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APRESENTAGCAO

Queria o destino que neste novo volume do “Tépicos nas ciéncias da sadde - Volume IV”
apresentassemos varios topicos dos diferentes ramos da medicina que nao sao menos importantes pela
ordem de aparecimento, comecemos com uma patologia que anualmente tira a vida dos nossos neonatos;
doenca cardiaca congénita, que esta entre as principais causas de morte nessa idade. Como fiéis guardiaes
da saude publica, apresentamos a vocés um trabalho realizado por um grupo de enfermeiras que auxiliam
e protegem a vida de nossa populagao feminina, sobre a atuacao da enfermeira forense no atendimento as
vitimas de violéncia familiar, fendomeno bastante frequente, embora nao é sempre relatado.

Para todos n6s, 2020 tem sido um ano muito dificil porque fomos atacados em todo o mundo por
um novo virus que veio paralisar nosso planeta Terra desde seu surgimento na China; E como todos sabem
sobre o MERS-COV 19, pela primeira vez os jogos olimpicos, jogos de futebol, viagens internacionais
foram suspensos, pois neste topico de saude apresentamos uma proposta para obter vacinas contra este
virus e a seguir a apresentacio e analise de alvos para endonucleases de restricdo em genomas de
bacteriofagos de diferentes familias por um algoritmo biofarmacéutico, que pode servir como material de
estudo para nossa comunidade cientifica.

Apresentamos também as diferentes utilidades que Stachytarpheta cayennensis tem na medicina
alternativa e pela primeira vez na area de estomatologia, a aplicacao de oleozon topico em canais radiculares
infectados, como alternativa de tratamento.

Agradecemos aos autores pela dedicagdo e os encorajamos a continuar colaborando em nosso
projeto. Aos autores dos capitulos, pela dedicagdo e esforcos sem limites, que viabilizaram esta obra que
retrata os recentes avangos cientificos e tecnoldgicos na area de Ciéncias da Saide, os agradecimentos da
Organizadora e da Pantanal Editora. Por fim, esperamos que este e-book possa colaborar e instigar mais
estudantes e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias e avangos para a medicina. Assim,
garantir uma difusdo de conhecimento facil, rapido para a sociedade.

Esperamos que goste deste novo volume e desejamos uma boa leitura.

Aris Verdecia Pefia
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Capitulo VI

Identificagao e analise de alvos para endonucleases de
restricao em genomas bacteriofagos de diferentes
familias por algoritmo de bioinformatica

Recebido em: 30/10/2020 Antonio Fialho da Silva Neto"

Aceito em: 13/11/2020 Herison Victor Lima Muniz!

4710.46420/9786588319390cap6 Matheus Silva Alves!
INTRODUCAO

As enzimas de restricoes (ou endonucleases de restricao) foram descobertas em meados de 1970,
e sao capazes de clivar o DNA em regides especificas. As enzimas de restricoes reconhecem sequéncias
especificas de nucleotideos do DNA e cortam a molécula no momento em que as reconhecem, produzindo
extremidades coesivas. Normalmente, o local onde esses segmentos sio cortados formam uma regiao
palindromo de DNA (Moreira, 2014; Ceccato, 2015; Paixao, 2019).

Foi identificado que essas enzimas estavam presentes em bactérias que conseguiam resistir as
infecgoes dos virus (bacteri6fagos), sintetizando enzimas que clivavam o material genético viral,
fragmentando-o em pequenos pedagos inofensivos. Quando as enzimas identificam os locais
denominados de locais de restri¢oes, quase sempre compostos entre 4-6 nucleotideos, elas clivam a ligagao
fosfodiéster e nas extremidades coesivas podem haver pareamento por complementariedade, quando
existe resultantes da a¢ao de mesma enzima (Moreira, 2014).

Os bacteriofagos ou fagos sdo virus que possuem a capacidade de infectar células bacterianas e
mata-las com alto poder de eficiéncia e podem ser encontrados em diferentes ecossistemas. A principal
funcao dos bacteriofagos consiste na capacidade de gerar lise celular ou transferir o seu material genético
para as bactérias, provocando alteragoes na composi¢ao microbiana (Elbreki et al., 2014; Young et al,,
2014).

Foram descobertos mais de 5500 tipos de bacteriéfagos, e cada um destes mostram potenciais de
infectar um ou mais tipos de bactérias. Sao classificados como parasitas intracelulares obrigatorios da célula
bacteriana e possuem diferentes ciclos biolégicos de replicagio como litico e lisogénico. A taxonomia é

determinada por familias, levando em consideracio as suas morfologias e tamanhos, sendo a maioria

I Universidade Ceuma, Sao TLuis, Maranhao, Brasil.
* Autor(a) cortespondente: antoniofialhol6@gmail.com
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constituido por material genético de DNA de fita dupla, entretanto, alguns grupos possuem ssDNA,
ssRNA e dsRNA (Nunes, 2017).

No processo de replicagao, especificamente no ciclo litico, o virus insere parte do seu material
genético na célula bacteriana alvo, ocorrendo a montagem e libera¢do de particulas em grandes
quantidades, ocasionado a perda da integridade da membrana plasmatica bacteriana. Em contrapartida, no
ciclo lisogénico, o virus insere seu material genético na célula e posteriormente o seu DNA integra-se ao
DNA da célula hospedeira, e durante esse processo o virus é chamado de pro-fago, provocando o
desenvolvimento de células-filhas com material gendémico do bacteriéfago (Huescas, 2017).

A Bioinformatica ¢ definida como uma ciéncia que utiliza meios computacionais para solucionar
problemas biolégicos através do armazenamento, processamento, analise e previsao de dados biolégicos.
Ainda, pode ser definida como uma area interdisciplinar, envolvendo diferentes areas como biologia,
ciéncia da computagao, fisica, matematica e medicina (Silveira, 2005; Alves, 2013).

Ainda assim, a Bioinformatica oferece a utilizagao de algoritmos computacionais, diferentes tipos
de bancos de dados e ferramentas estatisticas para o desenvolvimento de softwares (Aragjo et al., 2005).
Por isso, a presente pesquisa tem por objetivo identificar e analisar alvos para endonucleases de restricao

em genomas bacteriéfagos de diferentes familias por algoritmo de bioinformatica.

A)Clivagem no eixo de simetria B} Clivagem simeétricamente situada
ao redor do eixo de simetria

4
L.TCGA...
SAGCT...

-
-

4 4
...TC GA... LAATTC. .
.AGICT... (Y

Moléculas com extremidades abruptas Moléculas com extremidades coesivas

Figura 1. Clivagens das endonucleases de restricio. Fonte: os autores.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 10 sequéncias de genomas completos de bacteri6fagos de diferentes familias no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Em seguida, as sequéncias

foram submetidas ao software MEGA X 10.1 (https://www.megasoftware.net/) para montagem da
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arvore filogenética. As mesmas sequéncias foram analisadas por um algoritmo desenvolvido pelos proprios
autores desta pesquisa utilizando a linguagem de programacio Python 3.9.0 (https://www.python.org),
tendo como fungdes identificar, quantificar e relatar as posi¢oes de cada regiao palindromo presente nos

genomas.

Plataforiiiis de Foram coletadas 10 sequéncias
dados de genomas completos de
bacteri6fagos

\

‘ NCBI (GenBank) As sequéncias foram submetidas
_ | ao alinhamento pelo ClustalW, e
"| a construgdo do dendrograma
pelo método de Bootstrap

Busca de dados

|

\

Mega X 10.1 . S,
| 8 ’ Linguagem de programacao:

Python

> Leitura da sequéncia

‘ v
‘ Algoritmo Identificacdo de regides
palindromos no genoma

Busca de cada fragmento
palindromo no banco de dados

) Organizagdo dos ‘ - —
resultados gerais Resultados: quais regides,
enzimas de cortes, quantidades
de vezes presente no genoma e
locais encontrados

Execucdo dos dados

—

\

Resultados

Verificagdo das regides
palindromos presentes em todas
\J as sequéncias e suas respectivas

Andlise dos endonucleases de restricdo,
resultados gerais 1dent1f1cagaf) dps genomas mais
vulneraveis a cortes, e
semelhancas entre os resultados

do algoritmo e a arvore
filogenética

Figura 2. Fluxograma detalhado da metodologia. Fonte: os autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, é possivel observar o cddigo de identificacdo, a espécie e a familia de cada genoma

dos bacteri6éfagos coletados para o ensaio in silico do estudo proposto. E demonstrado que algumas

72



T6picos em ciéncias da saiide — volume iv

espécies pertencem a mesma familia de bacteriéfagos e outras estao presentes em familias diferentes,

apresentando um grupo amostral bastante amplo em relacio a filogenia.

Tabela 1. Identificacdo das sequéncias e suas familias. Fonte: os autores.

ID Espécies Familia
NC_020873.1 Bacillus cereus bacteriophage Herelleviridae
NC_005856.1 Enterobacteria phage P1 Myoviridae
NC_011810.1 Pseudomonas phage PB1 Myoviridae
NC_020416.1 Salmonella phage $16 Myoviridae
NC_022090.1 Staphylococcus phage Renmus Myoviridae
NC_011523.1 Bacillus phage AP50 Tectiviridae
NC_007451.1 Enterobacteria phage PR4 Tectiviridae
NC_028903.1 Escherichia phage 172-1 Podoviridae
NC_009817.1 Lactococcus phage KSY'1 Podoviridae
NC_023589.1 Shigella phage pSb-1 Podoviridae

*ID = identificador.

A partir do alinhamento pelo método de ClustalW e da criagao do dendrograma pelo método de

Bootstrap no software MEGA X 10.1, foi construido uma arvore filogenética, onde é demonstrado o grau

de parentesco entre as espécies analisadas a partir de suas sequéncias genomicas (Figura 3).

96

{ NC 020416.1 Salmonella phage S16 complete genome
NC 009817.1 Lactococcus phage KSY1 complete genome

NC 028903.1 Escherichia phage 172-1 complete genome
—— NC 005856.1 Enterobacteria phage P1 complete genome

96 L———— NC 011523.1 Bacillus phage AP50 complete genome

NC 022090.1 Staphylococcus phage vB SauM Remus complete genome

100

{ NC 020873.1 Bacillus cereus bacteriophage vB BceM Bc431v3 complete genome
93

NC 023589.1 Shigella phage pSb-1 complete genome
— NC 011810.1 Pseudomonas phage PB1 complete genome

100 L————— NC 007451.1 Enterobacteria phage PR4 complete genome

Figura 3. Dendrograma dos bacteri6fagos estudados. Fonte: os autores.

Para a criacio do dendrograma, ferramentas como ClustalW e Bootstrap sao conhecidamente

importantes na fidedignidade para a construcao de arvores filogenéticas. De acordo com Caldart et al.

(2016), o Bootstrap ¢é a técnica mais utilizada para avaliar a confianga numa arvore filogenética, pois este

método baseia-se na repeticao da analise de filogenia sobre sua pseudoréplica do alinhamento original.
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Conforme Aiyar (2000), o CustalW é uma ferramenta capaz de realizar alinhamento de multiplas
sequéncias, seja de acido nucléico ou proteina, com o objetivo de identificar sequéncias com fungoes
biolégicas conservadas.

Desta forma, os resultados demonstraram semelhancas entre espécies em distintas familias,
sugerindo graus de parentesco que sao contrarios a filogenia descrita na literatura, como ¢ demonstrado
na Tabela 1. De acordo com Rios-Sandoval (2019), os fagos podem apresentar caracteristicas morfologicas
distintas e possuir diferentes hospedeiros, mas podem possuir mapas genéticos homoélogos.

As sequéncias foram lidas pelo algoritmo de bioinformatica que identifica fragmentos no genoma
que formam palindromos (Figura 1). Segundo Ceccato (2015), no livro Biologia Molecular, a autora faz
uma comparacio de um palindromo de DNA como um reflexo do espelho. Ou seja, uma regiao ¢é
identificada como palindromo, quando o inverso da fita complementar for igual a sequéncia pesquisada.

Sendo assim, a partir da leitura do algoritmo foi possivel identificar fragmentos palindromos de 4
a 6 nucleotideos, e comparando-as ao banco de dados criado pelos proprios autores através de uma coleta
na literatura e deposicao em arquivo de texto formatado com as sequéncias conhecidas, para identificacio
de fragmentos palindromos que possuem as endonucleases de restricao. Desta maneira, obtivemos os

seguintes resultados descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Regides palindromos nos genomas de bacteriéfagos. Fonte: os autores.

Sequénci . Quantidade de tipos de regides Begloes palindromos
equéncias amostrais palindromos encontrados associadas 11 :2.1(;21“:163868 de
NC_007451.1 54 27
NC_011523.1 77 40
NC_020873.1 171 49
NC_028903.1 171 55
NC_022090.1 185 57
NC_023589.1 168 58
NC_011810.1 184 64
NC_009817.1 186 065
NC_005856.1 215 70
NC_020416.1 245 70

Na Tabela 2, é possivel observar que algumas sequéncias de bacteri6fagos demonstraram
quantidades maiores de tipo de alvos de enzimas de restrigao, quando comparado com as demais
sequéncias. Sendo assim, a sequéncia NC_007451.1 da espécie Enterobacteria phage PR4 foi a que apresentou
a menor quantidade de alvos de clivagem por enzimas de restricao, quando comparado ao resto do grupo

amostral. Por outro lado, as sequéncias NC_005856.1 da espécie Enterobacteria phage P1 e NC_020416.1 da
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espécie Salmonella phage S16, foram as que mais apresentaram tipo de alvos para corte de enzimas de
restricao, sendo mais susceptivel a essa clivagem.

Analisando novamente a Tabela 2 a nivel de filogenia, vamos observar que as duas sequéncias que
demonstraram menos alvos, pertencem a familia Tectiviridae, ¢ as duas sequéncias que apresentaram maior
quantidade de alvos, pertencem a familia Myoviridae, e esse resultado pode se refletir através da distancia
genética entre as familias. Segundo Reddy et al. (2019) e Das, et al. (2018), os bacteri6fagos pertencentes
a familia Tectiviridae, possuem um genoma de 15kb, enquanto a familia Myoviridae abriga espécies que
apresentam um genoma de 60 a 170kb.

Ainda sobre os resultados executados pelo algoritmo, foram identificadas vinte formas de regides
palindromos que estavam presentes em todos os genomas. Esses resultados foram coletados e catalogados
com suas respectivas endonucleases de restricdo e os microrganismos que as sintetizam, como ¢

demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Vinte regioes palindromos presentes em todos os genomas de bacteri6fagos. Fonte: os autores.

pa}:izzslos Enzimas Microrganismos responsaveis
TTAA Msel Micrococcus
AATT MluCI Micrococcus lutens
GCGC HhaI Haemophilus haemolyticus
HinP1I Haemophilus influenzae P1
ACGT HpyCHA4IV Helicobacter pylori CH4
CGCG BstUI Bacillus stearothermophilus U458
AGCT Alul Arthrobacter luteus
Rsal Rhbodopsendomonas sphaeroides
GTAC CviQI C/y/mj:;/a NCo64A (]ID\TY—ZA)
TGCA HpyCH4V Helicobacter pylori CH4
CCGG Hpall Haemophilus parainfluenzae
TCGA Taql-v2 Thermus aguaticus
Fatl Flavobacterinm aquatile N1.3
CATG CviAll Chlorella PBCV-1
NIallI Neisseria lactamica (NRCC 2118)
CTAG Bfal Bacteroides fragilis (VPI 3392)
TGTACA BsrGI Bacillus stearothermophilus GR75
ACATGT Pcil Planococcus citrens SE-F45
TTATAA Psil-v2 Psendomonas SE-G49
AATATT Sspl Sphaerotilus (ATCC 13925)
TCATGA BspHI Bacillus H
CAATTG Mfel Mycoplasma fermentans
TTTAAA Dral Deinococcus radiophilus (ATCC 27603)
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ATTAAT Asel Agquaspirillum serpens (ATCC 12638)

Avaliando apenas o material genético dos bacteriéfagos estudados, é possivel afirmar que os
microrganismos listados na Tabela 3 seriam os menos susceptiveis a infec¢ao celular, pois apresentaram
uma enzima de restricdo que tem como alvo regioes palindromos presente em todos os grupos estudados.
Todavia, ¢ valido ressaltar que conforme Rossi (2010), existem outros fatores agregados a essa
susceptibilidade, como a capacidade dos bacteri6fagos de aderir e inocular seu material genético.

No que diz respeito as analises entre os resultados do dendrograma e das regides palindromos, nao
houve semelhangas entre ambos, pois a arvore filogenética construida se mostrou controversa em relagao

a filogenia apresentada na literatura.

CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel obter os dados das regides palindromos presentes em todos os genomas,
demonstrando o funcionamento do algoritmo desenvolvido, através da comparag¢ao com a literatura. As
analises demonstraram que vinte sequéncias palindromos apresentavam-se em todas as sequéncias
genomicas amostrais, além dos resultados de possiveis suscetibilidades dos genomas, onde bacteriéfagos
demonstravam maior ou menor quantidade de alvos para endonucleases de restricdo. Por fim, ha
necessidade de mais estudos sobre endonucleases de restricao, além da criacao de bancos de dados maiores
com enzimas caracterizadas, e que possibilite a adi¢do de novas enzimas encontradas, pois existe diversas
regioes palindromos que nio estao associadas a endonucleases de restri¢ao, possibilitando assim, encontrar

uma quantidade maior de alvos.
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