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APRESENTACAO

Este € o segundo volume do e-book “Estado da Arte da Pesquisa em Recursos
Genéticos”, uma proposta atualizada e contextualizada em assuntos direcionado aos
académicos e docentes que se interessam por esta subarea da biologia denominada
genética.

A genética e suas aplicagcdes ao longo dos tem influenciado pesquisas e aplicacdes
promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saude, melhoramento
agricola, pesquisa animal, economia, desenvolvimento e biotecnologia. Deste modo,
compreender essa ciéncia, em suas diferentes interfaces, € um dos objetivos principais do
conteudo deste livro

Sabemos que a genética aliada a revolugdo tecnoldgica tem contribuido de forma
extremamente significativa com o0 avan¢o no campo das pesquisas basicas e aplicadas. Da
mesma forma as descobertas propiciadas pelos estudos e artigos de diversos pesquisadores
possibilitaram um entendimento mais amplo desta importante area.

Como sabemos a genética possui um campo vasto de aplicabilidades que podem
colaborar e cooperar grandemente com os avancos cientificos e entender um pouco mais
da pesquisa e recursos genéticos e suas promissoras possibilidades, € o enfoque desta
obra.

Assim abordamos aqui assuntos relativos aos avangos e dados cientificos aplicados
aos recursos genéticos, oferecendo um breve panorama daquilo que tem sido feito no
pais. O leitor podera se aprofundar em temas direcionados a variabilidade, anélise de
agrupamento, painéis genéticos, analise multivariada, ecotipos, morfometria componentes
principais, conservacao, diversidade genética, dentre outros.

Nosso objetivo com este segundo volume é que mais uma vez o conteludo deste
material possa agregar de maneira significativa aos conhecimentos do leitor somados aos
novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando cada vez mais a pesquisa
nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada
aresultados 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.

Desejo a todos uma 6tima leitura!
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RESUMO: As doencas cardiovasculares,
como a aterosclerose, sado causadas
por inflamagcdo crbnica grave devido a
deposicao de 4cidos graxos, principalmente,
em artérias de grande calibre. A alteracdo
da homeostase vascular esta intimamente
relacionada ao inicio da doenca. Além disso,
a patogénese da aterosclerose responde a
acao da imunidade dos pacientes devido
aos processos de inflamacéo. O diagnostico
da aterosclerose baseia-se em métodos
frequentemente invasivos. Assim, novas
abordagens de diagnostico e novas terapias
poderiam melhorar a qualidade de vida dos
pacientes e a taxa de sobrevivéncia dos
individuos afetados por esta importante
doenca cardiovascular. Um grande numero
de alvos genéticos foi descrito como
relacionado a aterosclerose nas Ultimas
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décadas. Especialmente, TP53 e eNOS,
foram testados como biomarcadores para
varias doencas humanas, por exemplo,
cancer e aterosclerose. O primeiro codifica
uma proteina chamada p53, que possui
atividade supressora de tumor através do
controle de processos relacionados ao
reparo do DNA, ciclo celular e apoptose. E
o gene eNOS regula a sintese e a atividade
do éxido nitrico, desempenhando um papel
central em uma gama de fungdes biolégicas
intracelulares, principalmente vasodilatacéo,
defesa contra lesbes celulares vasculares,
ciclo celular, vias metabdlicas e atividade
imune contra espécies reativas. No presente
estudo, apresentamos uma abordagem
de bioinformatica que estabelece os
modelos mais provaveis de interacdes
proteina-proteina entre os dois marcadores
biol6gicos citados acima, a fim de propor
peptideos a serem aplicados como métodos
de diagnoéstico e/ou terapéuticos.
PALAVRAS-CHAVE: eNOS;
aterosclerose; peptideos

pS3;

ABSTRACT: Cardiovascular diseases, such
as atherosclerosis, is caused by a severe
chronic inflammation through the deposition
of fatty acid compounds in arteries of large
caliber. Alteration of vascular homeostasis
is intimately related with the onset of the
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disease. In addition, the pathogenesis of atherosclerosis respond to the action of patients’
immunity due to inflammation processes. The diagnosis of atherosclerosis relies on methods
that are frequently invasive. Thus, new diagnostic and new therapeutic approaches could
deeply enhance patients’ quality of live and the rate of survivability of individuals affected by
this important cardiovascular disease. A large number of gene targets have been described
to be related to atherosclerosis over the last decades. Specially, TP53 and eNOS, have been
tested as biomarkers for several diseases, for example, cancer and atherosclerosis. The
former codes for a protein named p53, which has tumor suppressor activity through the control
of processes related to DNA repair, cell cycle and apoptosis. The latter gene regulates the
nitric oxide synthesis and activity, playing a pivotal role in a gamma of intracellular biological
functions, mainly, vasodilation, defense against vascular cell injuries, cell cycle, metabolic
pathways and immune activity against reactive species. In the present study, we present a
Bioinformatic approach that establishes the most likely models of protein-protein interactions
between the two biological markers cited above, in order to propose peptides to be applied
as a diagnostic and/or therapeutic methods.

KEYWORDS: eNOS; p53; atherosclerosis; peptides

INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica que se desenvolve pelo acumulo de
acidos graxos na camada mais interna (tunica intima) de artérias de pequeno, médio e grande
calibre. A placa de ateroma, juntamente com fatores plaquetarios, estimulam a proliferacéo
de células musculares nessas regides do sistema cardiovascular. Assim, células musculares,
leucocitos e lipidios se aglomeram no local, levando a um estreitamento do [umen arterial. As
inflamacgdes causadas por esse depoésito pode levar a formacgéao de fibrose e calcificacdo da
placa de ateroma. Seu crescimento causa obstrucao das artérias e a consequente isquemia
local [1]. O principal mecanismo etiopatogénico das doencas cardiovasculares € esse
processo de aterogénese [2]. As células do sistema imunolégico também desempenham
um papel importante na patogénese da aterosclerose durante o processo inflamatério que
ocorre no endotélio [3].

A aterosclerose geralmente comeca na infancia e progride silenciosamente durante
para afase pré-clinica. A partir de entdo, pode se manifestar clinicamente durante a meia idade
de um individuo. [4]. A aterosclerose e suas manifestacées clinicas, como infarto do miocardio
e acidente vascular cerebral isquémico, sao as principais causas de morbimortalidade n o
mundo [5]a trend largely attributable to an epidemiological transition in many countries from
causes affecting children, to non-communicable diseases (NCDs. Varios fatores podem estar
associados a um maior risco de ocorréncia dos eventos cardiovasculares [6]. O fator de
risco mais estudado é a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Lipoproteinas, como LDL-
colesterol, contendo apolipoproteina B, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e
seus remanescentes, lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina A podem
influenciar diretamente o desenvolvimento da doenca [7].

O diagnéstico da aterosclerose é realizado por métodos ndo invasivos, como eco
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Doppler, e invasivos, como angiotomografia e cateterismo. Aescolha datécnica de diagnostico
esta relacionada a artéria-alvo. Embora a patologia tenha antecedentes genéticos, ndo existe
uma técnica genotipica eficiente o suficiente para um método de diagnostico ndo invasivo e
altamente confiavel. Isso se deve ao complexo trago genético que caracteriza a aterosclerose
e a diversidade de genes e polimorfismos relacionados a doenca [8—10]. Varias pesquisas
tém buscado desenvolver testes genéticos e moleculares para avaliar individuos com alto
risco de desenvolver aterosclerose e outras doencas de cunho complexo [11-13]

TP53 (proteina tumoral 53) e eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial) e as proteinas
codificadas por esses genes sao bons alvos como biomarcadores moleculares. A proteina
p53 é conhecida como guardia do genoma, devido ao papel que exerce frente a estabilidade
gendmica [14]typically acting through cell-cycle arrest, senescence, and apoptosis. We
discovered a function of p53 in preventing conflicts between transcription and replication,
independent of its canonical roles. p53 deficiency sensitizes cells to Topoisomerase (Topo.
Além disso, a p53 € uma proteina supressora de tumor que controla o reparo do DNA
[15], o ciclo celular [16] ou processos apoptéticos [17]. As fungdes exercidas pela p53 sao
bem conhecidas e outras fungdes estdo sendo investigadas, como a sua influéncia na
homeostase no sistema cardiovascular. O aumento da expressao génica e proteica da p53
aumenta as taxas de mortalidade em pacientes que sofreram infarto do miocardio, diminui a
funcdo cardiaca, angiogénese e distribuicdo de oxigénio [18-20]. O oxido nitrico (NO) &€ um
composto sinalizador de estresse e o aumento do nivel de NO pode causar danos ao DNA,
o que ativa a p53 e reflete na homeostase geral e vascular, e na suscetibilidade a doencgas
[21,22.

A disfuncao endotelial apresentada por pacientes ateroscleréticos responde a varios
fatores de risco relacionados a doencgas cardiovasculares. Niveis elevados de colesterol
[23]and its complications and statins represent the most potent and widely used therapeutic
approach to prevent and control these disorders\nRECENT ADVANCES: A number of
clinical and experimental studies concur to identify endothelial dysfunction as a primary
step in the development of atherosclerosis, as well as a risk factor for subsequent clinical
events. Oxidant stress resulting from chronic elevation of plasma LDL-cholesterol (LDL-chol,
hipertenséo [24], diabetes [25], tabagismo [26] e outros fatores ambientais [27,28] levam aum
estado pro-inflamatério grave e um endotelial pro-trombdético. Além disso, os polimorfismos
genéticos influenciam a disfuncéo endotelial porque varios genes e as proteinas que eles
codificam exercem funcdes cruciais na regulacao da estabilidade endotelial vascular [29—-31].
O gene eNOS regula os niveis de éxido nitrico, que € vital para varias funcdes bioldgicas
intracelulares, como vasodilatacao[32],homeostase vascular[33], protecdo das artérias
contra les6es[34], ciclo celular[35], vias de sinalizagéo[36]e resposta imune[37].The eNOS
gene has been investigated as a possible biomarker for non-invasive diagnostic and more
efficient treatment of cardiovascular diseases [31,38—40].0 gene eNOS foi investigado
como um possivel biomarcador para diagndstico ndo invasivo e tratamento mais eficiente
de doencas cardiovasculares[31,38-40].

No presente estudo, apresentamos uma abordagem de bioinformatica que
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estabelece os modelos mais provaveis de interagdes proteina-proteina entre os dois
marcadores biologicos citados acima, a fim de propor peptideos a serem aplicados como
métodos de diagndstico e/ou terapéuticos.

Materiais and Métodos

As estruturas tridimensionais das proteinas eNOS e p53 foram modeladas pelo
servidor |-TASSER (lterative Threading Assembly Refinement)[41]. A modelagem se
baseia em modelos homélogsde estruturas de proteinas experimentalmente identificase
disponiveis no PDB (banco de dados de proteinas). A estrutura prevista € montada por
reconhecimento de dobras através de simula¢cdes Monte Carlo.A predicdo da estrutura
secundariafoi estabelecidapelo PSSpred (Previsdo de Estrutura Secundaria de Proteinas)
e a identificacdo de motivospelo LOMETS (Local Meta-Threading-Server) [42].Em
seguida, osfragmentoshomoélogos foramclassificados através de simulagcdes Monte Carlo
[43];0agrupamento de estruturas foi realizado de acordo com a confirmagdo e energia
através do servidorSPEAKERI[44]para identificar estruturas proximas nativas; na ultima
etapa da modelagem proteinca, o refinamento da estrutura da dinédmica molecular e a
previsdo da funcao bioldgica foi realizada pelo servidor COACHI[45].

Os dominios das proteinas eNOS e p53 foram identificados porKBDOCK [46]and
InterPro [47]. As predicdes de proteina-proteina foram realizadas pelo ClusPro [48], através
do agrupamentoe minimizagdo dos modelos preditos. A interagcdo proteina-proteina
(IPP) e a interface de interacao entre as proteinas-alvo s&o construidascom base em trés
coeficientes diferentes considerados individualmente (interagdoeletrostatica, hidrofobicae
Van der Waals) ou em conjunto (equilibriodas interacdes). AsIPPspreditas foramclassificadas
de acordo com as pontuacdes de energia.

O programade Vvisualizacdode estruturas proteicasPyMol (https:/pymol.org) foi
utilizado para analisar os resultados dasPPIs, a interface de interacao entre eNOS e p53,
hotspots preditos, residuos polimdrficos e peptideoscapazes de modular a interagao entre
essas proteinas. Os residuos de aminoacidos que contribuemmaissignificativamente para
a energia livre de ligacdo e estabilidade do PPl na interface de interacdo foram
reconhecidos pelo servidor KFC2 [49]. A base para a identificacdo desses residuos
de aminoacidos € a analise estrutural e quimica do micro-ambiente ao redor dos residuos.
Além disso, os hotspots determinados experimentalmente pela mutagénese da varredura
de alanina sdo levados em consideracdo. Os residuos polimoérficos clinicamente
importantes para as proteinas eNOS e p53 foram identificados através do dbSNP (banco de
dados de polimorfismo de nucleotideo Unico; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Resultados and Discussao

A proteina eNOS regula a disponibilidade de NO, um composto lipofilico que
participa de varios mecanismos biologicos[50]. O NO produzido pela atividade da eNOS
modula, além de outras fungbes, o grau de constricdo experimentado por um
vaso sanguineo [51], progressao do ciclo celular, senescéncia ou apoptose [52], atividade
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das células do sistema imunoldgico[53,54]e agregacdo plaquetaria[55]. Além disso, a
disponibilidade de NO influencia o céancer[56], a estabilidade gendmica [57]e as doencas
cardiovasculares[31,39].Aproteina p53é uma supressora de tumor classica,relacionada
ao cancer[58]e varias outras doencas relacionadas a instabilidade gendmica, como
endometriose[59], aterosclerose [60]e infertilidade [61].

Abordagens experimentais, juntamente com ferramentasde bioinformatica,
contribuiram para aumentar oconhecimento sobre doencas, desenvolvimento de novos
diagnosticos e estratégias terapéuticas [62,63]. A previséo in silico de hotspots na interface
de complexos proteina-proteina impulsiona o desenhode pequenos peptideos que podem
modular as IPPs, sendo uma técnica promissora paraa elucidacéo de novasabordagens para
o tratamento de doencgas[63—65].A base para essas abordagens é o fato de que certos
residuos de aminoacidos sdo geralmente conservados entre proteinas homélogas ou
proteinas com funcdes semelhantes. A variacdo nesses residuos conservados altera
o estado conformacional de um complexo de proteinas e multiproteinas, aumentando
a suscetibilidade de doencas a doencgas através da reducao, perda ou ganho de fungao [66].
Foi investigado o papel da p53 na aterosclerose e outras doencas cardiovasculares. NO
foi implicado nas funcdes exercidas pela p53 [21]. Como o eNOS é responsavel pela
sintese e disponibilidade de NO, propomos um modode interacdo entre p53 e eNOS de
acordo com os parametros de energia. Nossa abordagem levou ao desenho de peptideos
que poderiam modular a interacéo entre as proteinas alvo e sua funcéo na aterosclerose.
Até onde sabemos, nenhum estudo teve como objetivo propor tal abordagem relacionada
ao eNOS e p53.

A Figura 1 mostra o melhor modo energético de interacdo entre eNOS e p53 e a
interface de interacdo entre as proteinas estudadas. Os modos de interacdo sao baseados
em coeficientes de energia, incluindo eletrostatica, hidrofébica e Van der Waals. Varios
estudos mostram como as forgcas eletrostaticas contribuem para as IPPs[67,68], incluindo
aqueles relacionados ao desenvolvimento de doencas[69].0s residuos de hotspot que
mais contribuem para a interagcdo e estabilizacdo do complexo em relacdo aforcas
eletrostaticasestdo descritos na tabela 1. E importante ressaltar que dentre essas
interacdes eletrostaticas, oefeito hidrofébico nas IPPs &€ uma das principais causas de
aglomeracao de hotspots na interface de interagdo entre proteinas ou proteinas e ligantes
[70].
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Figura 1-Modelo da interacao eNOS e p53 de acordo com coeficientes de forcas
eletrostaticas. Modelo de interagéo entre eNOS e p53 considerando os trés coeficientes de
energia utilizados no presente estudo(interacdo eletrostatica, hidrofébica e Van der Waals. A cor
amarela representa a interface de interagéo entre eNOS e p53.

A clusterizacao conduz a predicao de hotspotse o desenhode peptideos moduladores
em varias abordagens, como as apresentadas aqui. De fato, os hotspots na interface de
interacao entre eNOS e p53 estao proximos um do outro (Tabela 1), formando aglomerados
e contribuindo para a estabilidade do complexo.

_ Pontuacio de Pontuacao
Cadeia Hotspot .

Conformacao Bioguimica

A Arg70 .36 0.04

B Trp244 1,38 029

B Glnd 76 0,52 0,06

B AspdT8 1.37 0.01

B Trp480 1,28 029

a His178 1.21 0,04

a Met243 1,14 022

a Arg280 047 0.07

Tabela 1 -Residuos de hotspots que contribuem significativamente para a energia livre de ligagao
através de coeficientes de energia eletrostaticos

O residuo Arg70 (Figura 2A), presente na estrutura eNOS, interage com dois
residuos da cadeia polipeptidica p53, enquanto Arg280 (Figura 2F) interage com outros
dois residuos. A cadeia lateraldaArg € anfipatica e o aminoacido geralmente é
encontrado na superficie deproteinas, com sua parte hidrofilica interagindo com outros
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residuos polares das proteinas parceiras ou interagindo com o ambiente ao seu redor.[71].
Os residuos GIn476 (Figura 2B), Asp478 (Figura 2C) e Trp480 (Figura 2D) estéo
presentes na estrutura p53 e contribuem significativamente para a estabilidade do
complexo, ligando-se a residuos da cadeia eNOS na interface de interacéo. O residuo,
His178 pertence a um aglomerado de hotspots na estrutura eNOS e contribui
significativamente para a energia livre das proteinas de ligacdo, o que é altamente
importante para a fungéo biolégica do complexo[72,73].Com base nos hotspots preditose
na interface de interacdo entre o complexo formado pelas proteinaseNOS e p53 de
acordo com coeficientes de energia especificos, foram racionalmente projetadospeptideos
moduladores para omodelode interacdo(Figura 3).Até onde sabemos, nenhum estudo
visou 0 desenho de pequenas moléculas para a interacao de tais proteinas, embora varios
outros estudos tenham tentado encontrar peptideos projetados eficientes que pudessem
modular as atividades da eNOS e p53 individualmente ou ao interagir com outras
proteinas-alvo[74,75].

Interface \)\ Arg2an
£ ol &
3 ==
: //- -

m/ Ta)

Figura2-Previsao de hotspotspara o modelo de coeficientes eletrostaticos da interagcao entre

eNOS e p53. Todas as figuras aqui apresentadas mostram interages polares para os residuos de

aminoécidos classificados como hotspots (Tabela 1). A -Arg70; B -Glu476; C -Asp478; D -Trp480; E
-His178; F -Arg280. Azul: eNOS; vermelho: p53; amarelo: residuos de hotspots.

A
%

= His178

A Figura 3A mostra a superficie da proteina eNOS, os residuos de hotspots na
interface de interacdo e uma estrutura secundaria da representacdo do mondémero p53, a
fim de destacar como eles interagem de acordo com os coeficientes de energia em
equilibrio. A Figura 3B mostra o peptideo projetado (a sequéncia dos peptideos néo
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€ mostradapor motivos de patente) ancorado na superficie da eNOS. Em relagéo as forcas
favorecidas eletrostaticas, aglomerados de residuos de hotspotsna superficie da p53
formam /oops que se encaixam nas fendas presentes na superficie da eNOS (Figura 3C).

Figura 3-Interface de interacao, hotspots e peptideos moduladores desenhados racionalmente
para a interacdo eNOS-p53. A -Interface de interagéo entre eNOS e p53 em relagdo a coeficientesde
energia equilibrado. B -Peptideo racionalmente desenhado para modular o modo de interagéo
eNOS-p53 com base em coeficientes equilibrados. C -Interface de interagcdo para o coeficiente
eletrostatico. D -peptideo desenhado racionalmente com base no coeficiente eletrostatico. E -Interface
de interacdo para o coeficiente hidrofébico. F -Peptideo desenhado racionalmente com base no
coeficiente hidrofdbico. G -Interface de interagéo para o coeficiente de Van der Waals. H -Peptideos
desenhados com base no coeficiente deVan der Waals.

Observacoes finais

As doencgas cardiovasculares séo asprincipaiscausasde mortes no mundo. Fatores
genéticos e ambientais aumentam a suscetibilidade a essas doencas. Recentemente,
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a pesquisa se concentrou na predicdoda estrutura, interacdo e outras propriedades
das proteinas que poderiam melhorar os procedimentos terapéuticos e de diagndstico.
As ferramentas de bioinforméticas tornaram-se uma maneira promissora de atingir tais
objetivos e varias abordagens diferentes foram propostas com resultados promissores.
Aqui, usamos uma abordagem in silico para prever o melhor modelo energéticode
interacdo entre proteinas clinicamente importantes (eNOS e p53), para prever a interface
da interacao eracionalmentedesenharpeptideos moduladores a serem testados in vitroe in
vivo e possivelmente usados como terapéuticos.
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