diptera bem
caracterizadas das bases de dados Pfam-
Embl e Genbank. Alinhamos as sequéncias e
estimamos as relagdes filogenéticas por maxima
verossimilhanca. Testamos a presenca de
sinais de selecao positiva usando a estratégia
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do branch-site teste, realizando o teste em duas
condic¢des: (a) no ramo onde a nova fung¢ao do
MOCSS3 evoluiu pela aquisicdo de novo dominio;
e (b) no ramo onde a funcédo TS evoluiu de
proteinas heat shock, sem aquisicdo de novos
dominios. Apesar da expectativa de encontrar
selecéao positiva atuando no ramo com ganho de
um novo dominio, a diversificagdo por selecéo
positiva foi detectada apenas no ramo em que a
neofuncionalizagdo ocorreu sem sua aquisicao.
Neste evento de neofuncionalizagdo, o teste
Bayes Empirical Bayes detectou doze sitios que
evoluiram sob selecdo positiva, um deles dentro
do dominio catalitico. Considerando que as
proteinas semelhantes a Rodanase com fungéo
de TST representam duplas copias de genes
paralogos, a selecdo natural deveria ter sido
relaxada nessas copias, permitindo mudancas
mesmo no dominio catalitico conservado.
PALAVRAS-CHAVE: selecao natural,
duplicacdo génica, superfamilia génica,
adenilitranferase e sulfurtransferase MOCSS3,
tiosulfato sulfotransferase.

ABSTRACT: Rhodanese superfamily contains
proteins with different functions, which turns it
an interesting group to study the evolution of
neofunctionalization after gene duplications.
Despite of studies on the structural organization
and functions of members from Rhodanese
processes

superfamily, the evolutionary
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that led to the neofunctionalization was not fully understood. Therefore, we studied
the molecular evolution of adenylyltransferase and sulfurtransferase MOCS3 and
thiosulfate sulfuriltransferase (TS) from precursors with heat shock function, focusing
on patterns of selective constraints and functional divergence promoted by natural
selection. We obtained well characterized Diptera sequences from Pfam-Esembl
and Genbank databases. We aligned the sequences and estimated the phylogenetic
relationships among sequences by maximum likelihood. We tested for the presence
of positive selection signals using the branch-site-test strategy, performing the test
in two conditions: (a) in the branch where new function of MOCS3 evolved by the
acquisition of new domain; and (b) in the branch where TS function evolved from
heat shock proteins without the acquisition of any new characterized domain. Despite
the expectation of finding positive selection acting on the branch with gain of a new
domain, diversification by positive selection was only detected in the branch where the
neofunctionalization occurred without its acquisition. In this neofunctionalization event
Bayes Empirical Bayes test detected twelve sites that evolved under positive selection,
three of them within the catalytic domain. Considering that Rhodanese-like proteins
with TS function represent duplicated paralogous gene copies, natural selection should
have been relaxed in these copies, allowing changes even in the conserved catalytic
domain.

KEYWORDS: natural selection, gene duplication, gene superfamily, adenylyltransferase
and sulfurtransferase MOCS3, thiosulfate sulfurltransferase.

INTRODUCAO

Aherbivoria € uma interacao biética especifica do tipo predador-presa comumente
observada entre diversos grupos de animais e plantas, especialmente entre os insetos.
A herbivoria teve um efeito marcante na diversidade dos insetos, tornando os insetos
herbivoros um dos grupos animais mais diversos por possibilitar explorar diferentes
recursos, como alimento e protecao, ou mesmo para completar seu ciclo de vida
(FUNK; FILCHAK; FEDER, 2002; GULLAN; CRANSTON, 2017 ; WARD; HACKSHAW;
CLARCKE, 2003)

As plantas desenvolveram formas de defesa contra esses herbivoros, ativando
um conjunto de respostas altamente reguladas, resumidas em duas principais: (1)
as defesas diretas, envolvidas com a producdo de aleloquimicos, e (2) as defesas
indiretas envolvidas na producéo de metabdlitos que atraem inimigos naturais dos
fitofagos, frequentemente parasitdides e predadores (DESPRES; DAVID; GALLET,
2007; MITHOFER; BOLAND, 2012;.

Uma defesa direta comumente usada pelas plantas € o uso de glicosideos
cianogénicos, presente em mais de 2500 plantas. Normalmente, os glicosideos
cianogénicos s&o armazenados nos vacuolos, quando o tecido da planta é destruido
por ataque de herbivoros mastigadores, eles entram em contato com enzimas que 0s
hidrolisam em cianeto de hidrogénio (HCN) (ZAGROBELNY et al., 2004). Esta € uma
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das substéncias mais téxicas conhecidas e tem afinidade pela oxidase terminal na
cadeia transportadora da mitocéndria, podendo ser letal a varios insetos (BRATTSTEN
et al., 1983).

Os insetos, por sua vez, desenvolveram diversas estratégias para evitar os
mecanismos de defesas das plantas, algumas simples, outras mais complexas e
especificas, entrando em uma corrida armamentista com as plantas. Eles podem evitar
a fitotoxina ou mesmo escolher locais da planta nos quais ha menor concentragéo do
composto (DAOUST et al., 2010; NEALIS; NAULT, 2005). O inseto pode até mesmo
manipular o mecanismo de defesa da planta (BEDE et al., 2006; NYMAN; JULKNEN-
THTTO, 2000; MUSSER et al., 2002). Quando ndo ha possibilidade de evitar a ingestao
das fitotoxinas se faz necesséria a desintoxicacdo metabolica (DESPRES; DAVID;
GALLET, 2007; NISHIDA 2002).

As enzimas que normalmente estdo envolvidas na desintoxicagdo metabdlica
sao pertencentes a trés familias génicas, sendo as carboxilesterases (COEs), as
glutationa S-transferases (GSTs) e as citocromo monooxigenases P450 (P450, CYPs
para os genes). Porém ha outras duas que podem estar envolvidas diretamente com
a desintoxicacdo de glicosideos cianogénicos, sdo elas a B-cianoalanina sintase e
principalmente algumas enzimas da superfamilia rodanase, as tiossulfato:cianeto
sulfotransferase (TST) também chamadas de rodanase (BEESLEY; COMPTON;
JONES, 1985; DESPRES; DAVID; GALLET, 2007; ZAGROBELNY et al. 2004; ZHANG;
MA; FENG,2012).

SUPERFAMILIA RODANASE

A rodanase esta distribuida na natureza, sendo encontrada nos trés principais
filos evolutivos. A enzima mais bem caracterizada € a rodanase bovina (PLOEGMAN et
al., 1978, 1979). Rodanase, também chamada de tiossulfato:cianeto sulfotransferase
(TST, EC 2.8.1.1) € uma enzima que catalisa a transferéncia de um atomo de enxofre a
um aceptor, do tiossulfato para o cianeto (PLOEGMAN et al., 1979). O termo rodanase
vem do aleméo para tiocinato com ‘ase’ indicando que esse composto foi formado a
partir de uma reagao enzimatica (CIPOLLONE; ASCENZI; VISCA, 2007).

S,02 +CN- Rodanase SCN- +S0,2

A rodanase faz parte da superfamilia Rodanase que abriga todas as proteinas
tipo rodanase, que compartilham o mesmo dominio Rhod (Figura 1). Apesar de
apresentarem um mesmo dominio em comum, sdo proteinas altamente heterogéneas
estruturalmente e funcionalmente (BORDO, 2002). Frequentemente o dominio
Rhod esta combinado com outros dominios caracteristicos (Figura 1) (CIPOLLONE;
ASCENZI; VISCA, 2007).

Estruturalmente as proteinas do tipo rodanase sao compostas por um ou dois domi-
nios rodanase. Normalmente quando ha a presenca de dois dominios, apenas um &
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funcional. O dominio catalitico apresenta um residio de cisteina catalitica, o qual é o
primeiro residuo dos seis aminoacidos da alca do sitio ativo (BORDO, 2002).

As proteinas integrantes dessa superfamilia podem ser divididas em quatro
grupos estruturais: (1) proteinas com apenas um dominio rodanase, entre elas as pro-
teinas heat shock (PHS), e a propria TST (Figura 1-G e H); (2) proteinas com dominios
em tandem, como as 3-mercaptopiruvato:cianideo sulfotransferases (Figura 1- A); (3)
proteinas com multidominios, além do dominio rodanase com suas propriedades fun-
cionais, a presenca de outros dominios como o ThiF, DSP e UBP, entre outros (Figura
1-C, D, E e F); e (4) proteinas com al¢ca do sitio ativo alongadas, como as fosfatases
cdc25 (Figura 1 — B) (BORDO, 2002; CIPOLLONE; ASCENZI; VISCA, 2007). Apesar
do grande conhecimento estrutural das rodanases, ha poucos estudos que envolvem
suas relacdes filogenéticas e quais foram os mecanismos evolutivos da diferenciagdo
das funcgbes da proteina.

Rhod Rhod

@ (_)

©

Losr- SR

RabGAP-TBC Rhod

©

P
A

Piknase RabGAP-TBC Rhod

ui;!

Q)

@

& 3-mercaptopiruvato:cianideo (E) Ligacdo de ATP
" sulfotransferases -
(® Fosfatase tirosina = Adenilitranferase e

" sulfurtransferase MOCS3
(C) Fosfatase de dupla espificidade (G) Heat shock

(D Ativadora de GTPase (H) Tiosulfato sulfurtransferase

Figura 1. Organizacéo de dominios dos grupos de proteinas da Superfamilia Rodanase.

EVOLUCAO DE FAMILIAS GENICAS

Familias génicas séo grupos de genes descendentes de um ancestral comum que
retém sequéncias similares e/ou frequentemente fungdes similares, tanto para genes
dentro de um genoma (cOpia paraloga) e para genes relacionados entre genomas
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(ortélogos e paralogos)(DAYHOFF et al., 1975; DEMUTH; HAHN et al., 2009):

As familias geralmente surgem a partir de genes o6rfaos (AMIRI, 2003) e podem
surgir de trés maneiras diferentes: (l) copias duplicadas que se tornam suficientemente
divergentes e nao sao reconhecidas como membros da mesma familia (SCHMID;
AQUADRQO, 2001); (Il) genes transferidos horizontalmente (i.e transferéncia de material
genético para outra célula que nao é sua descendente) (HALL; BRACHAT; DIETRICH,
2005) e (lll) novos genes a partir de sequéncias nao-codificantes (BEGUN et al.,
2007; DEMUTH; HAHN et al., 2009). A duplicac&o génica é o principal mecanismo na
conseguinte evolucdo de uma familia génica (DAYHOFF et al., 1975; MAGADUM et
al., 2013). Depois da duplicacao, as cépias podem ter diversos destinos diferentes. Os
principais destinos séo a pseudogenizacéo (i.e. perda de funcao a partir de mutagdes
deletérias) (Figura 2-A), a conservacao da funcao (Figura 2-C), a subfuncionalizacao
(Figura 2-D) e a neofuncionalizacao (Figura 2-B) (INNAN; KONDRASHOV, 2010;
MAGADUM et al., 2013).

{ Duplicacéo Génica P m el O
Genel Genel —> Gene 2 Genel

Genel Genel ©

Destinos

¢ Duplicacao Génica

Figura 2. Principais destinos de genes duplicados. A — pseudogenizagéo, B- neofuncionalizacéao,
C- conservagéao génica, D- subfuncionalizagéo.

Ha varios modelos evolutivos capazes de explicar esses destinos, que podem
ser classificados em principalmente trés categorias (INNAN; KONDRASHOV, 2010).
A primeira categoria contém os modelos que assumem as duplicacbes que nao
causam efeitos no valor adaptativo, deixando a fixagdo da cépia duplicada como um
processo neutro. A principal caracteristica dos modelos dessa categoria € que apoés a
duplicacéo, ha uma redundancia entre as copias, assim a selecéo natural se afrouxa,
permitindo que modificagdes ocorram, sendo a maior parte neutra. Dessa forma, pode-
se levar facilmente a pseudogenizacao de pelo menos uma das copias. Quando isso
nao ocorre, é possivel os outros destinos (FORCE et al., 1999; OHNO et al., 1970;
HUGHES 1994).

Nos modelos da segunda categoria, a duplicagéo por si s6 é vantajosa. Séao
possiveis trés razdes para esse tipo de adaptagcédo: beneficio no aumento da
dosagem do produto génico, mascaramento de mutag¢des deletérias e oportunidade
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de surgimento imediado de uma nova fungéo, normalmente sendo todas mediadas,
predominantemente, por selecdo positiva. Por ultimo, a categoria que abriga os
modelos na qual a duplicagdo ocorre em um gene polimorfico, e 0 aumento de
variabilidade na populacao é vantajosa, promovendo rapidamente a fixacdo da copia
(INNAN; KONDRASHOQV, 2010).

Apesar dos estudos comparando as fungbes, sequéncias e estruturas
tridimensionais das proteinas do tipo rodanase, ainda ha poucos trabalhos elucidando
0S mecanismos evolutivos que levaram a Superfamilia Rodanase ao seu grande
numero de proteinas com fungdes tao diversificadas e presentes em quase todos os
organismos.

OBJETIVOS

Tivemos como objetivo analisar o padrdo de evolugcdo molecular de
adenilitranferase e sulfurtransferase (MOCSS3) e tiossulfato sulfurtransferase (TST)
pertencentes a superfamilia Rodanase, utilizando o grupo dos Diptera como modelo
evolutivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Testar a expectativa de que o sinal de selecao positiva pode ser detectado
em ramos que representem o surgimento de novas fungdes nas proteinas da familia
génica das rodanases, sendo um ramo em que evoluiu a neofuncionalizacdo sem
surgimento de novo dominio (TST) e no ramo no qual evoluiu a neofuncionalizacao
pela aquisicdo de novo dominio (MOCSS3).

— Testar como TST e MOCS3 se comportam ap0s a duplicacédo e a
neofuncionalizacgéo.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das sequéncias

Utilizamos os dados de sequéncias de proteinas da superfamilia Rodanase
depositadas no Pfam sob o cdédigo PF00581. Focamos nos dados de Diptera, por ser
um dos grupos mais bem estudados quanto a organizacdo genémica dos genes da
superfamilia Rodanase.

A partir dos numeros de acessos das proteinas, fornecidos pelo Pfam, obtivemos
as respectivas sequéncias codificantes completas de aminoacidos e de DNA a partir
do Uniprot, Genbank (NCBI) e Embl. A partir do alinhamento de aminoacidos, realizado
pelo PRANK v. 140603 35(LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2010), geramos uma arvore
filogenética pelo método da Maxima Verosimilhanga, utilizando o software MEGA 7
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética gerada a partir de alinhamento de aminoacidos dos genes com o
dominio Rodanase em Diptera. Os ramos marcados em azul foram utilizados nas andlises. Os
numeros indicam as fung¢des de cada proteina da superfamilia da Rodanase.

A partir dessa primeira estimativa da relacéao filogenética entre as sequéncias das
linhagens de Diptera, escolhemos as linhagens marcadas em azul na Figura 3. Nestas
linhagens estéo representadas proteinas da superfamilia Rodanase que possuiam
o dominio da rodanase, mas que evoluiram para trés funcdes diferentes. Para as
analises subsequentes utilizamos apenas as sequéncias de DNA (58 sequéncias de
14 organismos). Esquema da obtencao das sequéncias pode ser observado na Figura
4.

Alinhamos estas sequéncias de DNA por analise codon a codon pelo software
PRANK v. 140603 (LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2010). O alinhamento de sequéncias de
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DNA torna-se problematico quando se lida com sequéncias muito divergentes, como
aquelas encontradas na superfamilia Rodanase. Dessa forma, adotamos a estratégia
de alinhamento em blocos, criada em nosso laboratorio. Nesta estratégia separamos
regides de maior similaridade em grupos isolados, sendo cada grupo de similaridade
alinhado separadamente para ser posteriormente reagrupado, de forma a restaurar a
sequéncia completa do gene.

<+“—
cds*
completos

—»  Analises evolutivas

l

Escolher ramos Alinhamento em

—>

para andlises blocos (DNA)

Figura 4. Esquema de obtengéo das sequéncias. *Sequéncias codificantes

Inferimos a filogenia por maxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
GTR+G+l (General Time Reversible, com distribuicdo gama e com sitios invariaveis). A
estimativa do modelo evolutivo e a inferéncia da filogenia por foi realizada no software
MEGA7.0.26 (KUMAR; STECHER; TAMURA et al., 2016).

ANALISE DO PADRAO DE EVOLUGCAO MOLECULAR

Em familias génicas com varias copias paralogas, espera-se um relaxamento da
restricdo seletiva sobre as copias génicas apds um evento de duplicagao, facilitando
a diversificacdo de uma delas por selecéo natural. Portanto, a expectativa seria a de
que o sinal de selecao positiva pudesse ser detectado em ramos que representassem
o surgimento de novas fungdes nas proteinas dessa familia génica. Em nosso estudo,
o teste de selecéo positiva (branch-site test), foi aplicado em dois ramos distintos
da filogenia estimada anteriormente, cada qual representando uma forma distinta de
neofuncionalizagédo da copia paraloga: (1) no ramo no qual evoluiu a neofuncionalizagcéo
sem surgimento de novo dominio (tiosulfato sulfurtransferase) (foreground 1) e (2) no
ramo no qual evoluiu a neofuncionalizacdo pela aquisicao de novo dominio (dominio
ThiF em adenililtransferase e sulfurtransferase MOCS3) (foreground 2). Em cada
perfil de analise os demais ramos excluidos dos foregrounds foram denominados
backgrounds, sendo usados para as comparacoes dos testes.

O branch-site test baseia-se na comparagao entre o numero de substituicoes
sindnimas por sitio sinbnimo (dS) e o numero de substituicées ndo-sinbnimas por sitio
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nao-sinbnimo (dN). Substituicdes sindbnimas sé&o substituicbes de sitios fixadas em
uma linhagem evolutiva, na qual néo ocorreu alteracées na sequéncia do aminocido.
Por outro lado, nas substituicdes nao-sinbnimas o aminoacido € modificado. Em
um modelo no qual a selecao natural néo esta atuando, a razao esperada entre as
taxas de substituicdes sinbnimas e nao sinébnimas € de 1 (dN/S = 1), pois a taxa
de fixacdo & praticamente igual entre os dois tipos de substituicdo. Se a sequéncia
estiver sob selecao purificadora, a taxa de substituicdes sinbnimas sera maior que a
taxa de substituicdes nao-sindénimas (dN/dS < 1), indicando que o cédon ou a regiao
génica estd sob uma restricdo seletiva. Por outro lado, se a taxa de substituicées
nao-sindnimas for maior que a taxa de substituicbes sindnimas, a sequéncia esta
sendo selecionada positivamente (dN/dS > 1), indicando que a sele¢cao natural esta
favorecendo a divergéncia adaptativa de uma determinada regido génica.

Assim, no branch-site testverificamos a razao dN/dS nos dois ramos especificados
tendo como hipétese nula de que a diferenciagdo observada entre as copias paralogas
deveu-se apenas pela acao da deriva genética, caracterizando uma evolugao neutra.
Essa hipotese foi tratada em um modelo nulo, chamado de M1a, no qual os cédons
podem apenas evoluir por selecéo purificadora (dN/dS < 1) ou neutramente (dN/dS =
1). A hipbtese alternativa considera que a diferenciagdo observada entre os paralogos
ocorreu pela acao da selecdo natural, promovendo a neofuncionalizacdo de um dos
paralogos. Esta hip6tese foi tratada em um modelo, chamado de MA, que permite a
evolucao dos codons também por selecao positiva (dN/dS > 1). O branch-site test foi
realizado no software CODEML implementado no pacote PAML 1.40603 (YANG, 2007;
ZHANG; WONG; NIELSEN, 2005). Os testes foram contrastados através de um teste
de razao de verosimilhangas (LRT — likelihood raio test), utilizando o valor de InL (log
do likelihood) de cada modelo.

Para os dois ramos foram estimadas a presenca de selec&o positiva em codons
individuais, utilizando o teste Bayes Empirical Bayes (BEB) acoplado ao branch-site
test (YANG; WONG; NIELSEN, 2005). Também realizamos o site-test separadamente
em cada ramo, utilizando o software Selecton (STERN et al., 2007).

RESULTADOS
Evolucao molecular pés duplicacao génica

A duplicacdo génica é um dos principais mecanismos da evolu¢do de familias
génicas. Um dos possiveis destinos das copias é a evolugao de novas fungdes a
partir de substituicbes na sequéncia de DNA, com ou sem 0 ganho de novos dominios
funcionais. Dessa forma, testamos a expectativa de que o sinal de selecéo positiva
pudesse ser detectado em ramos que representassem o surgimento de novas fung¢des
nas proteinas da familia génica das rodanases.

As duas linhagens evidenciadas na Figura 5 foram usadas como os foregrounds
utilizados no branch-site teste. Foram utilizados os modelos nulos M1a e MA restrito e
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modelo alternativo MA usados para contraste em cada foreground. Ha trés propor¢des

para cada modelo. Sendo eles, p' s&o propor¢cdes de codons em selecao purificadora,

p? evolucdo neutra e p3** selecdo positiva. Normalmente espera-se que a maior

proporcao de codons seja de cddons em selecao purificadora, porém, no foreground

2, ha uma maior propor¢ao de cédons em selecado positiva.
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Figura 5. Arvore filogenética estimada a partir do método de Maxima Verosimilhanga para a
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analise de selecédo positiva. A area evidenciada em vermelho indica o ramo foreground no
qual as proteinas evoluiram para novas fun¢des sem ganho de dominio aparente e a area
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evidenciada em cinza indica, o ramo foreground em que as proteinas ganharam um dominio.

Os modelos nulo (auséncia de selecdo positiva) e alternativo (presenca de
selecdo positiva) foram contrastados utilizando o valor de LNL pelo teste de LRT
(Tabela 1). No foreground 1, o modelo MA foi significativo no contraste entre o M1a e
MA null (p = 0.003 e p = 0.00004 respectivamente), evidenciando evolug¢ao por selecéo
positiva nessa linhagem. Entre os contrastes com o foreground 2, nao houve diferenca
significativa (Tabela 1).

A andlise do Bayes Empirical Bayes, utilizando o foreground 1, mostrou que doze
codons estavam sendo selecionados positivamente (P>95%), sendo quatro com mais
de 99% de probabilidade (Tabela 1). Na Figura 6 podemos observar o alinhamento
dessa linhagem com os respectivos cédons em selecao. Curiosamente, um desses
coédons esta no sitio catalitico da enzima, regidao essa que normalmente é a mais
conservada da proteina.

Codons selecionados

Foreground Contraste Gl LRT positivamente (BEB)
o M1a x MA 2 4.438
MA null x MA 1 0.319
964, 969, 970, 978,
Mia x MA 2 20.135" 1024, 1030, 1038,
1 1041, 1042, 1063,
MA null x MA 1 8.676** 1070, 1081.

Tabela 1. Contraste dos modelos M1a, MA restrito e MA por LRT

“p < 0.003 **p < 0.00004. Cédons marcados em negrito com p >99%

A partir desses resultados deduzimos que a evolugcéo da nova fungcéo de TST
das proteinas do tipo rodanase, foi predominantemente por selecao positiva, porém
para a funcdo de MOCS3 n&o ha sinal significativo de sele¢do positiva promovendo
sua mudanca.
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Figura 7. Alinhamento do ramo foreground 1, linhagem TST. * - Sitios selecionados
positivamente. Evidenciado em esta o sitio catalitico
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Figura 8. Andlise de padréo de selecéao por codon (site-test) em MOCS3 (1) e TST (2).
Evidenciado em rosa estao os dominios Thif e Rhod, em cinza (A) e (B), dominios conservados
similares nas duas linhagens.

EVOLUGCAO MOLECULAR POS NEOFUNCIONALIZACAO

Ap6s a duplicacdo em familias génicas € comum encontrar um padrdao em
que as codpias paralogas evoluem por uma selecao purificadora mais relaxada e se
diversificam posteriormente por selecao positiva (KAESSMANN et al., 2010). Depois
da neofuncionalizacéo, espera-se que a selecéo natural por tras desse evento, torne-se
purificadora, mantendo a nova func&o adquirida (INNAN, KONDRASHOV, 2010). Para
testar como TST e MOCS3 se comportaram apds a duplicacao e a neofuncionalizagao,
realizamos o site test dentro de cada grupo. O resultado deste teste ndo mostrou
qualquer codon sendo selecionado positivamente, indicando uma predominancia de
coédons sob selecao purificadora (Figura 7). Na Figura 7 ainda é possivel observar
duas regides (A e B) mais conservadas no dominio Rhod, sendo uma delas o dominio
catalitico (A). Apesar da predominancia da restricao seletiva, a selecdo purificadora
ocorreu de forma mais relaxada em alguns segmentos das MOCS3 e TSTs.

DISCUSSAO

Padrao de selecao nas linhagens MOCS3 e TST.

ApOs eventos de duplicacdes dentro de familias génicas, o novo gene pode sofrer
uma neofuncionalizagdo com ou sem ganho de dominio (MAGADUM et al., 2013).
Apesar da expectativa de encontrar selecdo positiva nas duas formas de mudanca
de fung¢do, ndo encontramos sinal de selegcédo positiva na linhagem MOCSS3, na qual
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houve ganho de dominio em sua neofuncionalizac&o. E possivel que a diferenciacdo
de funcao tenha ocorrido sob influéncia da selecéo positiva em MOCS3, mas o teste
branch-site poderia nao ter o poder estatistico necessario para a deteccéo desse tipo
de selecao dada a elevada divergéncia entre as sequéncias de MOCS3. Quando ha
grande divergéncia entre as sequéncias estudadas, o branch-site teste perde poder
estatistico e ndo detecta sinais de selecdo (YANG; REIS, 2011).

Por outro lado, detectamos sinal de sele¢ao positiva para a linhagem de TST.
Curiosamente alguns sitios sob selecdo positiva foram identificados no sitio catalitico
da enzima ou proximo a ele. Normalmente nessas regides encontra-se apenas
a selecao purificadora, impedindo que alteragdes se fixem, visto que pequenas
mudancgas podem ser capazes de alterar a estrutura da proteina ou afinidade com o
substrato, ou seja, comprometendo a funcionalidade da proteina (CARLSON et al.,
1994; HANKS; QUINN; HUNTER, 1988; HANKS; HUNTER, 1995). Apesar de ser um
padréo inesperado, a diversificac&o por selecao positiva em dominios conservados foi
também observada em proteinas como DOUBLESEX (SOBRINHO; BRITO , 2012).
Isso pode ser entendido a partir do processo do surgimento das novas cépias dentro
da familia génica. Assim sendo, quando ha duplicacdo génica, a pressado seletiva
se afrouxa, inclusive no sitio catalitico, pois possiveis mutacées que alterariam o
funcionamento da proteina, podem ser mantidas, visto que, ha uma redundancia das
copias. Esta redundancia permite que uma das copias desenvolva novas propriedades
funcionais, enquanto a outra copia é preservada em sua funcao ancestral (INNAN;
KONDRASHOV, 2010; KAESSMANN, 2010; OHNO, 1970.

Origem das TST

Observando a filogenia (Figura 4) é possivel verificar que as TST formam um
grupo monofilético. Esse grupo surge a partir de proteinas mais diversas que também
possuem o dominio Rhod, sendo algumas identificadas como proteinas heat-shock
(PHS). Hipotetizamos entao, que possivelmente as TST tenham se originado a partir das
PHS, uma vez que estas ultimas sao proteinas mais inespecificas (FEDER;HOFMANN,
1999), e ndo possuem grande especificidade a um unico substrato (SUN; MACRAE,
2005). Essa inespecificidade pode ter sido um fator que tenha facilitado a evolugao das
TST como um grupo de proteinas mais especializado na transferéncia do sulfato, por
nédo exigir mudancas radicais no momento da troca para afinidade por um substrato
especifico.

Esse tipo de evolugdo pode ser evidenciado pelo trabalho de Bordo (2002),
no qual o autor verificou que a mudanga mais expressiva entre as TST e fosfatases
cdc25, da mesma familia génica das rodanases, era o ganho de um aminoacido no
sitio catalitico das cdc25. Esse unico aumento resultou em um sitio catalitico mais
amplo, que foi capaz de acomodar um atomo de fésforo, quimicamente maior que um
atomo de enxofre, possibilitando a reacao de fosfatase em vez de sulfurtransferase.
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O presente trabalho indica mudanc¢as maiores, como evidenciado pelos 11 sitios sob
selecéo positiva, incluindo um dentro do sitio catalitico.

Apesar de o ramo monofilético indicar a evolugcéo das TST a partir das proteinas
menos especializadas, esta hipdtese deve ser corroborada por uma analise mais
ampla de toda a familia génica das rodanases, pois esta divergéncia pode ter sido
mais antiga que a presente no ramo dos Diptera analisado aqui.

EVOLUCAO APOS NEOFUNCIONALIZAGAO

Apos eventos de duplicagdes e neofuncionalizagdes, um dos modelos esperados
€ o de que selecao purificadora mantenha as novas funcées dos novos genes
(FORCE et al., 1999; INNAN; KONDRASHOQV, 2010). TST e MOSC3 mostram esse
comportamento, evidenciado pelo padrao de selecao purificadora mostrado pelo site-
test (ndo verificando selecéo positiva). Este mesmo padrdo € também evidenciado
no contraste entre genes Acp (Proteinas da Glandula Acesséria) e nédo-Acp de
Drosophila, que mostra uma maior forca da selecéo purificadora ap6s a duplicagao
génica e uma possivel neofuncionalizacédo (ALMEIDA; DESALLE, 2008). Da mesma
forma, no genoma do milho, foram encontrados genes regulatérios neofuncionalizados
que experimentaram selecao purificadora (HUGHES; LANGDALE; KELLY, 2014).

Outros modelos sugerem que a selecao purificadora atua normalmente apenas
na copia ancestral, com a selecéo positiva atuando na cépia neofuncionalizada. Este
nao parece ser o padrao de evolugcédo das TST e MOCSS do presente estudo, mas foi
encontrado na evolucéo dos genes Caf1-55 e Caf1-55dup de Drosophila. Neste caso,
A selecao purificadora atuou fortemente na manutencao da fung¢ao da copia ancestral
(Caf1-55), ao passo que a selegao positiva atuou ap6s a neofuncionalizacédo da nova
copia (Caf1-55dup) (CALVO-MARTIN; PAPACEIT; SEGARRA, 2017).

CONCLUSAO

N&o encontramos sinal de sele¢ao positiva na linhagem MOCSS3, na qual houve
ganho de dominio em sua neofuncionalizacdo. E possivel que a diferenciacdo de
funcdo tenha ocorrido sob influéncia da selecéo positiva em MOCSS, entretanto é
necessario a utilizacdo de testes menos sensiveis a sequéncias divergentes.

Poroutrolado, noramo das TST foi possivel detectar sinal de sele¢do positiva, além
de alguns cédons sendo selecionados positivamente, indicando que a diferenciacao
da funcéo de TST foi determinada por selecao positiva.

Apbs os eventos de duplicacao que culminaram nas novas funcées de MOCS3
e TST, observamos que a selecédo purificadora manteve as funcdes de ambas as
proteinas.
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CAPITULO 8

DIVERSIDADE GENETICA EM Hoplias malabaricus (BLOCH,
1794) REVELA DIFERENTES LINHAGENS EM BACIAS
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RESUMO: A espécie Hoplias malabaricus,
conhecida popularmente como
considerada uma U(nica espécie nominal,

traira é

porém, estudos citogenéticos e moleculares
vém confirmando a existéncia de um complexo
de espécies com uma diversidade cariotipica
de sete citotipos reconhecidos. Neste contexto,
objetivando determinar os padrdes de
diversidade genética, bem como a ocorréncia
de diferentes linhagens em bacias hidrograficas
maranhenses utilizou-a Regidao Controle do
DNA mitocondrial. Amostras de H. malabaricus
foram coletadas dos rios Turiacu, Pindaré,
Mearim, Itapecuru e Parnaiba. O DNA total foi
extraido usando o kit Wizard Genomic DNA
Purification da Promega seguindo as instru¢des
do fabricante e a amplificacao génica realizada
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MARANHENSES

via PCR com posterior sequenciamento. Os
dados foram analisados com os softwares
BioEdit, MEGA6, DNAsp 5.1, Haploviewer,
BAPS 6.0 e ARLEQUIN 3.5. Os resultados
obtidos revelaram um processo de diferenciacéo
genética entre as amostras analisadas. A arvore
gerada mostrou o agrupamento dos espécimes
em trés haplogrupos maiores com 0s suportes
variando de 88 a 98% de bootstrap estando
bem suportados. A AMOVA realizada mostrou
valores de Fst elevado (0,465) e valores de p
altamente significativos, confirmando processo
de diferenciacdo em curso. Os resultados
evidenciam um processo de diferenciagao
genética em H. malabaricus nas bacias
estudadas, uma vez que para 0s espécimes
maranhenses, que segundo a literatura sao
representados por um unico citétipo, obtivemos
trés linhagens diferentes corroborando com os
dadoscromossOmicos e citogenéticos existentes
na literatura e reforcando a necessidade de
uma revisao taxondémica.

PALAVRAS-CHAVE: Traira,
espécies, Divergéncia Genética, Maranhao.

Complexo de

ABSTRACT: The species Hoplias malabaricus,
popular trahira is considered a single nominal
species, however, cytogenetic and molecular
studies have confirmed the existence of a
complex of species with a karyotype diversity
of seven recognized cytotypes. In this context,
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aiming determine the genetic diversity patterns and the lineage occurring in Maranh&o
basins we used the Region Control of mitochondrial DNA. H. malabaricus samples
were collected from rivers Turiagu, Pindaré, Mearim, Itapecuru and Parnaiba. Total
DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA Purification Kit of Promega
according to the manufacturer's instructions and the gene amplification performed
by PCR with subsequent sequencing. Data were analyzed with the software BioEdit,
MEGAGB, DNAsp 5.1, Haploviewer, BAPS 6.0, and ARLEQUIN 3.5. The generated tree
showed the grouping of specimens into three major haplogroups, with support ranging
88-98 % of bootstrap being well supported. The AMOVA performed showed high
values of Fst (0.465) and highly significant p- values, confirming ongoing differentiation
process. The results show a process of genetic differentiation in H. malabaricus in the
studied basins, once for maranhenses specimens, which according to the literature
are represented by a single cytotype, we obtained three different strains corroborating
existing chromosome and cytogenetic data in the literature and reinforcing the need for
taxonomic revision.

KEYWORDS: Trahira, Species Complex, Genetic Divergence, Maranhao.

11 INTRODUCAO

A Ordem Characiformes compreende um grupo dominante entre os peixes de
agua doce da América do Sul, e apresentam destacada importéncia na pesca comercial
e de subsisténcia (BRITSKI et al., 1999), sendo vulgarmente chamados de peixes de
escamas. A ordem, é constituida por cerca de 1.674 espécies validas, distribuidas
em 270 géneros, sendo que na Amazoénia ocorre mais da metade de suas espécies
(NELSON, 2006).

A familia Erythrinidae compreende um pequeno grupo de Characiformes com
apenas 14 espécies (FRICKE; ESCHMEYER, 2012), agrupadas nos géneros Erythrinus
Scopoli, 1777, Hoplerythrinus Gill, 1985 e Hoplias Gill, 1903 e distribuidas na regiéo
Neotropical. E um taxon endémico das Américas do Sul e Central (OYAKAWA, 2003).

Apesar de ser uma familia relativamente pequena, a identificacdo precisa das
espécies que compdem a mesma é bastante problematica. A espécie H. malabaricus
(BLOCH, 1794) de acordo com diversos estudos citoldgicos e moleculares
correspondem, na realidade a um grupo de espécies com taxonomia confusa.

Segundo Morelli (1998), H. malabaricus, conhecida popularmente como traira,
apresenta o corpo cilindrico com uma leve depressao lateral, possui nadadeira dorsal
angular, cabeca bastante longa, boca ampla e mandibulas proeminentes, possui
dentes fortes e conicos, com presenca de caninos, possui coloragdo que varia desde
marrom escuro passando a um bege claro possibilitando que a traira se camufle na
vegetacdo para capturar suas presas (OYAKAWA, 1998). E uma espécie sedentaria
bem adaptada a ambientes Iénticos de agua doce, embora possa ser encontrada em
rios de grande e pequeno porte (SABINO; ZUANON, 1998).
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Estudos citogenéticos em H. malabaricus vém sendo realizados desde a década
de 70 (BERTOLLO, 1978; BERTOLLO et al., 2000; PAZZA; JULIO Jr., 2003; VICARI et
al., 2005; JACOBINA et al., 2009; BLANCO et al., 2010; MARQUES et al., 2013). Além
desses, outros mais recentes de cunho molecular (SANTOS et al., 2009; PEREIRA et
al., 2012, MARQUES et al., 2013) vém confirmando a existéncia de um complexo de
espécies atribuidas a este taxon. Uma vez que, estes tem revelado uma diversidade
cariotipica com sete citotipos reconhecidos denominados de A-G com uma elevada
diversidade genética. Para a regiao de Sao Luis no Maranhao, foi reportado por Bertollo
et al. (2000) que as populacdes de H. malabaricus séo caracterizadas pelo citétipo F
(2n=40), com distribuicao geogréfica do Suriname ao rio Sao Francisco.

1.1 Marcadores Moleculares

A delimitacdo precisa das espécies € um problema classico das ciéncias
biolégicas. Os dados morfolégicos foram, historicamente, os primeiros a serem
utilizados na identificacao de espécies. Com o desenvolvimento de novos métodos, as
investigacbes com DNA mitocondrial passaram a ser um dos principais métodos para
diferenciacao de espécies (AVISE, 2004).

Dentre os genes mitocondriais, a Regido Controle, também conhecida como
D-loop, € uma das mais utilizadas em estudos populacionais. Possui em torno de
1.100 pares de bases e em peixes localiza-se entre as regides codificadoras de dois
RNAs transportadores (tRNA), o tRNA da prolina e o tRNA da fenilalanina (LUl et al.,
2012). A taxa de mutacéo deste segmento chega a ser cem vezes mais rapida do que
acontece no DNA nuclear (AVISE, 2004). Consequentemente, a regiao controle tem
sido utilizada em estudos da variacéo genética intraespecifica, incluindo espécie de
peixes, revelando diferengas significativas mesmo entre populagdes separadas por
pequenas distancias geograficas (PANARARI-ANTUNES et al., 2012).

Como a espécie H. malabaricus é taxonomicamente confusa, com a ocorréncia
de sete cit6tipos reconhecidos e com grande variabilidade genética para os mesmos,
e considerando-se que o Estado do Maranhdo esta localizado em uma regido de
transicao entre a Amazoénia, o Cerrado e a Caatinga, pretendeu-se verificar por meio
desse estudo, se os espécimes maranhenses de H. malabaricus pertencem a uma
unica linhagem, a partir da andlise dos indices de diversidade genética e assim gerar
informacdes sobre as populacdes para este taxon, procurando elucidar questdes
sobre a taxonomia e estrutura genética de suas populagdes, bem como verificar se 0
possivel (eis) citotipo (s) ocorrente(s) constitui linhagens diferenciadas.

2 | MATERIAL E METODOS
2.2 Area de Coleta

As amostras foram obtidas dos seguintes rios maranhenses: Itapecuru, Pindaré,

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8




Mearim, Turiagcu e Parnaiba. As bacias maranhenses estudadas possuem diferentes
caracteristicas hidricas (Figura 1).
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Figura 1. Localizagédo dos pontos amostrais em cada bacia. Modificado por TEIXEIRA (2016).
Criado com o programa Quantum GIS 2.6.

2.3 Amostragem

A amostragem foi constituida de espécimes de H. malabaricus coletados no
curso das bacias dos rios Itapecuru, Pindaré, Mearim, Parnaiba e Turiagu. Para a
coleta foram utilizados apetrechos de pesca como redes de arrasto, malhadeiras
de varios milimetros, currais e tarrafas. Para a identificagcdo taxonémica utilizou-se
literatura cientifica (BRITSKI et al., 1999; PIORSKI et al., 2007; BERTOLLO et al.,
2000) e posterior confirmacdo por especialista. As coletas realizaram-se mediante
a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (n°. 02012.004159/2006 - rio Itapecuru, ICMBIO n°.46367-1 -rio Pindaré,
ICMBIO- MMA n° 42.119-2 - rio Mearim e ICMBIO n°. 46367-1 - rio Turiagu).

2.4 Técnicas moleculares

O DNA total foi isolado a partir das amostras de tecido muscular empregando-
se o protocolo kit Wizard Genomic DNA Purification Promega seguindo as instrucoes
do fabricante. O isolamento e amplificacdo da Regidao Controle a partir do DNA total
foi realizado através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-
se uma combinacdo de primers especificos e seguindo as condigbes descritas por
Rodrigues et al. (2008). Os produtos das PCRs foram purificados com o KIT ExoSap
IT foram submetidos a reagcdo de sequenciamento de DNA utilizando o método
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Didesoxiterminal (SANGER et al., 1977), ap0s a reacdo de sequéncia, as amostras
foram precipitadas e em seguida foram submetidas ao sequenciador automatico de
DNA (ABI 3500/Life Technologies).

2.5 Analise dos dados

As sequéncias foram alinhadas no CLUSTAL W 1.4 (THOMPSON et al., 1994)
e editadas no BIOEDIT 7.0 (HALL, 1999). Foi verificado o melhor modelo evolutivo
para a reconstrucao filogenética de no programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013).
Posteriormente a escolha do modelo evolutivo, foram geradas arvores filogenéticas. A
significancia dos agrupamentos foi estimada pela analise de bootstrap (1000 réplicas)
(FELSENSTEIN, 1985). O programa MEGA 6 também foi usado para gerar a matriz
de distancia genética entre os espécimes dos rios analisados, sob o modelo evolutivo
Kimura-2- parametros (K2P) (KIMURA, 1980). Uma sequéncia de Prochilodus
argenteus (NC027689), foi incorporada as analises como grupo externo. As redes de
haplétipos foram construidas a partir do programa Haploviewer (SALZBURGER et
al., 2011). As analises populacionais foram obtidas através dos softwares DNAsp 5.1
(LIBRADO; ROZAS, 2009), BAPS 6.0 (CORANDER et al., 2008) e ARLEQUIN 3.5
(EXCOFFIER et al., 2007). A Anélise Molecular de Variancia (AMOVA) foi realizada no
software ARLEQUIN 3.5. (EXCOFFIER et al., 2007).

3| RESULTADOS

3.6 Analise do polimorfismo do fragmento

Um fragmento de 797 pb (pares de base) da regido controle (D-loop) foi obtido
para 37 espécimes de H. malabaricus provenientes de cinco Bacias Hidrograficas do
Maranh&o. Comparacdes das bases de nucleotideos mostraram 697 sitios conservados
e 100 sitios variaveis, sendo 95 informativos para parciménia. Foram obtidos 30
haploétipos, com diversidade haplotipica de 0,984 e a diversidade nucleotidica de 0,044.
Quando analisada isoladamente as popula¢des, observou-se que os maiores valores
de diversidade haplotipica ocorreram para as populacdes das bacias do Pindaré e
Parnaiba com valor de (h= 1,000) para ambas (Tabela 1). Os demais valores foram
sumarizados na tabela 1.

indice de diversidade

Populacdes N NH K S molecular
Haplotipica Nucleotidica
(H) ()

Itapecuru 14 11 28,533 80 0,943 0,035
Pindaré 6 6 18,933 42 1,000 0,023
Parnaiba 2 2 5,000 5 1,000 0,006
Mearim 6 4 31,600 64 0,800 0,039
Turiacu 9 8 5,556 12 0,972 0,006
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Populacoes Agrupa- 37 30 35,229 95 0,984 0,044
das

Tabela 1. Diversidade genética dos espécimes de H. malabaricus de diferentes bacias
maranhenses baseado em 797 pb da Regido Controle.

(N= numero amostral, NH= nimero de haplétipos, K= nimero médio de diferencas nucleotidicas, S= sitios
polimorficos).

Do total de haplétipos encontrados, 29 correspondem a haplétipos Unicos
(singletons) distribuidos diferentemente entre as bacias analisadas e um foi
compartilhado entre os rios Pindaré e Mearim (Figura 2). Aanélise da rede de haplétipos
permite inferir que existe uma separacao incompleta de linhagens, constatada pelo
padréo de distribuicao dos haplétipos observados, que nao permite separar claramente
as populacdes dos rios entre si, devido aos poucos passos mutacionais que separam
um haplétipo do outro, chegando a ocorrer o compartilhamento de haplétipos entre as
bacias.

3.7 Anadlises filogenéticas e distancia genética

Os resultados mostraram o agrupamento dos espécimes em trés haplogrupos
maiores para as populacdes maranhenses onde estes tiveram os suportes variando
de 88 a 98% de bootstrap estando bem suportados. O primeiro haplogrupo foi
formado pelos haplo6tipos do rio Mearim e Itapecuru, sendo suportado pelos valores
de 88NJ/81MP/86ML. Este haplogrupo possui dois subclados, onde o primeiro foi
formado por trés hapl6tipos do rio ltapecuru e o segundo por haplétipos do rio Mearim,
ambos com suporte de 100NJ/99MP/99ML. O segundo haplogrupo foi formado pelos
haplétipos do rio Turiagu, com suporte de 98NJ/95MP/96ML. O terceiro haplogrupo foi
constituido por espécimes das populacdes dos rios Pindaré, Mearim e Parnaiba com
suporte de 84NJ/67MP/80ML. Dentro deste haplogrupo, houve a formacéo de dois
subclados sendo o primeiro formados por haplotipos do rio Parnaiba com valores de
100NJ/99MP/99ML e o segundo subclado foi formado por haplétipos do rio Pindaré,
com suporte de 100NJ/99MP/99ML (Figura 3). As divisbes observadas na arvore sao
um claro indicativo de politomia das amostras com separacao incompleta das linhagens
e sdo semelhantes aqueles evidenciados na rede de haplétipos.

Adistancia genética média entre os grupos variou de 3,4 a 5,9%, com a populagéao
do rio Pindaré sendo a mais diferenciada. Os demais valores de divergéncia obtidos
para as populacoes estao sumarizados na Tabela 2.

% Divergéncia Nucleotidica

Populacoes ] S 3 4 5
1. Turiagu 0,7

2. Itapecuru 54 3,7

3. Mearim 57 49 41
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4. Pindaré 43 59 46 24
5. Parnaiba 34 53 51 34 0,6

Tabela 2. Média de distancia genética K2P para a Regiao Controle nas populagdes de H.
malabaricus. Os valores em diagonal correspondem a diversidade média intraespecifica.
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Figura 2. Rede de hapl6tipos gerada para populagdes de H. malabaricus provenientes das
bacias maranhenses com base na Regido Controle. Os nimeros proximos aos simbolos
representam as frequéncias com que os haplétipos ocorrem.
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Figura 3. Arvore de haplétipos Regido Controle obtida com 1000 réplicas de bootstrap. Os
ndmeros nos ramos indicam da esquerda para a direita os valores de bootstrap para NJ, MP e
ML

Analise Molecular de Variancia (AMOVA)

Os resultados dos testes de AMOVA mostraram que a maior porcentagem de
variacdo genética ocorreu dentro das populagdes (53,43%) com valores de p e Fst
altamente significativo, sendo indicativo de um processo de diferenciacao genética em
curso nas populacdes dos rios estudados (Tabela 3).

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8



Tipos de variacao Componentes | % Total de Fst Estatistico p
de Variacao Variacao

Grupo Maranhé&o (ltapecuru, Pindaré, Mearim, Parnaiba, Turiacu)
Entre populacoes 924.696Va 53,43 0,465 <0,001
Dentro das populacées 1.062.997Vb 46,52

Tabela 3. Resultados da AMOVA nas populacgdes de H. malabaricus analisadas.

*valores de p, calculados aleatoriamente com 1023 permutagoes.

Verificamos por meio dos resultados gerados pelo BAPS que ha um
compartilhamento de linhagens entre as bacias. Entretanto a configuracéo de grupos
apresentada por essa analise nao difere daquilo que foi evidenciado em outras analises
no presente estudo, apontando para a existéncia de trés grupos diferenciados. Onde
h& ocorréncia de uma unica linhagem para o rio Turiagu. No grupo do rio ltapecuru e
Mearim observam-se a presenca de uma linhagem exclusiva para este rio. A analise
revelou ainda que no grupo do rio Mearim, ocorrem duas linhagens, onde uma delas
compartilhada com o rio Itapecuru e a outra compartilhada com os rios Parnaiba
e Pindaré, corroborando o padrdo evidenciado tanto na rede, quanto na arvore de
haplotipos (Figura 4).

AN
A

Figura 4- Grafico em barras gerado pela analise no Programa BAPS v.6, a qual estima a
probabilidade posterior da formacéo de grupos. Na figura os grupos séo representados pelos
desenhos, e pela numeracao das popula¢des, mostrando um total de 3 grupos. 1 — Turiacu, 2 —
Itapecuru e Mearim, 3- Mearim, Pindaré e Parnaiba.
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DISCUSSAO

Os resultados da analise das populacdes agrupadas de H. malabaricus com base
na analise da Regiao Controle mostrou alta diversidade haplotipica para os espécimes
maranhenses. Estes resultados sdo similares aqueles encontrados por Pereira et
al. (2013), analisando populagdes de H. malabaricus oriundas de bacias da regiao
do leste do Brasil, utilizando os marcadores ATPase-6 e 0 gene nuclear ativador de
recombinacdo (RAG2), encontrou alta divergéncia molecular (8,7% e 11,1%), para 0os
espécimes estudados e distribuidos em quatro haplogrupos (Nordeste, Leste A, Leste
B e Sudeste).

Segundo Lundberg et al. (1998) o padrao de divergéncia pode ser explicado
levando-se em consideracdo a histéria geomorfolégica das bacias hidrograficas a
qual habitam. A ocorréncia de espécies relacionadas nas bacias brasileiras tem sido
atribuida aos efeitos das variagdes do nivel do mar provocadas por ciclos de glaciagéo
(WEITZMAN et al., 1988). Durante a maxima glacial, a diminuicdo nos niveis do mar
podem ter favorecido a confluéncia dos rios adjacentes e permitido que os peixes de
agua doce tenham se dispersado entre bacias (BEHEREGARAY et al., 2002). Além
disso, captura de cabeceira entre bacias (LUNDBERG et al., 1998) pode explicar
similaridades de fauna. Tais fatores podem ser considerados para tentar entender a
distribuicdo dos espécimes entre as bacias analisadas.

Os resultados demonstraram uma alta variabilidade genética para as populag¢des
estudadas. A variabilidade genética € um componente decisivo para a sobrevivéncia
de uma espécie a médio e longo prazo, uma vez que € devido a ela que uma espécie
esta apta a se adaptar as constantes modificacdes do meio ambiente (FRANKHAM
et al., 2002). E a variabilidade genética que permite que populacdes submetidas a
mudancas ambientais respondam as pressbes ecolégicas no sentido contrario a
reduc@o populacional e a extingdo local (WANG et al., 2002). A alta variabilidade
evidenciada em nosso estudo aparenta ser uma caracteristica comum da espécie, ja
que elevados indices de diferenciacao foram relatados por outros autores utilizando
diferentes tipos de marcadores moleculares, como nos estudos de Dergam et al.
(1998), Peres et al. (2002), Marques et al. (2013), Rosso et al. (2012) e Pereira et al.
(2013).

A reconstrucéo filogenética obtida mostrou a formacéo de trés haplogrupos entre
0s espécimes maranhenses, indicando a ocorréncia de diferentes linhagens para
estes rios. Resultados similares foram obtidos por Abreu-Souza (2014), estudando H.
malabaricus de drenagens maranhenses (Turiagu, Pindaré, Mearim, Itapecuru, Munim,
Gurupi, Parnaiba e Tocantins) através da regiao D-loop. Convém ressaltar que o “n
amostral” obtido no estudo de Abreu-Souza foi maior. Marques et al. (2013) estudando
populacdes de H. malabaricus da bacia Amazoénica, por meio do gene COI, encontrou
a formacéo de seis haplogrupos, demonstrando um padrdo de diferenciacéo para o
taxon. Estes resultados permitem constatar a alta variabilidade presente no grupo e
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a ocorréncia de diferentes linhagens mesmo dentro de uma unica bacia hidrografica.
Esse padrao de distribuicdo também foi constatado por meio das redes de haplétipos
e pelas analises do BAPS.

Segundo Avise (2004) a variacdo genética populacional deve ser fungdo tanto
da diversidade genética disponivel originalmente para a espécie, quanto de processos
contemporaneos como selecédo, fluxo génico, sistema de cruzamento entre outros,
que governam como aquela variacdo € posteriormente repassada entre e dentro
das populacdes. No caso dos peixes de agua doce, suas populacées em geral se
distribuem por locais isolados, 0 que pode minimizar as trocas génicas entre elas,
levando a processos de diferenciacdo genética (RAMOS, 2007). Como H. malabaricus
€ uma espécie sedentaria e vive preferencialmente em populagdes isoladas, ha o
favorecimento da diferenciacdo genética entre as populagdes devido aos baixos
niveis de fluxo génico. Os peixes sedentarios tém maior capacidade de registrar em
seu DNA os eventos vicariantes ou ecol6gicos aos quais sdo submetidos, pois a sua
condicao sedentaria limita a sua capacidade para superar as barreiras fisicas, ou fugir
espacialmente de pressdes ambientais impostas (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

Considerando-se os resultados obtidos por meio das demais analises e com o
intuito de verificar o nivel de diferenciacéo entre as populacdes de H. malabaricus,
utilizou-se o teste de AMOVA, onde 0 mesmo revelou que ha uma estruturacdo genética
para estas populacdes, a qual € apoiada significativamente pelo indice de fixacéo
(Fst) e pelos valores de p < 0,001. De acordo com Wrigth (1965), valores entre 0 e
0,05 indicam baixo nivel de diferenciacéo genética, valores entre 0,05 e 0,25 indicam
diferenciacdo genética moderada, e acima de 0,25 indicam elevada diferenciacao.
Nossos resultados permitiram inferir que as populagdes analisadas apresentam
valores de Fst (0,465), sendo considerado elevado. Portanto mais um indicativo de
que os espécimes das bacias analisadas estao em processo de estruturacao genética,
considerando-se os parametros adotados por Wrigth.

41 CONCLUSAO

Estudos dessa natureza sao necessarios, uma vez que nem sempre as mudancas
ocorridas em nivel molecular em uma espécie, aparecem na morfologia, o que torna
fundamental a associacdo de estudos genéticos, citogenéticos, morfoldgicos e
ecolégicos. Os dados de diversidade e estruturacao genética encontrados na presente
analise em populacdes de H. malabaricus nas bacias hidrograficas maranhenses
por meio da Regidao Controle, nos fornecem informac6es importantes quanto a
diferenciacado genética em populacbes desta espécie e evidenciam a ocorréncia de
diferentes linhagens nas bacias estudadas.

Os dados obtidos sdo um indicativo de que mesmo dentro de um unico citotipo,
como é relatado na literatura para os rios maranhenses (citétipo F), ha uma grande
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variacao genética nos espécimes. Resultado semelhante foi detectado por Marques
et al. (2013) estudando um Unico cit6tipo do rio Amazonas, reforcando a problematica
taxonbmica existente em H. malabaricus. Portanto, faz-se necessario a conservagcao
das bacias hidrograficas em questdo como forma de nao perder parte da diversidade
deste taxon, uma vez que o estudo mostrou grande diferenciacdo genética entre as
populacdes analisadas.

REFERENCIAS

ABREU — SOUZA, C. P. Diversidade e morfométricas de Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) em
drenagens do estado do Maranhao. Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Maranhao —
UFMA, Sao Luis. 2014.

AVISE, J. C. Molecular markers, natural history and evolution. Sinauer Associates. 2004.

BRITSKI, H.A.; SILIMON, K.Z.; LOPES, B.S. Peixes do Pantanal: Manual de identificacao.
Embrapa. Brasilia — DF. 1999.

BEHEREGARAY, L.B.; SUNNUCKS, P.; BRISCOE, D. A. A rapid fish radiation associated with
the last sea level changes in southern Brazil: the silverside Odontesthes perugiae complex.
Proceedings of the Royal Society of London B, v. 269, p. 65-73. 2002.

BERTOLLO, L. A. C.; TAKAHASH]I, C. S.; MOREIRA-FILHO, O. Cytotaxonomic considerations on
Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Revista Brasileira de Genética, n. 1, v. 2, p.103-120. 1978.

BERTOLLO, L.A.C; BORN, G.G.; DERGAM, J.A; FENOCHIO, A. S; MOREIRA-FILHO, O. A
biodiversity approch in the neotropical Erythrinidae fish, Hoplias malabaricus. Karyotypic survey,
geographic distribution of cytotypes and cytotaxonomy considerations. Chromosome Research, v. 8, p.
603-613. 2000.

BLANCO, D. R,; LUI, L. R.; BERTOLLO, L. A. C.; DINIZ, D.; FILHO, O. M. Characterization of
invasive fish species in a river transposition region: evolutionary chromosome studies in the
genus Hoplias (Characiformes, Erythrinidae). Reviews in Fish Biology and Fisheries. 2010.

CORANDER, J.; MARTTINEN, P.; SIREN, J.; TANG; J. Enhanced Bayesian modelling in BAPS
software for learning genetic structures of populations. BMC Bioinformatics, v. 9, p. 539. 2008.

DERGAM, J. A.; SUZUKI, H. I.; SHIBATTA, O. A.; DUBOC, L. F.; JULIO JR; HORACIO, F.; GIULIANO-
CAETANO, L.; BLACK, I.V.; WILLIAM, C. Molecular biogeography of the Neotropical fish Hoplias
malabaricus (Erythrinidae: Characiformes) in the Iguacu, Tibagi and Parana rivers. Genetics and
Molecular Biology, v. 21, p. 493-496. 1998.

EXCOFFIER, L.; LAVAL, G.; SCHNEIDER, S. Arlequin: a software for population data analysis.
Version 3.1. Geneva: University of Geneva. 2007.

FRANKHAM, R.; BALLOU, J.R.; BRSCOE, D.A. Introduction to Conservation Genetics. Cambridge
University Press. Cambridge, England 640pp. 2002.

FELSENSTEIN, J. Confidence limits on phylogenies: An approach using the
bootstrap. Evolution, v. 39, p. 783-791. 1985.

FRICKE, R.; ESCHMEYER, W. N. Journals. (http://research.calacademy.org/research/ichthyology/
catalog/journals.asp). 2012. Electronic version accessed 21/09/2012.

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8




HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program
for Windows 95/98/NT. Nucleic acids symposium. Serie A. v. 41, p. 95-98. 1999.

JACOBINA, U. P.; AFFONSO, P. R. A. M.; CARNEIRO, P. L. S.; DERGAM, J. A. Biogeography and
comparative cytogenetics between two populations of Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Ostariophysi: Erythrinidae) from coastal basins in the State of Bahia, Brazil. Neotropical
Ichthyology, v. 7, n. 4, p.617-622. 2009.

KIMURA, M. A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions through
comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular Evolution, v. 16, p. 111-120.
1980.

LIBRADO, P.; ROZAS, J. DnaSPv5: A software for comprehensive analysis of DNA
polymorphism data. Bioinformatics, v. 25, p. 1451-1452. 2009.

LOPEZ — FERNANDEZ, H.; ARBOUR, J. H.; WINEMILLER, K. O; HONEYCUTT R. L. Testing for
ancient adaptive radiations in Neotropical cichlid fishes. Evolution, v. 67, p. 1321—- 1337. 2013.

LUNDBERG, J. G; MARSHALL, L. G.; HORTON, B.; MALABARBA, M. C. S. L.; WESSELINGH, F.
The stage for Neotropical fish diversification: A history of tropical South American rivers. In:
Malabarba LR, Reis RE, Vari RP, Lucena ZMS, Lucena CAS, editors. Phylogeny and Classification of
Neotropical Fishes. Porto Alegre: EDIPUCRS. p 13—-48. 1998.

LUI, R. L.; BLANCO, D. R.; MARGARIDO, V. P.; KUHN, G. C.; GOMES, V. N.; PRIOLI, A. J.;
MOREIRA-FILHO, O. A recent transposition of river involving Parana and Sao Francisco

basins: Effects on the genetic variability and structure of the neotropical fish Parauchenipterus
galeatus (Siluriformes, Auchenipteridae). Mitochondrial DNA, v.23, p.388-395, 2012.

MARQUES, D. F.; SANTOS, F. A;; SILVA, S. S.; SAMPAIO, I.; RODRIGUES, L. R. R. Cytogenetic and
DNA barcoding reveals high divergence within the trahira, Hoplias malabaricus (Characiformes:
Erythrinidae) from the lower Amazon River. Neotropical Ichthyology, v. 11, n.2, p. 459-466. 2013.

MORELLI, S. Citogenética Evolutiva em Espécies do Género Hoplias, grupo lacerdae.
Macroestrutura Cariotipica, Heterocromatina e Regides Organizadoras de Nucléolo. 1998. 76 p.
(Tese de doutorado). Sao Carlos: UFSCar. 1998.

NELSON, J. S. Fishes of the world. 4% ed. John Wiley & Sons, Inc. New Jersey, 600f. 2006.

OYAKAWA, O. T. Relacoes Filogenéticas das Familias Pyrrhulididade, Lebiassinidade e
Erythrinidae (Osteichthyes, Characiformes) (tese). Sao Paulo (SP): Departamento de Zoologia,
Instituto de Biociéncias, Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, 1998.

OYAKAWA, O. T. Family Erythrinidae (Trahiras). Pp. 238- 240. In: Reis, R. E., S. O. Kullander & C. J.
Ferrari Jr. (Eds.). Check List of the Freshwater Fishes of South and Central America. Porto Alegre,
Edipucrs, 729p. 2003.

PANARARI-ANTUNES, R. S.; PRIOLI, A. J.; GOMES, V. N.; JULIO JR; AGOSTINHO H. F.; SILVA
FILHO, C. S.; BONI, J. P,; PRIOLI, L. M. Genetic divergence among invasive and native
populations of Plagioscion squamosissimus (Perciformes, Sciaenidae) in Neotropical regions.
Journal of Fish Biology, v.80, p.2434-2447, 2012.

PAZZA, R.; JULIO JR, H. F. Occurrence of three sympatric cytotypes of Hoplias
malabaricus (Pisces, Erythrinidae) in Upper Parana River foodplain (Brazil).
Cytologia, v 68, p.159-163. 2003.

PEREIRA, T. L., SANTOS, U.; SCHAEFER, C. E.; SOUZA, G. O.; PAIVA, S. R.; MALABARBA, L. R;;
SCHMIDT, E. E.; DERGAM, J. A. Dispersal and vicariance of Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei, Erythrinidae) populations of the Brazilian continental margin. Journal of Biogeography,

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8




2012: 1-10. 2012.

PEREIRA, T. L., SANTOS, U.; SCHAEFER, C. E.; SOUZA, G. O.; PAIVA, S. R.; MALABARBA, L. R;;
SCHMIDT, E. E.; DERGAM, J. A. Dispersal and vicariance of Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)
(Teleostei, Erythrinidae) populations of the Brazilian continental margin. Journal of Biogeography,
v. 40, 905-914. 2013.

PERES, M. D.; ERASMO, R.; LAPENTA, A. S.; ZAWADZKI, C. H. Genetic Variability in Hoplias
malabaricus (Osteichthyes: Erythrinidae) in Fluvial and Lacustrine Environments in the Upper
Parana River Floodplain (Parana State, Brazil). Biochemical Genetics, v. 40, n. 7/8, p. 209- 223.
2002.

PIORSKI, N. M.; CASTRO A. C. L.; SOUSA NETO, A. M. DE S. Peixes do cerrado da Regiao sul
Maranhense. In: Barreto, L. et al, Cerrado do Norte do Brasil. North cerrado of Brasil. Pelotas: Ed.
USEB,. 378 f. 2007.

RAMOS, J. V. B. Estudo da estrutura genética de Leporinus elongatus (Pisces, Characiformes)
no complexo Canoas - rio Paranapanema. 2007. 85f. Tese (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular)- Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

RODRIGUES, R.; Schneiderl, H.; Santos, S.; Vallinoto, M.; Sain-Paul, U.; Sampaio, I. Low levels of
genetic diversity depicted from mitochondrial DNA sequences in a heavily exploited marine
fish (Cynoscion acoupa, Sciaenidae) from the Noryhern coast of Brazil. Genetics and Molecular
Biology, v. 31, n. 2, p. 487-489. 2008.

ROSSO, J. J.; MABRAGANA, E.; GONZALEZ CASTRO, M.; DIAZ DE ASTARLOA, M. DNA
barcoding Neotropical fishes: recente advances from the Pampa Plain, Argentina. Molecular
Ecology Resources, v.12, p. 999-1011. 2012.

SABINO, J.; ZUANON, J. A stream fish assemblage in central Amazonia: distribution, activity
patterns and feeding behavior. Ichthyological Exploration of Freshwaters, v. 8 p. 201-210. 1998.

SALZBURGER, W.; EWING, G.B.; VON HAESELER, A. The performance of phylogenetic. 2011.

SANGER, F.; NICKLEN, S.; COULSON, A. R. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Procedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74: 5463-5467.
1977.

SANTOS, U.; VOLCKER, C.M.; BELEI, F.A.; CIOFFI, M.B.; BERTOLLO, L.A.C.; PAIVA, S.R.;
DERGAM, J.A. Molecular and karyotypic phylogeography in the Neotropical Hoplias
malabaricus (Erythrinidae) fish in eastern Brazil. Journal of Fish Biology, 75, 2326-2343. 2009.

TAMURA, K; STECHER, G; PETERSON, D; FILIPSKI, A; KUMAR, S. MEGAG6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution, v.:30, p. 2725-2729.
2013.

THOMPSON, J.D.; HIGGINS, D.G.; GIBSON, T. J. CLUSTAL W: improving the sensitivity of
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific gap
penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research. n. 22, p. 4673-4680. 1994.

VICARI, M. R.; ARTONI, R. F.; BERTOLLO, L. A. C. Comparative cytogenetics of Hoplias
malabaricus (Pisces, Erythrinidae): a population analysis in adjacent hydrographics basins.
Genetics and Molecular Biology, v. 28, n. 1, p. 103-110. 2005.

WANG, J. T. L.; ZHANG, K; CHANG, G; SHASHA, D. Finding approximate patterns in undirected
acyclic graphs. Pattern Recognition, v. 35, n.2, p. 473- 483. 2002.

WEITZMAN, S. H.; MENEZES, N. A.; WEITZMAN, M. J. Phylogenetic biogeography of the

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8



Glandulocaudini (Teleostei: Characiformes, Characidae) with comments on the distribution

of other freshwater fishes in eastern and southeastern Brazil. Proceedings of Workshop on
Neotropical Distribution Patterns (ed. por P.E. Vanzolini & W.R. Heyer), 379-427. Academia Brasileira
de Ciéncias, Rio de Janeiro, Brasil. 1988.

WRIGHT, S. The interpretation of population structure by F-statistics with special regard to
systems of mating. Evolution, v. 19, p. 395-420. 1965.

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 8




CAPITULO 9

DNA BARCODING CONFIRMA A OCORRENCIA DE
ESPECIES AMAZONICAS NA ICTIOFAUNA DO RIO TURIACU,

Bruno Rafael da Silva Teixeira
Universidade Estadual do Maranhao (CESC/
UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Caxias-MA.

Maria Claudene Barros
Universidade Estadual do Maranhao (CESC/

UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Caxias-MA.

Elmary da Costa Fraga
Universidade Estadual do Maranhao (CESC/

UEMA), Departamento de Quimica e Biologia,
Caxias-MA.

RESUMO: Os peixes Neotropicais compdem a
ictiofauna de agua doce mais rica e diversificada
do mundo, mais grande parte dessa ictiofauna
permanece inexplorada, no Estado do
Maranhao, a bacia do rio Turiagu apresenta-
se como exemplo de um ecossistema a ser
estudado com relacdo a sua biodiversidade
ictiofaunistica. Com isso a implementacao da
técnica DNA barcode constitui uma importante
ferramenta que contribuira na identificacdo dos
peixes dessa bacia e possibilitara uma melhor
compreensdo da taxonomia ictiofaunistica,
fornecendo  informagcdes que  poderéo
subsidiar programas de manejo, conservacao
e preservacao. A identificacao taxonémica foi
realizada com o auxilio de literatura especifica.
O DNA total desses espécimes foi extraido
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usando o kit da Promega. A partir do qual
amplificando o gene COI através da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase. Os produtos
das PCRs foram purificados e sequenciados em
sequenciador automatico de DNA. Obteve-se
124 sequencias, correspondendo a 30 espécies,
26 géneros, 16 familias e seis ordens, que
constituiram-se de um fragmento de 656 pb do
gene COl, apresentando 340 sitios conservados
e 316 variaveis. A arvore filogenética revelou
a formacgéo de clados fortemente suportados,
exceto para as espécies Leporinus sp. e
Crenichichla sp. Os espécimes identificados
morfologicamente em nivel genérico quando
submetidos a identificacdo molecular na
plataforma BOLD Systems, obteve-se seus
niveis especificos com indice de similaridade
superior a 97% exceto para Rhamphichthys
sp. € Pimelodella sp. As espécies Triportheus
trifurcatus, Shizodon fasciatus, Serrasalmus
eigenmanni e Loricaria cataphracta se
caracterizaram como novos registros para o
Maranhao.

PALAVRAS-CHAVE: Peixes, DNAmitocondrial,

COl.

ABSTRACT: The fish neotropical up the fish
fauna of the richest and diverse freshwater
in the world, most of this fish fauna remains
unexplored, the Maranh&o Basin Turiagu river
is presented as an example of an ecosystem to
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be studied in relation to fish populations and biodiversity. Thus, the implementation
of the DNA barcode is an important tool which will help the fish bowl identification
and provide a better understanding of the fish fauna and their taxonomy, providing
information that may assist management programs, conservation and preservation.
The taxonomic identification was performed with the aid of specific literature. Total
DNA was extracted from these samples using the kit from Promega. From which the
COI gene amplification by polymerase chain reaction technique. The products of the
PCR reactions were purified and sequenced on an automated DNA sequencer. 124
sequences were obtained, representing 30 species, 26 genera and 16 families six
orders, which consisted of a 656 bp fragment of the gene COI, 340 and 316 stored local
variables. The phylogenetic tree revealed the formation of strongly supported clades,
except for the species Leporinus sp. and Crenichichla sp. they formed. The specimens
morphologically identified in generic level when subjected to molecular identification in
BOLD Systems platform has its specific levels more than 97% similarity index, except for
Rhamphichthys sp. and Pimelodella sp. The species trifurcatus Triportheus, Shizodon
fasciatus, eigenmanni Serrasalmus and Loricaria cataphracta were characterized as
new records for Maranhao.

KEYWORDS: Fish, mitochondrial DNA, COI.

11 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais da Ictiofauna

Os peixes sao representantes da maioria dos vertebrados, englobando cerca de
28.000 espécies e distribuido nos mais diversos ambientes aquaticos. Sua maioria
séo de espécies marinhas, com grande numero desses vivendo em aguas tropicais
(NELSON, 2006). Os peixes Neotropicais de agua doce sao os mais diversificados
do mundo, onde seus principais representantes sdo os Characiformes, Siluriformes,
Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes (LUNDBERG et al., 2000).

A ictiofauna de agua doce da América do Sul € a mais rica de todo o planeta,
compreendendo cerca de 6.000 espécies conhecidas, mas com uma riqueza que pode
checar até em 8.000 espécies, sendo que devido a reduzida variabilidade morfologica
destas espécies, torna dificil a compreensao dos processos que originaram suas
diferenciacdes (SCHAEFER 1998; REIS et al., 2003; TURNER et al., 2004).

O sistema hidrolégico brasileiro abriga grande parte dessa fauna de peixes,
aproximadamente 4.100 espécies, sendo que sdo 2.800 continentais e 1.300 marinhos
(LEWINSOHN; PRADOQO, 2005). No entanto, deve-se ressaltar que esse numero tende
a aumentar, pois muitas areas permanecem inexploradas e com isso as amostragens
das espécies sao muito pequenas (LANGEANI et al., 2007; JUNK, 2007). No Estado
do Maranh&o, a bacia do rio Turiagu apresenta-se como exemplo de um ecossistema
a ser estudado com relagdo a sua biodiversidade ictiofaunistica. A realizagdo de um
estudo na bacia do Rio Turiagu, ampliara o conhecimento da fauna de peixes desta
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bacia, assim como fornecera informacdes genéticas que possam contribuir com a
identificacdo dos peixes em nivel especifico, além de detectar possiveis ocorréncias
de novas espécies. Uma vez que este é o primeiro estudo ictiofaunistico desta bacia.

1.2 Identificacao Molecular de Espécies

Historicamente os dados morfol6gicos foram os primeiros a serem utilizados
na identificacdo de espécies, com isso se desenvolveu novos métodos de estudos,
essas novas metodologias foram se tornando disponiveis para a compreensao da
biodiversidade. Mas diante da necessidade de se padronizar a identificagcdo em
grande escala de todas as formas de vida na terra. Hebert et al. (2003) propuseram
a utilizacdo de sequéncias de DNA como um identificador genético denominado DNA
barcode ou cddigo de barras de DNA. Essa abordagem tem com premissa o fato de
gue toda espécie possui um “cédigo de barras Unico” e que a variagcao interespecifica
€ bem mais elevada que a intraespecifica.

Neste cenario a utilizacdo do DNA barcode objetiva: proporcionar a identificagcao
molecular de espécies ja descritas, por meio de comparacdo com sequéncias
disponiveis no banco de referéncias de DNA barcode — BOLD Systems e potencializar
a descoberta de novas espécies e facilitar sua identificacdo, particularmente em
organismos cripticos, microscédpicos ou que apresentam morfologia complexa ou
inacessivel (MAIA; ALVES-GOMES, 2012). A utilizacdo desse sistema contribuira na
identificacdo dos peixes da bacia do Turiagu e possibilitara uma melhor compreenséao
da taxonomia ictiofaunistica dessa bacia fornecendo informagdes que poderéao
subsidiar programas de manejo, conservacao e preservagao.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de Estudo e Obtencao das Amostras

As coletas foram realizadas e autorizadas pelo Instituto Chico Mendes ICMBio/
MMA n° 46367-1/2014, na bacia do rio Turiagu na Cidade de Santa Helena, entre as
coordenadas: 02°15’869” S e 45°19°365” W.
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Figura 1. Mapa da Bacia do rio Turiagu, Maranh&o. Elaborado pelo autor, programa Quantum
GIS 2.6.0

Para as coletas foram utilizados apetrechos de pesca como redes de arrasto,
malhadeiras de varios milimetros e tarrafas. A identificacdo taxonémica foi realizada
com o auxilio de literatura especifica (BRITSKI et al., 2007; SOARES, 2005) e os
espécimes foram depositados na colecéo do Centro de Estudos Superiores de Caxias
da Universidade Estadual do Maranhdo CESC/UEMA.

2.2 Procedimentos Genéticos

O DNA total foi extraido usando o kit Promega seguindo as instru¢cées do
fabricante. O isolamento e amplificacao do gene COIl a partir do DNA total foi realizado
através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers
universais (WARD et al., 2005). Os produtos das PCRs purificados com o KIT ExoSap
IT foram submetidos a reagdo de sequenciamento de DNA utilizando o método
Didesoxiterminal (SANGER et al., 1977), ap0s a reacdo de sequéncia, as amostras
foram precipitadas para a retirada do excesso de reagentes nao incorporados e em
seguida foram submetidas ao sequenciador automatico de DNA.

2.3 Analises dos Dados

As sequéncias de DNA foram editadas e alinhadas no Clustal W (THOMPSON
et al., 1994) do programa BioEdit 7.0 (HALL, 1999). A composi¢ao nucleotidica, matriz
de distancia genética e analises filogenéticas, foram geradas no programa MEGA 6.0
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(TAMURA et al., 2013) utilizando-se 0 método de agrupamento de vizinhos (SAITOU;
NEI, 1987) utilizando o modelo Kimura-2-parametros (K2P). A significancia dos
agrupamentos foi estimada pela anélise de bootstrap (1000 réplicas) (FELSENSTEIN,
1985). A saturacao dos dados foi estimada utilizando o programa DAMBE 5.3.110 (XIA;
XIE, 2001). Aidentificacao molecular a partir do gene COl foi realizada por comparacao
das sequéncias obtidas com dados disponiveis na plataforma bioinformatica BOLD
Systems (Barcode of Life Data Systems) (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do Fragmento e Composicao Nucleotidica

Foram obtidas 124 sequéncias, correspondendo a 30 espécies, 26 géneros, 16
familias e seis ordens (Tabela 1). As ordens Characiformes e Siluriformes apresentaram
um maior numero de espécies, Gymnotiforme apresentou duas espécies e as ordens
Elopiformes, Clupeiformes e Perciformes foram representadas por uma espécie cada.

Ordem Familia Género Espécie N
Characiformes Erythrinidae Hoplias Hoplias maﬁbga‘lr)lcus (Bloch, 9
Characidae Serrasalmus Serrasalmus sp. (Lacepéde, 6

1803)
Serrasalmus rhombeus (Lin- 12

naeus, 1766)
Triportheus Triportheus sp. (Cope, 1872) 4
Mylossoma sp. (Eigenmann,

Mylossoma 1903) 5
Tetragonopterus Tetragonopterus sp. (G. Cuvier, 5

1816)
Anostomidae Leporinus Leporinus sp. (Agassiz, 1829) 6

: Schizodon sp. (Spix & Agassiz,
Schizodon 1829) 5
Prochilodontidae ~ Prochilodus | Tochodus sp. (Spix & Agas- g
siz, 1829)
Curimatidadae Curimata Curimata cyprinoides (Lin- 4
naeus, 1766)

Hemiodontidae Hemiodus Hemiodus sp. (J. - Mller, 3

1842)
Hemiodus argenteus (Pellegrin, 1

1909)

- Acestrorhynchus sp. (C. H.
Acestrorhynchi Acestrorhynchus  Eigenmann & C. H. Kennedy, 6
dae
1903)
. . Megalops antlanticus (Valen-

Elopiformes Megalopidae Megalops ciennes, 1847) 1
Clupeiformes Engraulidae Pterengraulis Pterengraulis atherinoides (Lin- 1

naeus, 1766)
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Trachelyopterus sp. (Valencien-

Siluriformes Auchenipteridae  Trachelyopterus nes, 1840) 5
Pimelodidade Pimelodus Pimelodus ornatos (Kner, 1858) 3
Pimelodus blochii (Valencien- 1
nes, 1840)
Pimelodus sp. (Lacépéde, 5
1803)
. . Hemisorubim platyrhynchos
Hemisorubim (Valenciennes, 1840) 8
Pseudoplatys- Pseudoplatystoma fasciatum 6
toma (Linnaeus, 1766)
. . Pimelodella sp. (Muller & Tros-
Heptapteridae Pimelodella chel, 1848) 3
Platydoras brachylecis (Piorski,
Doradidae Platydoras Garavello, Arce H. & Sabaj 3
Pérez, 2008)
Hassar Hassar affinis (Steindachner, 3
1881)
L Hypostomus plecostomus (Lin-
Loricariidae Hypostomus naeus, 1758) 3
Loricaria Loricaria sp. (Linnaeus, 1758) 2
— Loricariichthys sp. (Bleeker,
Loricariichthys 1862) 3
Perciformes Crenicichla Crenicichla sp. (Heckel, 1840) 4
. . Sternopygus macrurus (J. P.
Gymnotiforme Sternopygidae Sternopygus Miller & Troschel, 1849) 1
Rhamphichthyi- . Rhamphichthys sp. (J. P. Muller
dae Fhamphichthys & Troschel, 1846) !
6 16 26 30 124

Tabela 1 — Espécies de peixes do rio Turiagu/MA analisadas neste estudo por meio do gene
mitocondrial COIl. N = NUumero Amostral.

As sequéncias obtidas, constituiram-se de um fragmento de 656 pares de base

(pb) do gene COI. Na analise para esse fragmento, verificou-se que 340 sitios foram
conservados e 316 variaveis. A composicao nucleotidica foi de 28,8% para timina;
28,4% citosina; 25,1% adenina e 17,7% guanina. Valores similares foram encontrados
por Henrigues (2010), em seu estudo com peixes do rio Ribeira de Iguape, onde obteve
uma média de 29,7% para timina, 27,9% para citosina, 24,22% para adenina e 18,17%
para guanina.

3.2 Relacdes Filogenéticas e Divergéncia Genética

Aarvore filogenética baseada no método de agrupamento de vizinhos (NJ), modelo
Kimura-2-Parédmetros (K2P), revelou a formacédo de clados fortemente suportados
com 100% de bootstrap, agrupando os espécimes identificados como coespecificos
em conjuntos coerentes (Figura 2).
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Figura 2 — Arvore filogenética obtida por abordagem de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando
o modelo K2P baseada em sequencias do gene COI. Os nUmeros dos nos representam
os valores de bootstrap (1000 réplicas); valores entre parénteses (nimero de espécimes
analisados).

No entanto, paras as espécies Leporinus sp. € Crenicichla sp. foi observado
a formacdo de subclados, sugerindo a existéncia de diferenciacdo genética dentro
destas espécies na bacia do rio Turiacu (Figura 3).

TUR 152 Crenicichla sp. — TUR 34 Leporinus sp.

—0 | TUR 153 Crenicichla o __100 | | TUR 35 Leporinus sp.
100 | TUR 154 Crenicichla sp. - TUR 36 Leporinus sp.

TUR 155 Crenicichla sp. TUR 37 Leporinus sp.

TUR 38 Leporinus sp.

A B TUR 46 Leporinus sp.

Figura 3 - Dendrograma de Neighbor-Joining com 1000 réplicas de bootstrap de espécies
que mesmo apresentando média de distancia genética intraespecifica (Kimura 2 Parametros)
inferior a 2% apresentaram a formacao de subclados. A - Crenicichla sp. e B - Leporinus sp.

As médias de divergéncias genéticas interespecificas variaram de 2,9% a 36,1%,
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a menor foi observada entre as espécies Serrasalmus rhombeus e Serrasalmus sp.
pertencentes ao mesmo género, e a maior divergéncia ocorreu entre as espécies
Rhamphichthys sp. e Crenicichla sp. pertencentes as ordens Gymnotiformes e
Perciformes, respectivamente. As médias intraespecificas foram obtidas apenas das
espécies representadas por mais de um exemplar. Todas as espécies revelaram
médias inferiores a 2% exceto Crenicichla sp. cuja a divergéncia entre seus espécimes
variou de 0 a 3,9%, com média de 2,3% refletindo o observado na analise de NJ,
onde essa espécie apresentou-se dividida em dois grupos. Apesar dos espécimes de
Leporinus sp. apresentarem a formacéo de subclados sua média intraespecifica foi
menor que 2%.

Segundo Pereira (2011) as espécies que apresentarem elevados valores de
divergéncia intraespecifica (>2%) sao responsaveis nas maiorias dos casos por elevar
o valor médio de divergéncia genética intraespecifica, uma vez que para o conjunto
de espécies analisadas isso pode representar casos onde ha profunda estruturagcéo
populacional.

3.3 Identificacao Molecular (BOLD Systems)

As amostras foram submetidas a comparacdes de similaridade na plataforma
de bioinformatica BOLD Systems, para obter a identificacdo das espécies por meio
do DNA barcode considerando a divergéncia de 2 a 3% como valor de corte para
delimitacdo de espécie como € inferido em literatura para peixes neotropicais. Isso
significa se a sequéncia de DNA de um exemplar diferir menos que 3% (ou obter um
indice de similaridade superior a 97% no BOLD) da sequéncia de uma das espécies
ja conhecidas, ele sera identificado como pertencente aquela espécie uma vez que se
encontra dentro do parametro de 3% (SOLE-CAVA; WORHEIDE, 2007; SOLE-CAVA,
2008).

A identificacdo morfologica das espécies Hoplias malabaricus, Serrasalmus
rhombeus, Megalops antlanticus, Pterengraulis atherinoides, Pimelodus ornatos,
Pseudoplatystoma fasciatum, Hypostomus plecostomus, Sternopygus macrurus,
Hemisorubim platyrhynchos, Pimelodus blochii, Platydoras brachylecis e Hassar affinis
foram confirmadas com os dados moleculares, considerando um limiar de até 3% de
divergéncia para delimitacao de espécies (Tabela 3).

Morfolégica Molecular Simil(ao/:‘,i)dade
Hoplias malabaricus Hoplias malabaricus 99,68%
Serrasalmus rhombeus Serrasalmus rhombeus 99,84%
Megalops antlanticus Megalops antlanticus 100%
Pterengraulis atherinoides Pterengraulis atherinoides 98,07%
Pimelodus ornatos Pimelodus ornatos 98,23%
Pseudoplatystoma fasciatum Pseudoplatystoma fasciatum 100%
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Hypostomus cf. plecostomus Hypostomus plecostomus 98,36%
Sternopygus macrurus Sternopygus macrurus 98,32%
Hemisorubim platyrhynchos Hemisorubim platyrhynchos 98,37%
Pimelodus blochii Pimelodus blochii 97,30%
Platydoras brachylecis Platydoras brachylecis 99,68%
Hassar affinis Hassar affinis 99,81%

Tabela 3. Percentual de similaridade obtido por meio de comparacdes das sequéncias de COI

no BOLD Systems para as espécies de peixes identificadas morfologicamente e que foram

confirmadas com os dados moleculares.

Naidentificacéo das espécies Hemiodussp., Hemiodus argenteuse Loricariichthys

sp. observou-se que os valores encontrados para essas espécies foram abaixo de

97% estando fora do padrao para a utilizagcdo com DNA barcode.

No entanto, algumas espécies identificadas morfologicamente em nivel genérico

quando comparadas com amostras da plataforma constatou-se os resultados

observados na tabela 4.

Morfoldgica Molecular Similaridade (%)
Acestrorhynchus sp. Acestrorhynchus falcatus 99,45%
Triportheus sp. Triportheus trifurcatus 99, 67%
Shizodon sp. Shizodon fasciatus 99,49%
Serrasalmus sp. Serrasalmus eigenmanni 99,68%
Tetragonopterus sp. Tetragonopterus argenteus 100%
Mylossoma sp. Metynnis maculatus 100%
Prochilodus sp. Prochilodus lacustres 100%
Pimelodus sp. Pimelodus maculatus 99,84%
Trachelyopterus sp. Trachelyopterus galeatus 99,84%
Loricaria sp. Loricaria cataphracta 97,18%
Crenicichla sp. Crenicichla menezesi 99,48%

Tabela 4. Percentual de similaridade obtido por meio de comparacdes das sequéncias de COI

no BOLD Systems para algumas espécies de peixes do rio Turiagu.

A espécie Acestrorhynchus sp. apresentou similaridade consistente com

Acestrorhynchus cf. falcatus. Esta espécie ja foi registrada no estudo realizado por

Ramos et al. (2014) para a bacia do rio Parnaiba.

As espécies Triportheussp., Shizodon sp., Serrasalmus sp. € Loricaria sp. quando

submetidas a identificacdo molecular verificou-se como sendo Triportheus trifurcatus,

Shizodon fasciatus, Serrasalmus eigenmanni e Loricaria cataphracta respectivamente.

Com base em estudos anteriores sabe-se que nao ha registros das mesmas em bacias
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Maranhenses (BARROS et al., 2011; RAMOS et al., 2014).

Suas ocorréncias sado registradas em algumas das bacias hidrograficas
amazonicas, a espécie Triportheus trifurcatus tem sua distribuicdo nas bacias Tocantins
- Araguaia, Shizodon fasciatus tem sua distribuicdo no alto rio Amazonas e bacias
costeiras da Guiana Francesa, a espécie Serrasalmus eigenmanni se distribui pelo
rio Amazonas bacias Norte e Leste e rios da Guiana e pér fim a Loricaria cataphracta
na bacia do rio Amazonas e rios costeiros das Guianas (FISHBASE, 2016). Tendo em
vista que a bacia do rio Turiagu possui caracteristicas amazénicas (PIORSKI, 2010), e
gue esse rio recebe influéncia das marés e bragos dos rios amazoénicos, infere-se que
este seja o provavel fator que pode associado a migracao destas espécies de peixes
caracteristicas das bacias amazénica. Portanto, a ocorréncia dessas espécies para o
rio Turiagu, constituem-se em novos registros confirmados através da analise do DNA
barcoding.

Os exemplares identificados morfologicamente como Tetragonopterus sp. e
Mylossoma sp. apresentaram similaridade de 100% com Tetragonopterus argenteus e
Metynnis maculatus respectivamente, Tetragonopterus argenteus foi registrada para a
bacia do rio Parnaiba (RAMOS et al., 2014) e Metynnis maculatus foi registrada para a
Bacia ltapecuru em nivel genérico por Barros et al. (2011) e teve confirmac&o em nivel
especifico por Nascimento (2015).

A espécie Prochilodus sp. quando submetida a identificagcdo molecular verificou-
se similaridade de 100% com Prochilodus lacustris corroborando Piorski (2010) para
as bacias maranhenses onde se observou a distribuicdo dessa espécie para as bacias
do Turiagu, Parnaiba, Itapecuru, Mearim e Pindaré.

Asespécies Pimelodussp.e Trachelyopterussp.foramidentificadasmolecularmente
como Pimelodus maculatus e Trachelyopterus galeatus respectivamente. Essas
espécies também ocorrem para a bacia do rio Parnaiba (RAMOS et al., 2014).

A espécie Crenicichla sp. foi identificada molecularmente com Crenicichla
menezesi. Esta ja foi registrada para as bacias do rio Parnaiba e rio ltapecuru, sendo
uma espécie endémica do Nordeste do Brasil (BARROS et al.,, 2011; RAMOS et
al.,2014).

Os espécimes de Leporinus sp. apresentaram similaridade consistente com trés
espécies do mesmo género (Tabela 5). Cinco espécimes apresentaram similaridade
de 99,04% para Leporinus sp10 e 98,56% para Leporinus friderici € um espécime
ficou identificado como Leporinus piau. Nos Trabalhos de Fraga et al. (2014) e Aragao
(2015) com Leporinus de bacias maranhenses foram observados resultados similares,
mostrando um processo de diferenciacdo genética neste taxon.

Nossos resultados permitem inferir quanto a divergéncia existente na identificacao
morfolégica e molecular, reforcando a problematica taxonémica de Leporinus piau,
ja que a espécie possui taxonomia complexa, possivelmente por conter caracteres
morfologicos bastante similares com outras espécies do género. Contudo, de acordo
com Henriques (2010) a resolucéo de problemas relacionados a identificacao de uma

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 9




espécie exige uma cuidadosa analise morfologica de taxonomistas especialistas antes
que quaisquer recomendacdes finais possam ser feitas. Sendo assim, as analises
de DNA barcode e a anélise morfolégica devem caminhar juntas na resolu¢ao desta

problematica.
Morfolégica Molecular Similaridade (%)
Leporinus s Leporinus sp10 99,04%
P P- Leporinus friderici 98,56%
Leporinus sp. Leporinus piau 98,49%

Tabela 5. Percentual de similaridade obtido por meio de comparacdes das sequéncias de COI
no BOLD Systems para as espécies de Leporinus sp. do rio Turiagu.

A identificacdo morfologica de Curimata cyprinoides divergiu da molecular que
evidenciou tratar-se de Psectrogaster rhomboides com similaridade de 97,10%.
A identificacdo errbnea desta espécie pode estar relacionada ao fato de ambas
apresentarem grandes semelhancas morfoldgicas dificultando muitas vezes a
correta identificacdo baseada apenas em morfologia. Em estudos de Barros et al.
(2011) e Ramos et al. (2014), foi confirmado a ocorréncia de Curimata cyprinoides e
Psectrogaster rhomboides nas bacias do ltapecuru e Parnaiba.

Aespéciesidentificadas morfologicamente como Rhamphichthyssp. e Pimelodella
sp. quando submetidas a identificacdo molecular confirmou-se apenas seus niveis
genérico com similaridade de 98,41% e 97,2% respectivamente, estas espécies foram
as unicas que nao se obteve os seus niveis especificos. Os géneros Rhamphichthys
e Pimelodella ja foram registrados em bacias maranhenses em estudos realizados por
Barros et al. (2011) e Ramos et al. (2014), nao descartando a ocorréncia de espécie
desse género para a bacia do Turiagu.

Neste estudo, a utilizacdo do gene COI como codigo de barras de DNA para
os peixes do rio Turiagu mostrou-se eficaz, pois das 30 espécies analisadas 90%
(27 espécies) apresentaram medias de divergéncias intraespecificas inferiores a 3%.
Portanto, o uso desta robusta metodologia gerou os primeiros cddigos de barra para os
peixes da bacia do rio Turiagu.

41 CONCLUSAO

O cddigo de barras de DNA foi eficiente para a identificacdo das espécies de
peixes do Rio Turiacu, identificando e confirmando 90% das espécies analisadas. As
espécies identificadas morfologicamente em nivel genérico, foram identificadas a nivel
especifico como Triportheus trifurcatus, Shizodon fasciatus, Serrasalmus eigenmanni,
Tetragonopterus argenteus, Metynnis maculatus, Prochilodus lacustres, Pimelodus
maculatus, Trachelyopterus galeatus, Loricaria cataphracta e Crenichichla menezesi.
As espécies Triportheus trifurcatus, Shizodon fasciatus, Serrasalmus eigenmanni e
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Loricaria cataphracta se caracterizaram como novos registros para o Maranhao. Os
resultados indicam que a espécie Leporinus sp. precisa ser melhor investigada.
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ABSTRACT:Since the improvement of gene
the expression of
heterologous proteins is gaining increasing

sequencing techniques,

relevance given the possibility of large-scale
production when compared to the isolation of
these same molecules in their original sources.
However, heterologous expression systems
continue to require for a suitable induction
relevant amounts of synthetic molecules like
IPTG (lsopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
which have toxicity and cost limitation when
used in large scale. Thus, the objective of this
work was to evaluate the effects of bivalent
salts such as MgSQO, in association with IPTG
on heterologous expression system pDMI.1
for a possible better cost-benefit proposal in
the current heterologous protein expression
protocol. Magnesium Sulfate contributes to an
increase in bacterial physiology as a whole,
inducing a higher protein expression acting
as an indirect and alternative inducer in these
conditions, with the advantages of presenting
low cost and low cellular toxicity. Based on
these obtained data, we propose the usage
of low MgSO, molar concentrations in current

heterologous protein expression protocols
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performed in our group for the pDMI.1 vector. Additional studies are still needed in
order to evaluate the effects of this salt on different expression systems at wide range
of microorganisms.

KEYWORDS: Escherichia coli, Heterologous protein, H-ras.

INTRODUCTION

Escherichia coli is the first host microorganism widely used for the production
of recombinant proteins (SWARTZ, 2001). Many of the proteins made by E. coli are
expressed through complicated processes of production, which increases costs and
makes productivity unfeasible (VILLAVERDE & CARRIO, 2003).

Several studies on cell culture systems have been published, showing the best
compositions of culture media, factors such as pH, temperature, amount of oxygen and
inducers of gene expression, which affect mRNA translation, and the levels of proteins
production (BIRD, et al, 2004; CORISDEO; WANG, 2004).

The expression of recombinant proteins results from rapid responses of changes
in the metabolism of microorganisms (DONG, et al, 1995; RINAS, 1996).

Currently, IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) is one of the most widely
used inductors in many high-end systems. Despite its effectiveness as a catalyst in
various expression systems, one of the major drawbacks to using it is that it is toxic to
most cells which limits its use in large-scale protein production systems (HUMBERTO
and SILVA, 2006). Therefore, the discovery of new fewer toxic inductors than IPTG is
of great use for the production of proteins (HUMBERTO, SILVA, 2006).

Minerals are involved in the functioning of the organisms as key components in
cellular metabolism, from the lowest level of functioning of organisms to the most complex
(BURGER, M.M, 2008). Magnesium is the second most abundant intracellular that
serves as a cofactor for over 300 different enzymatic reactions, including carbohydrates,
fat, electrolyte metabolism, nerve conduction, muscle contractility, protein synthesis
and integrity (BURGER, 2008). It is considered as a group of mineral micronutrients
classified as "major mineral" (essential mineral for life) and the fourth most abundant
element in the intracellular grinding organ, but it is second only to potassium, which
makes it a nutrient which has some important implications for essential metabolic
functions (NIELSEN, 2006; LAI RES, 1991).

The H-ras protein has 188 amino acids and can be found in all tissues, whether
they are adult or fetal. It is estimated that there are approximately 3x10° molecules per
cell and that tumor cells can express up to six times as much H-ras protein (LOWY;
WILLUMSEN, 1993). Based on the difficulties of producing proteins using IPTG as an
inducer, the present study aims to evaluate the expression of total proteins from the
wild-type and mutated H-ras group in E. coli W110 strains in different concentrations of
magnesium sulfate (MgSO,) compared to IPTG.
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MATERIALS AND METHODS
Cell culture

Cultures were carried out in Luria-Bertani Agar (LB) strains with E. coli W110
strains containing the 5262 base pair pDMI.1 plasmid and 3740 base pairs with a gene
encoding the wild-type H-ras protein. Another culture was made using recombinant
E. coli W110 carrying the pDMI.1 plasmid encoding the mutated H-ras protein, with
a cysteine substituting a glycine at position 12, and the plasmid pDMI.1, according to
Santos (1999).

Colonies were selected and submitted to culture in 5 mL of LB medium in the
presence of antibiotics, in order to promote the selection of colonies of resistant bacteria.
Cultures were incubated under stirring at 160 RPM (Controlled Environment Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific) for 24 hours at 37 ° C.

Induction test

Colonies of both wild and muted condition were selected and submitted to liquid
culture in 5 ml of LB broth in the presence of antibiotics (ampicillin and kanamycin)
in order to select resistant colonies (i.e. having successfully internalized functional
plasmids) being incubated overnight under stirring at 160 RPM and 37 °C.

After incubation period, 10 ul of the cultures were transferred to individual tubes
containing 10 ml of LB with IPTG and MgSO4 at concentrations of 0.05 M, 0.16 M,
0.25 M or 0.5 M. The bacterial cells were kept under stirring for 8 hours at 37° C and
then centrifuged, lysed by ultrasonication and its protein content quantified according
to Bradford method and analyzed by SDS-PAGE 12,5% according to Laemmli.

EXTRACTION, QUALIFICATION AND QUANTIFICATION OF TOTAL PROTEINS

For the extraction, previously weighed microtubes were separated, where Lysis
buffer (20 mM Tris-HCI, Lysozyme 1 mg / mL, pH 7.0) was added in a 0.2 g / mL ratio,
where a same cell mass, 50mg, for all experiments. Initially, the microtubes containing
the cells were immersed in ice and then in lysis buffer. Subsequently, the biomasses
were submitted to ultrasonic lysis (HD2070, Bandelin Sonoplus) in six cycles of 12
seconds, with a maximum power of 40%.

This mixture was centrifuged for 10 minutes at 4 ° C and 12.000 RPM, and the
supernatants were transferred to new microtubes for analysis. To qualify the total
proteins, electrophoresis was performed with 100 ul of the supernatants, which were
separated and precipitated overnight with acetone and then centrifuged at 15.000 RPM
at 40 ° C for 15 minutes. The precipitate was loaded into 12.5% SDS-PAGE.

The protein quantification was made from the initial supernatant according to
the Bradford methodology in A595 (BRADFORD, 1976). The results were analyzed
applying the values of the readings are given in the equation y = 0.0087x + 0.0025 and
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R2 = 0.9954. The experiments were carried out in triplicates and the mean values were

adopted for protein quantification.

RESULTS AND DISCUSSION

The results showed that cultures of E. coli carrying the mutated H-ras gene in

pDMI.1 plasmid (Figure 1) showed a higher growth in the concentrations of 0.05 to 0.25

M of magnesium sulfate (MgSO,) compared to the other concentrations and negative

control as well as when compared with the absence of such ion in the presence of

IPTG.
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Figure 1. Circular and linear maps of pDMI1 plasmid.

At concentrations of 0.16 to 0.5M MgSQO,, protein expression was better in relation

to the IPTG-induced cultures and the other MgSO, concentrations, data confirmed in

electrophoresis (Figure 2), and protein quantification by the Bradford (Figure 3).
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Figure 2. SDS-PAGE of E. coli carrying the mutated H-ras gene in different concentrations of
IPTG and MgSO,,.

At the concentration of 0.16 M MgSO,, the cultures showed a better protein
concentration in relation to the others, in the presence of MgSO,, and in relation to
those in the presence of IPTG, data visualized in electrophoresis and by total protein
dosage (Figure 2 and Figure 3).
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Figure 3. Total proteins (ug/ml) quantification of E. coli transporting the mutated

H-ras gene at different concentrations of IPTG and MgSO,,.

The results suggest that, at these concentrations, MgSO, may act as a promoter
of growth and expression of mutated and total H-Ras protein. As most of the proteins
are accumulated in the intracellular portion of recombinant E. coli, the productivity is
proportional to the final cell density (BA-BAEIPOUR et al., 2007).

To deviate from this variable, all experiments were standardized on the same
amount of cellular biomass.




Figure 4. SDS-PAGE of E. coli carrying the wild H-ras gene in different concentrations of IPTG
and MgSO,.

The use of magnesium sulphate in the composition of the culture medium plays an
important role in cell metabolism. The Mg?* and Cu?* ions present an important role for
the living being (BURGER, 2008; PROHASKA, 2004). The Magnesium is incorporated
as a source of magnesium ion, which is required in a variety of enzymatic reactions,
including DNA replication (BIOSYSTEMS, 2009; EXPRESSION TECHNOLOGIES
INC., 2003), which interferes, directly and quantitatively, in the protein expression of
the cell culture.
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Figure 5. Total proteins (ng/ml) quantification of E. coli transporting the wild

H-ras gene at different concentrations of IPTG and MgSO,,.

In cultures carrying the wild-type H-ras gene, the behavior is not very distant from
that of the mutated H-ras gene. In the cultures carrying the wild-type gene, good protein
expression was observed at concentrations between 0.05 and 0.5 M (MgSO,), while
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in the cultures of the mutated gene, a better expression was observed at 0.25 to 0.5
M (MgSO,), relative to the IPTG-induced cultures. These results can be visualized in
electrophoresis and total protein dosage of the bacterial and recombinant proteins from
wild-type (Figure 4). In cultures carrying the mutated gene, the protein quantification
differences were quite proportional to observed at wild-type (Figure 3 and Figure 5).

CONCLUSIONS

Magnesium sulphate was the best inducer of the expression of the mutated protein
in comparison with IPTG at concentrations of 0.16, 0.25 and 0.5M MgSO4, and in the
expression of the wild-type protein in concentrations 0.05, 0.16 and 0.25M compared
to expression with IPTG in strains of E. coli.

MgSO, is suggested as an alternative inducer under these conditions, because it
presents low cost, low cellular toxicity and excellent protein expression. The difference
in protein quantification may be from bacterial proteins, but also from expressed
recombinant protein, as shown in the results. The difference in the scale of the induction
power of the expression between the mutated and the wild-type protein may be related
to the structure of the inserted gene.

Based on these obtained data, we propose the usage of low MgSO, molar
concentrations in current heterologous protein expression protocols performed in our
group for the pDMI.1 vector. Additional studies are still needed in order to evaluate the
effects of this salt on different expression systems at wide range of microorganisms.
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RESUMO: Introducao: A incidéncia de
candidiase e infeccdes invasivas por Céndida
estd aumentando em todo o mundo. A Céndida
€ capaz de provocar infec¢cdes que abrangem
desde de uma infeccdo cutanea, tdpica, até
infeccdes invasivas, sistémicas, que envolvem
sérios riscos a vida do paciente. Os antifungicos
azolicos, incluindo o Fluconazol, Itraconazol
e Voriconazol, sao usados largamente para
tratar pacientes com infecgbes por Candida.
No entanto cepas de C.albicans resistentes
as drogas azoélicas surgiram, o que tornou a
erradicacao de infec¢des deste patdgeno uma
tarefa muito dificil, aumentando as chances de
infeccdes reincidentes. Objetivo: Demonstrar
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CANDIDIASE

a importancia em investigar os mecanismos
moleculares de resisténcia aos farmacos
azolicos em virtude de melhorar a eficacia do
tratamento para candidiase. Métodos: Trata-
se de uma revisao sistematica e estruturada de
artigos com alvo a infecgdo por candida, tendo
como subalvo o gene ABCB1/MDR1 e seu
envolvimento na multirresisténcia a farmacos.
Realizada a partir do banco de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information),
com data de publicac&o entre os anos de 2012
até o presente ano de 2018. Resultados:
estudos
o0 gene MDR, associado a outros, como o
ERG11, CAP1 e MRR1, como diretamente ou

indiretamente responsavel aos mecanismos

Diversos analisados apontaram

de multirresisténcia e resisténcia cruzada as
drogas utilizadas em tratamentos para Candida.
Conclusao: Como apontam diversos estudos,
o0 gene MDR, associado a outros, como o
ERG11, CAP1 e MRR1,
ou indiretamente ligado aos mecanismos de

estd diretamente

multirresisténcia, sendo o MDR1 um fator
predominante e, por tanto, importante como
alvo de estudos.

PALAVRAS-CHAVE: Candida; MDR1; multi
resistencia.

ABSTRACT: Introduction: The incidence of
candidiasis and invasive infections by Candida
is increasing worldwide. Candida is able to
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cause infections ranging from a skin disease, as a topical infection, to an invasive
one, as systemic infections, which involve serious risks to the life of the patient. Azole
antifungals, including Fluconazole, ltraconazole and Voriconazole, are widely used to
treat patients with Candida infections. However, strains of C.albicans resistant to azolic
drugs arose, which made the eradication of infections of this pathogen a very difficult
task, increasing the chances of recurrent infections. Objective: To demonstrate the
great importance of investigating the molecular mechanisms of resistance to azole drugs
with the purpose of improving the efficacy of the treatment for candidiasis. Methods:
This is a systematic and structured review of articles targeting candida infection, with
the ABCB1/MDR1 gene as sub-target and its involvement in multidrug resistance.
Made from the NCBI (National Center for Biotechnology Information) database, with
publication date between the years of 2012 and the present year of 2018. Results:
Several studies analyzed indicated that the MDR1 gene, associated with others, such
as ERG11, CAP1 and MRR1, as directly or indirectly responsible for the mechanisms
of multiresistance and cross resistance to the drugs used in treatments for Candida.
Conclusion: According to several studies, the MDR gene, associated with others,
such as ERG11, CAP1 and MRR1, is directly or indirectly linked to the mechanisms of
multiresistance, with MDR1 being a predominant factor and, therefore, very important
as a target for further studies.

KEYWORDS: Candida; MDR1, drug resistance.

INTRODUCAO

As infecgbes fungicas constituem um problema de salde extremamente
importante. Todos os anos, por volta de 1,2 bilhdes de pessoas séo infectadas por
algum tipo de fungo e, mesmo assim, sua contribuicéo para o indice Global de Doencas
ndo € amplamente reconhecida. Algumas espécies de Candida comensais pertencem
a microbiota de humanos saudaveis. O comprometimento da imunidade do hospedeiro
ou da microbiota hospedeira normal pode levar a infec¢ao por Candida (Candidiase)”
11_

A incidéncia de candidiase e infec¢bes invasivas por Candida estad aumentando
em todo o mundo’.

A Candidiase ocorre frequentemente em recém-nascidos, em pessoas como
sistema imune deprimido como em pacientes que desenvolveram a AIDS, e também
em pessoas que estao sendo tratadas com antibi6ticos de amplo espectro. Das 150
espécies de Candida, poucas podem causar infecbes em humanos, sendo a Candida
albicans a mais patogénica de todas®.

A Candida, fungo predominantemente levedura, € um organismo comum
presente na mucosa reprodutiva e gastrointestinal e pode ser isolado da cavidade oral
.8 g, portanto, até 80% da populagdo saudavel € considerada propensa as infeccoes
fungicas mais comuns, como a candidiase®.
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Cinco espécies de Candida (C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis, C.tropicalis,
e C.krusei) somam em mais de 90% de todos os diagnosticos de casos de candidiase
topica e invasiva, mas a frequéncia relativa varia dependendo da populag¢éo envolvida,
regiao geogréfica, exposicao prévia a agentes antifiungicos e idade do paciente.

A C.albicans é o agente etiolégico mais comum em casos de candidiase,
porém, C.glabrata e outras espécies de candida estdo sendo consideradas hoje em
dia como microrganismos oportunistas emergentes, pois representam um aumento
significativo no numero de infecgbes fungicas, que dependem da resisténcia dessas
leveduras a varios agentes antimicrobianos. A C.glabrata esta em segundo lugar em
isolados de infeccbes por Candida, e junto com a C.albicans sao responsaveis por
aproximadamente 75% de todas as candidiases sistémicas™.

Entre as outras espécies também patogénicas para humanos incluem, entre
outras, a C.lusitaniae, C.dubliniensis, C.kefyr, C.guilliermondii e a C.stellatoidea®.

Pessoas imunocomprometidas sdo muito susceptiveis a infecgbes por fungos. A
ma nutricdo, que engloba tanto a subnutricdo quanto a supernutricéo, é responsavel
por um enorme peso na saude global da populacéo. Os resultados da ma nutricao
também podem ser vistos através de infeccbes microbianas recorrentes, e também
leva a inflamacgéo crénica implicando em um comprometimento da resposta imune'.

A Candida é capaz de provocar infeccées que abrangem desde de uma infecgdo
cutanea, topica, até infec¢des invasivas, sistémicas, que envolvem sérios riscos a vida
do paciente®.

As doencas fungicas infecciosas, como a candidiase, séo iniciadas pela adeséo
das células de levedura nas células hospedeiras. A adesao é realizada por proteinas
adesinas que estao ligadas a parede celular e se estendem para fora da mesma para
interagir com outras células ou substratos. A aderéncia de leveduras patogénicas nos
tecidos hospedeiros pode ocorrer em diferentes locais no corpo humano e nas células,
um dos alvos potenciais de adesao é o glicocalice. A adeséo da Candida em células
hospedeiras, especialmente em células epiteliais, representa o inicio da infeccao, que
podera se seguir pela invasao e disseminacao. A estratégia das diferentes espécies de
Candida, para aderir, invadir tecidos, obter nutrientes e evadir o sistema imune, variam
significativamente dependendo da espécie. Como exemplo, a C.albicans adota uma
estratégia mais agressiva para subverter a resposta imune do hospedeiro e obter seus
nutrientes. Ja a C.glabrata possui uma estratégia baseada em se esconder e evitar o
sistema imune do hospedeiro, persistentemente, sem causar danos graves™.

A C.albicanstem a habilidade de adotar diferentes morfologias, como cepas, hifas
e pseudo-hifas, através dos estimulos que recebe do ambiente, o que influencia na
viruléncia da espécie. Células elipticas, alongadas, que estao ligadas umas as outras
sdo chamadas de pseudo-hifas, ja as células que sao consideradas hifas verdadeiras
séo caracterizadas como cilindricas e separadas por paredes septais perpendiculares?®.

O diagnéstico € crucial ndo apenas para a confirmacao da infeccéo, mas também
para a identificacao da espécie do patdgeno causador, e iniciar o antifungico correto
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para o tratamento. Quando se compara uma candidiase cutanea a uma candidiase
disseminada, a ultima é mais dificil de ser diagnosticada devida apresentacéo clinica
inespecifica. Para um tratamento eficaz, a identificacdo correta da espécie de candida
€ essencial®.

Métodos convencionais de diagnéstico de candidiase (observagao direta, cultura
em agar, testes soroldgicos, entre outros), sdo menos efetivos e demorados, por tanto,
técnicas moleculares e deimunodiagnéstico s&o recomendadas para diagnostico rapido
e especifico®, podendo assim iniciar o tratamento com os farmacos mais adequados a
espécie causadora da infecgao.

Os antifungicos azolicos, incluindo o Fluconazol, Itraconazol e Voriconazol, séo
usados largamente para tratar pacientes com infeccoes por Candida. No entanto cepas
de C.albicans resistentes as drogas azoélicas surgiram, o que tornou a erradicagao
de infec¢des deste patdbgeno uma tarefa muito dificil, aumentando as chances de
infeccdes reincidentes. Portanto, investigar os mecanismos moleculares de resisténcia
aos farmacos azdlicos é de grande importancia para melhorar a eficacia do tratamento
da candidiase®®.

O gene MDR1 (ABCB1) é um gene do tipo cassetes de ligacao por ATP (ATP-
binding cassette — ABC) que é estudado pela sua fungdo de bomba de efluxo, o qual
transporta ativamente compostos xenobiéticos para fora da célula®. Em algunstrabalhos
ja se evidencia sua participacdo em mecanismos de multirresisténcia a antifungicos,
transformando infec¢des fungicas simples em problemas graves de saude, podendo
levar a morte®: 8.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, fez-se uma revisao sisteméatica e estruturada de artigos que tinham
como alvo a infecgdo por candida. Depois uma andlise tedrica e fundamentada,
para correlacionar o gene ABCB1/MDR1 e seu envolvimento na multirresisténcia a
farmacos, em Candida sp. A revisao foi realizada utilizando-se do bando de dados da
NCBI (National Center for Biotechnology Information), buscando artigos com data de
publicacdo entre os anos de 2010 até o presente ano de 2018.

Como descritores, foram utilizados os seguintes: Candida, Candidiasis, MDR1,
drug resistance. Adotou-se como critérios de exclusdo os seguintes: informational
update, reports, além de artigos que se desviavam do alvo central dessa reviséo. A
partir dessa busca, obteve-se um total de 91 artigos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 2013 o CDC (Centers for Disease Control and Prevention)*, localizado nos
Estados Unidos da América, publicou um manual contendo uma lista das ameacas de
microrganismos resistentes a antimicrobianos, intitulado: “CDC — Antibiotic Resistance
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Threats in the United States, 2013: Fluconazole-Resistant Candida’. Nesse manual o
CDC ja classificava a Candida resistente ao fluconazol como nivel 4, numa escala de
1 a 5 de ameaca, e divulgou dados conforme a figura 1.

Estima-se que a cada ano ocorrem 46.000
casos de infecgdo por cindida entre
pacientes hospitalizados, apenas nos EUA.

1 1
Em cerca de 3.400 casos é O CDC estima que cada caso de infecgio por

detectada cepas resistentes ao cédndida, o tempo de mternac;a:? do paciente
Fl 1 aumenta de 3 a 13 dias
uconazo

Cerca de 30% morrem devido a
infecgdo sistémica por Candida

Figura 1 - Estimativa anual de infec¢des por candida nos EUA

ApoOs a interacdo da cepa de C.albicans com as células epiteliais, 0 organismo
desencadeia a liberac&o de citocinas e quimiocinas, que por sua vez causam a ativacao
de células inflamatérias, bem como células imunes, a exemplo dos fagocitos, células
apresentadoras de antigenos (APCs) e células T. Em seguida as células dos fungos
sao identificadas, envolvidas e mortas pelos fagocitos por surto oxidativo, bem como
pela liberacdo de citocinas®.

Nos tratamentos para candidiase, o manejo de infeccbes por Candida é
geralmente baseado na localizagdo anatémica da infec¢do, no estado imunologico
do paciente, fatores de risco para os pacientes com infeccédo, espécies de Candida
responsaveis pela patologia e, por ultimo, na suscetibilidade dessas espécies ao
antifungico. Um dos critérios mais importante para a selecéo de agentes antifungicos
€ a suscetibilidade, da espécie de Candida isolada, aos agentes potenciais. A Tabela 1
representa a susceptibilidade in vitro de de cepas de Candida isoladas de hemoculturas,
aos agentes antifungicos mais utilizados frequentemente, com base na resisténcia

apresentada®.
Espéciede | ayp | 5.rc | Fcz | 1z | vcz | Pcz | AFG | cFG | mMFG
Candida
C.albicans S S S S S S S S S
C.grabrata S S I-R S-I-R | S-I-R | S-I-R S S S
C.tropicalis S S S-l S S S S S
C.parapsilosis S S S S S | I I
C.krusei S R R I-R S-I-R | S-I-R S S S
C.guillermondii S S S S S R R R
C.lusitaniae S-I-R S S S S S S S
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Tabela 1 — Susceptibilidade in vitro das espécies de Candida mais patogénicas.

AMB: Amfotericina-B; 5-FC: Flucytosina; FCZ: Fluconazol; ITZ: ltraconazol; VCZ: Voriconazol; PCZ: Posaconazol;
AFG: Anidulafungi; CFG: Caspofungi; MFG: Micafungi; S: Suscetivel; I: Intermediario; R: Resistente . (Hani,
2015)

Para o tratamento de infecgcbes fungicas, os angentes azélicos sdo os mais
amplamente utilizados’ ® ° entre eles o Fluconazol é a droga preferida em muitos
paises, por causa do seu baixo custo aliado ao seu perfil mais seguro’. O fluconazol
atua inibindo a biossintese de ergosterol, o principal esterol em membranas de células
fungicas. Mutacdes na enzima alvo da droga, esterol 14a-desmetilase, codificada por
ERG11, resulta em trocas de aminoacidos que reduzem a afinidade da enzima pela
droga’.

O gene MDR1 pertence a classe dos genes ABC, que estdo presentes em
todos os reinos de vida, e sao responsaveis pela homeostase celular. Esses genes
codificam proteinas transportadoras multimembranosas, que canalizam dominios
formando um poro e dominios de ligagédo a nucleotideos intracelulares para transporte,
dependente de ATP, de substratos ou ions através da membrana celular. Apesar das
proteinas codificadas por genes ABC bacterianos funcionarem como importadores e
exportadores, todas as proteinas codificadas por genes ABC eucariéticos sdo bombas
de efluxo®.

Os genes MRR1, TAC1 pertencem a familia do fator de transcricdo do aglomerado
de zinco, que é exclusivo do reino fungico, e que regulam a expresséo das bombas de
efluxo MDR1 e CDR1/CDR2, respectivamente’.

O gene MDR1 foi originalmente identificada como um gene que confere resisténcia
a multiplos farmacos (MDR — Multi Drug Resistance) a células cancerigenas, e as
proteinas relacionadas posteriormente a esses genes, foram descobertas como
transportadoras alternativas, mediadoras de mecanismos de resisténcia aos farmacos?®.

P-glicoproteina, codificada a partir do gene MDR1, participa de uma bomba
de efluxo que contribui para a defesa da célula contra toxinas do ambiente. Ela
transporta uma grande variedade de componentes estruturalmente diversificados,
estando envolvida na limitagdo da absorcao de xenobioticos 2. A P-glicoproteina pode
ser induzida ou inibida pela presenca de xenobioticos, portanto, contribuindo para a
disposicao e interacao das drogas com a células.

Mutacbées com ganho de funcdo nos fatores de transcricio MRR1 e TAC1, que
regulam a expressao das bombas de efluxo MDR1 e CDR1/CDR2, respectivamente,
resultam em superexpresséao constitutiva de seus genes-alvo e séo responsaveis pela
resisténcia ao Fluconazol em muitos isolados clinicos de C.albicans. E concebivel que
mutagdes de ganho de funcao, como as encontradas em MR1, TAC1, também possam
ocorrer em outros membros da familia e conferir novos fenétipos que sé&o vantajosos
sob condicbes adversas’.

Um estudo, realizado em 2012, j& demonstrou que dois polimorfismos no
gene MDR1, podem estar associados com o desenvolvimento dessa resisténcia
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ao fluconazol. Estudos mais recentes demonstraram que alteracbes na expressao
de genes como o MDR1, Cap1 e Mrr1, estdo associados com esse mecanismo de
resisténcia, transportando ativamente a droga para fora da célula®.

Segundo Andrea Lohberger™ em um artigo publicado em 2014, a resisténcia a
farmacos azoélicos pode ocorrer em C.albicans, principalmente, por superexpressao do
gene transportador de multiplas drogas CDR1, CDR2 ou MDR1 ou pela superexpressao
de ERG11, que codifica o alvo azdlico. A expressao desses genes é controlada pelos
fatores de transcricdo (TFs) TAC1 (envolvidos no controle da CDR1 e CDR2), MRR1
(envolvido no controle de MDR1) e UPC2 (envolvido no controle de ERG11)™.

A base molecular da resisténcia ao Fluconazol em C.parapsilosis foi estudada
por Mohammad Asadzabeh' e tipicamente envolve a superexpressao e/ou mutagdes
em genes como o ERG11 e, adicionalmente, a superexpressao de bombas de efluxo
como o CDR1, e o MDR1, possivelmente devido a mutagdes nos seus reguladores
transcriptacionais, TAC1 e MRR1, respectivamente’.

Em seu trabalho Feng, et al ® sugere que a superexpressao do gene MDR1,
regulada pela superexpressao do gene Cap1 estdo associados com o desenvolvimento
de cepas resistentes ao Fluconazol. A superexpressao do gene MDR1 associada com
resisténcia cruzada entre Fluconazol, ltraconazol e Voriconazol, estao correlacionadas
com mutacgodes, nos genes Cap1 e Mrr, e ndo com a superexpressao desses genes®.

Nesse mesmo estudo, Feng et al ¢, ainda demonstrou que as cepas resistentes
ao Fluconazol tiveram um aumento significativo nos niveis de mRNA de CAP1 e
MDR1, ao se comparar com cepas sensiveis ao Fluconazol (P<0.01). Os niveis de
mRNA dos genes CAP1, MRR1 e MDR1 estavam significativamente aumentados em
cepas resistentes ao Fluconazol, ltraconazol e Voriconazol, quando comparado com
cepas sensiveis aos trés agentes (P<0.001, P=0.037 e P<0.001, respectivamente).
Wenli Feng conclui em seu trabalho que a expressédo de Cap1 estava positivamente
correlacionada com a expressao de MDR1 em cepas de C. albicans resistentes ao
fluconazol, o que indica que a superexpressao de CAP1, em vez de MRR1, pode levar
a superexpressao de MDR1 e ao desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol®.

Os niveis de mRNA dos genes CAP1 e MRR1 aumentaram nas cepas resistentes
ao ltraconazol, mas nao nas resistentes ao Voriconazol. No entanto, nao foi observada
nenhuma diferenca significativa na expressédo das bombas de efluxo MDR1 entre
as cepas resistentes e as sensiveis ao Iltraconazol ou entre as cepas resistentes e
sensiveis ao voriconazol. Isto sugere que a resisténcia do Itraconazol pode envolver a
superexpressao de CAP1 e MRR1, mas nao a superexpressao de MDR1. Aresisténcia
ao Voriconazol pode néo estar associada ao CAP1, MRR1 ou MDR1; pode ser atribuida
a outros mecanismos moleculares, como mutacdes em CAP1 e MRR1, e alteracbes
na expresséo de genes ERG ou mutagdes em ERG11. Os niveis de mRNA de CAP1
e MRR1 foram aumentados em cepas resistentes ao ltraconazol, mas ndo nas cepas
resistentes ao Voriconazol. Estas observagdes indicaram que a superexpressao de
MDR1 pode ser responsavel pela resisténcia cruzada entre Fluconazol, Itraconazol e
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Voriconazol, e pode ndo ser regulada pela superexpressdo de CAP1 e MRR1, e sim
por mutacdes em CAP1 e MRR1°.

Em outro estudo, uma paciente do sexo feminino com leucemia, apresentou
infeccao sistémica persistente por C.tropicalis, sendo detectada uma cepa
multirresistente. Os testes mostraram uma superexpressao do gene de multirresisténcia
nas cepas, aos farmacos azolicos, utilizando-se de PCR em tempo real. A PCR
mostrou superexpressao significativa do gene MDR1 em comparagcdo com as duas
cepas suscetiveis'.

CONCLUSAO

Como apontam diversos estudos, o gene MDR, associado a outros, como o
ERG11, CAP1 e MRR1, est4 diretamente ou indiretamente ligado aos mecanismos
de multirresisténcia e resisténcia cruzada as drogas utilizadas em tratamentos para
Céandida.

Sendo assim, o gene MDR1 se mostra um fator constante no desenvolvimento
de multirresisténcia a farmacos azélicos para tratamento da Candidiase, portanto, um
alvo potencial para estudos de novos tratamentos, novos farmacos ou iteracdo de
farmacos e compostos desenvolvidos para silenciar o gene e reduzir a resisténcia da
cepa
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RESUMO: Os microRNAs (miRNAs, miRs) sédo
pequenos fragmentos de RNA com potencial
atividade no bloqueio da transcricdo e podem
ser oncogénicos ou supressores tumorais,
dependendo a funcdo dos genes alvejados
por eles. Este capitulo de livro tem o intuito de
explicar como uma andlise de expressédo de
miRNAs poderia dar luzes sobre o processo
oncoldgico, devido a sequéncias associadas
a tipos de cancer especificos. Além disso, 0s
miRNAs tornam-se bons marcadores para a
deteccao precoce e o monitoramento do cancer
através de biopsias liquidas porque apresentam
um resultado de multiplas interacbes envolvidas
nas neoplasias. Para isso, avaliamos a
expressdo de miRNAs comparando amostras
de plasma de 30 pacientes com céncer de
mama e 30 mulheres sanas. Os miRNAs foram
extraidos com o kit miRNeasy Serum/Plasma
Kit (Qiagen, Germany), convertidos a cDNA y
quantificados por PCR digital (dPCR), usando
a plataforma QuantStudio 3D (Thermo Fisher
Scientific, Boston, MA, USA). Analisamos a
expressao de miR-10b, miR-21, miR-145 e
miR-202; nossos resultados indicam uma
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tendéncia a superexpresséo do miR-10b (p=0.334) e miR-21 (p=0.741) nas pacientes,
aliads, achamos uma diminuicdo na expressao do miR-145 (p=0.0064) e no miR-202
(p=0.394). Os nossos achados concordam com informacdes da literatura para estudos
feitos em biopsias solidas. Finalmente, nés apresentamos caracteristicas nos miRNAs
de plasma que abrem portas para a inclusdo deles como alvos em futuros estudos
com biopsias liquidas no cancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: miRNA, biopsia liquida, cancer de mama, PCR digital

ABSTRACT: microRNAs (miRNAs, miRs) are small RNA regions with potential
anti-transcriptional activity; each miRNA has several targets and they were classify
according to its function. Recently, it was propose as a useful tool for cancer analysis
and sequences with altered expression could define some cancer types. Additionally,
these sequences are an interesting target in liquid biopsy studies because they
represent a pool of genetic interactions, associated with neoplastic development. This
book chapter aims to explain how the miRNAs expression may offer an idea about the
oncologic process through silencing their targets; after that, the miRNA detection in
plasma as liquid biopsy could support new possibilities to early diagnosis and monitoring
of cancer. We obtained plasma from 30 breast cancer patients and 30 healthy women
and miRNAs were extracted with the miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Germany),
converted to cDNA and quantified by digital PCR through QuantStudio 3D platform
(Thermo Fisher Scientific, Boston, MA, USA). We analyzed regions of miR-10b, miR-
21, miR-145 and miR-202. Our results show a trend on the overexpression of miR-10b
(p=0.334) and miR-21 (p=0.741). In addition, we found a statistical-support for the sub-
expression of miR-145 (p=0.0064) and a slight sub-expression of miR-202 (p=0.394),
which is in agreement with the literature. In conclusion, we characterize the liquid
biopsy as a potential early-diagnosis tool for breast cancer through miRNA analysis.
KEYWORDS: miRNA, liquid biopsy, breast cancer, digital PCR

11 INTRODUCTION

The cancer generates a non-controlled proliferation and several modifications
occurs in the cellular environment. Some of this modifications may not be heritable
(epigenetic variations) and it produces effects on genetic expression (You & Jones
2012). Epigenetics mainly comprises studies of DNA methylation, histone modification
and levels of microRNAs (miRNAs), considered new mechanisms of regulation of gene
expression. The miRNAs are a class of non-coding RNAs, that is, those that do not
code for proteins that regulate post-transcriptional gene expression (Li & Rana 2014).

In 1993, the first miRNA was discovered during a study on the Lin-4 gene of C.
elegans that regulates its development and did not code for protein. However, Lin-4
produced two RNAs of short sequence, one of 22 nt and another of 61 nt in length.
These RNAs showed antisense zones complementary to multiple sites of the 5’'UTR
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region of the Lin-14 gene. This was evidenced by a decrease in the amount of protein
without affecting miRNA levels (Chuang & Jones 2007).

The apparition of these miRNAs results mainly of cell lysis; however, recently
studies affirm the mobilization of microvesicles, like exosomes, carrying little sequences
of RNA with anti-transcriptional activity (Turchinovich et al., 2012) and we need to
know more about the miRNA resistance to degradation factors like enzymes and other
factors regulating their specificity (Pritchard et al., 2012). Currently, the regulatory role
of miRNAs is accepted in different biological processes carried out in multicellular
organisms, such as differentiation, proliferation and apoptosis or cell death. They are
expressed in serum, plasma and other body fluids in stable form allowing their use
as a potential biomarker due their deregulation has been linked to some diseases
(Ambros 2004; Ma et al., 2012), such as breast cancer. Also, we know almost 1000
human miRNAs (hsa-miRs) and each one might be regulated by different pathways
(Ma et al., 2012) and seventy-nine of them has been described like biomarkers in
fluids for breast, lung, prostate and other cancer kinds ( Pritchard et al., 2012) . Many
efforts builds prediction databases for sequences and targets of these miRNAs (You &
Jones 2012). In several cancer types, some miRNAs were signed as subexpressed or
overexpressed depending their distribution and effect in the disease.

On the other hand, the most popular cancer markers in fluids are proteins such
prostate specific antigen (PSA) or carbohydrate antigen 125 (CA125); however, the
main problem with them is a low sensitivity and discrimination powerful (Ma et al.,
2012) generating issues to early stages identification, and subsequently, problems
on treatment of these individuals. So, the discovery of miRNAs like potential fluid
biomarkers for early diagnosis and monitoring is promissory, starting in the distinctive
and non-invasive features of miRNAs for their utilization on liquid biopsies (Ma et al.,
2012). In this book chapter, we show a pilot study with breast cancer patients, analyze
their miRNA levels and discuss how some of them can drive the oncologic process.

2| MATERIALS AND METHODS

We collected peripheral blood of 30 breast cancer patients from the Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) and 30 healthy controls from Oncosalud
(AUNA) and Universidad de San Martin de Porres (USMP), all institutions from Lima,
Peru. Patients and controls were asked to sign an Informed Consent approved by the
USMP Ethics committee (IRB00003251-FWA0015320). The plasma was separated by
double centrifugation at 4 °C, then total miRNA was extracted with the “miRNeasy
Serum/Plasma Kit” (Qiagen, Germany) and converted to cDNA (TagMan Advanced
miRNA cDNA Synthesis, ThermoFisher Scientific, Boston, MA, USA). Digital PCR
(dPCR/ QuantStudio 3D platform with chips (20KChips) of 20,000 independent dots for
analysis, ThermoFisher Scientific, Boston, MA, USA) was performed to quantify four
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human miRNAs: hsa-miR-10b (ID: 478494 _mir), miR-21 (ID: 477975_mir), miR-145 (ID:
477916_mir) and miR-202 (ID: 478417_mir). The number copies was calibrated with an
exogenous control (cel-miR-39) from Caenorhabditis elegans, included in the miRNA
extraction process. The quantity of miRNA was obtained by the use of QuantStudio3D
Analysis Suite v.3.1.3 Cloud Software (ThermoFisher Scientific, Boston, MA, USA) to
analyze the call (dye fluorescence) and quality (0-100% qualification) for each well or
dot. In this study, we used a minimal threshold above 10% due low concentration and
fragility of the sample. The statistical tests was performed with the Prism 5 software
(Graphpad software Inc., La Jolla, CA, USA).

31 RESULTS

Our experimental groups showed a similar age: 56.23+11.29 in patients and
47.26+14.70 years in controls. To obtain the quantification values, we took the figures
generated by QuantStudio 3D Analysis Suite and established thresholds.

Each chip was charged using just one fluorophore (VIC for this assay), so we took
300 chips to analyze the fluorescence thresholds. This analysis determines 1200 RFU
(Relative Fluorescence Units) as frontier between non amplified and amplified dots, as
showed in the figure 1.

FAM: 0 VIC: 19 FAM+VIC: 0 UNDETERMINED: 0

1
——

FAM

viC

Figure 1. Establishment of threshold for digital quantification. All points located at right of
threshold (red points) would be considered as positive amplification and yellow points are
estimated like empty wells (without amplification).

So, for each sample, the number of red points of control marker (cel-miR-39)
was used to calibrate all the quantifications with the standard quantity of exogenous
copies (added at the sample in the miRNA extraction). Since it doesn’t exist differences
among patient and control in exogenous marker level (p=0.8360), we can certify the
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next comparisons.

In a comparison among patients and controls, just one marker showed a statistical

difference (miR-145, p=0.03); however, all other miRNAs showed a trend to increase or

decrease their expression depend the individual condition, as presented in the Figure

2.

Ratio

Figure 2. Comparison among breast cancer patients and controls using plasma miRNAs. Each
quadrant represents a miRNA type, miR10b and miR-21 showed a trend to overexpression in
patients (right half); in contrast to has seen in miR-145 and miR-202 (left half).
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Then, we compare miRNA levels correlated with neoadjuvant administration,

and immunopathological characteristics: Expression of HER2, progesterone (PR) or

estrogen (ER) receptors. Thus we found a significant overexpression of miR-10b in

patients without neoadjuvant scheme. Besides there were statistical differences in the

overexpression of miR-145 and miR-202 in HER2 positive patients, also in the down

regulation of miR-202 in estrogen positive patients. Our extended results are showed
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in the Figure 3.
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Figure 3. miRNA levels in breast cancer patients according clinical characteristics. For each
miRNA and condition represented are included statistical p value (through Mann-Withney test)
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and the mean ratio among positive and negative conditions.

In this book chapter, we show results about miRNA levels in plasma of breast

cancer patients and healthy controls; and our aim is to explain why these miRNAs
could be used as markers and its significance at the physiological level.
So, a critical criteria for start this study are the sample conditions; in our case,

all participants are women and all of them was classified by an oncologist how cancer

positive (patients) or negative (controls). The mean age among both groups showed
some differences, but, it doesn’t affect our results due a population factor, where major
part of old-age women don’t assist to clinical consultation if don’t show a clear suspicion
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of cancer.

According with the information purposed by Pritchard et al., 2012, Turchinovich
et al.,, 2012 and Ma et al., 2012, the circulating miRNA could have different origins
and physiological responses. For example there is overexpression in hemolysis of red
blood cells and on the other hand there is an overpopulation of some particular cell
lines, more related with cancer types. But there are not reported variations related to
age; but rather clinical characteristics can increase or decrease the miRNA levels in a
sort of cause-effect cycle which deserves a specific analysis.

In the literature there are several studies involving miRNAs using different methods
for data analysis (Li et al., 2014; Hoss et al., 2015; Conte et al., 2015). In our case, we
used the digital PCR, this system able to analyze twenty thousand wells of amplification
reaction and quantify them (Figure 1) (Conte et al., 2015). Other improvement for
this analysis is represented by the normalization with a spike-in control, this offer an
additional checkpoint to sample processing and reliability of the results as well has
been described (Conte et al., 2015; Kobayashi et al., 2018; Tangtanatakul et al., 2018).

Clearly, different values of miRNA levels are expected depending of the selected
miR (Figure 2). For instance, we select 4 miRNA markers and all have distinct behavior
in different cancer kinds as shown in the figure 4.

Our Study Others cancer-related studies Others liquid-biopsy studies
s Overexpressed in
. = @ @ Huntington disease
OncomiR ot (Hoss gt al., 2015)
miR-10b Ratio:1.1 I Breast Gastric Colorectal : K i
=0.69 Mhamedetal, 2017 Lietal,2015 Wang et al, 2016 SFlglommiz SwRriy e
Pp=0. amed et al., 7 1 et al., 5 Wang et al., (Chen et al., 2017)
LS % Low expressed in
Suppressor e )
miR-145 Ratio:0.52 | B -2 lmhmm] Lung (NSCLC) Coronary Artery Disease
$=0.08 Ding ctal, 2017  Xieetal, 2016 Wang et al., 2015 (Faccini et al., 2017}
= FRT Ay
o b y Low expressed in
OncomiR ey o By
miR-21 Ratio:1.23 t Breast ILng (NSCLC) I Glioma Lupus
$=0.65 Petrovi¢ et al,, 2016 Yang ctal,, 2015 Shietal, 2015 (Tangtanatakul et al., 2018)
e C S { Overexpressed in
Suppressor e T B
miR-202 Ratio:0.83 l Breast l’ Lung I Prostate Multiple-System Atrophy
$=0.65 Gao et al, 2018 Jiang et al,, 2016  Lu et al,, 2018 (Lee et al., 2015)

Figure 4. Results and current literature about miRNAs studied. Some miRNAs could be
increased or decreased depending the cancer kind or related to other diseases, a relative
variability of this results may be considerate as a barrier of this study field.

Currently, the classification of miRNAs as oncomiR or miRNA tumor suppressor
is one of the more difficult challenges for cancer research. Some miRNA have been
detected in high quantities in some cancer types and very low in other conditions. One
example for this is the miR-21, characterized like oncomiR in breast cancer (Petrovic¢
2016), non-small cells lung cancer (Yang et al., 2015) and glioma (Shi et al., 2015),
but is decreased in diseases like lupus (Tangtanatakul et al., 2018). This is confirmed




through a fast search of gene targets of miR-21, for this, we can use the miRTarBase
(Chou et al., 2017) and GOirilla (Eden et al., 2009) softwares. The miR-21 targets are
grouped in 4 major categories: regulation of molecular function, response to chemical,
negative regulation of biological process, and positive regulation of cellular process.

Thanks to bioinformatic tools we can support and explain an experimental result;
however it could more complex because the miRNA behavior is highly susceptible.
Other example, the miR-10b was characterized for a deep controversy about their
function (Ahmad et al., 2015; Hagras et al., 2015; M’hamed et al., 2017). We found
it like oncomir for the breast cancer, in a similar condition was reported for colorectal
cancer (Wang et al., 2016) and oral cancers (Tian et al., 2015). However, miR-10b
could not recognized totally as oncomiR because it was found as tumor suppressor in
a gastric cancer study (Li et al., 2015). To add more confusion miR-10b is increased
in non-cancer diseases as Huntington’s disease (Hoss et al., 2015) or Ankylosing
spondylitis (Chen et al., 2017). A bioinformatic prediction of miR-10b shows as targets:
positive regulation of biological processes, negative regulation of cell adhesion, animal
organ development. Some of them are oncogenic and others act as suppressor, so
the miRNA behavior could depend of the independent expression of these targets
according tissue and age of the individual.

The other miRNAs analyzed in this study were decreased in breast cancer
patients, concordant with the literature (Ding et al., 2017; Gao et al., 2018), but it was
the opposite for other cancer types like lung (Wang et al., 2015; Jiang et al., 2016),
Colorectal (Xie et al., 2016) or prostate (Lu et al., 2018). Other difference between miR-
145 and miR-202 is the capacity to distinguish cancer from other diseases, miR-145
also decreased in coronary artery disorder (Faccini et al., 2017); in contrast with miR-
202 who increased their levels in Multiple-system atrophy (Lee et al., 2015).

In consequence, we can view the target categories for each one of these
miRNAs; for the miR-145, their categories are associated with: positive regulation
of macromolecules and nitrogen compound process, developmental process and
positive regulation of cellular metabolic process. Meanwhile, the miR-202 targets are
related with: lung development, morphogenesis of a branching structure and epithelial
tube. Notably, the miR-202 targets have a nearest relationship with formation and
development of lung and airways, explaining why their decreased levels may be a
marker to lung cancer (Jiang et al., 2016).

In this manner, we have different conditions to be analyzed before select a
miRNA. As we show lines above, there are miRNAs with increased or decreased levels
depending their functions; however, there are also some conditions that can change
the level of these miRNAs.

According to our results, a neoadjuvant treatment generates an increase of all
miRNAs evaluated, on the opposite side HER2 or estrogen receptors generates a
decrease of the miRNAS (Figure 3).

At this point, the literature has a slight controversy, some authors indicate that
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miRNA levels are down-expressed after neoadjuvant treatment (Preis et al., 2011) and
others affirm that this effect depend on the particular miRNA and their basal concentration
(Drebber et al., 2011; Gezer et al., 2014). Especially, the study of Drebber et al., 2011
indicate a reversal relationship among miR-21 and miR-145 after adjuvant treatment;
miR-21 is the higher initially, but their levels decrease after therapy, in contrast with miR-
145. This cannot verified nor rejected in our results because we just show independent
samples without a monitoring before or after treatment.

These characteristics are extended for immunopathological features, where the
triple negative breast cancer (TNBC) turned an interesting model to be studied. Some
studies (Radojicic et al., 2011; Fang et al., 2017) report that miR-21 are overexpressed
in TNBC. In comparison with our results mostly with non TNBC (28 out of 30 negative
for estrogen receptors or HER2 amplification), miR-21 decreased as well as other
miRNAs. However, the increase of certain miBRNA could be an exclusive for TNBC and
not for HER2, ER or PR separately. The last hypothesis cannot be tested in our work
due low number of TNBC cases (2 of 30), but this response will open new doors to
pursue this research.

Finally, we have high expectancies for future studies in liquid biopsies, studying
higher number of samples, improving the technologies of extraction and the selection of
targets. For example, miRNA from exosomes or platelets and other tools will increase
our knowledge about the molecular biology of cancer and how it can be detected, and
also to design appropriate treatments.
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RESUMO: A mastite € a doenca de maior
prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de
perdas econémicas, sendo o rapido diagnéstico
desta enfermidade um fator determinante para
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CAPRINOS LEITEIROS

a reducao dos impactos causados. O Antigeno
Leucocitario Caprino (GoLA) é uma regiao do
genoma caprino que tem recebido atencéo
um papel na resposta
imunoldgica e nas caracteristicas de producéo

por desempenhar

e qualidade do leite. Diante da necessidade
de novas informagdes, este capitulo tem
como objetivo levantar o estado da arte da
resisténcia a doencas, destacando o papel do
Complexo Principal de Histocompatibilidade
e, particularmente, do gene candidato GoLA-
DRB.2 em caprinos.

PALAVRAS-CHAVE: Complexo Principal de
Histocompatibilidade; GoLA-DRB.2; Mastite;

MHC.

ABSTRACT: Mastitis is the most prevalent
disease in dairy herds and considered the most
important cause of economic losses, and its
rapid diagnosis is a determining factor for the
reduction of the impacts caused. Goat Leukocyte
Antigen (GoLA) is a region of the goat genome
that has received attention because it plays an
important role in the immune response, milk
production and quality characteristics. In view
of the need for new information, this chapter
aims to raise the state of the art of disease
resistance, highlighting the role of the Major
Histocompatibility Complex and particularly the
candidate GoLA-DRB.2 gene in goats.

KEYWORDS:

Principal  Histocompatibility
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11 INTRODUCAO

A mastite é a doenca endémica de maior prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de perdas econémicas, tanto para o produtor,
qguanto para a industria leiteira. Pode ser definida como sendo uma inflamacéo da
glandula mamaria caracterizada por alteracdes fisicas, quimicas e bacteriologicas do
leite, e por disturbios patologicos do tecido glandular (GERMANO & GERMANO, 1995;
DIAS, 2007; PEIXOTO et al., 2013).

E importante destacar a importancia da mastite para a satde publica, uma
vez que leite e derivados provenientes de animais com esta enfermidade poderao
veicular bactérias altamente patogénicas e residuos de antibiéticos (CORRALES
et al., 1995; CARDOSO et al., 2000). Os patdgenos usualmente relacionados com
esta enfermidade em cabras pertencem aos géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Escherichia, Pseudomonas e Mycoplasma (LANGONI et al., 2006; MOTA, 2008; DAL
POZZO et al., 2011).

O diagnostico precoce e a diminuicdo dos impactos causados pela mastite séo
uma busca constante de todos os setores envolvidos na cadeia produtiva, ndo somente
pelo aspecto econémico, mas também porque os animais que apresentam maior
resisténcia a essa enfermidade forneceréo produtos de melhor qualidade e maior tempo
de prateleira. Com esse intuito, esforcos tém sido direcionados para a identificacéo de
genes ou regides cromossdmicas e suas associagdes com a resisténcia a doencas,
de modo a selecionar concomitantemente animais produtivos e resistentes (MOTA,
2003).

Uma regidao do genoma caprino que estd associada a mastite € o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), formado por um grupo de genes que
desempenham importante papel no sistema imunologico dos animais e que na espécie
caprina foi denominado de regido GoLA (Goat Lymphocyte Antigen) (BAGHIZADEH
et al., 2009; ZHAO et al., 2011). Esta regido apresenta um elevado polimorfismo e
tem recebido destaque nos estudos sobre a resposta imunoldgica dos individuos aos
agentes infecciosos (AMILLS et al., 1996; SCHASCHL et al., 2004; BAGHIZADEH et
al., 2009; PARACHA et al., 2015). No entanto, ao contrario do observado nos estudos
com vacas, a pesquisa sobre a genética da resisténcia em cabras leiteiras ainda é
incipiente e pouco se sabe sobre a associagcéo entre os alelos do gene GoLA-DRB.2
com a resisténcia as doencas e caracteristicas de produ¢do em cabras.

Torna-se indiscutivel a necessidade de busca por novas informagdes para
alavancar a atividade pecuaria atual. Assim, esta revisdo de literatura tem como
objetivo levantar o estado da arte da resisténcia a doencas, destacando o papel do
Complexo Principal de Histocompatibilidade e, particularmente, do gene candidato
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GoLA-DRB.2 em caprinos.

2| RESISTENCIA GENETICAS AS DOENCAS

A resisténcia genética a doencas pode ser utilizada como uma ferramenta
benéfica para a pecuaria. Numa escala global, a resisténcia poderia ser definida como
a capacidade de evitar a doenca ou promover a rapida recuperacao apds um processo
infeccioso (RUPP & BOICHARD, 2003).

O sistema imunolégico € um mecanismo especifico que atua limitando a
evolucado de doencas infecciosas, sendo fundamental para a sobrevivéncia do animal,
desde que atue de forma eficaz (JARDIM et al., 2014). Com o intuito de prevenir o
estabelecimento de doencas, através da elaboracdo de respostas imunoldgicas, 0s
mecanismos de defesa da glandula mamaria sdo classificados em imunidade natural
ou inespecifica e em imunidade especifica ou adaptativa (FONSECA & SANTOS,
2000; CARNEIRO et al., 2009). A imunidade natural &€ predominante no inicio da
infeccdo, sendo ativada rapidamente por numerosos estimulos e ndo aumentam de
intensidade pela exposicéo repetida ao mesmo microrganismo (FONSECA & SANTOS,
2000; RAINARD & RIOLLET, 2006). Por outro lado, a imunidade especifica é ativada
quando a infeccao progride e nédo foi eliminada, sendo um processo de aprendizagem
do sistema imune, voltado ao combate de um agente patogénico unico (FONSECA
& SANTOS, 2000; JARDIM et al., 2014). Conjuntamente, a imunidade natural e a
especifica participam de um processo eficaz de defesa do hospedeiro, garantindo que
0s animais apresentem resisténcia as enfermidades (TIZARD, 2008).

A imunidade natural € a primeira linha de defesa contra as infeccbes (ABBAS
et al., 2008) e, consequentemente, apresenta grande influéncia na susceptibilidade
a doenca. Com relacdo a glandula mamaria, as células epiteliais que recobrem a
superficie interna do érgao desempenham papel crucial nas primeiras interacoes entre
o patégeno e o hospedeiro, contribuindo como barreira efetiva entre 0 ambiente externo
e o interior da glandula (KORHONEN et al., 2000). No entanto, a sobrevivéncia e a
patogenicidade dos microrganismos causadores de infec¢do sdo influenciadas pela
capacidade destes de resistir aos mecanismos efetores de imunidade (ABBAS et al.,
2008).

Os genes envolvidos narespostaimune tém sido indicados como fortes candidatos
na determinacé@o de resisténcia as doencas nos animais domésticos (FONSECA et
al., 2009). Com o advento da biotecnologia, a maioria dos estudos tém sido voltados
para a busca por associacdo de genes candidatos com caracteristicas de defesa do
hospedeiro. Informacdes sobre a imunidade da glandula mamaria em bovinos tém
avancado significativamente (CARNEIRO et al., 2009), enquanto que trabalhos com
esse objetivo em cabras leiteiras ainda sao escassos. Desta forma, a investigacao dos
polimorfismos génicos associados com a resposta imunitaria e resisténcia a doenca
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em caprinos vém ganhando énfase por permitir a selecéo de animais superiores, a sua
incorporacao nos rebanhos regionais e a obtencao de produtos de melhor qualidade.

A conservacgao da diversidade genética é hoje universalmente aceita como vital
paraodesenvolvimento sustentavel e gestdo dos recursos genéticos animais (AJMONE-
MARSAN, 2010; SALLES et al., 2011). Doencas economicamente importantes em
animais domésticos representam um problema e a busca pela identificacéo de genes
ou regides cromossOmicas associadas a uma maior resisténcia do hospedeiro aos
patdbgenos vem sendo apontada como uma necessidade para prevencao de doencas.

2.1 Resisténcia a mastite

A mastite caracteriza-se por ser uma das enfermidades que acarreta grandes
prejuizos econémicos na cadeia produtiva do leite, pela reduc¢ao da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite, e até pela perda total da capacidade secretora
da gléndula mamaria, sendo considerada a principal doenca que afeta os rebanhos
leiteiros no mundo (RIBEIRO et al., 2007).

As perdas econémicas decorrentes dessa enfermidade sao resultantes dareducéo
da quantidade e qualidade do leite e produtos lacteos, morte precoce dos animais,
custos com drogas, servigo veterinario e necessidade de aumento da méo-de-obra
(CUNHA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007). Deve-se levar em consideracao ainda
0s riscos a saude publica pela comercializacéo de leite com residuos de antibiéticos,
além do impacto social, principalmente no que se refere a criagdo caprina, uma vez
gue esta é geralmente desenvolvida em pequenas propriedades e gerida por familias
de agricultores, tendo importante contribuicdo no desenvolvimento socioeconémico do
pais (MARTIN, 2011; NOGUEIRA et al., 2008).

Mastite € uma doenca desafiadora e onerosa para a industria de laticinios e para
0s pecuaristas, sendo a selecdo de animais mais resistentes e a incorporacao desta
caracteristica aos rebanhos uma alternativa para reducéo dos problemas causados pela
enfermidade (FONSECA et al., 2009). No entanto, verifica-se que a selecédo tem sido
voltada, ao longo do tempo, ao aumento da quantidade de leite produzido, enquanto
caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite e a composicao do leite tém sido
pouco consideradas em programas de melhoramento genético (NASCIMENTO et al.,
2006).

A resisténcia a mastite € uma funcdo complexa e envolve diversos caminhos
biolégicos, moleculares e celulares, onde numerosos genes candidatos podem estar
envolvidos (RUPP & BOICHARD, 2003). Trata-se de uma resposta imunologica que
pode ser desencadeada por mais de um fator etiolégico e também com reposta em
multiplos componentes (ASHWELL et al., 1997; PEREIRA et al., 2000).

2.2 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
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Histocompatibility Complex) € uma regiao do genoma com um denso agrupamento de
genes, apresentando fundamental importéncia no sistemaimunologico e exercendo um
importante papel na resposta do hospedeiro a patdgenos (MAGALHAES et al., 2004;
KELLEY et al., 2005). Os genes que compdéem o MHC séao altamente polimérficos
e responsaveis por iniciar a resposta imune adaptativa, codificando proteinas e
apresentando antigenos derivados de patdgenos para as células T (PARACHA et al.,
2015). Embora o MHC seja considerado como uma regiéo associada a resisténcia a
doencas (YADAV et al., 2016), a caracterizagcao completa dos genes que a compdem
é dificil devido ao seu grande tamanho. Dessa forma, estudos tém sido realizados em
fragmentos, de acordo com a importancia de diferentes regides (SHRIVASTAVA et al.,
2015).

O MHC caracteriza-se como alvo potencial na identificacao de genes candidatos
nos estudos da variagdo molecular, devido a sua influéncia sobre as caracteristicas
produtivas e as relacionadas a saude animal, uma vez que apresenta acao direta
sobre as fungbes imunoldgicas, podendo ainda apresentar efeito indireto sobre as
caracteristicas de producdo, onde individuos que apresentem melhores condicoes
gerais de saude podem ser mais produtivos (MACHADO et al., 2005). Segundo estes
autores, quando identificado e verificado o efeito de um gene candidato, ele pode
ser imediatamente utilizado na selecdo assistida por marcadores, com resultados
satisfatérios.

A regiao MHC possui uma estrutura relativamente conservada entre as espécies
de mamiferos, estando localizada no cromossomo 20 em ovinos € no cromossomo 23
em bovinos e caprinos (AMILLS et al., 1998; DE GOTARI et al., 1998; BAGHIZADEH
et al., 2009; ILHAN et al., 2016). A porcao mais polimoérfica desta regido designa e
diferencia a denominacdo em cada espécie, sendo o MHC bovino denominado de
regiao BoLA — Bovine Lymphocyte Antigen (MOSAFER et al., 2011), o de ovino como
Ovar (“Ovar’representa Ovis aries) (Ilhan et al., 2016) e na espécie caprina denominado
de regido CLA — Caprine Lymphocyte Antigen ou GoLA — Goat Lymphocyte Antigen
(ZHAO et al., 2011).

Em mamiferos os produtos dos genes localizados nessa regidao estéao divididos
em trés classes, com base em diferencas nas suas fungdes: Classe |, Classe Il e Classe
[ll. As Classes | e Il apresentam maior diversidade polimérfica (BAGHIZADEH et al.,
2009, ZHAO et al., 2011; PARACHA et al., 2015), sendo que os produtos dos genes da
Classe | s&o encontrados na superficie das células do organismo, enquanto que os da
Classe Il sédo expressos em células especializadas do sistema imunolégico, como os
linfécitos (AHMED & OTHMAN, 2006; ZHAO et al., 2011). A Classe lll apresenta varios
genes com funcgdes gerais, sendo que apenas alguns estdo envolvidos na resposta
imunolégica (GUILLEMOT et al., 1988).

O MHC em caprinos, ovinos e bovinos apresenta-se de forma semelhante,
possuindo dois antigenos da Classe Il funcionalmente expressos, o0 DQ e o DR, sendo
estes extensamente caracterizados em ovinos e bovinos, enquanto que em cabras
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apenas quatro genes foram identificados: GoLA-DRA, GoLA-DRB, GoLA-DYA e GoLA-
DIB (AMILLS et al., 2004; YADAV et al., 2016).

DRB é o gene da Classe Il mais polimoérfico, sendo os alelos dos genes BoLA-
DRB em bovinos amplamente estudados e associados com a ocorréncia de doencgas
e caracteristicas de producao (SHARIF et al., 1998; TRUJILLO-BRAVO et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2006; VILACA et al., 2016). No entanto, ao contrario dos avancos
observados nos estudos com vacas leiteiras, pouca informacé&o ainda existe acerca da
regiao MHC e de suas possiveis associagcdes em ovinos e caprinos (CHARON, 2004;
PETLANE et al., 2012).

2.2.1Gene GoLA (Goat Lymphocyte Antigen)

Em cabras leiteiras os genes DR da Classe Il foram os mais bem caracterizados
e 0 segundo éxon do gene DRB (GoLA-DRB.2) é a regidao mais estudada devido ao
seu elevado polimorfismo, além de ser considerado responsavel pelas diferencas na
resposta imunolégica dos individuos aos agentes infecciosos (BAGHIZADEH et al.,
2009; PARACHA et al., 2015).

Amills et al. (2004) relataram a existéncia de 22 alelos diferentes do locus DRB
em cabras. No entanto, a pesquisa sobre a genética da resisténcia as doencas em
cabras ainda € insipiente e pouco se sabe sobre a frequéncia alélica desse gene e as
possiveis associagdes entre os seus alelos (PETLANE et al., 2012; SHRIVASTAVA
et al., 2015). Além disso, esse gene tem sido relacionado com uma ampla variedade
de caracteristicas de producdo, seguranca e qualidade de produtos em animais
domésticos (PARACHA et al., 2015).

A Tabela 1 apresenta a evolucdo das pesquisas voltadas ao estudo do gene
GoLA em cabras leiteiras.

REFERENCIA ESPECIE PAIS OBJETIVO

Descri¢ao da técnica NESTED-PCR
Amills et al. Caprino Espanha associada ao RFLP para amplificacdo
(1996) do segundo éxon da Classe Il do MHC
caprino em cabras e em outras espécies

Dongxiao & Yuan Identificacéo de polimorfismos do gene

(2004) Caprino China MHC-DRB por PCR-RFLP
Ahmed & Othman Caprino Eqito Identificacéo de polimorfismos do gene
(2006) P 9 MHC-DRB por PCR-RFLP

. . . Identificacéo de polimorfismos do gene
Li et al. (2006) Caprino China GolLA-DRB3.2 por PCR-RFLP
Baghizadeh et al. Caprino I3 Identificacéo de polimorfismos do gene
(2009) P GoLA-DRB3 por PCR-RFLP
. . Identificac&o de polimorfismos do gene
Zhao et al. (2011) Caprino China CLA-DRB3 por PCR-RFLP
. . - Identificacéo de polimorfismos do gene
Singh et al. (2012) Caprino India MHC-DRB por PCR-RFLP
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Petlane et al. Identificac&o de polimorfismos do gene

(2012) Caprino Indonesia MHC-DRB por PCR-RFLP
Yakubu et al. Cabrino Niéria Diversidade filogenética do gene MHC-
(2013) P 9 DBQ1

Identificac&o de polimorfismos do

Shrivastavaetal.  ¢a5ring india gene MHC-DRBT por PCR-RFLP 6

(2015) .
sequenciamento
Identificac&o de polimorfismos do gene
Yadav et al. . - CLA-DRBS3 por PCR-RFLP e associagéo
Caprino India LA :
(2016) com resisténcia aos nematoides

gastrointestinais

Tabela 1. Evolugao dos estudos voltados a identificacao de polimorfismos do gene GoLA em
caprinos.

Um dos primeiros estudos sobre o éxon 2 da regidao GoLA-DRB em caprinos
foi realizado por Amills et al. (1995), que desenvolveram uma PCR nested para
amplificacdo de um segmento génico de 285 pares de base (pb). Os mesmo autores
no ano seguinte publicaram um novo artigo mais completo (Amills et al., 1996) com
um acréscimo de um novo passo apdés amplificacdo, onde foi realizada a digestéo
do produto amplificado com enzimas de restricdo (PCR-RFLP, do inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism), sendo esta a metodologia mais amplamente utilizada
nos estudos sobre a identificacdo de polimorfismos do gene GoLA-DRB.2.

O estudo mundial sobre o polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 em
caprinos tem sido focado naidentificacdo das frequéncias alélicas e genotipicas atravées
da utilizacdo de enzimas de restricao (AMILLS et al., 1996; DONGXIAO & YUAN,
2004; BAGHIZADEH et al., 2009; ZHAO et al., 2011; SINGH et al., 2012; PETLANE et
al., 2012; YADAV et al. 2016).

A figura 1 apresenta a eletroforese do gene GoLA-DRBS3, utilizada por Yadav et
al. (2016) para amplificacdo do fragmento de 285 pb e apoOs digestdo com a enzima

de restricao Pstl.
(a) (b)

L]

il ]

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2%. (a) Produtos de PCR do gene GoLA-DRB3 (285
pb); (b) Mesmas amostras apos digestdo com a enzima de restricdo Pstl. Fonte: Yadav et al.
(2016).
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Em estudo realizado por Petlane et al. (2012) e ao observar os polimorfismos
genéticos do GoLA-DRB.2 em caprinos leiteiros, constataram que o I6cus avaliado foi
polimérfico podendo ser explorado com proposito de selecéo. Resultados semelhantes
foram relatados por Zhao et al. (2011) ao investigarem as variacées genéticas do gene
GoLA-DRB.2 em dez racas caprinas. Por outro lado, Yadav et al. (2016), buscando
associacao de variantes polimérficas do gene GoLA-DRB, concluiram que este l6cus
ndo pode ser utilizado para selecao de cabras para resisténcia a nematoides no
rebanho avaliado.

Uma vez que o gene GoLA-DRB.2 est4 envolvido com o sistema imunoldgico,
se faz necessaria pesquisa que busque a associacdo deste com os parametros de
qualidade do leite e maior resisténcia a mastite (PETLANE et al., 2012). Em bovinos,
Nascimento et al. (2006) em estudo do gene DRB em vacas pertencentes ao Programa
de Melhoramento Genético da raga Gir, observaram associacdo desse gene com a
producdo de proteina, gordura e contagem de células soméaticas (CCS). Associacéo do
gene DBR.2 com CCS em bovinos também foi relatada por outros autores (LEDWIGE
et al., 2001; RUPP et al., 2007). E importante destacar que no Brasil ainda n&o
existem trabalhos que busquem associar os polimorfismos do gene GoLA-DRB.2 com
caracteristicas de CCS e resisténcia a mastite em caprinos.

Muito ainda esta para ser conhecido sobre a interpretacao bioldgica e relevancia
fenotipica de caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite. Estudos adicionais
ainda sdo necessarios para a confirmacéo das associa¢gdes dos alelos do GolLA-
DRB.2 aos fendtipos e a resisténcia as doencas, visando utilizar os resultados para a
melhoria genética de animais de producéo.

Apesar do aumento nos ultimos anos de informagdes sobre a caracterizacao
genética em caprinos, nao existem dados relacionados aos polimorfismos genéticos
do gene GoLA-DRB.2 nem sobre sua associacdo com caracteristicas de interesse
econémico em rebanhos caprinos nacionais.

O estudo do polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 e a identificagéo de
variacdes alélicas especificas podem contribuir para o desenvolvimento de marcadores
genéticos que possam ser utilizados para a identificacéo e incorporagcao nos rebanhos
de caracteristicas de resisténcia a doencas que representam um impacto econémico
na producao animal, além de auxiliar no desenvolvimento de estratégias de criacdo de
cabras leiteiras (PARACHA et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2015).
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RESUMO: O DNA barcode vem sendo utilizado
como método auxiliar na identificacdo de
espécies. Alémdo gene COI, o gene mitocondrial
rBRNA16S, também tem se revelado como um
bom marcador na diferenciacao de peixes. Neste
trabalho, objetivou-se realizar a identificacéo e
caracterizacao genética das espécies de peixes
da Area de Protecdo Ambiental (APA) Municipal
do Inhamum, a partir de sequéncias dos genes
COl e rBRNA 16S. Para a coleta foram utilizados
varios apetrechos de pesca e 0s espécimes
coletados foram identificados com auxilio
de literatura especifica e confirmados por
especialista. O DNA dos espécimes foi extraido
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usando o kit da Promega e os fragmentos dos
genes mitocondriais COI e rRNA 16S foram
amplificados através da técnica de PCR.
Os produtos das PCRs foram purificados e
sequenciados em sequenciador automatico
de DNA. Foram coletados 440 espécimes dos
quais obteve-se 72 sequéncias do gene COlI
e 74 do gene rRNA 16S identificadas em seis
ordens, 10 familias e 15 espécies. Dentre essas
espécies, Megalechis thoracata caracteriza um
novo registro para a bacia do rio Itapecuru. A
arvore filogenética para o gene COI evidenciou
16 clados coespecificos fortemente suportados
100%
filogenética gerada a partir do gene rRNA 168S,

com de bootstrap. A reconstrucéo
evidenciou a ocorréncia de 15 clados. A maioria
dos clados correspondem a uma Unica espécie,
entretanto, as sequéncias de Gymnotus carapo
e Hemigrammus guyanensis formaram cada
uma, dois clados fortemente agrupados com
99% de bootstrap. Portanto, esse trabalho
representa, além da caracterizagcdo genética
dos peixes dessa APA,
extenséo de distribuicdo de M. thoracata, pois

uma extensao a

agora sabe-se de sua ocorréncia na bacia do
rio ltapecuru.

PALAVRAS — CHAVE: DNA mitocondrial, COl,
rBRNA 16S, Megalechis thoracata

ABSTRACT: DNA barcode has been used
as an auxiliary method to identify species. In

Capitulo 14




addition to the COI gene, the mitochondrial gene rRNA16S, has also been shown
to be a good marker in fish differentiation. The objective of this work was to identify
and characterize the fish species of the Inhamum Municipal Environmental Protection
Area (APA), based on sequences of the COIl and 16S rRNA genes. For the collection,
several fishing tools were used and the specimens collected were identified with the
aid of specific literature and confirmed by specialists. The DNA of the specimens was
extracted using the Promega kit and the fragments of the mitochondrial genes COI
and 16S rBRNA were amplified by the PCR technique. PCR products were purified and
sequenced in an automated DNA sequencer. A total of 440 specimens were collected
from which 72 sequences of the COI gene and 74 of the 16S rRNA gene were identified
in six orders, 10 families and 15 species. Among these species, Megalechis thoracata
characterizes a new record for the Itapecuru river basin. The phylogenetic tree for the
COlI gene evidenced 16 heavily supported co-specific clades with 100% bootstrap.
The phylogenetic reconstruction generated from the 16S rRNA gene, evidenced the
occurrence of 15 clades. Most clades correspond to a single species, however, the
sequences of G. carapo and Hemigrammus guyanensis formed each, two clades
strongly grouped with 99% bootstrap. Therefore, this work represents, in addition to
the genetic characterization of the fish in this APA, an extension of the distribution of M.
thoracata, since it is now known to occur in the ltapecuru river basin.

KEYWORDS: Mitochondrial DNA, COI, rRNA 16S, Megalechis thoracata

11 INTRODUCAO

A identificacéo correta de espécies constitui uma etapa primordial para o éxito
de qualquer programa de manejo e conservacao quando se leva em conta que as
espécies constituem a unidade basica de comparagdao na biologia, desde estudos
de anatomia, até aqueles de comportamento, desenvolvimento, ecologia, evolugéo,
genética, biologia molecular, paleontologia, fisiologia, sistematica, entre outros (DE
QUEIROZ, 2005).

No intuito de realizar identificacdo de espécies, genes do DNA mitocondrial tém
sido constantemente utilizados como ferramentas auxiliares a taxonomia classica na
resolucao de problemas de identificacdo. Dentre esses genes, 0 que obteve maior
destaque na identificacdo de espécies animais na ultima década foi o Citocromo
Oxidase subunidade | (COIl ou Cox1), cujo um curto fragmento de 648 nucleotideos da
extremidade 5’ fora eleito como o cédigo de barras de DNA (DNA barcode) (HEBERT
et al., 2003a; 2003b). Este se baseia na suposi¢cdo que a variacéo interespecifica é
maior que a variacao intraespecifica (“DNA barcoding gap”) (MEYER e PAULAY, 2005).

Paralelamente, em meio a grande exploracao do DNA mitocondrial em estudos
taxondmicos de peixes, o gene mitocondrial rRNA 16S também se revelou um bom
marcador na diferenciacédo para esse grupo, como estudos com o objetivo de elucidar
relagdes filogenéticas entre Mugiliformes (FRAGA et al., 2007).
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Os peixes de agua doce da regido neotropical estdo compreendidos em mais
de 5.600 espécies catalogadas, estima-se, no entanto, que o total exceda 7.000
(CARVALHO e ALBERT, 2011). Uma parte substancial da biodiversidade neotropical
permanece desconhecida, isso € considerado um problema para a conservacao
biolégica, pois entende-se que seja um impedimento taxonémico. Propostas para
amenizar esse problema inclui abordagens como a taxonomia integrativa (DAYRAT,
2005) e “turbo-taxonémico” (RIEDEL et al., 2013) nas quais a identificacao baseada
no DNA atrela-se a descricdo morfologica e imagens de alta resolucdo (PUGEDO et
al., 2016).

O presente estudo contribui na identificacao da ictiofauna da bacia do rio Itapecuru,
tendo em vista que foca em riachos tributarios dessa bacia e, sobretudo pela adi¢cao
de um novo registro, Megalechis thoracata (VALENCIENNES, 1840). Dessa forma,
agrega conhecimento ao trabalho de Nascimento et al. (2016), os quais identificaram
a fauna de peixe do curso principal desse rio via DNA barcode.

Portanto, o reconhecimento preciso das espécies de peixes da APA do Inhamum
€ de importancia impar para a preservacgao de sua ictiofauna, pois, produz informacées
que poderao futuramente servir como um subsidio indispensavel. E para isso objetivou-
se identificar e caracterizar geneticamente, por meio de sequéncias de COIl (DNA
barcoding) e rBRNA 168S, a ictiofauna da APA do Inhamum e gerar dados que contribuam
para futuros programas de manejo e preservagao.

2|1 AMOSTRAGEM

A APA do Inhamum esta localizada a margem esquerda da BR-316, no sentido
de Caxias/MA a Sao Luis/MA, aproximadamente 2 km do perimetro urbano de Caxias/
MA, entre as coordenadas 04° 53’ 30” de latitude S e 43° 24’ 53” de longitude W
(FERNANDES et al., 2007) (Figura 1).

A area do Inhamum faz parte do patriménio municipal que, pela Lei n° 1.464/2001,
foi modificada em Area de Protecdo Ambiental detentora de cerca de 3500 hectares.
Essa regidao apresenta dois tipos de vegetacbes: uma vegetacdo graminosa em
area plana, caracteristica de cerraddes ou chapadas e outra vegetacao de arvores e
arbustos e uma depressao com arvores de grande porte e buritizais agregado ao curso
de agua, designando o que se chama brejo (ALBUQUERQUE, 2012).
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Figura 1. Mapa do Maranh&o evidenciando em azul escuro o municipio de Caxias/MA (A). Mapa
de Caxias evidenciando com um ponto branco a localizagéo aproximada da Area de Protecao
Ambiental Municipal do Inhamum (B).

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa Quantum Gis 2.8.7.

As coletas foram realizadas de 2011 a 2017 na APA do Inhamum. Para tanto,
foram utilizados apetrechos de pesca como pucgas, peneira redondas de arame e redes
de armacgéao de cano PVC (Policloreto de polivinila) (OYAKAWA et al., 2006). Foram
escolhidos principalmente trés igarapés da APA do Inhamum chamados de Igarapé
Soledade, Igarapé Inhamum e Igarapé Sumidouro do Padre (Tabela 1 e Figura 2).
Esses trés igarapés foram escolhidos por apresentarem condi¢cdes mais adequadas de
captura de peixes, além de nos fornecerem uma boa representatividade da ictiofauna
da APA do Inhamum.

Ponto de amostragem Coordenadas Figura
Igarapé Soledade (Ponte Inhamum) 4°53'27.1" S, 43°24’54.1" W 3A
Igarapé Soledade 4°53'26.9” S, 43°25'10.0" W 3B
Igarapé Inhamum 4°53’47.0” S, 43°25'23.0" W 3C
Igarapé Sumidouro do Padre 4°53'28.6" S, 43°25'37.8" W 3D

Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos coleta de peixes na Area de Protecdo Ambiental
Municipal do Inhamum relacionadas as suas respectivas figuras.
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Figura 2. Igarapés onde foram coletados os peixes na Area de Protecdo Ambiental Municipal
do Inhamum em Caxias, Maranh&o: (A/B) Igarapé Soledade, (C) Igarapé Inhamum, (D) Igarapé
Sumidouro do Padre.

As amostras foram levadas para o laboratério de Genética e Biologia Molecular
(GENBIMOL) no Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do
Maranhao (CESC/UEMA), onde foi realizada a identificagcao taxonédmica com o auxilio
de literatura especifica (BRITSKI et al., 1999; SOARES, 2005; OYAKAWA et al., 2006)
e, posteriormente, foi confirmada por especialista. A conservagcéo dos exemplares foi
feita em via Umida, colocando-os em formalina por 48 horas e depois transferindo-os
para alcool a 70%. Pelo menos cinco espécimes de cada um dos taxons identificados e
seus testemunhos foram depositados na colecédo Zooldgica do Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo/MZUSP e Museu de Zoologia da Universidade de Londrina/
MUZEL (vouchers determinados) e o restante dos espécimes foram depositados no
GENBIMOL. As coletas das amostras biologicas foram autorizadas pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais e Renovaveis (IBAMA) através
da licenca de numero 02012.004159/2006.

2.1 Analise Genética

O DNA total foi extraido pelo manuseio do kit Wizard Genomic DNA Purification
da Promega seguindo as instrucdes do fabricante. O isolamento e amplificacdo das
regides gendmicas mitocondriais (COl e rRNA 16S), a partir do DNA total, foi realizada
através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), na qual foi utilizada
a combinagao de primers e condi¢des especificas em Ward et al. (2005) para o gene
COl e em Palumbi et al. (2002) para o gene rRNA 16S. As amostras de PCR foram
submetidas a visualizacao em gel de agarose a 1%, corado com Neotaq Brilliant Green
Plus DNA Stain, através de luz ultravioleta (UV), para observacéo da amplificacao

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 14




dos fragmentos dos genes analisados. Os produtos de PCR foram purificados com a
enzima ExoSAP-IT conforme recomendacdes do fabricante e submetidos a reacéao de
sequenciamento de DNA segundo o método de Sanger et al. (1977).

As reacdes de sequenciamento foram realizadas nos termocicladores da Life
Tecnologies, applied biosystems, 2720 Thermal Cycler e Veriti 96 Well Thermal Cycler
com o0 seguinte programa: uma desnaturacéo inicial de 96°C por 60 segundos, 35
ciclos de 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por quatro minutos.
ApoOs a reacéo de sequéncia, as amostras foram precipitadas para retirada do excesso
de reagentes ndo incorporados. As sequéncias, tanto do gene COIl como do gene
rBNA 16S, foram alinhadas pelo método Clustal W do programa Bioedit (HALL,
1999). O programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016) foi utilizado para gerar as arvores
filogenéticas e matrizes de distancias genéticas por meio do método de agrupamento de
vizinhos (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) e o modelo de distancia de Kimura-2-Parametros
(K2P). A significancia dos agrupamentos foi estimada pela analise de bootstrap (1000
pseudoréplicas) (FELSENSTEIN, 1985).

Aidentificacdo molecular (gene COl) foi realizada por comparacéo das sequéncias
do presente estudo e sequéncias depositadas na plataforma bioinformatica BOLD
Systems v4 (BOLD) (http://v4.boldsystems.org/) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).
Plataforma na qual foram depositas as sequéncias do gene COI obtidas no presente
trabalho sob os coédigos RENAQ0O1-16 até RENAQ70-16.

3 | RESULTADOS

3.2 Amostras obtidas

Foram coletados 440 espécimes dos quais obteve-se 72 sequéncias do gene
COl e 74 do gene rRNA 16S identificadas em seis ordens, 10 familias e 15 espécies
(Tabela 2). Dentre essas espécies, M. thoracata caracteriza um novo registro para a
bacia do rio ltapecuru.

Ordem Familia Voucher Espécie COl 16S
Characiformes  Erythrinidae MZUEL 10444  Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) 8 5
Characidae I¥I1ZOL81§9P Bryconops sp. 6 7

MZUEL 10449 Hemigrammus guyanensis Géry, 1959 3 20
Lebiasinidae MZUEL 10441 Nannostomus beckfordi Glinter, 1872 7 7

Siluriformes  Heptapteridae %20%25 Pimelodella sp. 7 5
Callichthyidae MZUEL 10448  Callichthys 031”%’8”)’)’3 (Linnaeus, 11

MZUEL 15410 Megalechis thoqagfé? (Valenciennes, 1

Gymrrr:géifor- Gymnotidae MZUEL 10443  Gymnotus carapo Linnaeus, 1758 7 7
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; MZUSP Sternopygus macrurus (Bloch & Sch-
Sternopygidae {54554 PO arder 180D 5 2
Perciformes Cichlidae %zo%gg Apistogramma sp. 8 6

MZUEL 10445 Aequidens tetramerus (Heckel, 1840) 3 2

MAISE Crenicichla menezesi Ploeg, 1991 6 6

MZUEL 15411 Cichlasoma orientale Kullander, 1983 3 -

Cyprinodonti- — Riyylidae  MZUEL 10442 Rivulus sp. 6 5
Synbmgghifor- Synt(;jr:gchi- I\%gz%P Synbranchus marmoratus Bloch, 1795 1 1
6 10 15 72 74

Tabela 2. NUumero de sequéncias dos genes COIl e rRNA 16S de cada taxon geradas a partir
das amostras de peixes da APA do Inhamum, e os nimeros dos vouchers determinados

3.3 Novo registro de M. thoracata (Siluriformes, Callichthyidae) para a bacia do

rio ltapecuru

Megalechis é distinto de outros géneros de Callichthyinae por reunir caracteristicas
exclusivas: 0ssos infraorbitais expostos (vs. coberto por camada espessa de pele),
nadadeira caudal truncada ou convexa (vs. bifurcada ou concava) e presenca de dois
raios ndo ramificados na nadadeira dorsal (vs. um) (REIS et al., 2005).

O género Megalechis atualmente inclui duas espécies validas, Megalechis picta
(Muller e Troschel, 1849), das bacias dos rios Amazonas, Orinoco e Essequibo, e
também de rios costeiros do nordeste brasileiro, e Megalechis thoracata (Valenciennes,
1840), da bacia dos rios Amazonas e Orinoco, além de drenagens costeiras das
Guianas e nordeste do Brasil (REIS et al., 2005). M. thoracata pode ser distinguido de
M. picta pelo menor espinho na nadadeira dorsal, geralmente maior nUmero de raios
na nadadeira anal (seis, raramente cinco vs. cinco, raramente quatro) e principalmente
pelo padréao de coloracdo da nadadeira (REIS et al., 2005).

M. thoracata apresenta uma banda esbranquicada na base da nadadeira caudal
e a parte restante é escura ou com manchas pretas, enquanto que M. picta apresenta
a base da nadadeira caudal enegrecida, com notaveis barras escuras nas bordas
medias e distais também enegrecidas, as regides entre as bandas enegrecidas séao
visivelmente amarelas claras (TENCATT et al., 2013).

O diagnostico morfologico do espécime de M. thoracata coletado no presente
estudo (Figura 3) foi confirmado por dados moleculares ao se depositar sequéncia
do gene COIl de M. thoracata na plataforma BOLD (RENAO002-16) a qual mostrou
similaridade de 99.06% com outras sequéncias de M. thoracata. Esse percentual de
similaridade esta dentro do limite coespecifico (HEBERT et al., 2003a). Por meio da
analise de um unico espécime coletado na APA do Inhamum, em um igarapé tributario
da bacia do Rio Itapecuru, estendeu-se a distribuicao dessa espécie para a bacia do
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Rio Itapecuru (LIMA et al., 2017).

Figura 3. Megalechis thoracata (MZUEL 15410, barra de escala = 2 cm).

3.4 Analises genéticas de sequéncias do gene COI

O valor médio de distancia genética intraespecifica encontrada no presente
trabalho é de 0,55%, com a grande maioria das espécies apresentando valores
inferiores a 1% (84,6%) (Tabela 3). Nao foi possivel obter valores de distancia dentro
de género no presente trabalho, porque nenhum desses géneros possui mais que uma
espécie. O valor médio de divergéncia dentro das familias foi de 16,7% (Tabela 3).

A matriz de médias de divergéncias genéticas obtidas a partir de sequéncias do
gene COI mostrou que as espécies mais proximamente relacionadas foram Cichlasoma
orientale e Aequidens tetramerus, pertencentes a mesma familia (Cichlidae) as quais
tiveram 13,1% de divergéncia genética. Por outro lado, as espécies mais distantemente
relacionadas foram Crenicichla menezesie Callichthys callichthys, estas tiveram 33,7%
de divergéncia genética (Tabela 4). Essa tabela mostra também que Gymnotus carapo
apresentou maior indice de divergéncia genética intraespecifica com 3,6%.

. . Min Média a0
Nivel N Taxén Dist(%) Dist(%) Max Dist(%)
Dentro de 64 12 0,00 0,55 36
espécie
Dentro de 29 3 11,7 16,7 19,9
familia

Tabela 3. Médias de distancias genéticas K2P coespecificas e dentro das familias dos peixes
da APA do Inhamum a partir de sequéncias do gene COI.

Min Dist = distancia minima; Média Dist = distancia média; Max Dist = distancia maxima.

Médias de divergéncia genética (%)
Taxons
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 - Calli-
chthys n/c
callichthys
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2 - Me-
galechis 18,7 nlc
thoracata

3 - Ster-
nopygus 248 26,3 0,2
macrurus

4 - Ci-
chlasoma 23,0 24,7 24,4 0,0
orientale

5 - Apis-

togramma 27,3 27,5 27,9 27,1 0,2

sp.

6 - Ae-

quidens 23,4 24,3 23,0 13,1 246 0,2
tetramerus

7 - Pimelo-
della sp.

8 - Hemi-
grammus 24,0 23,6 24,0 255 27,5 23,9 238 0,0
guyanensis

26,7 249 23,0 24,7 26,0 254 0,1

9 - Hoplias
malabari- 241 27,5 23,3 23,6 29,8 255 22,0 21,1 0,1
cus

10 - Gym-
notus 241 240 21,3 224 25,7 254 249 224 242 3,6
carapo

11 - Bryco-
nops sp.

12 - Nan-
nostomus 26,8 24,1 259 252 29,6 24,3 23,7 259 26,2 252 23,6 0,9
beckfordi

13 - Cre-
nicichla 33,7 33,1 324 27,3 29,4 283 29,1 32,4 30,7 30,9 285 31,7 0,0
menezesi

23,7 26,0 264 228 248 220 256 233 235 22,5 0,1

14 -
Synbran-
chus mar-
moratus

15 - Rivu-
lus sp.

27,9 26,6 312 282 29,3 27,0 26,7 27,7 27,7 268 27,0 29,7 29,4 nlc

26,9 266 263 272 29,1 249 260 272 276 265 26,9 24,6 32,3 284 0,2

Tabela 4. Matriz de médias de divergéncia genética K2P interespecificas e intraespecificas de
peixes da APA do Inhamum partir de sequéncias do gene COI. N/C = n&o calculado.

A arvore filogenética (Figura 4) evidenciou 16 clados coespecificos fortemente
suportados com 100% de bootstrap. O numero de clados excede o niumero de espécies
identificadas, isso porque G. carapo esta formando dois clados coespecifico.
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Figura 4. Arvore filogenética resumida utilizando sequéncias do gene COl, algoritimo K2P e
método de agrupamento de vizinho (NJ) dos peixes da APA do Inhamum. Os nimeros entre
parénteses representam o nimero de sequéncias obtidas de cada espécie. Em vermelho, esta
destacado um problema de identificacao.

3.5 Identificacao Molecular Realizada na Plataforma BOLD

As porcentagens de similaridade consideradas neste item foram aquelas oriundas
de comparacgdes entre sequéncias de trabalhos de outros autores com as sequéncias
obtidas no presente trabalho, pois, logicamente, as comparacdes entre somente as
sequéncias da APA do Inhamum sempre resultam em similaridades de 100%. Além
disso, apenas as similaridades iguais ou acima de 97% foram expostas, porque
indicam tratar-se de uma unidade genética. As espécies que ndo sdo mencionadas
nao obtiveram similaridades iguais ou superiores a 97% em relacdo as sequencias
depositadas na plataforma BOLD.

Diante das comparacbes entre as sequéncias do presente trabalho e as
sequéncias depositadas na plataforma BOLD por outros autores, observou-se que a
identificacdo molecular corrobora com a identificacdo morfologica para as espécies
Hoplias malabaricus, Gymnotus carapo, Aequidens tetramerus, Callichthys callichthys
e M. thoracata com similaridades genéticas de 97,64%, 99,37%, 98,41%, 99,50% e
99,06%, respectivamente (Tabela 5). O DNA barcode indicou os epitetos especificos
de Bryconops affinis e Pimelodella vittata com percentuais de similaridade genética
de 99,21 e 99,37, respectivamente. Nas analises morfolégicas, essas duas espécies
tinham sido identificadas somente até género. As amostras de G. carapo demostraram
similaridade acima de 97% com Gymnotus chaviro, Gymnotus pantanal e G. carapo
(Tabela 5).
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Morfolégica Molecular Similaridade (%) RN

H. malabaricus H. malabaricus 97,64 *

G. carapo & 92RO PRV 99,37197 831 97,8 -
A. tetramerus A. tetramerus 98,41 Aigléggs
C. callichthys C. callichthys 99,50 A?;%Sgo

M. thoracata M. thoracata 99,06 *
Bryconops sp B. affinis 99,21 Ai%%g
Pimelodella sp P, vittata 99,37 Aiglég&

Tabela 5. Identificagcdo molecular das amostras de peixes da APA do Inhamum realizada através
de comparacgbes das sequéncias do presente estudo com sequéncias disponiveis na plataforma
BOLD systems para o gene COlI, e seus respectivos registros numéricos (RN) index barcode
para o BOLD.

Obs. * Tem status de saida antecipada e por isso ndo possui registro numérico no BOLD. ** G. carapo:
BOLD:AAB6212, G. pantanal: BOLD:AAE3544. G. chaviro ndo possui registro numérico na plataforma.

3.6 Analises genéticas de sequéncias do gene rRNA 16S

O valor médio de distancia genética intraespecifica das sequéncias de rRNA
16S foi de 0,54% e o valor médio de distancia genética dentro das familias foi de
9,0%. Ademais, foram encontrados altos indices disténcia genética dentro do género
Gymnotus (1,5%) e Hemigrammus (3,8%) (Tabela 6 e Tabela 7). A matriz de médias de
distancias genéticas intra e interespecifica (Tabela 7) mostrou que as espécies mais
proximamente relacionadas foram Sternopygus macrurus e G. carapo com 9,8% de
divergéncia. Em contrapartida, as espécies mais distantemente relacionadas foram
Synbranchus marmoratus e C. callichthys, com 26,2% de divergéncia genética.

Nivel N Taxon Min Dist(%) Meédia Dist(%) Max Dist(%)
Dentro de 72 11 0,00 0,54 3,8
espécie
Dentrcl).de 42 o 8,5 9,0 9,4
Familia

Tabela 6. Médias de distancias genéticas K2P mostrando a distribuicdo das médias
coespecificas e dentro das familias na APA do Inhamum utilizando o gene rRNA 16S.

Médias de divergéncia genética (%)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Taxons

1 - Pimelodella
sp.
2 - C. callichthys 13,5 nl/c

3 - G. carapo 134 150 1,5

0,0
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4 -S. macrurus 10,0 16,2 9,8 0,0

5 - Apistogram-
ma sp.

6 - A. tetramerus 17,0 20,4 17,4 145 11,2 0,0

196 21,4 19,0 17,3 0,1

7 - Bryconops
sp.

8 - H. malaba-
ricus

9-C. menezesi 19,4 20,7 17,3 16,3 13,6 11,9 173 19,0 0,3

13,0 172 10,9 11,7 19,9 16,7 0,1

12,6 16,0 13,8 11,9 18,9 175 10,7 0,0

10 - H. guyanen-
sis

11 - N. beckfordi 15,8 18,9 16,3 13,3 17,3 16,5 151 14,1 17,6 154 0,0

174 193 16,8 136 193 185 144 114 195 3,8

12 - S. marmo-

ratus 25,0 26,2 23,1 21,5 19,7 221 228 23,2 226 21,3 249 nlc

13 - Rivulussp. 23,1 24,4 21,6 22,7 18,2 18,9 22,1 21,9 22,7 21,6 243 204 0,2

Tabela 7. Matriz de médias de divergéncia genética K2P interespecificas de peixes da APA do
Inhamum a partir de sequéncias do gene rRNA 16S.

Areconstrucéao filogenética gerada a partir do método de agrupamento de vizinhos
e o algoritmo K2P utilizando sequéncias do gene rRNA 16S, evidenciou a ocorréncia
de 15 clados. A maioria dos clados correspondem a uma Unica espécie, entretanto,
as sequéncias de G. carapo e Hemigrammus guyanensis formaram cada uma, dois
clados fortemente agrupados com 99% de bootstrap. (Figura 5).

% = ‘ Hemigrammus guyanensis (16)

57 - Hoplias malabaricus (5)

4 5 Hemigrammus guyanensis (4)

o | Nannostomus beckfordi (7)
¥ { Bryconops sp. (7)
= + Sternopygus macrurus (2)
E{ = | Pimelodella sp. (5)
Callichthys callichthys (1)
el | = Gymnotus carapo (2)
33 IT Gymnotus carapo (5)
] = { Rivulus sp. (5)
Synbranchus marmoratus (1)
H - Crenicichla menezesi (6)
w0 _‘ = Aequidens tetramerus (2)
5 P { Apistogramma sp. (6)

0.020

Figura 5. Arvore filogenética resumida utilizando sequéncias do gene rRNA 16S, algoritmo
K2P e método de agrupamento de vizinho (NJ) dos peixes da APA do Inhamum. Os nimeros
entre parénteses representam o numero de sequéncia para cada espécie. Em vermelho estéo

destacados contrapontos de identificagéo.
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4 | DISCUSSAO

4.1 Novo registro de Megalechis thoracata para a bacia do rio Itapecuru

Em coletas na APA do Inhamum, Fraga et al. (2012) e Lima et al. (2015) nao
haviam registrado a ocorréncia de M. thoracata, assim como em estudos que objetivaram
a identificagéo de toda a bacia do rio Itapecuru (BARROS et al., 2011; NASCIMENTO
et al., 2016). Somente em setembro de 2015 um espécime de M. thoracata espécie foi
capturado.

Entre os estudos realizados nas bacias hidrograficas do Nordeste: Carvalho et
al. (2011b) (bacia do rio Sao Francisco), Ramos et al. (2014) (bacia do rio Parnaiba) e
Matavelli et al. (2015) (bacias dos rios Munim e Parnaiba), M. thoracata sé foi registrado
por Soares (2005), na bacia do rio Mearim. Portanto, esse resultado representa
uma extensdo do conhecimento da distribuicdo da espécie, pois agora sabe-se de
sua ocorréncia na bacia do rio ltapecuru. Tencatt et al. (2013; 2015) cogitaram que
a introducdo de M. picta na bacia do alto rio Parana ocorreu provavelmente devido
ao seu uso como uma isca viva. Essa hipotese também pode ser considerada para
a introducao de M. thoracata na bacia do rio ltapecuru, levando em conta que a
diferenciacao entre M. picta e M. thoracata é dificultosa por néo especialistas, entao
podem ser facilmente misturadas e vendidas como uma unica espécie por vendedores
de iscas vivas ou em lojas de aquario.

Ainda é precipitado afirmar que M. thoracata é capaz de se fixar na bacia ou
causar impactos sobre as espécies nativas do rio ltapecuru. Percebe-se, todavia, que
€ preciso preocupar-se com a introducao e/ou transportacao de espécies entre bacias,
de forma intencional ou n&o, que se torna cada vez mais corriqueiro e que quase
sempre tem efeito nocivo sobre as espécies nativas. Recomenda-se, dessa forma,
que atitudes como essa sejam suprimidas de forma rigorosa.

4.2 Andlises genéticas de sequéncias do gene COI

Muitos trabalhos ja foram realizados visando identificar, via DNA barcode, peixes
de grandes bacias hidrogréaficas brasileiras (CARVALHO et al., 2011b; PEREIRA et
al., 2013; DIAZ et al., 2016). Esses trabalhos comumente mostram baixos valores
de divergéncia intraespecifica, raramente ultrapassam o valor de 1,5%. No presente
trabalho nao foi diferente, o valor médio de distancia intraespecifica foi de 0,55%
(Tabela 3).

Carvalho et al. (2011b) ao estudar peixes de agua doce provenientes da bacia
do rio Sdo Francisco, encontrou valor médio de divergéncia genética intraespecifico
de 0,50%. Pereira et al. (2013) revelou percentual médio intraespecifico de 1,30
(mas esse valor decresce para 0,3 quando considerado cada subclado como uma
unidade genética independente) na megadiversa fauna de peixes Neotropicais. Em
consonancia a esses baixos valores médios, Diaz et al. (2016), ao analisar os peixes

do baixo rio Parana, encontraram 0,53% de divergéncia intraespecifica.
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O valor médio de divergéncia dentro das familias encontrado no presente trabalho
foi de 16,7% (Tabela 3), valor que esta de acordo com outros valores observados na
literatura. Nos trabalhos de Hubert et al. (2008), Carvalho et al. (2011b), Pereira et al.
(2013) e Diaz et al. (2016) verificou-se valores percentuais médios dentro das familias
de 15,38, 21,01 e 20,1 e 19,61, respectivamente.

Foi detectado elevado valor de distancia genética (3,6%) em G. carapo (Tabela 4),
essa porcentagem supera o limite de divergéncia intraespecifica que delimita espécie
de 3% estabelecido por Hebert et al. (2003a). Com base nisso, é possivel tratar-se
de duas espécies dentro do género Gymnotus, e ndo apenas de uma como propos
a identificacdo morfologica. Neste cenério, evidencia-se o potencial do gene COI em
revelar a diversidade escondida. Similarmente, Benzaquem et al. (2015) mostrou
diversidade criptica em peixes ornamentais da Amazénia brasileira.

Carvalho et al. (2011b) encontraram elevada divergéncia intraespecifica em
amostras de G. carapo (5%) provenientes da bacia do rio Sado Francisco. Esses autores
indicaram que essa elevada divergéncia pode estar relacionada a historia filogeografica
ou estrutura geografica, como € comum em peixes de agua doce (WARD et al., 1994).
G. carapo (hol6tipo do Suriname) foi descrito por Linneaus na primeira metade do
século XVIII (ALBERT e CRAMPTON, 2003). Atualmente é definido como G. carapo
sensu stricto e é conhecido como um complexo de espécies de morfologia similar ou
espécie criptica, com uma larga area de distribuicao (ALBERT e CRAMPTON, 20083).
Estudos citogenéticos de amostras identificadas como G. carapo mostraram diferentes
cariétipos: 2n = 54 e 2n = 52 do Sul do Brasil, 2n = 48 em Amazonas, 2n = 42 no Para
(MILHOMEM et al., 2007).

Outro estudo sobre o cari6tipo de individuos morfologicamente indistinguiveis
de cinco populagdes de G. carapo sensu stricto da Amazénia oriental do Brasil
revelou dois citétipos, 2n = 42 (30 M/SM + 12 ST/A) e 2n = 40 (34M/SM + 6 ST/A). Os
autores concluiram que as diferencas entre essas duas espécies cripticas se devem a
inversdes pericéntricas e uma fusao tandem. (MILHOMEM et al., 2008). Nagamachi et
al. (2010) usaram mapeamento genémico comparativo através do FACS (Fluorescent
Activated Chromosome Sortin), metodologia que permitiu verificar a alta reorganizacao
gendmica encontrada entre as duas populacdes citotipicas de G. carapo sensu stricto
estudadas e confirmar a hip6tese que elas séo realmente diferentes espécies.

O fato de a morfologia externa, os dados meristicos e a pigmentagéo deles
ndo permitirem a distincdo de espécies (MILHOMEM et al., 2008), sugere que a
especiacao delas foi um evento recente no qual a reorganizagéo cromossémica teve o
papel principal (NAGAMACHI et al., 2010). Somado a isso, as elevadas divergéncias
genéticas encontradas no presente trabalho e em Carvalho et al. (2011b) corroboram
com essa informacao. As amostras do presente estudo de G. carapo demostraram
similaridade acima de 97% com Gymnotus chaviro, Gymnotus pantanal e com G.
carapo (Tabela 5) quando realizada a identificacdo molecular na plataforma BOLD.
Isso novamente aponta para identificagcao errbnea de espécimes, ou indica a presenca
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de espécie negligenciada no género Gymnotus.

4.3 Analises genéticas de sequéncias do gene rRNA 16S

Amédia de distancia genética coespecifica do gene rRNA 16S (0,54%) equiparou-
se ao valor de distancia intraespecificas revelado nas sequéncias do gene COI (0,55%),
contrariando assim, Palumbi et al. (2002) quando este afirma que as sequéncias do
gene rBNA 16S sdo mais conservadas, com taxa de mutagdes menores do que a
média do genoma mitocondrial. Provavelmente, isso ocorreu porque H. guyanensis
obteve elevada divergéncia genética (3,8%).

Amédiade distanciagenética K2P intrafamiliar foi mais baixaparaogene rRNA16S
(9%) em relacéo a média correspondente do gene COI (16,7%). Esse dado corrobora
com Kochzius et al. (2010), trabalho no qual as distancias genéticas verificadas em
cada nivel taxondmico analisado foram menos elevadas que suas correlatas no gene
COl. Os valores de distancia genética K2P coespecifico e intrafamiliar do presente
estudo (0,54% e 9%, respectivamente) (Tabela 6) foram inferiores em relacéo aos seus
equivalentes encontrados em peixes comerciais da Africa do Sul (CAWTHORN et al.,
2012) (0.03% € 5.10%). Isso possivelmente ocorreu em reflexo ao melhor conhecimento
taxonémico de espécies comercialmente importantes, de médio e grande porte, o que
minimiza os problemas de identificacao (CARVALHO et al., 2011b).

Diante dos resultados é possivel concluir, portanto, que o DNA barcode demostrou
sua potencialidade em identificar espécie, pois esteve de acordo com a identificacéo
morfolégica na grande maioria das espécies (93,3%) e ainda apontou para problema
de identificacdo em G. carapo, espécie na qual provavelmente existe negligéncia de
identificacdo. Faz-se necessario, entdo, aprofundamento nos estudos genéticos e
taxonémicos de G. carapo ocorrentes na APA do Inhamum, através de uma revisao
taxonémica dos exemplares por um especialista no grupo.

O gene rBRNA 16S indicou a presenga de mais de uma espécie em Hemigrammus,
de tal modo que se faz necessaria a andlise dessa indicacdo por meio de mais
sequéncias do gene COIl de amostras desse género.

Identificou-se a espécie M. thoracata na area de estudo, dessa forma sua
distribuicdo foi estendida para a bacia do rio Itapecuru, o que contribui para o
conhecimento da amplitude de ocorréncia dessa espécie. Por meio da utilizagao do
gene COlI, foi possivel indicar os epitetos especificos de B. affinis e P. vittata, essas
espécies anteriormente haviam sido identificadas apenas em nivel genérico.
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RESUMO: Pequenos RNAs denominados
miRNAs regulam a expressdao génica por
interferirem na traducdo do RNA mensageiro
por clivar essas moléculas ou bloquearem a
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traducdo do RNA mensageiro. Esta moléculas
sdo descritas em varios organismos deste
plantas até algas.
moléculas envolvem proteinas

A Dbiogénese destas
dicers e
argonautas e um complexo de indugdo do
silenciamento mediado por pequenos RNAs.
Em fungos essas moléculas parecem estar
relacionadas a adaptacdo ao crescimento em
diferentes condi¢cdes de temperatura, ou ainda
regularem genes especificos de seus estagios
morfolégicos. MiRNAs também sao associados
a progressao da doenca, visto que em muitos
casos eles podem favorecer o desenvolvido
da infeccdo por manipular as repostas do
hospedeiro suprimindo genes da resposta
imune.

PALAVRAS-CHAVE: miRNAs, fungos, dicers,
argonautas, doenca.

ABSTRACT: Small RNAs called miRNAs
regulate gene expression by interfering with
the translation of messenger RNA by cleaving
these molecules or by blocking the translation
of messenger RNA. These molecules are
described in various organisms from this plants
to algae. The biogenesis of these molecules
involves dicers and argonauts proteins and a
silencing induction complex mediated by small
RNAs. In fungi, these molecules appear to be
related to adaptation to growth under different
temperature conditions, or to regulate genes
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specific to their morphological stages. MiRNAs are also associated with disease
progression, since in many cases they may favor the development of the infection by
manipulating host responses by suppressing genes of the immune response.
KEYWORDS: miRNAs, fungi, dicers, argonauts, disease.

11 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas dos Micrornas e Biogénese

Pequenos RNAs de eucariotos com possivel funcéo regulatéria séo classificados
em trés tipos: microRNAs (microRNAs), RNAs de interferéncia (siRNA) e RNAs
associados as proteinas Piwi (piRNAs). Sao moléculas sequéncia-especificas, sendo
0 mecanismo de silenciamento efetuado em resposta a um RNA dupla fita (dsRNA).
A diferenca entre as trés classes de pequenos RNAs & devida ao seu mecanismo
de biogénese, processamento e funcéo dentro da célula. Pequenos RNAs ja foram
descritos em animais, plantas e fungos como moléculas efetoras do silenciamento
génico. (GROSSHANS; FILIPOWICZ, 2008).

MicroRNAs sao derivados de RNAs de classe |, a qual inclui todos os RNAs
que sofrem as primeiras etapas da expressdo génica, ou seja, a transcricao,
frequentemente incluindo o processamento, mas nunca sao traduzidos na maquinaria
de sintese proteica nos ribossomos, podendo ser transcritos pela RNA polimerase |, I
ou lll. Possuem em torno de 20-25 nucleotideos e atuam como silenciadores pés-
transcricionais regulando varios processos bioldgicos por interferirem na traducéo do
RNA mensageiro (MBRNA) (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). Descrito pela primeira
vez por (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993)creating a temporal decrease in LIN-14
protein starting in the first larval stage (L1, o microRNA lin-4 demonstrou ser essencial
nas primeiras etapas do desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans, regulando
a traducéao do gene /in-14 por um mecanismo antisentido entre o microRNA e a regiao
nao traduzida (3' UTR) do mRNA alvo. Em 2000 Reinhart e colaboradores, descreveram
um segundo microRNA presente em C. elegans denominado let-7, sendo este pequeno
RNA capaz de promover a regulacao da expressao de outros genes incluindo lin-14,
in-28, lin-41, lin-42 e daf-12.

Posteriormente, microRNAs foram identificados em organismos invertebrados
como Drosophilamelanogastere em érgéos de vertebrados. Embora, alguns microRNAs
foram comuns a ambos animais e insetos, o perfil de expressdao destes pequenos
RNAs foi diretamente relacionado ao tipo de tecido e ao estagio de desenvolvimento
analisado. Dessa maneira, foi demonstrado que microRNAs podem possuir um papel
regulatério ndo apenas no tempo de desenvolvimento larval como visto em C. elegans
mas também apresentar fungcbes regulatérias em tecidos especificos (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001).

Genes de microRNAs sdo frequentemente localizados em regides intergénicas
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e transcritos similarmente a genes codificantes de proteinas (NOZAWA; MIURA;
NEI, 2012) em alguns casos genes codificantes de microRNAs s&o localizados em
regides de introns ou éxons (YANG et al.,, 2013). A regulacdo da biogénese de
microRNAs envolve fatores transcricionais e fatores acessérios. Trabalhos revelam
gue a abundéancia de um microRNA é controlada através da transcricao, estabilidade
e processamento dos pri-microRNAs (XIE; ZHANG; YU, 2015). Proteinas acessoérias
DDX5 e DDX17, juntamente com Drosha e DGCR8 s&o envolvidas na formagéao do
complexo microprocessador nuclear de pri-microRNAs. Essas proteinas acessorias
atuam de duas formas: Primeiro estabilizando este complexo para o correto
processamento do pri-microRNAs e também servem como mediadores de sinal que
conectam a atividade do microprocessador nuclear com outras vias de sinalizacao
sob varias circunstancias, como em casos de dano ao DNA ou durante a formacéao
de microRNAs com fungdo de supressdo tumoral, aumentando a atividade do
complexo com intuito de inibir o crescimento do tumor. Além disto, a estabilidade
e o processamento dos pri-microRNAs no nucleo sé&o regulados pela edicdo desta
molécula. Proteinas ADARs 1 e 2 editam moléculas de RNA trocando a adenosina pela
inosina, esta mudanca na estrutura do pri-microRNA, suprime a atividade de Drosha e
reduz a estabilidade da molécula de pri-microRNA, favorecendo o reconhecimento e
degradacao desta molécula por nuclease. A concentracéo das proteinas envolvidas no
processamento de microRNAs como argonautas também variam entre os diferentes
tecidos e células, por exemplo em células tronco embrionarios, a proteina argonauta 2
sofre ubiquitinacéo e degradacéo no proteassoma, tal evento bloqueia o silenciamento
génico pos-transcricional mediado por microRNAs (revisado por SHEN; HUNG, 2015).

A via de biogénese de microRNAs em plantas (VOINNET, 2009) e mamiferos é
bem elucidada. Em plantas como Arabidopsis thaliana a produ¢do de um microRNA
envolve duas etapas de clivagem do microRNA primario e do pre-microRNA, no
nacleo, pela enzima dicer-1(REINHART et al., 2002), posteriormente a esta etapa
a enzima (HEN1) adiciona um grupo metil a extremidade 3' do duplex microRNA/
microRNA*, estabilizando a molécula. O duplex € entdo transportado do nucleo para
o citoplasma através de Hasty (HST), uma proteina homologa a exportina 5 (PARK et
al., 2005). Em A. thaliana a principal proteina efetora de silenciamento mediado por
microRNAs é argonauta 1, a qual possui atividade de endonuclease e é capaz de
suprimir a expressao de genes alvos por clivagem do RNAm ou inibicdo da traducéo
(BAUMBERGER; BAULCOMBE, 2005). Estudos mostram que o crescimento normal
da planta e suas funcdes fisioloégicas requerem um controle rigoroso dos niveis e da
atividade dos microRNAs (XIE; ZHANG; YU, 2015).

Sabe-se que em mamiferos microRNAs sdo originados de um precursor
de RNA codificado no genoma (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). A transcricao
destas regides pela RNA polimerase Il (Pol II) (VOINNET, 2009) produz longas fitas
simples de RNAs que, por complementariedade de bases, formam RNA dupla fita
(dsRNA) com estrutura semelhante a grampos, chamados de microRNAs primarios
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(pri-microRNAs) (GROBHANS; FILIPOWICZ, 2008). No nucleo, a enzima do tipo
ribonuclease Il Drosha e seu cofator DGCR8 sao responsaveis por processar 0s
microRNAs (primarios) e produzir estruturas em dupla fita, também em forma de
grampo (hairpin) com aproximadamente 70 nucleotideos denominados precursores de
microRNAs (pre-microRNAs) (HE; HANNON, 2004). Tais moléculas sao transportadas
para o citoplasma através da exportina 5 (Yl et al., 2005), onde sdo processados pela
enzima Dicer. A clivagem por esta enzima gera os microRNAs maduros que variam
entre 21 a 25 nucleotideos, constituidos por moléculas de RNA dupla fita microRNA/
microRNA* (HE; HANNON, 2004). Um das fitas do duplex, o microRNA*, é degradada,
enquanto a outra é associada ao complexo de induc¢do do silenciamento (RISC) (HE;
HANNON, 2004). Membros da familia das proteinas argonautas constituem o nucleo
central do RISC e sdo associadas aos microRNAs antes e apbés o reconhecimento
do mRNA alvo (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004). Em muitos casos, os microRNAs
ligam-se a regidgo 3' UTR do mRNA por um mecanismo de complementaridade de
bases imperfeita, causando represséao da traducao do mRNA, sem degradacéo de sua
fita (HE; HANNON, 2004).

Ja em fungos como Neurospora crassa 0 mecanismo de produ¢ao de microRNAs-
like & parcialmente semelhante ao realizado por plantas e mamiferos. Quatro vias
distintas para a producao de microRNAs-like neste fungo foram descritas por (LEE et
al., 2010). O milR-1 & produzido através de um longo milRNA primario (pri-milRNA)
onde proteinas dicers dcri/dcr2p clivam o pri-milRNA formando um RNA dupla
fita (dAsRNA) denominado precursor de milRNAs. Apds esta etapa o precursor de
milRNAs, liga-se a argonauta qde-2p e esta proteina recruta a exonuclease QPIlp
para processamento do pré-microRNA e formacéao do microRNA maduro. Além disso,
analises de linhagens mutantes para qde-1p (RNA-Polimerase-dependente de RNA)
e qde-3p (RecQ helicase) revelaram que estas proteinas ndo sao necessarias para a
biossintese de milR-1, o qual é processado por enzimas dicers e argonauta.

Ainda em N. crassa, 0 mecanismo para a producéao de milR-3 requer a presenca
de dicers (dcrip/dcr2p). Para a sintese de milR-4 o mecanismo € parcialmente
dependente de dicers indicando possivelmente a presenca de outra nuclease envolvida
no processamento de milR-4. Ao contrario de milR-1 a producao do milR-3 e milR-4
nao requer a presenca de qde-2p evidenciando um mecanismo independente de qde-
2p para sintese deste dois microRNAs. A biogénese de milR-2 é independente de
dicers, embora a proteina argonauta qde-2p, com seu sitio catalitico, seja necessaria
para a producao de pre-milRNA e milR-2 maduro, entretanto para a sintese de milR-2
a proteina QPIp, ndo é empregada. Desta forma, o pri-milR (milR-2) é processado por
uma nuclease desconhecida e o pre-milR associa-se com qde-2p, que através da sua
atividade catalitica é envolvida na geracdo do microRNA-like maduro. Em N. crassa
a proteina mitocondrial MRPL3p contendo um dominio de Ribonuclease Ill poderia
atuar na biogénese de microRNAs-like que né&o sdo dependentes do processamento
por dicers (LEE et al., 2010). Assim como em N. crassa, em Mucor circinelloides
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diferentes vias para producdo de pequenos RNAs sdo presentes, empregando
proteinas dicers, argonautas e RNA polimerase dependente de RNA. Além disso, uma
via ndo candnica, dependente de argonautas e RNA polimerase dependente de RNA,
porém independente de dicers € presente neste fungo, sendo envolvida no processo
de degradacao de RNAs mensageiros enddégenos (TRIEU et al., 2015).
MicroRNAs-like produzidos por fungos apresentam semelhancas com microRNAs
de plantas e animais, tais quais, todos sdo processados a partir de um precursor
de RNA em forma de bragco e alca (stem-loop). Muitos microRNAs-like de fungos
requerem proteinas dicers e argonauta durantes as etapas de processamento (LEE et
al., 2010) e atuam também como reguladores da expressao génica. MicroRNAs-like
produzidos por N. crassa (LEE et al., 2010) e Cryptococcus neoformans (JIANG et
al., 2012) induzem o silenciamento de genes alvo e componentes centrais da via sao
conservados entre diferentes espécies de fungos (DRINNENBERG et al., 2009).

1.2 Descricao e Funcao de Micrornas em Fungos

ApoGs a descoberta de microRNAs em C. elegans (LEE et al., 1993) pequenos
RNAs foram identificados em animais, plantas e algas (GRIMSON et al., 2008),
(ZHAO et al., 2007). Elementos essenciais da via de biogénese de pequenos RNAs de
interferéncia como a proteina Argonauta e a enzima dicer foram descritos em varios
fungos pertencentes a diferentes filos, entre eles Aspergillus nidulans, N. crassa,
C. neoformans, Schizosaccharomyces pombe entre outros, demonstrando que
representantes deste reino evolutivamente conservaram a maquinaria para regulacao
da expressao génica pés-transacional mediada por pequenos RNAs (DRINNENBERG
et al., 2009).

Os primeiros microRNAs-like identificados em fungos foram descritos em N. crassa
(LEE et al., 2010) e C. neoformans (JIANG et al., 2012). Posteriormente microRNAs-
like foram identificados em outros fungos, em Aspergillus flavus microRNAs-like foram
regulados em resposta a mudancgas de temperatura (BAl et al., 2015). Em Penicillium
marneffei microRNAs-like foram identificados nas fases de micélio e levedura, tais
microRNAs-like foram mais abundantes na fase filamentosa deste fungo (LAU et al.,
2013). Em Metarhizium anisopliae um perfil de expresséo diferencial de microRNAs-like
foi detectado nas fases de micélio e conidio, sugerindo um possivel papel regulatério
dos microRNAs-like nas diferentes fases de crescimento deste fungo (ZHOU et al.,
2012)

No fungo termodimérfico Paracoccidioides brasiliensis miRNAs foram
diferencialmente regulados entre as fases de micélio, transicdo 22h e levedura. Na
fase de levedura que é a fase encontrada no hospedeiro, miRNAs potencialmente
regulam o polimero presente na presente na parede celular, pela repressao de genes
envolvidos com degradacéo de quitina e sintese de beta glucana, além disso miRNAs
durante a fase de micélio e transicdo dimorfica, potencialmente regulam as vias de
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producéo de energia mediadas por beta-oxidacéo (DE CURCIO et al., 2018). Mutacdes
de genes envolvidos no fendbmeno de RNA por interferéncia em Mucor circinelloides
alteraram a fung¢ao de varios processos bioldgicos incluindo esporulacdo, crescimento
em diferentes variacdes de pH e autdlise. Além disso, um conjunto extenso de genes
foi regulado entre as linhagens mutantes e selvagens (NICOLAS et al., 2015). Neste
fungo a via de RNA por interferéncia também atua de forma ndo-canénica, promovendo
mutacdes epigeneticas em determinadas linhagens e conferindo resisténcia a
antifungicos, favorecendo assim uma rapida adaptacao do patdbgeno a condi¢des de
estresse (TRIEU et al., 2015).

Diferentes microRNAs-like foram identificados em Penicillium chrysogenum,
analises in silico revelaram genes alvo silenciados por microRNAs-like produzidos
por este fungo (DAHLMANN; KUCK, 2015). MicroRNAs-like foram ainda descritos
em Fusarium oxyporum (CHEN et al., 2014), Trichoderma reesei (KANG et al., 2013)
Sclerotinia sclerotiorum (ZHOU et al., 2012), demonstrando assim a presenca dessas
moléculas em diferentes espécies de fungos. Analises do perfil de RNAs contidos em
vesiculas secretadas por C. neoformans, P. brasiliensis (Pb18), Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae identificaram a presenca de mRNA, ncRNA incluindo
pequenos RNAs com tamanhos de até 250 nt. A busca por homologia entre estas
sequéncias de pequenos RNAs e microRNAs de outros organismos depositados no
mirBASE permitiram a identificacdo de 145 sequéncias em P. brasiliensis, 344 em C.
neoformans, 423 em C. albicans e 532 sequéncias em S. cerevisiae que apresentaram
homologia com microRNAs de outros organismos (PERES DA SILVA et al., 2015).
Assim como em células de mamiferos e plantas, a presenca de microRNAs-like em
fungos evidencia um mecanismo conservado entre diferentes eucariotos (KANG et al.,
2013).

1.3 Micrornas e sua Relacao na Interacao entre Patégenos e Hospedeiro

Pequenos RNAs de interferéncia como os microRNAs, atuam em varios
processos biolégicos através de um mecanismo de regulacdao poOs-transcricional,
alterando a expresséao de genes envolvidos em eventos de diferenciacao e proliferacao
celular, tumorigénese,imunidade celular, atuando também durante o processo de
interacdo patdégeno-hospedeiro demonstraram que o fungo fitopatogénico Botrytis
cinerea, durante a infeccédo em Arabidopsis thaliana e tomate produz pequenos RNAs
capazes de silenciar genes do hospedeiro relacionados com a imunidade, desta forma
favorecendo a infec¢ao do patdbgeno em plantas (WEIBERG et al., 2013)

Em infeccOes sistémicas a presenca de um agente patogénico frequentemente
induz uma significativa mudanca no perfil de expresséo de microRNAs circulantes do
hospedeiro. Neste contexto SINGULANI e colaboradores 2017, analisaram o perfil
de expressao de microRNAs produzidos por pacientes com Paracoccidioidomicose
(PCM) e individuos saudaveis. Os dados do trabalho apontaram para uma inducéo
da expressao de oito microRNAs entre os individuos com PCM. Apoptose, resposta
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imune e adesao do fungo as células do hospedeiro sdo possiveis processos regulados
pelos microRNAs diferencialmente expressos, demonstrando assim a influéncia destas
moléculas no processo de interacdo patdégeno-hospedeiro. Além disso, segundo os
autores, a presenca de microRNAs circulantes no soro de pacientes com PCM pode
ser uma possivel alternativa para a obtencao de biomarcadores da infeccdo. Em um
modelo de infeccéo pulmonar por P. brasiliensis, microRNAs produzidos pelas células
do pulmé&o do hospedeiro foram diferencialmente expressos em 28 e 56 dias apos
a infeccao, sugerindo um papel putativo destes pequenos RNAs durante o curso da
micose nos pulmdes ( MARIOTO et al., 2017).

Aestratégia de uso de microRNAs produzidos pelo hospedeiro a favor do processo
infeccioso também tem sido descrita em patdgenos humanos. A bactéria intracelular
Mycobacterium avium, ap6s contato com macrofagos do hospedeiro induz a expresséao
de dois microRNAs produzidos por estas células, o microRNA let 7 e mir-29. Tais
microRNAs possuem como alvos as proteinas Casp3 e Casp7 respectivamente, estas
proteinas s&o membros da familia BCL2, as quais sdo envolvidas na ativacdo da via
de apoptose celular. Desta forma a indugcédo destes dois microRNAs inibe a apoptose
celular, mecanismo utilizado pelo hospedeiro para combater patdbgenos intracelulares,
favorecendo assim a infec¢ao por M. avium (SHARBATI et al., 2011). Mycobacterium
tuberculosis outro patdégeno intracelular, regula positivamente a expressao de miR-
106b produzido por macréfagos esse microRNA possui como alvo a enzima lisossomal
degradativa catepsina. Ainducao da expresséo deste microRNA manipula as respostas
do hospedeiro com o intuito de evitar a exposicéo da bactéria as enzimas degradativas
produzidas por macréfagos (PIRES et al., 2017).

Estudos de interacdo entre macrofagos derivados de medula 6ssea e Listeria
monocytogenes demonstram que esta bactéria é capaz de modular a expressao de
inumeros microRNAs contidos nos macréfagos, sugerindo que microRNAs podem
fazer parte de uma resposta imune inata do hospedeiro contra a infeccéo por este
patdgeno (SCHNITGER et al., 2011). Analises do padréo de expressao de microRNAs
produzidos por células dendriticas, ap6s o contato com Aspergillus fumigatus e Candida
albicans revelaram uma resposta especifica de microRNAs a infeccdo causada por
estes fungos, sendo que alguns dos microRNAs induzidos apds o contato com estes
patdgenos foram miR-212 e miR-132. Possivelmente a inducao da expressao destes
microRNAs é associada a resposta antifungica medida por células dendriticas, visto
que alvos destes pequenos RNAs sédo associados a genes envolvidos na resposta
imune durante o processo de infeccéo no hospedeiro (DIX et al., 2017).

O parasita Leishmania donovani, agente etioloégico da leishmaniose visceral, altera
o perfil de expressao de microRNAs hepaticos envolvidos no metabolismo lipidico,
através da clivagem da proteina dicer 1 do hospedeiro. Este processo desregula a
homeostase lipidica, favorecendo a infecg¢ao, visto que pacientes com hipolipidemia
s&o mais susceptiveis a doenga causada por este parasita (GHOSH et al., 2013). Nos
estagios iniciais da infecgao por Schistosoma spp. a expressao de miR-351 é reduzida
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nos tecidos hepéticos do hospedeiro, entretanto nos estagios mais tardios da infeccao
ocorre ainducéo da expressao de miR-351 e consequente aumento da fibrose hepatica
esquistossomética. O uso de um antagonista de miR-351 promoveu a reducéo da
fibrose hepatica protegendo parcialmente o hospedeiro da esquistossomose letal (HE
et al., 2018). Demonstrando assim, que a presenca de miRNAs influencia diretamente
o desenvolvimento de determinadas infeccgoes.
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RESUMO: O desenvolvimento dos organismos
estd diretamente relacionado ao correto
processo de divisdo celular. Ao longo da
evolucdo foram desenvolvidos diferentes
mecanismos de checagem responsaveis por
garantir a integridade de todas as etapas do
ciclo celular mitético, desde a descompactacao
e duplicacdao do material genético na fase de
repouso até a citocinese. Para isso, diversos
genes e proteinas atuam em uma série de
cascatas de transducdo de sinal. Qualquer
falha nos mecanismos de reparo pode causar
problemas como mutagdes génicas ou
cromossdmicas, comprometendo, até mesmo,
a sobrevivéncia do individuo. Este trabalho
faz uma revisao sobre os principais pontos
de controle da mitose celular, destacando as
diferengas existentes entre animais e vegetais.
PALAVRAS-CHAVE: Mitose celular. Proteinas
Cdks. Mecanismos de reparo. Mutacéo.
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UMA REVISAO

ABSTRACT: The development of organisms
is directly related to the correct process of
cell division. Along the evolution have been
developed various mechanisms responsible
for checking ensure the integrity of all stages
of the mitotic cell cycle, from unpacking and
duplication of genetic material on the resting
phase until the cytokinesis. For this, several
genes and proteins act in a series of signal
transduction cascades. Any failure of repair
mechanisms can cause problems such as gene
or chromosomal mutations, compromising even
the survival of the individual. This work makes a
review on the main points of control of cellular
mitosis, highlighting the differences between
animals and plants.

KEYWORDS: Mitotic cell cycle. Cdks proteins.
Repair mechanisms. Mutation.

11 INTRODUCAO

Adiversidade de formas de vida existentes
no planeta &€ incomensuravel; no entanto, ha
uma caracteristica biolégica comum a todas
elas: desde as mais primitivas bactérias ao mais
complexo organismo multicelular, o crescimento
e desenvolvimento dos organismos depende
diretamente do processo de divisao celular.

Esse € um mecanismo extremamente
complexo e delicado, onde é imperativo que

Capitulo 16

179



toda a maquinaria celular funcione corretamente, pois qualquer erro pode levar
a interrupcdo do processo e até mesmo a morte do organismo em casos severos.
Portanto, todas as etapas da divisao celular — desde a correta duplicagao do material
genético até a separacdo das células-filhas — devem ser austeramente controladas,
0 que é feito por um aparato de checagem que garante a finalizacdo do processo de
forma correta.

Este artigo traz uma revisao acerca das etapas do ciclo mitético, bem como dos
mecanismos de controle que garantem a integridade das células-filhas geradas.

21 0 PROCESSO DE DIVISAO CELULAR

Segundo Alberts e outros (2010, p. 1053), “todos os organismos vivos, da bactéria
unicelular ao mamifero multicelular, sdo produtos de repetidos ciclos de crescimento e
divisao celular que remontam aos primordios da vida na Terra, ha mais de trés bilhdes
de anos”. Portanto, o desenvolvimento e manutencdo das formas de vida existentes
dependem da constante renovacgéo celular, bem como da interagdo entre os grupos
celulares, mediada por proteinas sinalizadoras (GRIVICICH; REGNER; ROCHA,
2007).

Paraisso, as células precisam deixar a fase de repouso, conhecida como interfase,
e entrar em processo de diviséo a fim de garantir a sustentacdo da vida (figura 1). Cada
etapa do ciclo celular € controlada por genes codificadores de moléculas que atuam
no mecanismo de controle, visando garantir a estabilidade e integridade do processo;
esses pontos de checagem determinam nao s6 a ordem de ocorréncia dos eventos,
mas também envolvem os sistemas de reparo que exercem importante funcao durante
a replicacao do material genético (PERALTA-ZARAGOZA et al., 1997).
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PROFASE

Figura 1 — Esquematizac¢do das etapas de um ciclo de diviséo celular normal. Aumento: 400X.

O objetivo do ciclo celular mittico é garantir a produ¢do de nova geracao de
células contendo o mesmo conjunto génico das progenitoras (ALBERTS et al., 2010);
seus estagios sdo similares na maioria dos organismos e consiste basicamente de
duas partes sequenciais (figura 2): a intérfase, formada pelos estagios G1, Se G2, e
o estagio M, onde — por meio da mitose — ocorre a real divisdo do material genético
(previamente duplicado na fase S da intérfase) e a divisdo da célula em duas pela
citocinese, cada uma com um nucleo idéntico, (GRIFFITHS et al., 2006; ALBERTS et
al., 2010).
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Figura 2 — Representacéo das quatro fases gerais do ciclo celular, onde a intérfase é
caracterizada pelas fases G1, S e G2, enquanto a divisao celular de fato ocorre na fase M.

2.1 Intérfase

Em detrimento ao seu significado (repouso), a intérfase é a etapa em que a célula
esta mais ativa, visto que € o momento da replicacao do material genético; consiste na
maior e mais lenta fase do ciclo.

Os intervalos G, (fase em que a célula-filha recém-formada na mitose ainda néao
replicou o DNA para entrar em nova diviséo) e G, (periodo no qual a célula ja duplicou
seu material genético na fase S, mas ainda n&o iniciou o processo de diviséo) s&do muito
mais do que um simples retardo temporal utilizado pela célula para seu crescimento
(TAIZ; ZEIGER, 2013); também permitem que

[...] a célula monitore o ambiente interno e externo a fim de se assegurar de que
as condicdes s&o adequadas e 0s preparativos estejam completos, antes que a
célula se comprometa com as principais transformacées da fase S e da mitose.
Nesse sentido, a fase G, € especialmente importante. Sua duragé&o pode variar
imensamente, dependendo das condicbes externas e de sinais extracelulares
de outras células. Se as condicbes sdo desfavoraveis [...], as células retardam a
progressdo a G, e podem entrar em um estado de repouso conhecido como G,
no qual podem permanecer por semanas ou mesmo anos antes que a proliferacéo
seja retomada [...]. Se as condicdes extracelulares sédo favoraveis e 0s sinais para
crescer e se dividir estdo presentes, as células [...] avancam até um ponto de
comprometimento préximo ao fim de G,, conhecido como ponto de restri¢éo [...]
(ALBERTS, 2010, p. 1055).

Atingido esse ponto, a replicagcao do material genético é inevitavel, mesmo que a
sinalizacdo extracelular seja removida.

Cabe ressaltar que, diferentemente das células animais, as dos vegetais possuem
a capacidade de parar o ciclo durante as fases G, e G,, fendmeno conhecido como
endorreduplicacéo, podendo, portanto, se submeter a inumeros ciclos adicionais de

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 16



replicacéo nuclear sem entrar em mitose (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A fase S, segundo Griffiths e outros (2006), é essencial para a propagacéo do
gendtipo as células descendentes, uma vez que € o momento no qual o DNA de cada
cromossomo sera replicado de forma semiconservativa.

Para Alberts e outros (2010, p. 1067),

Uma célula deve resolver dois problemas ao iniciar e concluir a replicagéo do DNA.
Primeiro, a replicacdo deve ocorrer com extrema precisdo, a fim de minimizar o
risco de mutacdes na proxima geracédo de células. Segundo, cada nucleotideo
[...] deve ser copiado somente uma vez, a fim de evitar os efeitos danosos da
amplificacao génica.

O processo de replicagdo inicia-se no inicio da fase G,, com o agrupamento
do complexo pré-replicativo nas origens de replicacdo; no inicio da fase S, ocorre
a formagdo do complexo pré-iniciagdo, que desenrola a dupla hélice e transporta a
DNA-polimerase e as demais enzimas replicativas até as fitas de DNA (ALBERTS et
al., 2010).

Ao final do processo, os cromossomos se dividem de forma longitudinal, gerando
- cada um - um par de cromatides irmas que permanecem unidas gracas as proteinas
de adeséo denominadas Coesinas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.2 Mitose

Griffiths e outros (2006) definem o processo de mitose como sendo a diviséo
assexuada das células, cuja finalidade é a reproducao direta do tipo celular, de modo
a garantir a manutencao do conjunto de cromossomos ao longo das geracdes.

Embora compreenda o menor segmento do ciclo celular (5-10%), envolve
profundas modificagdes na arquitetura celular; sendo que primeiramente, o vacuolo
central € dividido por “uma unido de correntes transvacuolares citoplasmaticas que
contém o nucleo; esta se torna a regidao onde a divisao ocorrera” (TAIZ; ZEIGER,
2013, p. 26). H4 um aumento da atividade da enzima M-Cdk que, juntamente
com outras Cinases, fosforila uma série de proteinas para a constituicao do
fuso mitético (estrutura bipolar de microtibulos que se forma na regido nuclear e que
€ fundamental para a segregacao dos cromossomos na anafase) e sua ligacdo aos
pares de cromatides-irmas, desencadeando as fases iniciais do processo (profase e
metafase); durante a transicdo de metafase a anafase, além da inativacao das
Cdks, ocorre a ativacédo da enzima Separase, responsavel pela clivagem da
Coesina e consequente separacéo das cromatides-irmas (GRIFFITHS et al.,
2001; ALBERTS et al., 2010). A supracitada inativagdo das Cdks & um processo
fundamental, pois garante os eventos necessarios para o fim da mitose, ou seja, a
desmontagem do fuso mitético e a citocinese (ALBERTS et al., 2010).

A mitose pode ser dividida em préfase, metafase, anafase e teléfase; alguns
autores consideram a existéncia de etapa intermediaria entre a profase e a metafase,
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denominada prometafase, que envolve a desintegracdo abrupta da carioteca,
permitindo o acesso das fibras do fuso mitético as cromatides.

2.2.1Profase

Os pares de croméatides-irmas alteram seu estado organizacional e se condensam
até atingirem uma forma mais curta e espessa, facilitando a movimentacao durante o
ciclo (GRIFFITHS et al., 2001). Conforme Alberts e outros, a condensacao é vital, uma
vez que, caso isso nao ocorresse, qualquer tentativa de separacéo das cromatides,
por menos forca que empregasse, causaria sua ruptura; essa mudanca na estrutura
cromossdmica envolve 0s seguintes processos:

[...] a condensagéao dos cromossomos, na qual as cromatides sdo dramaticamente
compactadas; e a resolugdo das cromatides-irmas, por meio da qual as duas
irmas sao resolvidas em unidades separaveis distintas. A resolucao resulta do
desencadeamento dos DNAs-irméos, acompanhado pela remocao parcial de
moléculas de coesina ao longo dos bracos cromossémicos [...] (ALBERTS et al.,
2010, p. 1075).

Cada cromatide se concentra no centrdbmero, os nucléolos - grandes estruturas
intranucleares - desaparecem neste estagio e a membrana nuclear comeca a se
desfazer. O nucleoplasma e o citoplasma se unem. Externamente ao nucleo, inicia-
se a formacao do fuso mitético entre os centrossomos (ALBERTS et al., 2010; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

2.2.2 Metafase

Ofusonuclear recém-formado na préfase torna-se proeminente e 0s cromossomos
se alinham no plano equatorial da célula, onde se ligardo aos microtubulos do fuso de
cada polo (GRIFFITHS et al., 2001; ALBERTS et al., 2010).

2.2.3 Anafase

Nesta etapa, as cromatides-irmas se separam e formam dois cromossomos
filhos; comega a ocorrer o distanciamento dos polos do fuso simultaneamente ao
encurtamento dos microtubulos, fazendo com que 0os cromossomos se segreguem em
dois grupos iguais nas extremidades opostas da célula (ALBERTS et al., 2010).

2.2.4 Telofase

E o ultimo estagio da mitose, onde, com os conjuntos de cromossomos
segregados em cada polo do fuso, ocorre a reconstituicdo da carioteca ao redor de
cada nucleo filho (GRIFFITHS et al., 2001); a partir deste momento, “os complexos
de poros bombeiam proteinas nucleares para o interior, 0 nucleo se expande e os
cromossomos mitoticos condensados séo reorganizados em seu estado interfasico,
possibilitando a retomada da transcricao génica” (ALBERTS et al., 2010, p. 1090). O
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fuso se dispersa e ocorre o reaparecimento do nucléolo.

2.3 Citocinese

Consiste na divisao citoplasmatica da célula que terminou o processo de divisao,
por meio de um anel contratil constituido por filamentos de actina e miosina; este ira
comprimir a célula ao meio, originando duas células-filhas, cada uma com um nucleo
e um conjunto cromossdmico (ALBERTS et al., 2010).

Diferentemente das células animais, a citocinese nos vegetais superiores
compreende a divisdo do citoplasma de dentro para fora devido a constru¢do da nova
parede celular entre os dois nucleos-filhos; para isso, o plano de divisao € estabelecido
antes da fase M e devera — ainda — propiciar o estabelecimento da placa celular
(precursora da nova parede celular) ao final da anafase (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A formacao da placa celular é orientada pelo fragmoplasto, por meio do qual
serdo transportadas para o centro da célula pequenas vesiculas do aparelho de
Golgi contendo os polissacarideos e proteinas que constituirdo a parede celular; ao
chegarem ao equador da célula, essas vesiculas se fundem e formam uma estrutura
discoidal envolta por membrana, denominada placa celular inicial, que se expande
a medida que mais vesiculas se fundem umas as outras, até alcancar a membrana
plasmatica e a parede celular original, fundindo-se com elas e dividindo a célula em
duas (ALBERTS et al., 2010, TAIZ; ZEIGER, 2013).

A medida que a placa celular se forma, ocorre a agregacéo de tubulos do [reticulo
endoplasmatico] em canais revestidos de membrana que atravessam a placa,
conetando as células filhas e estabelecendo os locais dos plasmodesmas primarios.
[...] A distribuicao do Complexo de Golgi e de outras organelas ocorre igualmente
entre as duas metades da célula. O sistema de endomembranas e o citoesqueleto
s&o amplamente rearranjados (TAIZ; ZEIGER, 2013, p. 26).

Substéncias com potencial citotoxico, dentre elas metabdlitos secundarios, podem
interferir nas etapas de divisao impedindo seu inicio e, consequentemente cessando o
crescimento do organismo, ou ainda, afetar o funcionamento do fuso mitético, gerando
anomalias nas fases do ciclo celular.

31 MECANISMOS DE CONTROLE E REPARO DO CICLO CELULAR

Cada fase do ciclo celular possui eventos Unicos e fundamentais, sem os quais
nao € possivel atingir o objetivo final, ou seja, a divisao celular; destarte, de forma a
garantir a estabilidade desses eventos, incluindo a fidelidade e integridade da replicacao
do material genético, os mecanismos de checagem e reparo, bem como as reacdes
bioguimicas que controlam a transicdo de uma fase a outra do ciclo, se mantiveram
conservados e extremamente precisos pela evolugcdo (PERALTA-ZARAGOZA et al.,
1997). E um processo “supervisionado por uma bateria de genes diversos cujo trabalho
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€ garantir que esta sequéncia seja realizada corretamente” (GRIFFITHS et al., 2001,
p. 85), constituindo-se como a principal barreira protetora contra os danos ao DNA
(RIBEIRO et al., 2003).

Os pontos de controle do ciclo séo sistemas constituidos por varios componentes
cuja atuacao envolve uma série de cascatas de transducao de sinal e atuam diretamente
sobre a transcricdo, modificagdo poOs-transcricional e degradacdo das unidades
cataliticas denominadas cinase dependentes de ciclina (Cdks), responsaveis por
controlar as transi¢cdes entre as etapas do ciclo (PERALTA-ZARAGOZA et al., 1997;
RIBEIRO et al., 2003). A atuacéo das Cdks no ciclo celular & determinada pelo aumento
ou diminuicao na quantidade de quatro tipos de proteinas reguladoras, denominadas
ciclinas:

1. As G /S-ciclinas ativam as Cdks ao final de G, e, comisso, ajudam a desencadear
a progresséo ao Inicio, resultando no comprometimento a entrada no ciclo celular.
Seus niveis caem na fase S;

2. As S-ciclinas se ligam a Cdks logo apés a progresséo ao Inicio e ajudam a
estimular a duplicacdo dos cromossomos. Os niveis das S-ciclinas permanecem
elevados até a mitose e essas ciclinas também contribuem ao controle de alguns
eventos mitéticos iniciais;

3. As M-ciclinas ativam as Cdks que estimulam a entrada na mitose no ponto de
verificagdo G,/M.

[...] uma quarta classe de ciclinas, as G -ciclinas, ajuda a regular as atividades das
G./S-ciclinas, as quais controlam, no final da G,, a progresséo ao Inicio (ALBERTS
etal., 2010, p. 1062).

Nos vegetais, a Cdk predominante € a do tipo D, cuja performance, segundo Taiz
e Zeiger (2013), é controlada pelos horménios vegetais citocininas e brassinosteroides,
especialmente durante o final da fase G,, onde agem aumentando a quantidade de
ciclina D,, que sinaliza para a entrada em novo processo de diviséo.

Assim, em resposta a passagem da célula pela divisdo, a expressao das ciclinas
aumenta e, consequentemente, se eleva o numero de Cdks ativadas; isso permite a
progressao da fase G, para a fase S (RIBEIRO et al., 2003). Entretanto, mesmo apos
a ligacéo da cinase ao sitio de ativacdo da Cdk, o complexo ciclina-Cdk ainda n&o
esta apto a induzir os eventos especificos do ciclo celular, necessitando que ocorra a
fosforilagdo de um aminoacido ao redor do sitio de ativagao; tal evento é realizado pela
proteina cinase ativadora de Cdk — CAK (ALBERTS et al., 2010).

Os principais pontos de checagem localizam-se na transi¢éo da fase G, para
a fase S, na transi¢cdo entre G, e mitose e na transicdo de metafase para anafase
(RIBEIRO et al., 2003; ALBERTS et al., 2010). Além disso, h4 o ponto de checagem do
fuso que impede a progressao para a anafase caso todos os microtubulos ndo tenham
interagido corretamente com o cinetécoro (TAIZ; ZEIGER, 2013).

No ponto de checagem ao final de G,, danos no material genético causam a
superexpressao da proteina p53, fundamental para a manutenc¢ao da integridade do
genoma, culminando no estacionamento do ciclo celular em G, até que o reparo do
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DNA seja efetuado; quando isso é feito, a p53 aumenta a transcricao da proteina MDM-
2 para inibir a si mesma, permitindo que a célula avance para a fase S (RIBEIRO et
al., 2003; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Por outro lado, caso 0os danos sejam
irreparaveis, como injurias provocadas por substancias toxicas ao DNA, a p53 estimula
a transcricao da proteina BAX, que sinalizara para que a célula entre em morte celular
programada, fenbmeno conhecido como apoptose e pelo qual ocorre a eliminagao
de células danificadas (RIBEIRO et al., 2003). Mutagdes no gene que codifica a p53
geram uma anomalia no ponto de checagem de G, que permite a célula entrar na fase
S sem reparar as lesdes, culminando — posteriormente - em uma “mitose catastréfica
[ou seja,] uma mitose aberrante, resultando em uma segregacdo cromossbémica
errdbnea” (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Para os autores, apesar de nao
ser uma forma direta de morte, erros desta magnitude na mitose compreendem uma
sinalizacéo irreversivel para a morte.

Os pontos de controle do final de G, e na transigdo da G, para a mitose s&o
fundamentais na protecéo celular de agentes genotoxicos externos; a transicao para
a mitose € inibida se ocorrem erros ou alteracbes que comprometam aspectos como
a replicacédo do DNA, a condensacao cromossdmica, a desintegracao da carioteca
e a montagem do fuso mitdtico e esses pontos de controle sdao fundamentais para
impedir a segregacéo dos cromossomos defeituosos (PERALTA-ZARAGOZA et al.,
1997; ALBERTS et al., 2010). A acdo da Aurora-cinase nesta etapa é fundamental
para garantir a passagem da célula pelas diversas fases do ciclo, uma vez que é
responsavel por garantir a correta fixacdo dos microtubulos na montagem do fuso,
além de ter importante atuagdo na orientacdo dos cromossomos e na citocinese;
a superexpressao desta cinase leva a uma entrada precoce na mitose devido a
hiperatividade dos centrossomos, podendo resultar em instabilidade cromossémica
(GOLLAPUDI; HASEGAWA; EASTMOND, 2014).

O terceiro ponto de verificagcéo, localizado na transicéo entre metafase e anafase
e regula a separacao das cromatides-irmas, garantindo que ela ocorra de forma correta
para que a mitose se conclua perfeitamente e a citocinese aconteca. Diferentemente
dos outros pontos de checagem, cujo acionamento se da por ativacédo dos complexos
ciclina-Cdks, a transicdo de metafase a anafase € dependente da destruicdo destes,
conduzindo aos estagios finais da divisao celular (ALBERTS et al., 2010). Esta etapa
€ regulada pelo complexo promotor da anafase (APC/C), cujas fungdes englobam a
destruicdo da proteina que mantém as cromatides-irmas unidas, permitindo —com isso
- a entrada da célula em anafase, e a destruicao das S-ciclinas e M-ciclinas, causando,
destarte, a inativacdo das Cdks e permitindo, consequentemente, a realizacao das
etapas finais da mitose. “Quando as G,/S-Cdks s&o ativadas no final de G,, o APC/C
€ desligado, permitindo com isso 0 acumulo de ciclinas para o inicio do proximo ciclo
celular” (ALBERTS et al., 2010, p.1064).
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41 MUTACOES: CONSEQUENCIA DE FALHAS NOS MECANISMOS DE REPARO

Além de ser uma molécula estavel, o DNA esta exposto constantemente a
produtos toxicos oriundos do préprio metabolismo celular, como as espécies reativas de
oxigénio, e provenientes de fontes exdgenas, como poluentes ambientais, metabdlitos
de outras plantas, etc. Visando garantir a estabilidade do genoma e, desta forma, a
sobrevivéncia das espécies, ao longo do curso evolutivo, as células desenvolveram
uma série de sistemas enzimaticos capazes de reparar quase todas as lesdes do
material genético, fato pelo qual as mutacbes severas sdo eventos raros (RIBEIRO
et al., 2003). Esses mecanismos de reparo agem utilizando como molde um filamento
de DNA, o que sb € possivel gracas a complementaridade do material genético
(GRIFFITHS et al., 2006).

E fato que a sobrevivéncia em longo prazo de uma espécie depende de alteracdes
genéticas estaveis e herdaveis - mutacbes - nos alelos (variagcbes de um mesmo
gene) que, por meio da Selecéo Natural, selecionem os individuos mais aptos; estas
modificagdes constituem o substrato para a evolugcéo adaptativa (ALBERTS et al., 2010;
SILVA et al., 2014) e podem ser incluidas em trés grupos: as que trazem vantagens
aos individuos que as possuem, sendo, por isso, mantidas pela evolugcao; aquelas
gue sao deletérias, sendo eliminadas; e as neutras (FREIRE-MAIA, 2012). Todavia, é
fato também que essa sobrevivéncia s6 se mantém se houver estabilidade genética,
ou seja, se 0s mecanismos de reparo do DNA atuarem com toda a sua capacidade
prodigiosa (FRIEDBERG, 2016); quando eles falham, as les6es no material genético
podem modifica-lo permanentemente (RIBEIRO et al., 2003).

As mutacdes sao definidas como alteracbes hereditarias do material genético,
decorrentes de erros de replicacdo antes da divisdo celular e ndo causadas por
recombina¢do ou segregacao; podem afetar qualitativa ou quantitativamente o gene
e/ou cromossomo (GRIFFITHS et al., 2001; FONSECA; PEREIRA, 2004).

As alterac6es cromossdmicas [estao] relacionadas a estrutura cromossémica, em
consequéncia de delecdes, duplicagdes, inversdes e translocacdes maiores, ou ao
numero de cromossomos, em decorréncia de falhas na citocinese, por ndo disjuncao
mitotica, etc. As mutacGes génicas [por sua vez] sdo devidas a substituicdo de
bases insercoes, delecdes e translocacdes (SILVA et al., 2014).

Conforme Giriffiths e outros (2006), o material genético é constantemente
submetido a um cabo de guerra entre processos quimicos que o danificam, levando
a novas mutagcdes, e os mecanismos de reparo que monitoram o DNA de forma
constante a fim de corrigir os danos gerados. Considerando o fato de que lesées
no material genético podem ser causadas por agentes quimicos de diversas classes
(POHREN; COSTA; VARGAS, 2013), a vida moderna permite a coexposicao a diversos
mutagenos que, juntos, podem agravar as lesdes infringidas ao DNA, impedindo que a
magquinaria celular aja eficazmente (GIORGI et al., 2014).

Em popula¢des bem adaptadas, as mutagdes que surgem sao, frequentemente,
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prejudiciais as células (FREIRE-MAIA, 2012) e resultam de modificagbes que ocorrem
em curto prazo na estrutura do DNA; podem interferir em processos vitais, como a
duplicacédo e a transcricdo génica, além de serem as principais responsaveis pela
ocorréncia de processos cancerigenos e morte celular (MATIOLI, 2001; SILVA; MOURA;
NETO, 2015). Ademais, “lesbes persistentes no DNA acarretam um funcionamento
celular incorreto e um aumento da mutagénese devido a uma maior probabilidade de
ocorrerem erros quando da replicagcdo de um molde alterado” (RIBEIRO et al., 2003).

Os mecanismos utilizados pelas substéncias capazes de infligir danos ao material
genético sao diversos, podendo atuar sobre o fuso mitético, sobre proteinas especificas
de reparo, sobre os cromossomos, etc; por isso, 0s agentes genotdxicos tém sido
divididos em duas classes, conforme seu mecanismo de agdo: aneugénicos, que
afetam o aparato do fuso mitético, levando a aneuploidias; e clastogénicos, cuja acao
consiste em causar injurias aos cromossomos (LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK,
2013).

A analise de alteragbes cromossdmicas consiste em um dos poucos métodos
diretos para avaliagdo mutagénica e necessita de um organismo-teste que esteja em
constante divisdo mitética, permitindo a observacao de alteragdes ao longo de todo o
ciclo celular e que se manifestam como inibicao da divisao, interrupcdo em metafases,
surgimento de pontes e micronucleos, indugéo de alteragcdes cromossdmicas numéricas
e estruturais, dentre outros (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

Portanto, o estudo de agentes potencialmente genotdxicos € extremamente
importante, ndo sé para a compreensao dos efeitos da mutagéo sobre o0 organismo,
mas - também - por este agente oferecer perigo a qualquer tipo de células (animal,
vegetal ou microrganismos), haja vista a universalidade do cédigo genético.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Devido a sua extrema importancia para a manutencdo da vida, a evolugéo
garantiu que o processo de divisao mitética mantivesse seus mecanismos de reparo
e controle bem conservados; por esta razao erros como mutacdes sao raros, porém
gravissimos, comprometendo o desenvolvimento e, em Ultimo caso a sobrevivéncia
do organismo.

Longe de ser um processo simples, o ciclo de divisao celular depende diretamente
da atuacéo de diversos genes e proteinas em etapas cruciais, especialmente no final
de G, e na transi¢do de G, para a mitose, garantindo, assim, a correta segregagao
cromossoémica.
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RESUMO: Os tumores 6sseos primarios sao
responsaveis por 5-6% de todos os tumores da
infancia e adolescéncia, sendo o osteossarcoma
0 mais comum. O osteossarcoma é um tumor
agressivo, caracterizado por uma destruicao
Ossea e de tecidos adjacentes com altos
indices de metastases. Diversas sindromes
de cancer hereditario aumentam o risco para o
desenvolvimento de osteossarcoma, sendo que
auxiliaram na descoberta de genes associados
com sua patogénese. RB1 e TP53 podem ser
encontrados alterados na linhagem germinativa
(associados com as sindromes de Li-Fraumeni
e retinoblastoma hereditario, respectivamente)
e somaticamente, sendo encontrados em 3% e
22% dos casos esporadicos, respectivamente.
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OSTEOSSARCOMA PEDIATRICO

Outras alteragbes mais frequentes incluem
a amplificacdo de MDMZ2 (3%) e a super-
expressao de ERBB2 (30%).
caridtipos  complexos
numerosas aberracbes gendOmicas sendo as

Também
apresentam com
mais comuns, 0 ganho do cromossomo 1 e as
perdas dos cromossomos 2, 6, 8,9, 10,13 e 17.
AlteracOes epigenéticas incluindo desregulacéo
da metilacdo de DNA, expressao de RNAs
nao codificantes e modificacbes de histonas
também foram associadas com a patogénese
dos osteossarcomas, indicando que o
genoma destes tumores apresenta numerosas
alteracbes genéticas com alta taxa de variacdo
estrutural e molecular.
PALAVRAS-CHAVE:

pediatrico, alteragcbes moleculares, genética,

osteossarcoma, tumor

epigenética, TP53

PEDIATRIC OSTEOSARCOMA

ABSTRACT: Primary bone tumors account for
5-6% of alltumors in childhood and adolescence,
with osteosarcoma being the most common
tumor. Osteosarcoma is an aggressive tumor
characterized by bone destruction and adjacent
tissues, also presenting a high rate of metastasis.
Several hereditary cancer syndromes increase
the risk to develop osteosarcoma; they helped
in the discovery of genes associated with
osteosarcoma pathogenesis. RB1 and TP53
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can be altered either in the germinative lineage (associated with Li-Fraumeni and
hereditary retinoblastoma syndromes, respectively) and somatically, being found in
3% and 22% of sporadic cases, respectively. Other more frequent alterations include
the MDMZ2 amplification (3%) and ERBB2 overexpression (30%). They also present
complex karyotypes with numerous genomic aberrations; the most common being
the gain of chromosome 1 and the loss of chromosomes 2, 6, 8, 9, 10, 13 and 17.
Epigenetic alterations including deregulation of DNA methylation, no-coding RNA
expression and histone modifications have also been associated with the pathogenesis
of osteosarcomas. Altogether, these alterations indicate that these tumors genome
present a high rate of structural and molecular variation.

KEYWORDS: osteosarcoma, pediatric tumor, molecular alterations, genetics,
epigenetics, TP53

INTRODUGCAO

Os tumores 6sseos primarios representam 5-6% de todos os tumores da infancia
e adolescéncia (0-19 anos), sendo o0 osteossarcoma o cancer 6sseo primario mais
comum nesta faixa etaria, apresentando uma distribuicdo bimodal de idade, sendo
0 primeiro pico observado na segunda década de vida (14-19 anos) e o segundo
pico a partir da sexta década de vida (60 anos) (Unni et al, 1996; Mirabello, et al.
2009Unni et al, 2009; Rosenberg et al, 2013; Raymond et al, 2015; Yan et al, 2016).
Na adolescéncia (15-19 anos), a incidéncia pode chegar a 8-10 casos/milhdo ao
ano, representando de 10 a 15% dos tumores soélidos extracraniais nesta faixa etaria
(Mirabello, et al. 2009; Stiller, et al. 2006), mostrando-se ligeiramente mais prevalente
no sexo masculino, acometendo-os 50% mais do que as mulheres. Em mulheres,
o osteossarcoma normalmente é detectado em uma idade mais precoce do que
os homens, provavelmente porque apresentam o pico de crescimento mais jovem
(Harryson et al, 2018). No Brasil, a maior incidéncia deste tipo de tumor esta registrada
no estado de Sao Paulo (INCA, 2008), no qual sao descritos 648 casos (~ 54 casos/
ano) de osteossarcoma entre 2000 e junho de 2012, em pacientes de 0 a 18 anos
(FOSP, 2012).

O osteossarcoma tem um curso clinico agressivo, caracterizado por destruicdo
Ossea e de tecidos moles locais assim como alta propensao a desenvolver metastases
distantes em pulmao (80% dos casos), outros sitios 6sseos, medula Ossea e,
raramente, em linfonodos, sendo esta a principal causa de morte em pacientes com
osteossarcoma. Atinge frequentemente ossos longos, com destaque para terco
proximal do umero (15%) e da tibia (15%) e terco distal do fémur (30%) (Rosenberg
et al, 2003). Entre 10% a 20% dos pacientes apresentam metastase ao diagndéstico, o
que infere um progndstico muito ruim (Ren et al, 2015).
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL E CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

O diagnéstico de osteossarcoma € baseado na presenca de células mesenquimais
osteoblasticas que produzem a sua propria matriz ostedide. O osteossarcoma se origina
mais frequentemente na regidao metafisaria dos ossos longos, no interior da cavidade
medular e penetra o cértex 6sseo, envolvendo e invadindo os tecidos moles adjacentes
(Ragland, et al. 2002). Na classificacao atual da Organizacdo Mundial da Saude, o
osteossarcoma pode ser dividido em: convencional, telangectasico, de pequenas
células, central de baixo grau, secundario, paraosteal, periosteal e de superficie de
alto grau. O diagnéstico histologico classifica os osteossarcomas em trés subtipos:
osteoblastico, condroblastico e fibroblastico, dependendo do tipo predominante de
matriz presente no tumor. Ostedide matriz mineralizada é a caracteristica dominante
apenas no subtipo osteoblastico (cerca de 60 % dos casos), 0s subtipos fibroblasticas
e condroblasticas apresentam incidéncias semelhantes (Bacci, et al. 2005) seguido
pelo diagnéstico de subtipos raros, como telangiectasico. O subtipo histolégico nédo
tem impacto no prognoéstico embora o tamanho da coorte pode ser limitante para
muitos dos subtipos (Weiss, et al. 2007).

TRATAMENTO DOS PACIENTES COM OSTEOSSARCOMA

Os pacientes com osteossarcoma localizados em extremidades sao tratados
com cirurgia, quimioterapia sistémica e/ou radioterapia resultando em sobrevida livre
de eventos em trés anos de 60 a 70% (Bielack, et al. 2002). Aproximadamente, 15-
20% dos pacientes com OS apresentam metastases ao diagnostico, detectadas por
exames radiologicos e, adicionalmente em torno de 40% evoluirdo com metastase
em fases posteriores durante o tratamento (Bielack, et al. 2002; Harting, et al. 2006).
Os sitios metastaticos da doenca comumente apresentam resisténcia ao tratamento,
resultando em uma baixa taxa de sobrevida do paciente, em torno de 20% em cinco
anos (Bacci, et al. 2008; Bielack, et al. 2002). O tratamento curativo para os pacientes
com osteossarcoma metastéatico € idéntico ao tratamento da doenca localizada, com
utilizacdo combinada de quimioterapia em altas doses, resseccdo da lesdo primaria
e de todos os sitios metastaticos da doenca, geralmente por toracotomia exploratéria
com apalpacao de todo pulmé&o.

Antes da inclusdo da quimioterapia, o tratamento dependia majoritariamente
da resseccéo cirurgica, com sobrevida menor de 20% em 5 anos (Friedman, Carter,
1972; Bacci et al, 1997Marina et al, 2004). Nos anos de 1970, foram incluidos agentes
quimioterapicos melhorando significativamente o prognostico. Posteriormente também
foram desenvolvidos giumioterapicos neo-adjuvantes e, no final da década de 80,
houve uma melhora significativa na sobrevida gracas a juncdo da quimioterapia a
resseccao cirurgica. Porém, deste momento até a atualidade, poucos avangos foram
feitos (Miser et al, 1987; Saylors et al, 2001; Goorin et al, 2002; Van Winkle et al, 2005;
Le Deley et al, 2006; Maki et al, 2007; Navid et al, 2008; Berger et al, 2009; Anderson
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et al, 2014; Subbiah et al, 2014; Grignani et al, 2015). Como resultado desta baixa
evolucdo dos tratamentos nas ultimas trés décadas, o prognéstico € insatisfatério
em pacientes com a doenca metastatica, recorrente ou irressecavel (Miwa et al,
2019). Atualmente, baseia-se principalmente no uso de adriamicina, cisplatina (DDP),
metotrexato (MTX), ifosfamida (IFO), epirrubicina (EPI), entre outras drogas. As taxas
de sobrevida parecem ter se estabilizado mesmo com quimioterapia combinada devido
as limitacdes impostas por complicacdes e toxicidade. Destaca-se, com alta toxicidade
e grande variabilidade de reacdes de individuo para individuo, o MTX de alta dose
(HD-MTX) (Zhang et al, 2018).

ALTERACOES MOLECULARES NO OSTEOSSARCOMA

O genoma de osteossarcoma normalmente apresenta numerosas alteracdes
genéticas com alta taxa de variacdo estrutural e molecular que podem estar
associadas a sua patogénese. Pode-se considerar que o osteossarcoma se origina
de um erro durante a diferenciacdo do osteoblasto uma vez que diversos genes
regulatérios, envolvidos no controle da diferenciacao destas células séo silenciados
ou tém sua expressao desregulada (Haydon et al, 2007), o que pode ser consequéncia
de alteragbes genéticas e/ou epigenéticas que ocorrem nas células pluripotentes
mesenquimais (Kresse et al, 2012). A descoberta dessas alteracdes veio de estudos
em sindromes de predisposi¢cao genética, modelos animais de osteossarcoma, fatores
etiolégico-ambientais e a abordagem direta destes tipos de tumores (Marina, et al.
2004).

SINDROMES ASSOCIADOS COM O AUMENTO DE RISCO DE DESENVOLVIMENTO
DE OSTEOSSARCOMA

Diversas sindromes de cancer hereditario aumentam o risco para o
desenvolvimento de osteossarcoma, como a sindrome de Li-Fraumeni, sindrome
do retinobastoma hereditario e sindrome de Rothmund-Thomson, que apresentam
alteracées em TP53, RB1 e RECQLA4, respectivamente. Outras condi¢cdes mais raras
incluem sindrome de Bloom, sindrome de Werner e a anemia de Diamond-Blackfan
(Hameed, Mandelker, 2018 ).

A sindrome de Li-Fraumeni é ocasionada por mutacdes germinativas em
TP53 com padrao de heranga autossémico dominante, que resultam em aumento a
susceptibilidade dos individuos a desenvolverem diversos tipos de canceres, incluindo
osteossarcoma. No sul do Brasil, a mutagao TP53 R337H € encontrada em até 0,3% da
populacéo, sendo encontrada em 7% dos pacientes com osteossarcoma (Seindinger
et al, 2011).

Mutagcdes germinativas em RB1 séo associadas a sindrome do retinoblastoma
hereditario, com padrdo de heranga autossémica dominante, resultando em risco

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 17




aumentado para o desenvolvimento de retinoblastoma além de sarcomas de 0sso e
de tecidos moles (Kleinerman et al, 2012).

Asindrome de Werner é uma desordem autossémica recessivatambém conhecida
como progeéria, associada com mutacdes em WRN. Os pacientes tém susceptibilidade
aumentada para diversos canceres, incluindo osteossarcoma (Hameed, Mandelker,
2018).

A sindrome de Rothmund-Thomson, uma sindrome autossbémica recessiva,
é resultante de mutacdes germinativas em RECQL4. E caracterizada clinicamente
por uma erupgao cutanea entre os 3 e 6 meses de idade e, além de alteracbes em
pele, cabelo, dentes e esqueléticas, sendo que até 32% dos pacientes desenvolvem
osteossarcoma. Até o momento, mutagcdes em RECQL4 néo foram observados em
casos esporadicos de osteossarcoma (Hameed, Mandelker, 2018 ).

A sindrome de Bloom também €& uma desordem autossémica recessiva,
caracterizada por estatura baixa, sensibilidade a exposicédo solar e pouca gordura
subcutanea. Foi associada a mutacdes em BLM, que também aumenta o risco para
outros tumores, além do osteossarcoma (Hameed, Mandelker, 2018 ).

ALTERACOES GENETICAS SOMATICAS NO OSTEOSSARCOMA

Além de aumentarem a incidéncia de osteossarcoma em individuos que
carregam alteragcdes germinativas, RB1 e TP53 também sdo alterados apenas no
tumor (mutagbes somaticas), sendo encontrados em 3% e 22% respectivamente,
dos casos analisados (Perry et al,2014). Outras alteracbes mais frequentes incluem
a amplificacdo de MDM?2 (3%) e a super-expressdao de ERBB2 (30%) (Valabrega, et
al, 2003; Marina et al., 2004; Broadhead et al. 2011; Chen et al 2017 ). Mutacdes em
ATRX, DLG2, TWIST, MAPK7 e MMP9 também sao consideradas recorrentes nos
osteossarcomas (Tabela 1) (Bjorlan et al, 2005; Entz-Werle et al, 2007; Tesser-Gamba
et al, 2012; Perry et al,2014; Chen et al, 2014).

TP53 esta localizado em 17p13.1 e codifica para uma proteina supressora de
tumor (P53) com dominios de ativagéo transcricional, ligacao ao DNA e oligomerizacao.
TP53 é expresso em resposta a diversos fatores de estresse celular, com a finalidade
de regular genes que induzem a parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia,
reparo de DNA ou mudancas no metabolismo celular. Na auséncia de estimulos de
estresse celular, P53 é mantida inativada, essencialmente pela acdo da ubiquitina
ligase MDM2. A atividade da P53 é perdida na grande maioria dos canceres humanos
(~80%), devido a mutacbes, delecdo do locus e pela perda da sinalizagao celular
downstream ao gene (Toledo and Wahl, 2006; Bourdon, 2007; Vousden, Lane, 2007).
Em osteossarcoma, a maioria das mutacées em TP53 séo resultantes de rearranjos
com quebra de DNA no primeiro intron do gene (Ribi, et al. 2015), que € uma regiao
particularmente instavel e sensivel a alteracGes estruturais resultando na inativacéo
do gene (Chen, et al. 2014).
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RB1, o primeiro gene supressor de tumor descrito, esta localizado em 13q14.2
e codifica para a proteina RB1. E um regulador negativo do ciclo celular além de ter
uma funcao relacionada com a estabilizacao da heterocromatina. RB71atua impedindo
a transicao da célula em fase G1 para a fase S do ciclo celular, reprimindo membros da
familia E2F de fatores de transcricao ligantes de DNA. Em seu estado hipofosforildado,
RB1 é capaz de formar um complexo com E2F, bloqueando seu dominio de ativagao
em regides promotoras ou inibir ativante a transcricdo de genes. Quando fosforilado,
a funcéo supressora de RB1 é perdida (Giacinti, Giordano, 2006; Dick, Rubin, 2013).

MDM2, localizado em 12q15, € um proto-oncogene que codifica para uma
ubiquitina E3, com funcéo de marcar proteinas para degradacdo. MDM2 interage
com P53 apresentando uma funcao regulatéria de feedback negativo, ou seja, P53
estimula a sintese de MDM2 ao passo que MDM2 inibe a transcricdo de P53. Em
osteossarcomas, e outros tipos de cancer, MDM2 é superexpressa, resultando na
degradacao de P53, e portanto, permitindo o prosseguimento do ciclo celular (Katz et
al, 2018).

ERBB2, localizado em 1712, codifica para HER2, um receptor da familia de
tirosina quinases, que atua na ativacao da via de sinalizagcao celular fosfatidil-inositol-3
quinase (PI3K). Dentre outros tumores, ERRB2 € encontrado super-expresso em 30%
dos casos de osteossarcoma, o que abre a possibilidade de ser usado como alvo

terapéutico, tornando-se, portanto, um marcador de bom progndstico (Valabrega, et al,
2003).

PREVALENCIA
EM OSTEOS- TIPO DE ALTE- -
SARCOMAS RACAO A
PRIMARIOS
RB1 Supressor de tum_or, regulador negati- 61% DELECAO Perry et al,
vo do ciclo celular 2014.
Supressor de tumor, induz a parada ~ i
TP53 | do ciclo celular, apoptose e reparo do 22% MUTAGAQ PON Perry etal,
TUAL 2014.
DNA
- : MUTACAO PON- Chen et al,
ATRX Remodelacéo da cromatina 29% TUAL 5014,
DLG2 Receptor de membrana que age nos 509, MUTACAO PON- Chen et al,
sitios pés sinapticos ¢ TUAL 2014.
Supressor de tumor, codifica um fator
TWIST dg trarlscnga_o envolvido com a c_iet?r- 36,50% DELECAO Entz-Werle et
minacao da linhagem e diferenciacao al, 2007.
celulares
MDM2 Oncogene, ul?lqumna ES, que ma~rca 3% AMPLIFICA(}AO Chen et al,
outras proteinas para degradacao 2014.
Regulador positivo da proliferacéo o SUPER-EXPRES- | Tesser-Gamba
MAPK7 celular 86% SAO etal, 2012.
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Metaloprotease envolvida na quebra
MMP9 | da matriz celular, possibilitando remo- 25%
delacgéao tecidual

SUPER-EXPRES- | Bijorlan et al,
SAO 2005.

Tabela 1 — AlteragGes recorrentes em osteossarcoma

Os osteossarcomas apresentam caridtipos complexos com numerosas
aberragbes gendmicas sendo as mais comuns, o ganho do cromossomo 1 e as perdas
dos cromossomos 2, 6, 8,9, 10,13 e 17 (Bridge and Neff 1997; Squire, et al. 003) além
de rearranjos cromossémicos envolvendo os cromossomos 1, 4, 6, 7, 11, 12, 14, 15,
17, 19 e 22 (Baruffi, et al. 2003; Kresse, et al. 2010; Smida, et al. 2010; Yen, et al.
2009). Esses dados sugerem que a instabilidade gen6mica é frequente e importante
para o desenvolvimento do OS e que provavelmente envolve vias associadas com
a manutengao da integridade do genoma. Entretanto, estas alteragcdes podem estar
mais associadas com a progressao e aquisicao de resisténcia aos tratamentos do que
com a transformacao das células.

Adicionalmente, um estudo de sequenciamento do genoma completo identificou
a ocorréncia do mecanismo conhecido como chromotripisis em 33% dos casos de
OS comparado a uma taxa de 2-3% no desenvolvimento em outras neoplasias. Neste
cenario, um ou mais cromossomos ou regides cromossémicas se quebram em dezenas
ou centenas de fragmentos. Alguns destes fragmentos séo ligados novamente pela
maquinaria de reparo de DNA (via NHEJ) de forma aparentemente randémica, gerando
numerosos rearranjos cromossémicos, incluindo como amplificacdes e delegdes,
resultando em uma estrutura genémica complexa (Stephens, et al. 2011).

ALTERACOES EPIGENETICAS EM OSTEOSSARCOMAS

Muitos estudos tém explorado alteracbes na metilacdo do DNA como
biomarcadores para deteccdo precoce de doencas, ferramentas alternativas para
classificagao tumoral, biomarcadores preditivos da resposta ao tratamento ou alvos
na terapias anti-cancer. A deteccao de genes aberrantemente metilados ao longo do
genoma pode auxiliar a entender a biologia envolvida com a transformacao celular
além de indicar possiveis candidatos a marcadores prognésticos ou terapéuticos. A
EuroBoneT (European Network of Excellence on bone tumours) avaliou as alteragdes
genbmicas e o perfil de metilagdo de 19 linhagens celulares de osteossarcoma,
normalmente usadas para estudos desses tumores. Ganho de 6p, 89 e 17 e perda
de 13q foram as alteragdes mais frequentes (>50% das linhagens) assim como um
maior numero de genes hiper-metilados em relacéo aos hipo-metilados, comparados
a osteoblastos normais (Kresse et al 2012), similar a outros tumores.

Embora as alteragbes mais prevalentes ocorram por mecanismos genéticos,
alguns estudos ja mostraram que intermediarios das vias com as quais TP53 e do
RB1 estao envolvidos tém alteragbes de metilacdo nos promotores. Um exemplo é o
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locus ARF/INK4a, que codifica para P14 e P16. P14 inibe MDM2, permitindo que P53
atue interrompendo o ciclo celular em G1 e G2. Ja P16 inibe a fosforlilagdo de RB1
interrompendo o ciclo celular em GO e G1(Park et al, 2002).

Outro tipo de alteracao epigenética sao as modificacdes de histonas, relacionadas
com a manutencao da estrutura do DNA. Um exemplo deste tipo de alteracdo € a
remocao do grupo acetila do residuo lisina da por¢cao N-terminal das histonas pelas
enzimas desacetilases, o que reduz a afinidade da ligagdo com o DNA, permitindo o
acesso de fatores de transcricdo para ativar a expressao génica (West, Johnstone,
2014). Em osteossarcoma, o aumento de expressao da desacetilase de lisina 1 (LSD1)
foi proposta como alvo para tratamento com um inibidor deste gene (Shi, 2007; Tsai,
2008; Calo, et al, 2010; Bennani-Baiti et al, 2012)

A expressao de RNAs nédo codificantes_(ncRNA, non-coding RNA) também
foram descritas como alteradas em osteossarcomas, podendo estar relacionada
com o prognostico. Os ncRNAs longos (IncRNAs) sdo normalmente transcritos pela
RNA polimerase |l seguido por poliadenilagdo, resultando em um fragmento maior
que 200 nucleotideos. Formam complexos com os ribossomos, participando assim
de traducdo de outros genes (revisado por Sun, Kraus et al 2015). LOC285194 foi
apontado recentemente como um IncRNA com funcao de supressor de tumor em
osteossarcoma, apesar de a sua funcéo ainda nao ter sido esclarecida (LI et al, 2016).
A expresséo elevada de HULK nos tumores, associado com invasao celular e formacgéo
de metastases, foi associada a um pior prognostico dos pacientes (Uzan et al. 2016)

De forma geral, podemos concluir que os osteossarcomas sao tumores que
apresentam um grande numero de altera¢des, que podem estar relacionadas com a
variacao da resposta destes tumores aos tratamentos. A busca de novas abordagens
terapéuticas deve levar em consideracoes a complexidade das alteracdes moleculares
dos osteossarcomas, direcionando o tratamento dos pacientes para uma medicina
mais personalizada.
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ABSTRACT: The microorganisms belonging
to genus Bacillus include a wide spectra and
ubiquitous group of bacteria that can be found
from the forest soil, to marine ecosystems
occurring in association with a variety of aquatic
organisms such as scleractinian corals present
in the intertidal boulders. Therefore, these
microorganisms are exposed to various abiotic
stresses that cause ecological selection for
a physiologically adapted microbiota to such
extremes of temperature and salinity. In this
work, we isolated and characterized a cellulase
from a marine bacterial strain and indentified
its specie by 16S rRNA sequencing followed
by a BLAST analysis. The cellulolytic strain
called SR22 showed to be a gram-positive
spore-forming bacilli, facultative anaerobe,
and catalase positive, as well as negative for
indole, H,S production, and citrate utilization;
those findings led us to consider the isolate
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belonging to the genus Bacillus, which was confirmed by the phylogenetic analysis,
which revealed that the SR22 strain formed a clade with Bacillus subtilis. Its nucleotide
sequence was deposited in GenBank as Accession No. MH119099 and the degree of
sequence similarity of strain SR22 to Bacillus sp. was 99%. Taken together, the present
data indicate the present celulase-positive indentified strain as a potential and useful
candidate for industrial applications that employs celulase degrading processes like
second-generation bioethanol and paper industries being still necessary further studies
to complete characterize this microorganism secretome.

KEYWORDS: Endoglucanase, Marine bacteria, rRNA

INTRODUCTION

Microorganisms are present in the most diverse ecosystems, from the terrestrial to
the aquatic, besides performing terminal functions on biogeochemical cycles underneath
and above the surface of mineral and living beings. The main way of bacterial interaction
with the environment involves the production of chemical substances like enzymes,
which act mainly as biological barriers against the growth of other microorganisms
(Kazeem et al., 2017).

According to Rosenberg (Rosenberg et al., 2007) the marine environment
includes a mega diversity of microorganisms that constitute a complex and intricate
system of these ecological relations with the other biota elements and represent an
important source of biomolecules, but it’s still poorly explored comparing to others
habitats, and their microorganisms are still to be described. As a consequence, natural
microbial products are promising sources for the bioprospecting of new molecules with
potential applications in medicine (pharmaceuticals), agriculture (agrochemicals) and
in biological processes (chemical biology) studies (Prakash et al., 2014).

The earliest research on the marine ecosystem and its ecological diversity began
in the middle of the last century, gaining more visibility in the present day. Introducing
itself as a hostile environment of particular characteristics, the marine ecosystem
harbours different ecological niches that produce particular macromolecules in
response to variations in this environment of pH, temperature, pressure and salinity.
Approximately 30.000 macromolecules isolated from these niches have already been
discovered and catalogued, however, these data correspond to only 5% of the studied
sources of this ecosystem, where only a few are explored and validated (Indraningrat,
Smidt e Sipkema, 2016; Ye et al., 2015).

Currently recognized as the "Cradle "The seas and oceans represent an important
source with potential for application in the cosmetic, nutritional, agrochemical and
therapeutic industries, especially in the attempt to obtain and elucidate the anticancer
properties of these compounds. By the end of the 1990s the number of molecules
discovered was approximately 500 per year. Currently 28.175 chemical classes with
hundreds of new compounds are discovered annually. Although increasing the number
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of researches for discoveries of new marine compounds this ecosystem is little explored.

Different aspects are considered in the study of products from marine species,
such as chemical diversity found from different ecological niches, function in nature and
strategies for preclinical or clinical use. The first proposal of an anticancer compound
was approved in 1969, known and applied nowadays the Citarabina or Ara-C, was
developed to be a synthetic analogue of nucleoside C found in species of sea sponges,
Tethya crypta. After this first proposal new molecules, from different marine niches,
were launched, such as Trabectedina from tunicate Ecteinascidia turbinate, Eribulin
from the metabolite produced by marine sponges Halichondria okadai and Ziconotide
with analgesic function obtained from studies in Conus magus (Verma et al., 2007).

The discovery of novel bioactive marine natural products (MNPs) is based on a
sequence of methods under the organism to be worked through the process of isolation,
extraction, characterization and purification of the molecule of interest. Although many
methods still employed are considered standard in the identification of new molecules
some cultivate the problematic of low efficiency, costly and that demand of spaced
times to obtain satisfactory results. The process of isolation of microorganisms that
have a symbiosis relationship with marine eukaryotic organisms has been one of the
major problems present during the process of obtaining molecules from these agents,
such as some bacteria of the genus Prochlorococcus that present a compromised
growth in synthetic media, due to the absence of heterotrophic bacteria in co-
cultures. Techniques that employ concepts of genomics, metagenomics, proteomics,
bioinformatics, expression systems have been used as alternative ways to discover
and obtain bioactive molecules from marine organisms (Batool et al., 2016; Dustan,
1973).

Enzymes are great biological catalysts that plays unique role on accelerating the
speed of chemical reactions being essential for the maintenance for the homeostasis
of biological systems which, when under uncatalyzed conditions, would take so long to
happen that they would make the structuring of complex organisms thermodynamically
unfeasible. In addition to forming the basis of metabolic systems, enzymes provide
enormous opportunities for industries to perform biocatalytic conversions with high
yield and reliability (Adrio e Demain, 2014).

Hydrolytic enzymes are widely used in different processes in major industries
such as pharmaceuticals, textiles, detergents, food and biofuels, employing different
classes of enzymes such as proteases, pectinases, lipases, cellulases (Santos, Dos et
al., 2018; Veras, Queiroz, Gomes, et al., 2018). In a field so required by new bioactive
molecules, microorganisms belonging to new environments are emerging as potential
sources for new research and industry employment of brand-new molecules due the
metabolic versatility and stability in extreme environmental conditions (temperature,
salinity and so on) where these organisms inhabit. Thus, the present work seeks mainly
to isolate bacterial strains from marine organisms present in the coastal Northeast region
of Brazil in order to characterize and purify enzymes synthesized by these microbes,
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with potential biotechnological applications (Veras, Queiroz, Diniz, et al., 2018).

MATERIALS AND METHODS
Isolation of bacteria

The bacterial isolates were from aseptically collected tissues from Siderastrea
stellata colonies (Verrill, 1868) on the coral reefs of Cabo Branco-Paraiba, Brazil
(7°08'50"S,34° 47'51"W), being removed according to Dustan methodology (Dustan,
1973). For bacterial isolation, tissues from the ecto and mesoderm of the Anthozoa
were suspended in sterile saline solution, then inoculated into culture medium Sea
Agar (5.0 g/L' peptone, 0.1 g/L" extract yeast, 15.0 g/L™" agar) and incubated at
55°C until adequate growth. The strains were growth for 48 h at 40 °C on pH 7,0 in
carboxymethylcellulose (CMC) agar plates (containing 0.1%, CMC; 0.05%, NaNO,;
0.1%, K,HPO,; 0.05%, MgSO,07H,0; 0.001% FeSO,07H,0; 0.1% Yeast extract; 1.5%
agar) and then overlaid with 0.1% congo-red solution for 30 min and washed with 1 M
NaCl for equal time as well as stained with 0.2% potassium iodine for 5 min, bacterial
colonies showing clear zones were considered to be cellulase producers and selected
for agro-waste degradation experiments. (Kasana et al., 2008).

BACTERIAL MOLECULAR IDENTIFICATION

In order to identify the cellulase producer isolates, 16S rRNA gene
sequence was amplified from extracted DNA. Bacterial universal primers 26F (5-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG) and 1492R (5 -ACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’) were used to amplify the 16S rDNA gene by Polymerase Chain Reaction (PCR)
performed in MWG-Biotech Primus 96 Plus Thermal Cycler (Primus, USA). Each
reaction mixture (50 uL) contained reaction buffer, 2 mM MgCI2, 0.2 uM of each primer,
0.2 mM of dNTPs, 1U of DNA polymerase and 40 ng of genomic DNA. The amplification
products were directly purified from the PCR reaction using the Wizard® SV Genomic
DNA Purification System. The purified reactions were sequenced using an ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer automatic sequencer (Applied Biosystems, USA).

PHYLOGENETIC ANALYSIS

The obtained 16S rRNA gene sequence for isolates was compared to deposited
sequences in the GenBank database (NCBI). For the local alignment, BLASTn tool
(NCBI) was used. MEGA 7.0 software was used for multiple sequence monitoring
and for the construction of a dendrogram by the Neighbour-Joining method (Hogg e
Lehane, 1999; Mahajan et al., 2013).

RESULTS AND DISCUSSION

Bacterial strains associated with coral tissues were obtained from the collection
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of corals in works prior to this study and deposited in stock in the marine Agar culture
medium (composed of filtered sea water from the study region, 0, 5% Peptone (Difco),
0.1% Yeast Extract (Difco) and 1.5% Agar.

Bacterial isolates from corals presenting different health conditions were divided
into two groups named “SS” and “SR” plus an individualized numbering for each isolate
strain. The isolates from coral samples affected by the depigmentation received the SR
code with a numbering associated with each strain. In total, 29 SS strains and 40 SR
strains coral were isolated.

Figure 1. Aspects of the cellulolytic activity test: a) negative result (there is no halo formation);

b) positive result demonstrating degradation of the substrate around the colony (although not

significant for prospecting purposes; c) positive result with evident halo of more than 3 cm of
diameter.

Among the bacteria of the SS lineage listed, three presented considerable
cellulolytic activity while the others formed only a faint halo evidencing activity, often
restricted only to the colony area; the proteolytic activity (data not shown) was more
widely observed with five strains showing conspicuous activity while five others also
exhibited the formation of considerable degradation halos of the protein substrate, in
addition to the other strains where the degradation was restricted to the colony region.

In the SR line, seven presented intense cellulolytic activity with the others
presenting activity only in the region of the colony; in relation to the proteolytic activity
(data not shown), five strains had a significant halo of degradation while nine presented
a positive result, although attenuated when compared to the other five strains. For
classification purposes, lineages that produced degradation halos with diameters
greater than 1 cm were considered as a significant positive activity, being considered
as high activity the halos with diameters of approximately three centimeters or higher
(Figure 1).

Among SR isolates, one strain showed to be a gram-positive spore- forming
bacilli, facultative anaerobe, and catalase positive, as well as negative for indole, H,S
production, and citrate utilization. The same morphological characteristics were found
by previous studies with cellulolytic Bacillus sp. strains Rastogi et al. (2010 e Rawat;
Tewari (2012) e Srivastava et al. (2018)Bacteroidetes, Chloroflexi, Deinococcus-
Thermus, Firmicutes, and Proteobacteria were identified. Eight isolates capable of
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degrading cellulose, carboxymethyl cellulose (CMC.

Bacillus_subtilis strain Mk1 (MF614924)

SR22 (MH119099)

Bacillus_subtilis_strain KmS1200905 (MG011556)
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Figure 2. Phylogenetic tree of SR isolate labelled as “22” and other related species based
on 16S rDNA sequences, constructed using the Neighbour-Joining principle. The scale bar
represents 0.01 substitutions per site. The evolutionary distances were computed using the
Kimura two-parameter method. Bootstrap values are indicated at the branches from 1.000
replications. GenBank accession numbers of the sequences are given in parentheses.

Those findings led us to consider the isolate belonging to the genus Bacillus,
which was confirmed by the phylogenetic analysis, which revealed since the strain
formed a clade with Bacillus subtilis sequences (Figure 2). Its nucleotide sequence
was deposited in GenBank as Accession No. MH119099 and the degree of sequence
similarity of strain was 99%.

CONCLUSIONS

Besides the expression of extracellular enzymes, the secretion of bactericidal
compounds by microorganisms competing for the same ecological niche with other
prokaryotes is also responsible for modulating a large part of the structure of the
associated microbiota, changes in the environmental and physiological conditions of
the host can be decisive events triggering succession, where the antagonistic strains
to a certain pathogen is eliminated allowing the colonization of hosts.

When subjected to a new temperature condition, corals are therefore suffering
from the phenomenon of ecological succession due to the decrease in the fitness of
their microbiota associated with the concomitant elevation of competition for adhesion
sites and virulence in the case of some pathogens.

This process leads to an insertion of other microorganisms into the coral
microbiota, causing an increase in diversity and destabilizing the mutual equilibrium
between prokaryotes and the host, which in turn becomes even more susceptible due
to the aggression of the pathogens now present and the development of virulence
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in previously non-pathogenic strains of stressors that culminate in further favoring
the succession of the original microorganisms leading to a vicious circle capable
of chronically compromising coral homeostasis leading to a qualitative deficit in the
mutualistic association between coral and a photobiont component of the association
that is very often algae of the genus Symbiodinium (commonly referred to as
zooxanthellae) causing bleaching (Rosenberg et al., 2007).
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RESUMO: Polimorfismo genético ocorre em
situagbesemquemaisdeumaleloocupaomesmo
locus de um determinado gene representante
de uma populacdo com uma frequéncia
maior do que 1%. Variagdes polimorficas de
genes podem induzir a expressao alterada
ou producdo de uma proteina com perda de
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funcéo e aumentar a predisposi¢cdo a doencas
como céncer, aterosclerose e endometriose.
Pesquisas relacionadas a interagdes proteicas
auxiliam a esclarecer processos biologicos,
genéticos e moleculares ainda desconhecidos.
As abordagens de bioinformatica usam dados
clinicos, quimicos, biolégicos e estruturais
para a elaboracdo de ensaios in silico que
serdo testados e validados, contribuindo para
a producdo de medicamentos mais eficientes
e diagnostico menos evasivos. Doencas como
cancer, aterosclerose e endometriose atingem
um grande numero de pessoas no mundo todo.
E primordial que se busque alternativas para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes,
além de buscar a reducdo dos altos custos
para os sistemas de saude em relagcéo a essas
doencas. As ferramentas de bioinformatica
fornecem informagbes importantes para o
desenvolvimento de opcbes de tratamento
mais eficazes para as referidas doencas.
A identificagdo de residuos importantes na
interface de interacéo entre proteinas-chaves
leva a possibilidade de desenvolvimento
de técnicas de diagnéstico mais eficientes,
personalizadas e menos invasivas. O mesmo
ocorre para o tratamento dessas doencas. O
desenho racional de peptideos moduladores
baseados em estrutura € o futuro da genética
molecular e podera revolucionar a medicina e a
industria farmacéutica nas proximas décadas.
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PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica; p53; eNOS; cancer; endometriose.

ABSTRACT: Genetic polymorphism is characterized where more than one allele
occupies the same locus of a given gene in a population with a frequency greater than
1%. Polymorphic variations of genes may induce altered expression or production of
a protein with loss of function and increase predisposition to diseases such as cancer,
atherosclerosis and endometriosis. Researches related to protein interactions help to
clarify biological, genetic and molecular processes that are still unknown. Bioinformatics
approaches use clinical, chemical, biological and structural data for the preparation of
in silico assays that will be tested and validated, contributing to the production of more
efficientand less evasive diagnostic drugs. Diseases such as cancer, atherosclerosis and
endometriosis reach a large number of people worldwide. It is of paramount importance
to seek alternatives to improve the quality of life of patients, as well as to seek to reduce
the high costs to health systems in relation to these diseases. Bioinformatics tools
provide important information for the development of more effective treatment options
for such diseases. The identification of important residues in the interaction interface
between key proteins leads to the possibility of developing more efficient, personalized
and less invasive diagnostic techniques. The same is true for the treatment of these
diseases. The rational design of structure-based modulating peptides is the future of
molecular genetics and could revolutionize medicine and the pharmaceutical industry
in the coming decades.

KEYWORDS: Bioinformatics; p53; it is us; cancer; endometriosis.

INTRODUCAO

O polimorfismo genético se define quando mais de um alelo ocupa o locus de um

determinado gene representante de uma populacdo com uma frequéncia
maior do que 1% (KARKI et al., 2015)related to disease susceptibility and efficacy of
drug responses, they have blurred the definitions of mutation and polymorphism.\n\
nDiscussion\nin the era of personal genomics, it is critical to establish clear guidelines
regarding the use of a reference genome. Nowadays DNA variants are called as
differences in comparison to a reference. In a sequencing project Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs. Polimorfismos podem estar presente em qualquer regiao do
genoma. A grande maioria dos polimorfismos genéticos ndao modifica a expresséao
de um gene ou proteina, nesses casos ela é chamada de silenciosa (MILLS et al.,
2011)000 bp in length in the genomes of 79 diverse humans. These variants include
819,363 small INDELs that map to human genes. Small INDELs frequently were
found in the coding exons of these genes, and several lines of evidence indicate
that such variation is a major determinant of human biological diversity. Microarray-
based genotyping experiments revealed several interesting observations regarding
the population genetics of small INDEL variation. For example, we found that many
of our INDELs had high levels of linkage disequilibrium (LD. No entanto, variacées

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 19




polimorficas de certos genes podem induzir expresséo alterada ou producdo de uma
proteina anémala ou afuncional e aumentar a predisposi¢cdo a doencas (WU et al.,
2014)8, 11, 14-eicosatetraenoic acid (20-HETE. A figura 1 mostra a alteracédo de um
unico nucleotideo sequéncia do gene p53, gene responsavel, dentre de varias fungdes
por controlar o ciclo celular, reparo do DNA e crescimento. Quando um unico nucleotideo
€ alterado, promovendo variagcédo génica, o polimorfismo recebe o nome de SNP (do
inglés, single nulcetotide polymorphism). SNPs sdo capazes de alterar o padréo de
enovelamento proteico, perda de funcéo da proteina e consequente desenvolvimento
de doencas (GUO et al., 2013).

Pesquisas relacionadas a interacbes proteicas tém contribuido de varias
maneiras para esclarecer processos biolégicos, genéticos e moleculares ainda
desconhecidos. Esses processos ocorrem no ambiente celular e tecidual podendo
levar ao desenvolvimento de doencas. Além disso, o conhecimento sobre interacéao
proteina-proteina pode auxiliar na compreensao da dinédmica dos sistemas biologicos,
do inicio e da progressao de doencas, além de auxiliar no diagnéstico, tratamento e
prognostico das mesmas. As interagcdes entre proteinas coordenam todas as fung¢des
bioldgicas, uma vez que elas nunca atuam sozinhas, coordenando processos de
sinalizacao (BATADA; SHEPP; SIEGMUND, 2004; MAYER, 2006), transporte (AMES;
SPURICH, 1976), secrecao (NYFELER; MICHNICK; HAURI, 2005) e modifica¢des pos-
traducado (DUAN; WALTHER, 2015) para realizar seus papéis nas células. Anomalias
nos padrdes de interagcbes proteicas podem levar ao desenvolvimento como céncer
(HAO; ZHAO; WANG, 2014; SANTUCCI et al., 2015; ZHAO et al., 2015), doengas
cardiovasculares (GEMICI et al., 2007; RAHIMI et al., 2012), epilepsia (FAHEEM
et al.,, 2014; KONG et al., 2014), glaucoma (MINEGISHI et al., 2013; SRINIVASAN;
TONDDAST-NAVAEI; SKOLNICK, 2017), infertilidade (YAN et al., 2014), diabetes
(GRUNERT,; LABUDDE, 2015; TANG et al., 2016) e muitas outras.

TGAGCCACTGCGCCCGEG  atelo selvagem

T GAG C CIC T GC Gc C C G G alelo polimorfico

Figura 1 - Sequéncia de nucleotideos entre alelos selvagem e polimérfico do gene p53. A
sequéncia de nucleotideos do gene p53 selvagem foi obtida através do banco de dados
NCBI (National Center for Biotechnology Information) e a sequéncia de nucleotideos do gene
polimérfico é proveniente de dados clinicos alimentos pelo banco de dado dbSNP do NCBI.
A alteracao de um Unico nucleotideo é capaz de influenciar na expressao proteica do p53 e
aumentar a susceptibilidade a doengas como o cancer.
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Estudos genéticos tém buscado na bioinformética alternativas para melhor
diagnostico e tratamento. As ferramentas de bioinformética permitem a comparacgéao
da estabilidade estrutural e energética de proteinas nas suas versbes selvagem e
polimoérfica, estabelecer o perfil de interacdo com outras proteinas e identificar padrdes
de interacdes entre residuos de aminoacidos nas interfaces de interacdo (TANNOUS
et al., 2018). Dessa forma, as abordagens de bioinformatica usam dados clinicos,
quimicos, bioldgicos e estruturais para a elaboracéo de ensaios in silico que seréao
testados e validados, contribuindo para a producéao de medicamentos mais eficientes
e diagnostico menos evasivos.

POLIMORFISMO DO GENE P53 E CANCER

A proteina p53 é codificada pelo gene TP53. Ela é uma proteina importante que
atua como supressora de tumores, e assim, intimamente ligada ao cancer (MOBARAKI
et al.,, 2018). Variagcdes génicas nas regides codificadoras do gene TP53 também
estao relacionadas a doencas ligadas a perda do controle do ciclo celular, como a
endometriose (SILVA; MOURA, 2016a), aterosclerose (LAGARES et al., 2017),
e infertilidade (DE MORAIS et al., 2016). Outras funcdes da p53 dizem respeito a
regulacao e progresséo do ciclo celular, além de proteger o DNA contra danos internos
e externos (SPEIDEL, 2015).

O gene responsavel por codificar a p53 esta localizado no cromossomo 17,
na regidao p13.1. Além disso, 0 gene compreende 11 éxons que se apresentam
altamente conservados nas mais diversas espécies. A proteina p53 humana contém
393 aminoacidos e também apresenta grande homologia estrutural entre as espécies
de seres vivos. A p53 selvagem é enovelada em uma conformacéo tetramérica
(KUNG; MURPHY, 2016)p53 is an undisputedly critical protein. Functioning primarily
as a transcription factor, p53 helps fend off the initiation and progression of tumors
by inducing cell cycle arrest, senescence or programmed cell death (apoptosis. A
figura 2 representa a estrutura da superficie da p53. A proteina é considerada de
tamanho médio, e apresenta um grande numero de parceiros proteicos que garantem
a realizacao das suas fungoes.

Figura 2 - Estrutura da superficie da proteina p53. A representacéo em superficie € usada na
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bioinformética para visualizagéo da conformacao tridimensional de macromoléculas. A imagem
foi gerada a partir do arquivo obtido pelo banco de dados de estruturas proteicas (PDB) e
através do uso do software PyMOL.

A proteina p53 é induzida quando o DNA sofre algum tipo de dano, seja ele
devido a fatores externos ou internos. Os principais causadores de danos ao material
genético correspondem as espécies reativas de oxigénio (ZHANG et al.,, 2018),
também conhecidas como ROS (do inglés reactive oxygen species), hipdxia (TIMANI
et al., 2015), e privagdo de nutrientes (YU et al.,, 2018) e erros nos processos de
replicacdo do DNA (ROMANOVA; MUSHINSKI; KOVALCHUK, 2018). Polimorfismos
no gene da p53 aumentam as chances desses erros acontecerem e se estabelecerem
no DNA, com transmissao para as células-filhas quando ocorre o processo de divisédo
celular. Erros metabdlicos que ocorrem no DNA induzem a produgdo de p53 como
resposta (ROMEO et al., 2018). Dessa forma, a p53 em sua forma selvagem interage
com outras proteinas, a fim de desencadear vias relacionadas a reparagédo do DNA
(MENON; POVIRK, 2014), a apoptose (IWASA et al., 2018) ou promove a inibicdo do
ciclo celular (ZHOU et al., 2018b). A p53 apresenta uma regido caracterizada como
motivo, o qual é altamente conservado e compreende mais de 60% da proteina. Essa
regido interage diretamente com o DNA como forma de reparar possiveis danos ao
material genético. Polimorfismos genéticos nessa regido sédo bastante comuns e
podem aumentar consideravelmente a suscetibilidade a doencas e principalmente ao
cancer (VOUSDEN; PRIVES, 2009).

Mutacdes no gene TP53 sdo geralmente do tipo missense (aquelas que alteram
a sequéncia de aminoacidos que determinado gene codifica) e levam a uma reducéo
ou total perda de funcdo da p53 (ZHOU et al., 2018a). A perda de funcdo da p53
codificada pelo gene polimorfico se deve, além de outros fatores, a alteracéo da sua
capacidade de se interagir com outras proteinas que auxiliam na realizagdo de sua
funcé@o, como proteinas de sinalizacéo, por exemplo. A figura 3 mostra a estrutura da
proteina p53 com as regides de polimorfismos mais frequentes descritas clinicamente
(dsSNP). Essas regides contém residuos de aminoacidos que participam ativamente
das interacdes que a p53 realiza com outras proteinas. Os aminoacidos localizados na
interface de interac&o entre a p53 e a proteina parceira contribuem energeticamente e
favoravelmente para que a interacéo seja forte o suficiente para garantir que a funcao
exercida pelo complexo proteico seja realizada. A substituicdo de um nucleotideo no
TP53 e consequentemente de um aminoacido na regido de interface entre as proteinas
promove uma alteracdo na conformacéao da p53. Isso leva a uma reducéo da forca de
interacdo com a proteina parceira, ou até mesmo inibe a interagéo, impedindo assim, o
reparo do DNA e a possivel perda do controle mitdtico e desenvolvimento de tumores
(SILVA et al., 2018).
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Polimorfismos Genéticos na Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca multifatorial de etiologia complexa. Varios
fatores contribuem para o aparecimento da doenca e dentre eles se destacam os
aspectos genéticos e a presenca de polimorfismos (VARGAS-ALARCON et al.,
2018), fisiologicos (KASAHARA et al., 2017), imunolégicos (KRALOVA; KRALOVA
LESNA; POLEDNE, 2014), ambientais (NANNI et al., 2006), inflamacao (KOZAROV;
HUBER; WOJTA, 2015), estresse oxidativo (LI; HORKE; FORSTERMANN, 2014) e
agentes infecciosos (CAMPBELL; ROSENFELD, 2015). Aterosclerose é definida pela
formacao de placas de ateroma (deposicéao de lipideos nas paredes das artérias) e
a consequente reducéo do suprimento de sangue arterial para os tecidos afetados.
Os fatores de risco tradicionais, como hipertensdo arterial (LEONG; NG; JAARIN,
2015), tabagismo (DE RONDE et al., 2017), aumento da glicemia (SU et al., 2018)
e dislipidemia (HURTUBISE et al., 2016), também influenciam o aparecimento e o
desenvolvimento da aterosclerose. Outros fatores de risco induzem a expressao de
genes de citocinas inflamatérias (KRALOVA; KRALOVA LESNA; POLEDNE, 2014),
ROS (KATTOOR et al., 2017) e oxidacéo lipidica (JUN et al., 2018) que levaml a um
metabolismo endotelial alterado e aumentam a predisposicao ao desenvolvimento da
doenca.

Figura 4 — Interacao entre as proteinas VEGF e eNOS. As fungdes de angiogénese e
producao de oxido nitrico sdo garantidas pela interacdo do VEGF e eNOS. A regido cinza
corresponde a interface de interagcéo entre as duas proteinas. A proteina em azul corresponde a
eNOS e a proteina em vermelho corresponde a estrutura parcial do VEGF.

A enzima eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) € uma das mais estudadas
qguando se refere a doencgas cardiovasculares. O gene que codifica a proteina eNOS
esta localizado no cromossomo 7 e € altamente polimorfico na populacdo humana
(TANNOUS et al., 2018). A proteina é responsavel pela sintese de 6xido nitrico, uma
substancia lipofilica altamente ativa que participa em diversos processos fisiologicos
(DELLAMEA et al., 2014). O 6xido nitrico produzido pela atividade da proteina eNOS
regula o tonus vascular (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015), a progresséo do ciclo
celular (TIWARI et al., 2017), a adesao celular do sistema imune (GUTSAEVA et al.,
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2014) e a agregacao plaquetaria (SMYTH et al., 2017). Anomalias no gene eNOS
levam a disfuncéo endotelial que influencia a aterogénese através da regulacédo do
metabolismo endotelial, da reducéo dos niveis de éxido nitrico e aumento da producéo
de ROS. O 6xido nitrico € um promissor agente terapéutico, pois apresenta efeitos
protetores e antiaterogénicos. Polimorfismos genéticos da eNOS alteram os niveis
de Oxido nitrico no plasma, influenciando o aparecimento de varias doengas como
doenca arterial coronariana (SUNG et al., 2015), infarto (WANG et al., 2017), diabetes
(WANG et al., 2018), hipertensao (CHANG et al., 2017) e aterosclerose (BARBOSA et
al., 2017).

Outra proteina relacionada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares
€ o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A proteina esta principalmente
relacionada a angiogénese, processo metabdlico que fornece suprimento de energia
para manter a homeostase fisiol6gica nos tecidos através da formacg&o de novos vasos
sanguineos. A angiogénese é responsavel pelo desenvolvimento de diversas doencas,
como inflamacgéo crénica (FREDMAN; TABAS, 2017), infarto (ZHOU et al., 2018c),
cancer (WOJTUKIEWICZ et al., 2017), doencas degenerativas (PUFE et al., 2005),
doencas cardiovasculares (JOHNSON et al., 2018) e aterosclerose (JAIPERSAD et al.,
2014). O VEGF € um fator de crescimento que atua como uma proteina sinalizadora
regulando a formacédo de vasos sanguineos, que fornece oxigénio e nutrientes as
células (CHEUNG, 1997). A concentragdo sanguinea de VEGF esta alterada em
certas doencgas, como asma (ABDELSAID et al., 2017), diabetes (ZHANG et al., 2017),
cancer (FREZZETTlI et al., 2017) e aterosclerose (ZHU et al., 2017). O VEGF participar
de mais de 70 redes interacdo proteica (CHATR-ARYAMONTRI et al., 2017). SNPs
presentes em residuos importantes na interface de interacao entre VEGF e proteinas
parceiras aumentam consideravelmente a probabilidade de desenvolvimento de
cancer (SONG et al., 2018) e aterosclerose (SHIBUYA, 2001), além de outras doencas
cardiovasculares.

A figura 4 mostra a interagé@o entre as proteinas VEGF e eNOS. A interface de
interacdo entre essas proteinas, representada de cinza na figura 4, possui grande
extensédo e contém residuos de aminoacidos que contribuem com a estabilidade
do complexo proteico através de ligagdes intermoleculares (hidrofébicas, pontes
de hidrogénio e eletrostaticas). A estabilidade do complexo, por sua vez, garante
uma funcdo normal da VEGF e sintese de 6xido nitrico em niveis homeostaticos
(SHIZUKUDA et al., 1999). A analise computacional auxilia na identificacéo das regides
de interacao das proteinas e na identificacao das propriedades quimicas dos residuos
na interface de interacdo. Dessa forma, a bioinformatica e suas abordagens auxiliam na
producao de conhecimento sobre a relacéo entre o polimorfismo e a susceptibilidade
a aterosclerose e outras doencas humanas. Ambas proteinas apresentam inUmeras
possibilidades de ocorrer um SNP nas suas sequéncias. Variagdes nos residuos
de aminoécidos na interface de interacéo entre VEGF e eNOS pode desestabilizar
o complexo proteico e impedir que as fungcbes dessas proteinas ocorram de forma
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normal, podendo levar ao aparecimento de aterosclerose, dentre outras doencgas.

Figura 5 — Interacao entre TFF3 e PAR-2 — Na interface de interagéo entre TFF3 (amarelo) e
PAR-2 (bege) pode ser observado projecdes de residuos que estabilizam o complexo partindo
de TFF3 em direcéo a PAR-2. A presenca de polimorfismos interfere na interacéo e no aumento
da expresséo de TFF3 que induz processos inflamatérios e aumentam a susceptibilidade a
endometriose.

Polimorfismos Genéticos na Endometriose

A endometriose caracteriza-se pela presenca de estroma e células endometriais
fora da cavidade uterina. Esse material biol6gico, proveniente de menstruacao
retrograda, se instala com maior frequéncia no compartimento pélvico, mas pode se
espalhar para outros tecidos e 6rgaos (VERCELLINI et al., 2014)coelomic metaplasia
and Mdllerian remnants. A endometriose € uma condi¢do inflamatéria, associada
a dor pélvica crbnica, infertilidade, dismenorreia e dispareunia. A patogénese da
endometriose nao é totalmente compreendida, evidéncias indicam que a doenca
possivelmente esta associada a alteragcdes na imunidade, disseminacao metastéatica
e metaplasia coeldmica. Além disso, fatores genéticos e ambientais também estédo
associados ao surgimento e desenvolvimento da doenca (MACER; TAYLOR, 2012).

A doenca € impulsionada pelo horménio estrogénio e afeta principalmente
mulheres na faixa etaria reprodutiva. A principal forma de diagnoéstico é realizada
por laparoscopia (RODGERS; FALCONE, 2008). Em muitos casos, as mulheres em
idade reprodutiva ndo sdao submetidas a procedimento cirurgico e o uso de drogas
gue retardam o desenvolvimento da doenca e reduzem a dor pélvica é indicado (AHN;
SINGH; TAYADE, 2017). Métodos néao invasivos, como exames de imagem, tém sido
usados recentemente para o diagnostico de endometriose (KAVOUSSI et al., 2016).
E mais recentemente, estudos tém mostrado diversos genes polimérficos que podem
estar associados a endometriose (SILVA; MOURA, 2016a), e assim, o diagnéstico
poderia ser realizado através de andlises genéticas simples, como a PCR (reacdo em
cadeia da polimerase).

O tratamento da endometriose emprega o uso de horménios para induzir um
estado hipoestrogénico. As lesbes causadas pela endometriose podem ser removidas

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 19 217



a laser ou por cauterizacdo, principalmente quando os métodos cirurgicos séo
ineficazes e a doenca € recorrente (RODGERS; FALCONE, 2008). Recentemente,
pesquisas tém buscado desenvolver métodos de tratamento mais eficiente e menos
invasivo. O estudo das interacbes proteina-proteina tem avancado no sentido de
desenvolver moléculas pequenas capazes de modular essas interacdes e adequar
as expressoes dessas proteinas a niveis compativeis com a homeostase de tecidos
e Orgaos. Peptideos moduladores de interacbes proteicas tém sido desenvolvidos
como forma de tratamento promissor de diversas doencas, incluindo endometriose
(DE CURCIOQ et al., 2018). Linzh e colaboradores, 2018 empregando a tecnologia de
apresentacao de fagos, descreveram um peptideo com alta afinidade para se ligar a
células do endométrio ectdpico, possivelmente o uso deste peptideo pode favorecer o
tratamento e o prognéstico da endometriose (LINZHI et al., 2018).

Varios trabalhos mostraram que polimorfismos genéticos podem estar associados
ao desenvolvimento de endometriose. A mutagdo de genes também esta associada
a infertilidade na endometriose. Alguns dos principais genes polimorficos que podem
aumentar o risco de desenvolvimento de endometriose compreendem a interleucinas
(MATALLIOTAKIS et al.,, 2018; ZHAO et al.,, 2018), arilamina N-acetiltransferase
2 (NAT2) (FAYEZ et al., 2018), CYP1A1 (BARBOSA et al., 2016; SILVA; MOURA,
2016b), p53 (DE MORAIS et al., 2016, p. 53; SANTOS et al., 2018; SILVA; MOURA,
2016b) e eNOS (SANTOS et al., 2018). Afigura 5 mostra a interagéo de duas proteinas
importantes, cujas expressdes podem estar alteradas em pacientes com endometriose.
A proteina TFF3 (do inglés trefoil fator 1) tem um papel no crescimento, diferenciacéo
celular e recuperacao de tecidos danificados (GE et al., 2015). Essa proteina age na
remodelacdo do tecido endometrial em mulheres em idade reprodutiva. A atividade
da TFF3 é garantida pela sua estrutura conformacional e interacbes com proteinas
parceiras. Alteracoes na regido codificadora do gene TFF3 podem interferir em suas
funcbes e padrbes de interagdo proteica, de modo a aumentar a suscetibilidade de
pacientes a endometriose. O TFF3 interage e regula o receptor ativado por protease
2 (PAR-2) (BARRERA; TORTOLERO, 2016). O PAR-2 esta relacionado a respostas
inflamatorias, excesso de peso (LIM et al., 2013), metabolismo (BADEANLOU et al.,
2011) e responde a enzimas proteoliticas de microrganismos (BADEANLOU et al.,
2011, p. 2). Moléculas capazes de inibir a atividade da TFF3 quando esta proteina é
expressa em excesso pode reduziria a inflamacgao, a adeséo de células endometriais
e a dor crénica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Doencas como céncer, aterosclerose e endometriose atingem um grande
nimero de pessoas no mundo todo. E primordial que se busque alternativas para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, além de buscar a reducdo dos altos
custos para os sistemas de salude em relagdo a essas doencgas. As ferramentas de
bioinformatica fornecem informac¢des importantes para o desenvolvimento de op¢des
de tratamento mais eficazes para as referidas doencas. A identificacdo de residuos
importantes na interface de interagao entre proteinas-chaves leva a possibilidade de
desenvolvimento de técnicas de diagnostico mais eficientes, personalizadas e menos
invasivas. O mesmo ocorre para o tratamento dessas doencas. O desenho racional
de peptideos moduladores baseados em estrutura é o futuro da genética molecular e
podera revolucionar a medicina e a industria farmacéutica nas préximas décadas.
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RESUMO: E crescente a necessidade do
desenvolvimento de farmacos mais seguros,
eficazes e com menos efeitos colaterais.
Um dos caminhos pelos quais as células se
ajustam a mudancas ambientais é através
da alteracdo do padrdo de expressdo das
proteinas. Assim, técnicas protedmicas estao
sendo aplicadas com o objetivo de obter uma
visdo integrada da biologia e de extrair alvos
adequados para a descoberta de drogas.
A descoberta ou sintese de uma molécula
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com potencial ativo e a sua correlagdo com
o alvo biolégico apropriado constitui o inicio
do processo de pesquisa e desenvolvimento
racional de farmacos. Neste intuito a mais nova
area cientifica, quimioprote6mica, que visa
estudar sistematicamente o efeito bioldgico
de uma grande variedade de ligantes em uma
ampla gama de alvos macromoleculares, utiliza
ferramentas biotecnoldégicas como analises
protedbmicas globais e analises direcionadas
baseadas na afinidade ou na atividade para
identificacéo de novas proteinas e a descoberta
de novos alvos terapéuticos. Estas tecnologias
exploram a afinidade entre uma molécula
organica e a sua proteina putativa alvo,
assumindo que a interacdo € um pré-requisito
para os efeitos funcionais. Esta revisao discutira
as principais abordagens metodologicas
utilizadas para a pesquisa por potenciais alvos
e escaneamento de novas moléculas bioativas.
PALAVRAS-CHAVE: Quimioproteémica, alvos

moleculares, farmacos

ABSTRACT: There is a growing need for the
development of drug more safer, effective and
with fewer side effects. One of the ways in
which cells adjust to environmental changes is
by changing the expression pattern of proteins.
Thus, proteomic techniques are being applied
with the aim of obtaining an integrated view of
biology and extracting suitable targets for drug
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discovery. The discovery or synthesis of amolecule with active potential and its correlation
with the appropriate biological target is the beginning of the rational drug research and
development process. In this sense, the newest scientific area, chemoprotective, which
aims to systematically study the biological effect of a wide variety of ligands on a wide
range of macromolecular targets, uses biotechnological tools such as global proteomic
analyzes and directed analysis based on affinity or activity for identification of new
proteins and the discovery of new therapeutic targets. These technologies exploit the
affinity between an organic molecule and its target putative protein, assuming that
interaction is a prerequisite for functional effects. This review will discuss the main
methodological approaches used for the search for potential targets and the scanning
of new bioactive molecules.

KEYWORDS: Chemoproteomic, molecular targets, drugs.

11 INTRODUCAO

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é um processo que se inicia
com a identificacdo de substancias com propriedades bioativas e a sua correlagao com
o alvo biolégico. Essa etapa da pesquisa basica € extremamente importante, ja que os
dados de eficacia e seguranca sao determinados. Considerando os resultados obtidos
na fase inicial, novos parametros sao avaliados até que um composto seja aprovado
como medicamento pelas agéncias fiscalizadoras (Ferreira et al. 2009, Guido et al.
2010).

Estima-se que sejam necessarios 12 anos para que 0 processo de pesquisa
e desenvolvimento de farmacos seja concluido. Os altos investimentos na area de
pesquisa e desenvolvimento (P&D) contrastam com o nUmero de novos medicamentos
gue tém chegado ao mercado nos ultimos anos. De acordo com Calixto & Siqueira
2008, de cada 30.000 moléculas sintetizadas, 20.000 (66,7%) entram na fase de
estudos pré-clinicos, 200 (0,67%) entram na fase | dos estudos clinicos, 40 (0,13%)
passam para a fase Il, 12 (0,04%) entram na fase lll e somente nove (0,027%) sao
aprovadas pelos 6érgéos regulatérios. Dos medicamentos aprovados, apenas 1
(0,003%) € incluido nos protocolos terapéuticos. Este complexo panorama tem forcado
a adocgao de novas estratégias com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo
de Pesquisa e desenvolvimento de farmacos, tendo como alicerces as inovacoes
cientificas e tecnologicas.

Coerente com a sua amplitude, a ciéncia farmacéutica continua a sustentar-se da
investigacéo e inovacdo de muitos campos tecnoldgicos, especialmente em relacao
a identificacao de alvos, estudo de sistemas bioldgicos in vitro, predi¢cao in silico da
farmacocinética, farmacodinamica e toxicologia (Kalgutkar & Dalvie 2015). A revolugdo
biotecnoldgica, especialmente com os avancos da biologia molecular, introduziu um
grande numero de tecnologias emergentes que tém sido aplicadas em projetos de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos visando a identificacéo funcional e estrutural
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de tecidos, células, padrdes de expresséo génica e caracteristicas metabdlicas, o que
tem proporcionando o aumento da compreensao e a predicdo do comportamento de
farmacos em sistemas biologicos (Matthews et al. 2016).

A eleicdo do alvo-terapéutico é uma etapa critica no planejamento e
desenvolvimento de farmacos. As interacbes entre o farmaco e os componentes
celulares devem ser amplamente caracterizadas para uma melhor compreensao
das suas atividades, o que depende estreitamente dos conhecimentos bioquimicos
sobre a fisiopatologia da doenca em estudo e seus mecanismos farmacolégicos.
Neste contexto, destacam-se a genémica e a protedmica, que oferecem informacdes
relevantes de novos e atrativos alvos moleculares e sua relagdo com os mais diversos
processos fisiopatoldgicos (Zhu et al. 2015).

Dos estudos na area da genbmica e protedmica emergem estratégias que
podem ser aplicadas no monitoramento de indicadores celulares ou bioquimicos,
desde as etapas de identificagcdo de alteragdes fisiolégicas e metabdlicas induzidas
pelo estado de doenca até a avaliagdo dos efeitos dos farmacos sobre 0 organismo
humano como por exemplo, transcricdo de um gene especifico ou variacdo da
expressao ou fungdo de uma determinada proteina. Além disso, uma investigacao das
principais vias bioquimicas possibilita a identificacdo de proteinas essenciais para o
crescimento e desenvolvimento do micro-organismo alvo. Ja uma anélise comparativa
dos organismos pode levar, preferencialmente, a selecédo de proteinas ausentes no
hospedeiro ou entdo com importantes diferencas estruturais em relagdo as proteinas
que desempenham func&o analoga em humanos, culminando em ligantes seletivos e
minimizando problemas como inespecificidade e toxicidade (Zhang et al. 2014)

Esta revisdo concentrara nas abordagens quimioprotebmicas utilizadas para
a descoberta de alvos de farmacos e rastreamento de compostos com potencial
terapéutico, como cromatografia de afinidade, perfil de proteinas baseado na atividade
e estabilidade, imobilizagao de moléculas usando microarranjo de proteinas e rastreio
virtual.

2| PROTEOMICA E QUIMIOPROTEOMICA

Adisponibilidade das sequéncias genbmicas paradiversos organismos procariotos
e eucariotos tem direcionado a compreensao das bases moleculares da vida em suas
diversas formas. No entanto, o conteudo da informacéao presente genoma é limitado e
nao pode por si sé explicar os processos fisioldgicos e patologicos complexos, que séo,
em geral, controlados por proteinas. Neste cenario novas estratégias para a analise
sistematica dos produtos génicos tém ganhado relevancia e pesquisas estdao sendo
direcionadas para as proteinas, na perspectiva de saber quais s&o e como interagem
entre si (Gomase et al. 2008; Wang et al. 2014).

O termo proteina foi introduzido na linguagem cientifica no ano de 1938,
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pelo quimico sueco Joéns Jacob Berzelius, para descrever um tipo particular de
macromoléculas composto por uma cadeia linear de aminoéacidos, e que eram
abundantes em organismos vivos. Proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes
e ocorrem em grande diversidade em um organismo, podendo agir como enzimas,
anticorpos, horménios, componentes estruturais e receptores celulares. Catalisam
uma grande quantidade de reag¢des quimicas, fornecem rigidez estrutural a célula,
controlam o fluxo do material através da membrana, regulam as concentracées dos
metabolitos, atuam como sensores e chaves, produzem movimentos e controlam a
funcé@o genética. Devido a essa diversidade de funcbes, as proteinas exercem um
papel fundamental em quase todos os fenémenos biolégicos, como producdo de
energia, defesaimunoldgica, contracdo muscular, atividade neuroquimica e reproducao
(Nelson & Cox 2002).

A técnica de estudo do perfil de proteinas, a protedmica, surgiu no final de 1970
quando pesquisadores comecgaram a criar as bases de dados de proteinas, usando
naquela época a técnica de eletroforese bidimensional. O termo proteoma foi proposto
por Wilkins e Willians em 1994, como sendo todo o conteudo de proteinas expressas
por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao complemento proteico
expresso por um tecido ou células diferenciadas (Parker et al. 2010). O proteoma é
altamente dindmico e dependente do estado da célula. Além disso, a complexidade
do proteoma nao se explica apenas pelo numero de proteinas, mas também, devido
as inumeras possibilidades de interacbes proteina-proteina e modificacbes poés-
traducionais, as quais apresentam um papel importante na funcéo das proteinas.

As abordagens tradicionais da protedmica inicialmente focavam em estratégias
que procuravam decifrar as proteinas que sao diferencialmente expressas em qualquer
condicao de doenca ou ap6s o tratamento com algum medicamento, fornecendo
informacdes sobre a identidade e a abundancia dessas proteinas. Os objetivos,
posteriormente, se diversificaram para a andlise de varios aspectos funcionais
das proteinas, como modificagdes poOs-traducionais, interacdes proteina-proteina,
existéncia de isoformas, atividades e estruturas. Além disso, o campo de atuacao
desta ciéncia estende-se a descoberta de novos farmacos, terapias, diagnosticos,
microbiologia e bioquimica (Lau et al. 2003; Leclerc et al. 2014).

Quanto a aplicacéo da proted6mica na descoberta de farmacos, esta se relaciona
com processo de deconvolugdo do alvo, ou seja, na identificacdo e caracterizacéo
de proteinas ligantes a um farmaco de interesse. Este € um passo crucial no
desenvolvimento de compostos bioativos que permite a definicdo da seletividade do
composto e na deteccao precoce de potenciais efeitos colaterais (Schirle et al. 2012).
A deconvolucéo do alvo pode ser realizada através de ensaios bioquimicos in vitro
medindo a capacidade do farmaco de interagir com ligantes candidatos e, quando
enzimas, a capacidade de interferirem na sua atividade.

Uma abordagem metodolégica atualmente empregada para este fim €& a
quimioprote6mica, que representa um novo conceito de pesquisa, focada no estudo
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de mecanismos moleculares de acéo de compostos bioativos, identificacdo de alvos
moleculares, caracterizacédo de alteragdes no proteoma induzidas por farmacos e
prospeccéo de farmacos baseados em alvos ja elucidados. Dentro do universo da
guimioprotedmica, uma gama de tecnologias é utilizada com o propésito de identificar
alvos moleculares subjacentes a efeitos fenotipicos induzidos por moléculas organicas
em sistemas complexos. Um dos aspectos que é comum a todas as tecnologias
da quimioprotedmica é que em determinado momento a afinidade entre a composto
bioativo e a sua proteina putativa alvo € explorada, assumindo que a interagao € um
pré-requisito para efeitos funcionais (Nguyen et al. 2017).

Das estratégias experimentais da quimioproteémica, resultou o desenvolvimento
de inibidores de proteinas cinases terapéuticas, principalmente como drogas
anticancer (Colzani et al. 2014). A HSP70 foi revelada como um alvo para o oridonin,
um diterpendo anticancer, em células Jurkat (Dal Piaz et al. 2013). Novos alvos de
drogas e marcadores moleculares de vias de tumores de cabeca e pescoco foram
identificados, abrindo uma abordagem mais racional para diagnostico de cancer e
terapia individualizado (Wu et al. 2011). Os modos de acédo baseado em pesquisa
de alvos moleculares de argentilactona e Tiossemicarbazida canfeno no fungo
Paracoccidioides brasiliensis foram propostos (Silva et al. 2018; Borba et al. 2018).
Além das aplicacdes in vitro descritas acima, muitas estratégias quimioprotedmicas
podem potencialmente ser adaptadas para a identificacao e avaliacédo do perfil de
atividade de alvos em células vivas e em modelos animais (Edgington et al. 2009).

31 METODOS QUIMIOPROTEOMICOS DIRECIONADOS AO ESTUDO DE ALVOS
PARA FARMACOS

3.1 Analise Proteomica Global

E conhecido que para cada tipo celular e condicdo ambiental, o nivel de
expressao, modificacéo e interacdes das proteinas sao diferencialmente detectadas.
Em protedmica quantitativa, varias metodologias para envolvidas na anélise global do
proteoma sao disponiveis, tal como eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
(2D PAGE), uma metodologia analitica capaz de separar grande quantidade de
proteinas em uma unica corrida analitica. Neste caso, o gel, ja com a amostra
aplicada, € submetido a um campo elétrico para separacao bidimensional. Na primeira
dimensao, a separacdo ocorre de acordo com os pontos isoelétricos das proteinas
(focalizacao isoelétrica). Ja na segunda dimenséao, a separagao se da de acordo com
suas massas moleculares (Gorg et al. 2004). A identificacdo das proteinas presentes
nos géis 2D é realizada excisando-se 0s spots de proteina, digerindo a proteina com
tripsina, extraindo os peptideos e identificando estes fragmentos por espectrometria
de massas (Godovac-Zimmermann & Brown 2001). Quando combinada com técnicas
de marcacéo fluorescentes, tal como DIGE, os géis 2D permitem analise de alto
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rendimento da expressao da proteina e padrées de modificagdes.

A técnica 2-D PAGE é conceitualmente simples, porém, com varias limitacdes,
como a impossibilidade de se analisar todas as proteinas de uma amostra bioldégica em
um unico gel devido a grande variacao de abundéancia das proteinas, a necessidade
de se encontrar uma estratégia de solubilizacéo e separacao que atenda a todas as
proteinas de uma amostra. Proteinas hidrofobicas requerem solubilizagdo com o uso
de surfactantes e requerem multiplos passos de extracéo. Proteinas basicas podem
requerer técnicas de enriquecimento. Proteinas muito grandes (maiores que 200 kDa)
podem ndo migrar eficientemente no gel, e proteinas muito pequenas (menores que
10 kDa) se sobrepdem (devido a sua alta mobilidade no gel) na segunda dimenséao, o
gue resulta em perda de resolucéao (Miklos & Maleska 2001).

Em contraposicdo a analise do perfil proteico por gel 2D, a espectrometria de
massas surge como ferramenta imperativa, permitindo o processamento de uma
variedade de amostras em uma unica andlise. Nesta metodologia, a identificacéo de
proteinas se faz ap6s uma digestéo proteolitica das proteinas que resulta em uma
colecao de peptideos, os quais sdo posteriormente ionizados. Apds a ionizacéo, os
analisadores de massas separam os ions produzidos em funcéo da relacdo massa/
carga (m/z), detectando-os qualitativa e quantitativamente por sua respectiva taxa m/z
e abundancia. Estes dados sao confrontados com informacgdes disponiveis em bancos
de dados resultando na identificacdo das proteinas (Pennington & Dunn 2001).

A aplicacdo desta metodologia foi utilizada para avaliar o perfil proteico de
Paracoccidioides brasiliensis na presenca de argentilactona e tiossemicarbazida
canfeno (Silva et al. 2018; Prado et al. 2015) e de Aspergillus fumigatus na apos
tratamento com voriconazol (Amarsaikhan et al. 2016).

3.2 Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade tem sido reconhecida como uma técnica util para
elucidar ligantes proteicos de moléculas bioativas. Nesta metodologia, uma molécula
€ imobilizada através de um grupo funcional sobre um suporte sélido, seguido pela
adicao do extrato proteico. ApOs varios passos de lavagem, proteinas retidas na
coluna devido a afinidade a molécula sao eluidas por desnaturacao ou competicao
com ligante livre. As proteinas eluidas em seguida, sao separadas por eletroforese em
gel e identificadas por espectrometria de massa (Hage et al. 2017).

Uma desvantagem desta abordagem é a ocorréncia de ligagbes inespecificas.
Embora uma lavagem mais rigorosa possa ser utilizada para reduzir os niveis das
proteinas contaminantes, ha o risco de perder parceiros fracos de ligacao. Assim, as
interacdes nao-especificas entre um composto e proteinas de ligacdo muitas vezes
levam a dificuldade de determinar a especificidade do ligante primario. Uma proposta
para diferenciar parceiros de ligacédo especifico do inespecifico € a adogdo de um
analogo estrutural inativo da droga que seria gerado como um controle negativo
para a avaliagdo ndo-biolégica das interagdes relevantes. Ao comparar as proteinas

Conceitos Basicos da Genética Capitulo 20




eluidas, tanto da molécula ativa como do analogo inativo, alvos relevantes podem ser
identificados (Katayama & Oda 2007).

Outra estratégia alternativa para distincéo de ligagdo nao especifica foi descrita
por Yamamoto et al. 2006, em que o extrato de proteina é aplicado a resina com
o ligante imobilizado, que é subsequentemente removido. Uma nova resina é, em
seguida, incubada com o mesmo lisado de proteinas. Ambas as resinas devem
capturar a mesma quantidade de proteinas alvo especificas. A necessidade de um
analogo inativo como um controle negativo &, por isso, diminuida.

Conceitualmente estratégias distintas, baseadas na cromatografia de afinidade,
podem ser desenvolvidas, como por exemplo, a abordagem utilizada por Yla-Herttuala
2003, que nao imobiliza o composto bioativo diretamente sobre a resina, mas utiliza
colunas de avidina e compostos ligados a biotina. Esta estratégia fundamenta-se na
forte interacé@o entre a biotina e a avidina, resultando na imobilizagdo ndo-reversivel
do composto bioativo e a resina. A vantagem de farmacos marcados com biotina para
purificacdo por afinidade é a possibilidade do uso da mesma resina de avidina para
diferentes moléculas. No entanto, algumas considera¢des devem ser levantadas antes
da utilizacdo deste método, como por exemplo, se a marcagdao com biotina altera as
caracteristicas de ligacao ou atividade biol6gica do principio ativo (Lesch et al. 2010).

Uma promissora abordagem, é a captura de um subproteoma usando resina de
afinidade e eluicéo seletiva para proteina alvo. Uma reviséo sobre quimioprote6mica
destacou a vantagens da captura de proteinas pertencentes a classe terapeuticamente
relevantes, como quinases, lipases, helicases, desidrogenases, fosforilases, sintetases
e transferases (Hall, 2006). Seguindo esta estratégia, Graves et al. 2002 utilizou uma
matriz de afinidade de ATP-imobilizado para capturar proteinas de ligagao de purinas,
gue sao muitas vezes alvos de farmacos. Bantscheff et al. 2007 imobilizaram varios
inibidores da quinase, resultando na captura de um subproteoma de 200 quinases.

3.3 Perfil de Proteinas Baseado na Atividade

Embora os métodos de genbmica e protedmica convencionais, que
comparativamente quantificam os niveis de expressdo dos transcritos e proteinas,
tém sido muito uteis, estas plataformas sdo, no entanto, limitadas na sua capacidade
de identificar alteracdes da atividade da proteina que séo causadas por mecanismos
pds-traducionais. Assim, considerando que é a atividade de uma enzima determina
0 seu papel na fisiologia celular e patologia, tecnologias prote6micas que medem
diretamente este parédmetro sdo imprescindiveis.

Neste contexto, a técnica de perfil de proteinas baseado na atividade, utiliza
sondas quimicas reativas projetadas para se ligarem ao sitio ativo de seus alvos
enzimaticos (Li et al., 2007, Nguyen et al., 2017). A estrutura geral das sondas é dividida
em trés porcdes funcionalmente distintas: um componente reativo que interage com
o sitio catalitico da proteina alvo, uma regiao de ligacdo que modula a reatividade e
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especificidade do componente reativo, dirigindo-o para diferentes locais ativos das
enzimas e uma tag, utilizada para posterior identificacdo e purificacdo de enzimas
modificadas (Jeffery, 2004). Grupos radioativos, fluor6foros ou mesmo os marcadores
de afinidade, tais como biotina, podem ser utilizados como repérteres para marcagao
das sondas.

Devido as sondas se ligarem aos sitios ativos de seus alvos enzimaticos, elas
podem formar a base para o rastreio de inibidores competitivos de enzimas, como
hidrolases, proteases (Kidd et al., 2001; Patricelli et al., 2001) e quinases (Yee et al.,
2009). Além de monitorar a atividade enzimatica especifica, as estratégias de perfil de
proteinas baseado em atividade também foram usadas para identificar alvos protéicos
de produtos naturais (Krysiak & Breinbauer, 2012).

Avancos nesta abordagem metodologica estdo sendo desenvolvidas, como
por exemplo, a combinacao da técnica de perfil de proteinas baseado em atividade
com espectrometria de massa, o que permite a identificacdo de uma variedade de
enzimas ativas a partir de uma Unica amostra (Speers & Cravatt 2009). Além disso,
visto que in vitro, as analises protedmicas podem, em certos casos, nao correlacionar
precisamente com a atividade de enzimas in vivo, uma versdo de ABPP sem tag foi
desenvolvida para analisar atividades enzimaticas em células e animais vivos. Esta
inovacao permite a analise funcional das enzimas nas suas configuragées nativas,
facilitando, assim, a descoberta de proteinas que sdo seletivamente ativos in vivo
(Speers et al. 2003; 2004).

3.4 Perfil de Proteinas Baseado na Estabilidade

O perfil de proteinas baseado na estabilidade € uma metodologia livre de
marcacao que explora a capacidade do alvo (proteinas), em resposta a afinidade ao
ligante (molécula bioativa), mostrar estabilidade frente a protedlise. Essa estabilidade
pode ser detectada analisando, por SDS- PAGE e espectrometria de massas, o padréo
proteolitico entre amostras controle (sem interagdo com o composto) e amostras
complexadas com o composto. Devido esta metodologia ndao requerer modificagéo
prévia dos compostos, essa técnica tem possibilitado a elucidacao de alvos moleculares
de produtos naturais como resveratrol (Lomenick et al., 2011).

O perfil de estabilidade das proteinas também pode ser identificado a partir das
taxas de oxidacdo. Semelhante ao perfil de estabilidade frente a protedlise, o perfil
de estabilidade por taxa de oxidacado baseia-se na estabilidade que uma molécula
bioativa confere a uma proteina. A diferenca é que no perfil de estabilidade a partir das
taxas de oxidacdo, se mede as alteracbes induzidas pela molécula bioativa na taxa
de oxidacdo da metionina de proteinas alvo. Essa metodologia foi o método escolhido
para definir o alvo de Manassantin A, um produto natural que mostrou ter atividade
anticancerigena (Geer Wallace et al., 2016). Um dos fatores limitantes da técnica &
gue apenas as proteinas mais abundantes em cada amostra podem ser identificadas
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e quantificadas com precisao.

3.5 Microarranjo de Proteinas

O microarranjo de proteina, também denominado chip de proteina, foi criado
para a imobilizacdo de diferentes proteinas numa superficie sélida possuindo uma
variedade de aplicacgOes, incluindo a identificacédo de interacbes proteina-proteina,
as interacdes proteina-fosfolipideo, proteina-moléculas. Na perspectiva de avaliar
interac6es molécula bioativa e proteina, esta técnica tem se destacado e consiste
na imobilizacdo de moléculas de proteinas recombinantes ou anticorpos sobre a
superficie de vidro ou silicio. Compostos de interesse, marcados para a detecgao, sao
adicionados a fim de monitorar a ligagcao das proteinas do chip (Yang et al. 2011),

A vantagem desta técnica é que varias proteinas podem ser imobilizadas sobre a
superficie, de tal modo que a afinidade das moléculas de interesse pode ser avaliada
para uma multiplicidade de parceiros proteicos simultaneamente. Huang et al. 2004
usaram microarranjo de proteinas de levedura para estudar interacées proteina-droga.
Eles utilizaram uma matriz com uma molécula biotinizada, inibidora da rapamicina,
para encontrar alvos de proteinas que podem estdo envolvidos na via de resposta
alvo-rapamicina (TOR). Ptacek et al. 2005 estudaram a fosforilacdo de proteinas em
leveduras com o uso de chips proteinas.

Por outro lado, moléculas bioativas imobilizadas podem ser utilizadas para ligar
a proteinas especificas de interesse. A imobilizagcdo destas moléculas representa
um grande desafio, neste caso, uma vez que ndo existe uma estratégia geral para
imobilizar estruturas quimicas a superficie do chip de proteinas. No entanto, uma vez
gerada, matrizes quimicas permitem rastreio de grandes bibliotecas de compostos
imobilizados para ligagdo a uma proteina especifica de interesse (Ma & Horiuchi 2006).

4 1 QUIMIOPROTEOMICA NA TRIAGEM DE BIBLIOTECAS DE COMPOSTOS

Com o0 aumento tanto do numero de compostos disponiveis, bem como a
elucidacao de alvos moleculares, uma mudanca no processo de pesquisa por novos
farmacos tem emergido. Neste contexto, as técnicas de triagem biol6gica automatizada
em alta escala (HTS - high throughput screening) e de triagem virtual (VS - virtual
screening) sao vistas como elementos-chave para o preenchimento do pipeline de
descoberta de drogas na industria com novos compostos quimicos e novos modos de
acao (Mayr & Fuerst 2008).

A triagem biol6gica automatizada em alta escala propicia a avaliacéo biolégica in
vitro de varios compostos contra uma proteina alvo ou sistema celular definido.
Os processos de triagem em alta escala evoluiram consideravelmente nas ultimas
décadas, gracas aos progressos da tecnologia da robotizacdo e de equipamentos
automatizados que tornaram possivel a realizacao de ensaios miniaturizados de forma
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rapida, eficiente e confiavel. Estes ensaios tém sido aplicados na identificacédo de
molécula inibidoras contra atividade de protease NS3/4A do virus da hepatite C (Lee
et al. 2013) e de fosfatases de Mycobacterium tuberculosis (Arora et al. 2014).

Por outro lado, a pesquisa por novos compostos baseado em métodos in vitro, é
um processo oneroso, que demanda tempo e com grande taxa de insucesso. Assim,
a identificacdo de compostos empregando estratégias computacionais tem sido
constantemente empregada. Ao filtrar grandes bibliotecas de compostos em conjuntos
menores passiveis de serem testados experimentalmente e orientar a otimizagao dos
compostos, seja para aumentar a afinidade ou otimizar o metabolismo dos farmacos,
as metodologias in silico tem um papel importante no processo de pesquisa e
desenvolvimento de farmacos.

A triagem virtual € um método in silico, com o objetivo de identificar moléculas
com potencial de interacdo com proteinas alvos ou predicéo de estruturas passiveis
de terem atividade bioldgica, minimizando o risco de posterior rejeicdo (Villoutreix,
2016). Duas estratégias de triagem virtual sdo conhecidas: (i) triagem virtual baseada
na estrutura do ligante, onde moléculas podem ser avaliadas quanto a similaridade
de ligantes com atividade biolégica ja conhecida, e (ii) triagem virtual baseada na
estrutura do receptor, onde moléculas sédo triadas levando em consideracdo seu
potencial de ligacao a sitios de ligacao de proteinas validadas como alvos (Lavecchia
& Di Giovanni, 2013; Katsila et al., 2016).

Os métodos de triagem virtual baseados na estrutura do ligante se fundamentam
em estudos de similaridade ou na construcao de relacao estrutura-atividade preditiva
e quantitativa (Kalyaanamoorthy & Chen, 2011). As buscas por similaridade quimica
envolvem a geracdo de impressdes digitais moleculares para todas as moléculas
disponiveis em bancos de dados, progredindo posteriormente para a compara¢ao com
um ligante de referéncia, o que permite a classificacdo dos compostos em relagcéo a
sua similaridade quimica (Geppert et al., 2010).

Dentre as diferentes metodologias de triagem virtual baseada no ligante, destaca-
sei) atriagem baseada em formas, a qual baseia-se no conceito de que compostos que
compartilham similaridade na forma e volume molecular também poderiam compatrtilhar
similaridade quanto a atividade biol6gica. Asemelhanca da forma é determinada através
de métodos de alinhamento, que constroem uma sobreposicao tridimensional de duas
formas ou através de métodos vetoriais, que reduzem as formas de um composto a um
vetor com caracteristicas de menor dimensao que sdo comparados numericamente.
Além do volume estérico, as caracteristicas eletrostaticas ou farmacopéicas da
forma sédo consideradas para avaliacao da similaridade (Koes & Camacho, 2014), ii)
Docagem molecular, metodologia que possibilita a selecdo de moléculas bioativas
apresentando um conjunto favoravel de interacdes intermoleculares, com base em um
determinado mecanismo e modo de ligacdo. Um requerimento para essa abordagem
€ 0 conhecimento prévio da estrutura tridimensional da proteina, que pode ser
representada experimentalmente, ou representada por um modelo construido a partir
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de proteinas homologas com alta identidade (Lavecchia & Di Giovanni 2013).

Utilizando a triagem virtual, varios compostos foram propostos para inibir o
crescimento de P. brasiliensis, tendo como alvo proteinas como malato sintase (Costa
et al. 2015) e tioredoxina redutase (Abadio et al., 2015). Além disso, diferentes métodos,
baseado em triagem virtual foram empregados para selecionar produtos naturais com
potencial atividade anticancerigena (Cavalcante et al. 2018).

51 CONCLUSAO

A quimioprotedmica, area multidisciplinar, tornou-se indispensavel na pesquisa
e desenvolvimento de novos farmacos. Embora as tecnologias disponiveis divirjam
nas coberturas e limitagdes, elas podem ser usadas em um contexto mais amplo,
integradas entre si, resultando em abordagens mais eficazes para a obtencé&o do
perfil dos alvos de novas drogas que tornam, assim, os futuros medicamentos mais
eficientes, confiaveis e menos téxicos.
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