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RESUMO 

Bertoline LMF. Análise in silico de variantes não sinônimas para priorizar o estudo de 

genes candidatos para frequência cardíaca [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

A frequência cardíaca é um fator de risco independente para doenças 
cardiovasculares que são responsáveis por 30% das mortes no país e no mundo. A 
herdabilidade da frequência cardíaca de repouso (RHR) é significativa, estimando-se a 
sua contribuição em 25% da variação do fenótipo. Estudos de associação ampla do 
genoma identificaram 64 loci associados a RHR, que juntos explicam apenas 2,5% da 
variação total do fenótipo. Portanto, há duas importantes lacunas de conhecimento a 
serem superadas: identificar genes candidatos que influenciam a regulação da 
frequência cardíaca e desenvolver estratégias eficientes para priorização daqueles 
que serão validados. Nosso grupo tem contribuído para a primeira identificando 
sistematicamente genes envolvidos com a frequência cardíaca por meio da estratégia 
de Forward Genetic Screening, onde os genes de camundongos são sistematicamente 
modificados para identificar aqueles que influenciam o RHR. Avaliamos nos últimos 5 
anos cerca de 23% do genoma do camundongo e identificamos 129 candidatos 
associados à RHR. Somente 17 destes candidatos são conhecidos por influenciar o 
fenótipo, 47 mostraram evidências diretas de associação com o fenótipo, enquanto 65 
estão em loci contendo mais de um gene candidato. Neste trabalho, propomos uma 
estratégia de priorização com base em abordagens computacionais in sílico. 
Avaliamos o efeito das alterações em genes/proteínas por meio da 1. conservação da 
sequência de nucleotídeos, aminoácidos e domínio proteico em três espécies (Mus 
musculus, Homo sapiens e Danio rerio), usando informações dos bancos de dados 
públicos Ensembl e Uniprot; e 2. na predição de danos na estrutura proteicas obtidas 
experimentalmente (proveniente do banco PDBe) ou por predição (provenientes do 
banco de dados do AlphaFold2 e do algoritmo Phyre²) e da ferramenta Missense3d. 
Finalmente, considerando proteínas selecionadas por ambas metodologias, utilizamos 
Simulação de Dinâmica Molecular (SDM) para acessar o impacto das trocas de 
aminoácidos em estruturas terciárias das proteínas julgadas afetadas que trariam 
danos funcionais. Em conjunto, a abordagem proposta permitiu priorizar 5 genes 
candidatos. Considerando os genes com associação direta com o fenótipo, 
selecionamos o Candidato 35, onde a alteração genética afeta aminoácido conservado 
na região do domínio e é predito de alterar a estrutura da proteína nas três espécies 
estudadas; e o Candidato 46 selecionado por ambas abordagens na espécie humana 
e em camundongo, já que este não apresenta ortólogo em no Danio rerio. A SDM das 
mutações em ambos candidatos demonstrou modificações conformacionais nas 
proteínas, sugerindo alterações em suas funções. Além disso, identificamos os 
candidatos 91, 99 e 106 dentre os genes em loci contendo mais de um candidato 
pelas duas abordagens em pelo menos duas espécies estudadas. As análises 
computacionais aplicadas criaram as bases para priorizar a caracterização de genes 
candidatos com base na predição de alterações com potencial de comprometer a 
função proteica conservada em pelo menos duas espécies diferentes. Se validada, 
esta abordagem será fundamental para aumentar a eficiência da validação in vivo dos 
genes candidatos para RHR. 

Palavras-chave:  Frequência cardíaca. Doenças cardiovasculares. Predição de 
estrutura proteica. Simulação de dinâmica molecular. Priorização de genes candidatos. 
Dano proteico. 



 
 

ABSTRACT 

Bertoline LMF. In silico analysis of non-synonymous variants to prioritize the study of 

candidate genes for heart rate [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

Heart rate is an independent risk factor for cardiovascular diseases that are 
responsible for 30% of deaths in the country and in the world. The heritability of resting 
heart rate (RHR) is significant, estimating its contribution to 25% of the phenotype 
variation. Genome-wide association studies have identified 64 RHR-associated loci, 
which together explain only 2.5% of the total phenotype variation. Therefore, there are 
two important knowledge gaps to be overcome: identifying candidate genes that 
influence heart rate regulation and developing efficient strategies for prioritizing those 
that will be validated. Our group has contributed to the first by identifying systematically 
genes involved in heart rate through the Forward Genetic Screening strategy, where 
mouse genes are systematically modified to identify those that influence the RHR. In 
the last 5 years, we evaluated about 23% of the mouse genome and identified 129 
candidates associated with RHR. Only 17 of these candidates are known to influence 
the phenotype, 47 showed direct evidence of association with the phenotype, while 65 
are at loci containing more than one candidate gene. In this work, we propose a 
prioritization strategy based on in silico computational approaches. We evaluated the 
effect of gene/protein alterations through 1. conservation of nucleotide, amino acid and 
protein domain sequence in three species (Mus musculus, Homo sapiens and Danio 
rerio), using information from public databases Ensembl and Uniprot; and 2. in the 
prediction of damage to protein structure obtained experimentally (from the PDBe 
database) or by prediction (from the AlphaFold2 database and the Phyre² algorithm) 
and the Missense3d tool. Finally, considering proteins selected by both methodologies, 
we used Molecular Dynamics Simulation (MDS) to assess the impact of amino acid 
changes on tertiary structures of proteins judged affected that would bring functional 
damage. Together, the proposed approach allowed prioritizing 5 candidate genes. 
Considering the genes with direct association with the phenotype, we selected 
Candidate 35, where the genetic alteration affects conserved amino acid in the domain 
region and is predicted to alter the structure of the protein in the three studied species; 
and Candidate 46 selected by both approaches in humans and in mice, since it does 
not have an ortholog in in Danio rerio. The MDS of the mutations in both candidates 
showed conformational changes in the proteins, suggesting alterations in their 
functions. Furthermore, we identified candidates 91, 99 and 106 among genes at loci 
containing more than one candidate by both approaches in at least two species 
studied. The applied computational analyzes created the bases to prioritize the 
characterization of candidate genes based on the prediction of changes with the 
potential to compromise the conserved protein function in at least two different species. 
If validated, this approach will be essential to increase the efficiency of in vivo 
validation of candidate genes for RHR. 

Keywords: Heart rate. Cardiovascular diseases. Protein structure prediction. Molecular 
dynamics simulation. Priorização de genes candidatos. Protein damage. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doenças cardiovasculares e seu impacto no mundo 

As doenças cardiovasculares (DCVs) são um conjunto de doenças 

cardíacas e vasculares como: doença coronariana; doença cerebrovascular; 

doença arterial periférica; doença cardíaca reumática; cardiomiopatia 

congênita, trombose venosa profunda; embolia pulmonar; entre outras. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as DCVs são a principal 

causa de óbitos do mundo. Em 2019, as mortes causadas por estas patologias 

contabilizaram 17,9 milhões, representando 32% do total global. 

Em termos nacionais, DCV é responsável por cerca de 33% dos óbitos 

anuais, afetando principalmente a camada populacional em maior estado de 

vulnerabilidade. Segundo o site do cardiômetro, até o dia 24/11/2022, 

houveram 362451 mortes por doenças cardiovasculares no Brasil. 

1.2. Relação da frequência cardíaca em doenças cardiovasculares 

A frequência cardíaca (FC), quantidade de batidas que o coração realiza 

por minuto, é um fenótipo complexo e modificável, sendo modulado por fatores 

ambientais e genéticos. Estudos demonstraram uma forte associação entre alta 

frequência cardíaca e morbidade e mortalidade por doenças cardiovasculares, 

incluindo morte súbita e todas as causas de morte1,2. Além disso, estudos 

reportam a FC com um preditor independente para mortalidade após analises 

multivariadas corrigidas por variáveis demográficas e clínicas3.  

Jouven e colaboradores demonstraram não só que o risco de morte súbita 

por infarto do miocárdio é aumentada em indivíduos com frequência cardíaca 

de repouso (FCR) acima de 75 bpm, mas também em indivíduos cuja FC 

aumenta menos que 89 bpm durante o exercício e que diminui menos do que 

25 bpm após a finalização do exercício, concluindo que o perfil da FC durante e 

após o exercício são preditores de morte súbita4. Além disso, alterações no 

sistema de condução cardíaco observado durante o eletrocardiograma podem 

levar a fibrilação atrial e arritmias ventriculares.  
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1.3. A herdabilidade da frequência cardíaca 

Devido a influência da FC no desenvolvimento de DCVs é de extrema 

importância compreender os fatores que influenciam a modulação deste 

fenótipo. Estudos mostram que a hereditariedade desempenha um papel 

importante na variação interindividual da frequência cardíaca e que explica 

aproximadamente a 25% da variação do fenótipo56. Estudos em gêmeos 

adultos indicam uma herdabilidade ainda maior: Russel e colaboradores 

identificaram uma herdabilidade de 77% para o intervalo R-R e de 36% para 

intervalo QT, ambas grandezas associadas à FC7, e Dalageorgou e 

colaboradores identificaram uma herdabilidade de 56% para frequência 

cardíaca8. 

Estudos de associação ampla do genoma com polimorfismos de um único 

nucleotídeo (SNPs) (do inglês Genome-wide Association Studies – GWAS) tem 

como objetivo estabelecer a relação entre variantes genéticas comuns e 

alterações singelas em fenótipos complexos, como a FC. Diversos estudos 

foram realizados em diferentes populações, identificando dezenas de variantes 

genéticas em genes ou próximas deles associados a esses fenótipos. Dentre 

estes, o estudo de Eijgelsheim e colaboradores demonstrou associações entre 

variantes genéticas comuns nos genes MYH6, GJA1 e CD34 ou próximos 

deles e FC9. 

Um estudo realizado por Eppiga et al avaliou 265.046 indivíduos e 19,9 

milhões de variantes genéticas, e identificou 64 loci associados com FCR. 

Levando em conta o montante do número de alelos presentes nestes loci que 

conferem alteração na FCR, foi desenvolvido um escore de risco genético para 

cada indivíduo. Na sequência, fora observado uma associação significativa 

entre variantes genéticas associadas à FCR e todas as causa de morte, sendo 

que o aumento de 5 bpm na FCR provoca um aumento relativo de 20% no 

risco de todas as causas de morte avaliadas. No entanto, cada uma dessas 64 

regiões identificadas apresenta efeito no fenótipo muito pequeno, variando de 

0,2 a 1,1 bpm, sendo que coletivamente essas variantes explicam apenas 2,5% 

da variação total da FC de repouso 10.  
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Sendo assim, uma vez que os estudos executados até então não justificam 

a totalidade da herdabilidade do fenótipo de FC, faltando explicação da origem 

de aproximadamente 23,5% da herdabilidade, e considerando a correlação 

entre variantes genéticas e o aumento do risco de morte cardiovascular, é de 

extrema importância e interesse acadêmico a execução de estudos para a 

identificação de novos genes envolvidos no controle da FC. Tal feito conduzirá 

à identificação de novos alvos terapêuticos para tratamento e prevenção de 

eventos cardiovasculares. 

1.4. Identificação de genes associados à frequência cardíaca 

Um método que se destacou no campo da identificação e caracterização de 

genes associados à fenovariância em modelos experimentais foi a metodologia 

de Forward Genetic Screening. Nessa abordagem, animais submetidos a 

agentes mutagênicos são selecionados pelo seu fenótipo sem conhecimento 

prévio da base genética que o ocasiona. A técnica é aplicada em camundongos 

alvo de mutagênese pelo reagente N-etil-N-nitrosouréia (ENU), cujo grupo etil 

se transfere para o nitrogênio ou oxigênio das bases nitrogenadas, conferindo 

aleatoriedade à mutação. No entanto, esse grupo etil transferido por si só não 

constitui uma mutação, mas sua presença ocasiona um erro de identidade na 

base que o recebeu durante a replicação do DNA, resultando na falta de 

pareamento entre esta e sua base complementar. Após duas rodadas de 

replicação, uma substituição de uma única base acontece e isto não é 

identificado pelo sistema de reparo celular. Dessa forma, nessa estratégia, 

camundongos machos submetidos ao ENU (G0) são induzidos a mutações 

pontuais aleatórias nos gametas e sua progênie é submetida a um screening 

cuidadoso e compreensivo para identificar alterações na variância de fenótipos. 

11,12. 

O método apontado apresentava restrições no processo de identificar as 

variantes resultadas pelo ENU e sua correlação com o fenótipo, uma vez que 

necessitava usar marcadores polimórficos e realizar um mapeamento fino da 

região candidata, assim como o sequenciamento éxon a éxon. Com o 

surgimento do sequenciamento de próxima geração (NGS), o sequenciamento 

total do genoma ou do exoma passou a ser realizado em semanas, bem como 
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a execução de suas análises, possibilitando identificar as variantes genéticas 

geradas pelo agente mutagênico de modo rápido e eficiente 12. 

Com o objetivo de identificar as mutações resultantes do ENU por NGS bem 

como sua correspondência com os fenótipos, muitas estratégias foram 

desenvolvidas e aplicadas. Uma delas, é a desenvolvida por Wang e 

colaboradores que detecta as variantes geradas pelo ENU associadas à 

fenótipos de interesse em tempo real 13. Nela, as muta  es são descobertas 

mediante ao se uenciamento total do e oma do progenitor    e a sua 

zigosidade é estabelecida em camundongos G2 e G3 via genotipagem, 

aplicando um painel desenhado para o Ion PGM TM System for Next-

Generation Sequencing, anteriormente à análise de fenótipo. No final do 

mapeamento dos animais, as características quantitativas e qualitativas, 

incluindo efeitos letais, são analisados de maneira integrada com os dados 

genéticos utilizando um soft are,  inkage  nal zer, em famílias  nicas 

 pedigrees  nicos  ou em superfamílias  super pedigrees . O soft are, 

desenvolvido no laboratório do Prof. Bruce Beutler, identifica a liga ão 

significativa entre muta  es individuais e escores de fen tipos aberrantes e o 

dado processado é apresentado em Manhattan plots, como mostrado na Figura 

1-A e C. Como o efeito de mutações em um gene pode ser sutil em um 

background normal, é feita a análise levando em conta superfamílias (análise 

de superpedigrees) com o objetivo de avaliar o efeito de mutações distintas em 

um mesmo gene sobre o fenótipo ao decorrer da progressão do mapeamento.  

Essa metodologia possibilita realizar imparcialmente o mapeamento 

genético dos fenótipos, englobando a ueles com penetr ncia incompleta, a 

identificação automática de mutações causais concomitantemente com o 

mapeamento fenotípico e a exclusão de genes não associados ao fenótipo de 

interesse. 

Durante os últimos 5 anos, por meio da colaboração com o pesquisador 

Bruce Beutler, avaliamos 23% do total de genes autossômicos do genoma do 

camundongo nos fenótipos de pressão arterial sistólica e frequência cardíaca 

em 841 pedigrees contendo 43.627 animais G3. A partir da avaliação desses 

animais, identificamos alterações genéticas em 129 genes associados com 
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alterações na frequência cardíaca. Destes, 17 apresentaram evidências 

publicadas de associação com o controle do fenótipo, sendo considerados 

controles positivos, 47 mostraram evidências diretas de associação com o 

fenótipo, enquanto 65 estão em loci contendo mais de um gene candidato.  

 

Figura 1 - (A) Mahattan plot do pedigree R5892, mostrando que a mutação no gene 
candidato  foi significativamente associada ao aumento da FC. No eixo x é 
apresentado os cromossomos e, no eixo y, o –log10(p-valor) do teste de associação de 
cada uma das mutações identificadas no pedigree e alterações no fenótipo de FC. A 
linha vermelha determina o p-valor para o teste de associação considerado 
significativo após correção de múltiplos testes. (B) Gráfico de FC média dos diferentes 
genótipos para a mutação no gene candidato no pedigree R5892. No gráfico são 
representados da esquerda para a direita dados dos controles C57 (WT – em laranja), 
homozigoto selvagem (REF – em laranja), heterozigoto (HET – em verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR – em verde escuro). (C) Mahattan plot do pedigree R6432, 
no qual esta representado o fato de que duas mutações nos genes candidato e 
Cacna1d estão associadas com o fenótipo de estudo. (D) Gráfico de FC média dos 
diferentes genótipos para a mutação no gene candidato no pedigree R6432. (E) 
Gráfico de FC média dos diferentes genótipos para a mutação no gene Cacna1d no 
pedigree R6432. 
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A Figura 1 apresenta tanto o Manhattan plot, gráfico no qual é apresentado 

o resultado do teste de associação de todas as mutações detectadas na família 

e a modificações no fenótipo de FC, quanto o gráfico da FC média dos 

diferentes genótipos para uma alteração genética no gene que apresentou 

resultado significativo no teste de associação. A Figura 1A e B apresentam o 

resultado de um gene diretamente associado ao fenótipo, já que apenas uma 

mutação no pedigree R5892 apresentou significância estatística no teste de 

associação (Manhattan plot, ponto acima da linha vermelha), enquanto Figura 1 

-CC-E apresenta o resultado de um pedigree (R6432) onde mutações em dois 

genes foram significativamente associadas ao aumento da FC (demonstrado 

pelos dois pontos acima da linha vermelha no cromossomo 14 do Manhattan 

plot, assim como pela semelhança dos gráficos da FC média dos diferentes 

genótipos para mutação nos dois genes, sugerindo que os mesmos animais 

com mutação em homozigose em um gene apresentam também mutação para 

o outro gene). 

 

1.5. Necessidade de priorizar genes candidatos para estudo 

Em um estudo de levantamento de genes candidatos, costuma-se identificar 

diversos candidatos e para se avaliar cada um deles, usualmente são 

desenvolvidos animais knockouts. O valor de custo de um camundongo 

knockout realizado por um laborat rio como “The Jackson  aborator ” é de 

$4082 (aproximadamente R$ 20588,38). Para um estudo são necessários um 

casal e a partir dele, uma linhagem será estabelecida e mantida por um biotério 

para então uma série de experimentos serem realizados de acordo com o 

fenótipo de interesse. Todo este processo despende tempo e dinheiro, e 

lidamos com a probabilidade de o gene não apresentar associação com o 

fenótipo durante o estudo. Visto este quadro e considerando que o número de 

genes candidatos identificados como associados ao fenótipo de FC no 

screening fenotípico descrito anteriormente foi bastante amplo (129) surge a 

necessidade de se desenvolver um método de priorização de genes a serem 

posteriormente estudados. 
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1.6. A importância da ortologia e dos padrões de conservação proteico 

A homologia é uma palavra de origem grega, que, no contexto de biologia 

evolutiva, significa o estudo de similaridade entre partes com mesma origem 

evolutiva. Dentro do conceito de homologia, há três tipos: ortólogos, parálogos 

e xenólogos. Considera-se um gene parálogo aquele que durante a evolução 

apresenta em uma das novas espécies uma duplicação do mesmo, mas função 

distinta. O termo xenólogo refere-se à transferência horizontal de genes entre 

as espécies, sendo que, dependendo da localidade do gene, a função pode ser 

preservada ou alterada. A ortologia, em âmbito de biologia molecular, aplica-se 

quando um gene está presente na espécie ancestral e em todas que provém 

dele. Este tipo de conservação genética mantém majoritariamente a função do 

gene nas diversas espécies em que se faz presente. O fato de haver 

conservação de função biológica, atribui a ortologia uma importância em 

estudos genômicos, uma vez que a partir de uma espécie é possível predizer a 

função do gene em outras espécies 14. 

Ao comparar dois genomas de espécies distintas, adentramos no campo da 

genômica comparativa. Nele é possível verificar sua importância em diversos 

nichos, como, na identificação de novos genes baseados na conservação 

nucleotídica em diferentes espécies e na identificação de motivos 

regulatórios15. 

O estudo de sequências de nucleotídeos com baixa taxa de alteração entre 

espécies ao longo do tempo, consideradas altamente conservadas, 

correspondem a regiões de elevada importância biológica para o organismo, 

como sítios associados a funções de replicação de material genético e regiões 

de interação proteína-proteína. Dito isto, estas regiões atuam como ponto de 

partida para estudos que buscam localizar a origem de distúrbios genéticos e 

alvos farmacológicos 16. 

Regiões de domínios proteicos são aquelas onde há enovelamento 

independente, com a finalidade de constituir uma estrutura estável e compacta. 

Os domínios podem estar associados a uma função biológica ou a estabilidade 

estrutural da proteína 17. Um estudo realizado por Ortiz e Sergeev mostram que 
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se espera que mutações em regiões de domínios levem a efeitos 

desestabilizantes nessas localidades em aspecto estrutural e funcional. 18 

1.7. A necessidade de predizer estruturas proteicas e suas 

metodologias 

O estudo de estruturas proteicas é de grande importância para um melhor 

entendimento da sua função biológica. Ele permite uma melhor definição de 

como proteínas-ligantes e proteínas-proteínas interagem, a importância e 

função de regiões e domínios proteicos, assim como permite a utilização desse 

conhecimento para o desenvolvimento de novos fármacos e um melhor 

entendimento como alterações genéticas afetam o funcionamento de proteínas. 

A necessidade de predizer estruturas proteicas emerge da diferença 

numérica exorbitante, de superior a mil vezes, entre sequências de 

aminoácidos conhecidos depositadas no UniProtKB e as estruturas 

tridimensionais obtidas experimentalmente depositadas no Protein Data Bank 

in Europe (PDBe). Sendo assim, muitos esforços tem sido realizados para 

possibilitar a obtenção destas estruturas, necessárias para estudos acerca de 

sua funcionalidade. Esforços estes que remontam da década de sessenta, 

 uando emergiu o “Problema de dobramento proteico”. 

 Esta incógnita da ciência questiona como a partir de uma dada sequência 

de aminoácidos podemos determinar a estrutura tridimensional da proteína 

analisada. Este problema pode ser repartido em três subproblemas: código de 

dobramento, predição de estrutura proteica, e velocidade de dobramento19. O 

primeiro é um problema de cunho termodinâmico sobre como as forças 

interatômicas atuantes na sequência geram as estruturas nativas19. O segundo 

se refere a como obter computacionalmente uma estrutura nativa partindo 

apenas de uma dada sequência de aminoácidos19. O terceiro questiona como é 

possível que uma proteína se enovele tão rapidamente19. 

O subproblema da predição de estrutura proteica tem sido vastamente 

estudado por grupos de pesquisa ao redor do mundo, que apresentam 

ferramentas para solucionar em partes esta questão. Os métodos utilizados 

para obter tal estrutura podem ser segregados em duas classes: aqueles que 
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se baseiam em um template (Template based modeling – TBM), e aqueles que 

se baseiam em modelagem livre (Free modeling – FM)20. Para a primeira 

classe, existem dois métodos: modelagem por homologia e reconhecimento de 

enovelamento. Já para a segunda classe há apenas o método de aproximação 

ab-initio20,21. 

O método de modelagem por homologia parte do fato de que, se duas 

sequências de aminoácidos apresentam alta identidade, elas apresentam 

estruturas semelhantes20–22. Dessa forma, utiliza-se um template definido por 

uma sequência com alta identidade em relação ao alvo, e modela motivos e 

cadeias laterais, minimiza energia, refina e por fim valida com o diagrama de 

Ramachandran20–22. 

O método de reconhecimento de enovelamento constrói um template 

utilizando ferramentas computacionais avançadas de comparação de 

sequências20,21,23. Na sequência, realiza-se um estudo de similaridade de 

sequências de estruturas secundárias previstas, seguido por uma verificação 

de afinidade de sequências com dobras tridimensionais e verificação 

manual20,21,23. 

O método de aproximação ab-initio tem suas bases teóricas na hipótese 

termodinâmica de que estruturas de proteínas nativas apresentam energia livre 

baixíssimas20,21,24,25. Este método utiliza de conceitos físico-químicos tais como 

ligação de hidrogênio, potencial de contato, propensões de estruturas 

secundárias derivadas de estruturas PDB no processo de enovelamento para 

gerar um modelo20,21,24,25. 

Em 2019, DeepMind, uma start-up adquirida pela Google, publicou um novo 

algoritmo que prediz estruturas proteicas chamado AlphaFold. Este utiliza uma 

rede neural convolucional que tem como input a sequência proteica e uma 

série de padrões de alinhamento múltiplo de sequências, que gera o potencial 

de superfície específico da proteína, seguido por um segundo passo, que 

consiste em múltiplas corridas de gradiente descendente para identificar a 

estrutura que melhor minimiza a função do potencial da proteína. A utilização 

da rede neural convolucional permite que o problema de se encontrar a 

estrutura 3D de proteínas seja interpretado como um problema de visão 
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computacional. Para tanto, ele utiliza distogramas, histogramas que mostram 

as distâncias entre resíduos numa dada proteína, e compõe os perfis extraídos 

de proteínas com sequencias similares, utilizando alinhamento múltiplo de 

sequencias para gerar os padrões de perfis. Para o treino da rede, os 

desenvolvedores utilizaram estruturas experimentalmente adquiridas 

disponibilizas no Protein Data Bank (PDB) 26. 

Este novo método chamou a atenção da comunidade científica após 

apresentar o melhor desempenho da história entre as metodologias de 

predição de proteína até então publicadas, na 13ª edição de uma das mais 

conhecidas avaliações de ferramentas de predição de estrutura proteica, a 

CASP (Critical Assessment of Protein Structure Prediction). Nesta competição, 

o AlphaFold atingiu a maior pontuação em todas as três categorias, incluindo 

aquela que avalia ferramentas de modelagem livre (TBM, FM e TBM+FM), ou 

seja, mesmo sem o treinamento da rede sem o múltiplo alinhamento de 

sequencias, o AlphaFold teve melhor desempenho que as ferramentas da área 

26. 

Na CASP14, a nova versão do AlphaFold, AlphaFold2, novamente recebeu 

reconhecimento, apresentando estruturas proteicas preditas com maior 

acurácia. Os autores atribuem a alta performance do algoritmo à incorporação 

de arquiteturas de redes neurais novas e procedimentos de treinamento 

baseados em restrições evolutivas, físicas e geométricas de estruturas 

proteicas 27. Neste novo algoritmo, eles incluíram um transformer iterativo, uma 

arquitetura auto encoder especializada no mapeamento sequência a 

sequência, que emprega um mecanismo de atenção que permite que a rede 

aprenda correlações no dado de input 27. 

No mesmo ano de lançamento do AlphaFold2, a DeepMind, em parceria 

com o Instituto Europeu de Bioinformática (European Bioinformatics Institute 

from European Molecular Biology Laboratory – EMBL-EBI) criaram um banco 

de dados que disponibiliza estruturas proteicas preditas pelo AlphaFold2 

(AlphaFold Protein structure Datatbase – AlphaFold DB)( 

https://alphafold.ebi.ac.uk)28. No seu primeiro lançamento, foram 

disponibilizadas 360.000 estruturas preditas de mais de 21 organismos. 

https://alphafold.ebi.ac.uk/
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Atualmente, o banco já contém mais de 200 milhões de estruturas preditas de 

proteínas humanas e de mais 47 organismos. 

Atualmente, novos métodos de predição de estrutura proteica vem sendo 

desenvolvidos, que utilizam o modelo de linguagem de proteína que se baseia 

em padrões de correlação entre combinações de amino ácidos e estrutura 

conformacional29,30. Esses novos métodos têm como base os modelos de 

processamento de linguagem natural (Natural Language Processing – NLP), 

onde as palavras corresponderiam aos aminoácidos e as sentenças às 

proteínas30. Destes, dois exemplos são o ESMfold e o EMBER2 reportados 

neste ano 29,30. Esses métodos apresentam acurácia inferior ao AlphaFold mas 

velocidade muito superior uma vez que não usa múltiplo alinhamento de 

sequências29,30. É importante salientar que apesar dessas metodologias não 

apresentarem mesma acurácia na predição da estrutura proteica, elas parecem 

ter melhor desempenho na predição de mutações que acarretam alterações na 

estrutura proteica, sendo que o AlphaFold2 parece não reconhecer diferenças 

sutis na estrutura devido a modificação de apenas um aminoácido31. 

1.8. Utilização de simulação de dinâmica molecular para estudo de 

impacto de variante na interação entre proteína e ligante/proteína 

A Simulação de Dinâmica molecular (SDM) é uma ferramenta utilizada para 

descrever o movimento (posição e velocidade) de cada átomo de uma dada 

molécula, tendo como base as leis newtonianas32. Historicamente fora 

desacreditada por biólogos e químicos, denominada como perda de tempo. 

Desde a primeira simulação de dinâmica molecular com proteína realizada em 

1997 muitos avanços ocorreram dado a evolução dos algoritmos de simulação 

e das funções potenciais32. A técnica é comumente utilizada em determinação 

estrutural, refinamento estrutural de macromoléculas e obtenção de estruturas 

significativas de complexos macromoleculares a partir de dados e baixa 

resolução 32. Outra empregabilidade da DM é o estudo de efeito de mutações 

em proteína de modo a entender seu mecanismo e características.  

Um exemplo desta utilidade é o estudo e SDM do sítio de mutação pontual 

no domínio TPR (do inglês tetratricopeptide repeat) de cyclophilin 40 para 

identificar os estados conformacionais com diferentes dinâmicas e 
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propriedades enzimáticas33. Outro exemplo é o estudo de Piao e 

colaboradores, onde foram analisadas as relações cruciais entre a Shank3 e 

SAPAP E-PBM e explicadas as perdas de afinidade de ligação nos mutantes 

quando comparados ao tipo selvagem 34. 

Tendo em vista a utilização de diferentes métodos e algoritmos 

computacionais para um melhor entendimento biológico da função proteica e 

como estas podem ser moduladas ou alteradas por alterações genéticas, no 

presente projeto, buscamos avaliar se métodos computacionais podem ser 

utilizados para priorizar o estudo de genes/proteínas candidatas associadas 

com a frequência cardíaca em modelos experimentais e na espécie humana. 
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2. OBJETIVO  

2.1. Objetivo geral  

A dissertação aqui apresentada tem como objetivo desenvolver análises in 

silico para priorizar a validação de genes candidatos associados a frequência 

cardíaca identificados por meio de forward genetic screening em 

camundongos. 

2.2. Objetivos específicos 

1. Priorizar genes candidatos identificados no screening fenotípicos para 

frequência cardíaca em camundongos com base na conservação de 

aminoácido e da presença de domínios proteicos nas regiões afetadas 

pelas alterações não sinônimas e conservadas em três espécies de 

vertebrados: Mus musculus, Danio rerio e Homo sapiens. 

2. Selecionar genes candidatos com variantes não sinônimas que 

potencialmente causam danos à estrutura da proteína nas três espécies. 

3. Selecionar para validação genes candidatos com base nas duas 

estratégias propostas acima. 

4. Utilizar análise de dinâmica molecular para selecionar as alterações com 

maior potencial de influenciar comprometimento da função nas proteínas 

priorizadas. 
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3. METOLOLOGIA 

Devido a novidade dos dados aqui apresentados e como muitos dos 

genes candidatos identificados por meio de forward genetic screening em 

camundongos nunca foram associados ao fenótipo de frequência cardíaca, 

estes serão apresentados decodificados. Dessa forma, para os genes em 

camundongo a nomenclatura será Candidato X, para zebrafish será candidato 

X e para humano, CANDIDATO X, seguindo-se a norma vigente dos símbolos 

de genes para cada espécie. Quando tratarmos das proteínas, a nomenclatura 

seguirá a do gene, mas com fonte em itálico. 

Para os genes já conhecidos, com evidência sólida da sua contribuição 

no fenótipo, seu símbolo será apresentado segundo o banco de dados 

Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). 

Destacamos que as análises foram realizadas considerando apenas 

variantes genéticas não sinônimas identificadas em genes candidatos, sendo 

excluídos do estudo variantes que causam stopgain, stoploss ou que afetam 

sítios de splicing. Em um primeiro momento, as análises forma realizadas 

considerando as alterações genéticas em genes conhecidos, posteriormente 

com os genes diretamente associados com o fenótipo estudado, seguindo com 

aqueles cuja relação com o fenótipo foi dúbia no camundongo, ou seja, quando 

mutações em dois ou mais genes ocorreram em homozigose nos mesmos 

animais da mesma família (pedigree), impossibilitando a identificação de qual 

mutação em qual gene foi responsável pela alteração do fenótipo. 

3.1. Análise de padrões conservativos 

A fim de avaliar se a variante genética associada à alteração de 

frequência cardíaca identificada em camundongo por meio de screening 

fenotípico pode ser encontrada em regiões conservadas nas espécies Mus 

musculus, Danio rerio e Homo sapiens, e possivelmente afetar a função 

proteica por se localizar em domínios proteicos, seguimos as seguintes etapas.  

Primeiramente, verificamos se o gene candidato associado ao controle 

do fenótipo de interesse possui ortólogo para as espécies Danio rerio e Homo 

sapiens com base no banco de dados Ensembl 

https://www.ensembl.org/index.html
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(https://www.ensembl.org/index.html). Para isto, após buscar o gene em 

camundongo (GRCm38), acessamos as informações referentes aos ortólogos 

 “Orthologues”  na aba “Comparitive  enomics, visualizando a existência do 

mesmo em Danio Rerio (GRCz10) e Homo sapiens (CRCh38), como mostrado 

na Figura 235–37.  

 

Figura 2 - Interface Ensembl para o gene Hcn4. A página fornece primeiramente 
informações a respeito do gene seguido pela tabela com o/os transcrito/s. Na parte 
esquerda da página alguns recursos estão disponíveis para obter mais informações a 
respeito do gene de interesse, entre eles o item “Orthologues”. Com a ferramenta 
disponível neste item, é possível verificar se há genes ortólogos em diferentes 
espécies, inclusive em Danio rerio e em Homo Spiens, utilizadas neste estudo. 

Em caso de apresentar ortólogo, realizamos o alinhamento entre as 

sequências de cDNAs do camundongo e das outras espécies envolvidas no 

estudo, identificando o códon, o aminoácido afetado pela variante e sua 

posição na proteína. Para tanto, utilizamos o recurso “Vie  cDN ” 

disponibilizado pela própria plataforma Ensembl na aba “Vie  Se uence 

 lignments”.  ssim, foi possível identificar o códon equivalente no cDNA da 

espécie humana e de peixe paulistinha, assim como o aminoácido e sua 

posição na proteína da respectiva espécie. Nesta etapa, foram anotados se 

houve alinhamento do códon onde a mutação inicial se localiza com relação à 

https://www.ensembl.org/index.html
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espécie comparada e, em caso positivo, se o aminoácido originado pelo códon 

se conserva entre as espécies analisadas, como ilustrado na Figura 335–37. 

 

Figura 3 - Alinhamento entre o cDNA do camundongo e o de humano para o gene 
Hcn4. A imagem mostra o alinhamento das sequências de DNA complementar do 
RNA mensageiro do transcrito consenso das espécies Mus musculus (primeira linha) e 
Homo sapiens (segunda linha). Em vermelho está destacado a trinca onde a variante 
genética associada ao fenótipo foi identificada em camundongo. Em seguida, vemos a 
sequência de DNA complementar do gene na espécie humana e a sequência de 
aminoácido (aa) equivalente. Em vermelho temos a trinca e o aminoácido equivalentes 
a variante identificada em camundongo. 

Por fim, com o objetivo de inferir se a variante genética causa efeito na 

funcionalidade proteica nas três espécies estudadas, verificamos se a posição 

do aminoácido afetado por ela em cada espécie se encontra em sítios de 

domínio, região, “coiled coil”, “compositional bias” e repeti ão, no t pico “Famil  

and Domain” do banco de dados Uniprot (acessado entre 2019 e 

2021)(https://www.uniprot.org/)38,39. Para essa análise, consideramos domínio 

como abrangendo os conceitos de domínio, região, “coiled coil”, “compositional 

bias” e repeti ão. 

Levando em consideração a análise de conservação entre as espécies 

de interesse e a posição das variantes genéticas nos sítios proteicos com 

evidência funcional (domínios), identificamos os genes cujos ortólogos nas 

espécies humana e peixe paulistinha apresentaram alinhamento de cDNA com 

relação ao camundongo na trinca que sofre alteração causada pela variante 

genética em camundongo e cujo aminoácido codificado pelo códon nas 

espécies estudadas fosse idêntico. Complementariamente, selecionamos 

dentre estes genes aqueles que apresentaram a variante em região de domínio 

em duas ou três espécies. 

https://www.uniprot.org/
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3.2. Análise de predição de dano estrutural 

Com a finalidade de prever o impacto que a variante genética não 

sinônima missense causa na estrutura da proteína nas espécies Homo 

sapiens, Danio rerio e Mus musculus utilizamos a plataforma Missense3d. A 

ferramenta utiliza a estrutura proteica em formato .pdb, a posição do 

aminoácido em que ocorre a variante, o aminoácido nativo e o aminoácido 

gerado pela variante para realizar a análise. A fim de obter as estruturas 

proteicas codificadas pelos genes candidatos, a priori utilizamos o banco de 

dados “Protein Data Bank in Europe”  PDBe , onde estão disponibilizadas 

estruturas proteicas obtidas experimentalmente, seja por Cristalografia de raio 

X, Crio microscopia eletrônica ou Ressonância Magnética Nuclear. Caso a 

proteína analisada não apresentasse estrutura disponível neste banco ou a 

estrutura não cumprisse os pré-requisitos necessários, utilizamos as 

ferramentas AlphaFold (Release 3) e Phyre², para predizer a estrutura terciária 

das proteínas codificadas pelos genes candidatos, como mostrado na Figura 4. 

  

Figura 4 - Fluxograma metodológico de análise de predição de dano estrutural - A 
análise consistiu de duas etapas sendo que na primeira foram buscadas as estruturas 
das proteínas codificadas pelos genes candidatos no banco de dados PDBe e, em sua 
ausência, foram consultadas no banco de dados  AlphaFold 
(https://alphafold.ebi.ac.uk/) e 
Phyre²(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). As estruturas foram 
analisadas seguindo os parâmetros descritos na figura para cada fonte. Por fim, as 

https://alphafold.ebi.ac.uk/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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estruturas proteicas selecionadas foram submetidas ao Missense3d 
(http://missense3d.bc.ic.ac.uk/missense3d/). 

Para o uso da ferramenta AlphaFold buscamos, no repositório 

disponibilizado pela software (https://alphafold.ebi.ac.uk/), a estrutura predita 

para cada sequência de aminoácidos associada ao código Uniprot do transcrito 

estudado 40. Cada estrutura foi avaliada tendo como base a confiabilidade da 

predição do aminoácido determinada pelo fator pLDD (per-residue confidence 

score). Este fator pLDDT vai de 0 à 100, sendo que algumas das regiões com 

valor abaixo de 50 correspondem a regiões sem predição de estrutura (Figura 

5). O modelo só foi utilizado quando o aa afetado pela mutação não-sinônima 

no camundongo apresentava confiabilidade superior à 70, ou seja, quando era 

considerado Confident ou Very High. Em caso de a estrutura não atingir a 

qualidade desejada, a sequência polipeptídica foi submetida ao Phyre². 

 

Figura 5 – Representação do resultado da predição de estrutura proteica pelo 
AlphaFold. Na parte superior é apresentada a sequência de aminoácidos da proteína e 
abaixo a estrutura predita, onde as cores representam a qualidade da predição. É 
possível selecionar na sequência de aminoácidos apresentada o aminoácido para 
visualização de sua posição na estrutura predita. Selecionamos estruturas proteicas 
que o aminoácido mutado estava em regiões preditas representadas em azul escuro 
(Very high) ou azul claro (Confident), como apresentado na legenda a esquerda. 

Para o uso da ferramenta Phyre², submetemos a sequência de 

aminoácidos correspondente a cada transcrito ao modo Normal, conforme 

recomendado pelos desenvolvedores. Em casos em que essa análise não foi 

satisfatória para predição da estrutura proteica, as sequências de aminoácidos 

referentes a cada transcrito foram submetidas à análise em modo intensivo. 

Este modo utiliza um algoritmo que considera múltiplos templates para 

http://missense3d.bc.ic.ac.uk/missense3d/
https://alphafold.ebi.ac.uk/


30 
 

predição da estrutura proteica. Entretanto, o modo intensivo só pode ser 

utilizado em sequências com comprimento inferior a 1500 resíduos. Nas 

situações em que a sequência de aminoácidos apresentou comprimento 

superior a 1500 resíduos, a análise foi interrompida, inviabilizando a predição 

da estrutura proteica e a avaliação do dano da alteração genética sobre a 

estrutura via Missense3d. 

Para ambos os modos de análise para predição das estruturas proteicas, 

buscamos estruturas que apresentassem cobertura maior do que 70%, 

confiança na predição maior do que 90% e identidade maior do que 30%. 

Esses critérios foram determinados com base nas publicações das ferramentas 

Phyre² e Missense3d. Caso essas condições não fossem satisfeitas, a 

estrutura predita foi desconsiderada para as análises subsequentes no 

Missense3d e submetida ao PhyreAlarm na ferramenta Phyre², que avisa, via 

e-mail, melhora na predição da proteína investigada com base na publicação 

de novos templates 41,42. 

As estruturas .pdb obtidas por meio do PDBe, AlphaFold e do Phyre² 

que cumpriram os valores definidos anteriormente foram submetidas ao 

Missense3d, acompanhadas das demais informações necessárias citadas 

anteriormente. A plataforma, então, retorna uma figura mostrando a estrutura 

nativa e a gerada a partir da sequência com aminoácido mutado, salientando 

com diferentes cores as alterações estruturais decorrentes da alteração do 

aminoácido, como mostrado na Figura 6. Além disso, como resultado, é 

apresentado também um parecer explicitando qual o tipo de dano causado e 

seus detalhes, como é possível ver na Figura 7. 

Os possíveis danos detectados pela ferramenta podem ser separados 

em dois grupos: o primeiro  depende de alterações físico-químicas acarretadas 

pela variante na estrutura selvagem e o segundo depende da qualidade do 

modelo juntamente com as alterações anteriores42. O primeiro grupo é 

composto por: quebra de ponte dissulfeto, introdução de prolina internalizada, 

introdução de resíduo hidrofílico internalizado, introdução de resíduo carregado 

internalizado, troca de resíduo com carga oposta internalizado, ângulo phi/psi 

não permitido, substituição de resíduo carregado para não carregado 
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interanlizado, substituição de glicina internalizada, substituição de uma prolina 

cis e, finalmente, substituição de uma glicina em uma curva (“Disulfide bond 

breakage”, “Buried Pro introduced”, “Buried h drophilic introduced”, “Buried 

charge introduced”, “Buried charge s itch”, “Disallo ed phi/psi”, “Buried charge 

replaced”, “Buried  l  replaced”, “Cis Pro replaced” e “ l  in a bend”). O 

segundo grupo é formado pelas seguintes características: quebra, estrutura 

secundária alterada, quebra de ponte de hidrogênio internalizada, alteração de 

cavidade, e troca de exposição/internalização (“Clash”, “Second structure 

altered”, “Buried H-bond breakage”, “Cavit  altered” e “Buried/e posed s itch” . 

 

Figura 6 - Análise realizada pelo Missense3d para a estrutura de uma proteína na 
espécie humana. A janela retornada mostra a detecção de dano estrutural, sendo eles: 
“disulphidebreakage” e “clash”. Na estrutura, é possível ver em azul claro a cadeia da 
proteína selvagem, e em azul escuro o resíduo no qual ocorre a variante. Ainda na 
estrutura, em vermelho é possível ver o resíduo resultante da alteração. 
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Figura 7 - Descrição das características das estruturas analisadas pelo Missense3d. 
Em vermelho, estão destacadas as características que apresentam dano à estrutura e 
sua descrição. 

3.3. Integração dos resultados de análise de conservação e de predição 

de danos estruturais 

Ao término das análises nos aspectos conservativos e estruturais, as 

listas com os genes com maiores quantidades de evidências obtidas por cada 

metodologia foram comparadas buscando por aqueles presentes em ambas ou 

presente parcialmente em ambas. Como, por exemplo, cumprir os requisitos 

conservativos em humanos e camundongos, mas não em peixe paulistinha e 

possuir dano estrutural em apenas uma das espécies abordadas no trabalho. 

3.4.  Estudo das estruturas proteicas codificadas pelos genes 

priorizados 

Para selecionar qual estrutura proteica seria utilizada para as etapas 

posteriores, foram levadas em consideração a qualidade da estrutura e 
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principalmente a confiança sobre a interação domínio-domínio, proteína-

proteína ou proteína-ligante. A fim de avaliar a qualidade da estrutura proteica 

foi utilizado a plataforma PDBsum 43. Nela, são obtidas informações como 

esquemas de estrutura secundária, topologia, lista de ligações (pontes de 

hidrogênio, ligação dissulfeto, etc), diagrama de Ramachandran, entre outros. 

No Diagrama de Ramachandran especificamente, foram avaliados se os 

aminoácidos se encontraram em regiões permitidas. Inicialmente, buscamos 

estrutura experimentalmente obtida com o ligante. Caso não fosse possível, 

realizamos o docking utilizando a estrutura proteica e o ligante. 

3.5. Simulação de dinâmica molecular 

Para avaliar o impacto da variante não sinônima missense na função da 

proteína Candidato 35 e Candidato 46, foi realizada uma simulação de 

dinâmica molecular (SDM). As simulações foram realizadas utilizando o 

programa GROMACS versão 2018.3, e o campo de forças aplicado foi o 

CHARMM3644–46. 

3.5.1. Candidato 46 

Inicialmente, para a proteína Candidato 46 foram separadas quatro 

estruturas para a proteína oriunda de camundongo: domínio apo obtido 

experimentalmente (código PDB: 3BI9), domínio com ligante obtido 

experimentalmente (código PDB: 3BIB), domínio predito utilizando o código 

aberto da ferramenta AlphaFold, e a estrutura da proteína inteira predita pelo 

AlphaFold (AF-Q6U7R4-F1) e disponível em seu banco de dados. Uma 

primeira simulação foi executada durante 5ns a fim de minimizar energias ao 

longo do tempo. 

Para realização do preparo dos dados para a simulação de dinâmica 

molecular, foi utilizada a ferramenta CHARMM-GUI47–49. No primeiro passo de 

preparação dos dados, o arquivo em formato .pdb é lido pela ferramenta e 

então alguns átomos/aminoácidos tem sua nomenclatura alterada. Um exemplo 

é a troca de HIS, representando a histidina, por HSD (não protonado) ou HSP 

(protonado nos dois hidrogênios) ou HSE (protonado em um dos hidrogênios) 

dependendo da protonação da histidina. A caixa na qual a dinâmica molecular 

ocorreu era retangular e com distância da borda de 10 Å. Na sequência, foram 
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incluídos íons de sódio e cloro na solução por meio do método de Monte-Carlo 

com uma concentração de 0,15mM (37 de Na+ e 44 de Cl-).  

As etapas seguintes foram realizadas no HPC Saci. Para cada uma das 

etapas das simulações foram utilizados 1 nó com um total de 4 núcleos, 4 

núcleos logicos, 1 placa de GPU NVIDIA Tesla V100-SXM2-16GB. Com 

relação a memória, o total de NUMA foi de 86 GB. NUMA (Non-uniform 

memory acess) é a memória do computador usado em multiprocessamento, 

onde o tempo de acesso a memória é dependente da localização da memória 

em relação ao processador. Para se ter uma ideia do tempo de processamento 

para uma proteína com XX resíduos de aminoácidos, foi possível realizar 

47,542 ns por dia.  

A etapa de minimização da energia do sistema consistiu de uma dinâmica 

de 5000 passos por meio de integração por step descent. A etapa seguinte 

consistiu da realização de uma SDM curta de 125ps, sendo 125000 passos 

com duração de 0,001ps cada, com objetivo de equilibrar a energia do sistema. 

A dinâmica de produção foi realizada com 1000ps e 500000 passos com 

duração de 0,002ps cada para cada ns de simulação.  

A partir dessa SDM, selecionamos o modelo mais indicado para 

trabalhar levando em consideração a confiança na estrutura proteica e de sua 

interação com o ligante. Na sequência, com a estrutura selecionada obtida no 

último nanosegundo da SDM de 5ns, modelamos a estrutura com a variante, 

utilizando o programa Pymol, para então gerar os inputs da simulação com 

arquivos do CHARMM-GUI contendo as condições de contorno e solução. Com 

esses arquivos foi executado uma SDM de 100ns para o sistema nativo e o 

com a variante. 

Com os arquivos da SDM gerados, foram confeccionados dois vídeos, 

um para o domínio nativa e outro para o domínio que apresenta a variante 

M30K. Além disso, confeccionamos gráficos de distância entre os resíduos e o 

ligante para os dois domínios. Para os vídeos, foi utilizado o programa VMD no 

qual ambos os modelos foram sobrepostos. Para os gráficos, inicialmente foi 

utilizado o webserver ProteinPlus, especificamente a ferramenta PoseView, 

para mostrar quais resíduos do domínio, em ambas estruturas WT e M30K, 
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interagem com o ligante 50–52. Para esses resíduos, juntamente com a variante 

de estudo, foram feitos gráficos de distância entre o centro de massa do 

resíduo e o centro de massa do ligante. Todos os gráficos foram feitos pelo 

programa Xmgrace (versão 2014). 

3.5.2. Candidato 35 

Utilizamos a mesma metodologia apresentada no candidato 46 para a 

simulação de dinâmica para o Candidato 35. No entanto, consideramos apenas 

a estrutura proteica predita para Mus musculus pelo AlphaFold e realizamos 

uma SDM com 30ns ao invés de 100ns, já que, pelo tamanho desta proteína 

(756 aa), uma dinâmica de 100ns demandaria mais de três meses de 

processamento utilizando o poder computacional apresentado.  

Para este candidato, realizamos o processo de docking entre a estrutura 

proteica e o complexo tubulina (código 1TUB no PBDe), para representar a 

interação com o microtúbulo, utilizando o webserver ClusPro53–56. Foi realizado 

o docking na configuração default nos instantes inicial (t=0) e final (t=30) para 

os modelos selvagem (wildtype) e mutado (R638H) da SDM e escolhido o 

cluster resultante com maior número amostral. Por fim, a análise visual foi 

realizada com o Pymol para verificar o impacto da variante na interação 

proteína-proteína. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1. Genes conhecidos 

Com base na análise fenotípica realizada em cerca de 45 mil camundongos, 

identificamos 17 genes candidatos associados à alteração de frequência 

cardíaca com evidências sólidas da sua participação na regulação do fenótipo, 

e por isso considerados controle positivo para a estratégia proposta. Este 

grupo, denominado genes conhecidos, compreende os genes: Ryr2, Hcn1, 

Kcnq3, Tg, Hcn4, Gad2, Lepr, Tbx5, Cacna1d, Slc8a1, Tln1, Cbs, Kcnj5, Ngfr, 

Sin3a, Kcnj3 e Duox2. 

 

4.1.1. Análise de padrões conservativos 

Dentre os 17 genes conhecidos que apresentam variantes não 

sinônimas, nove genes apresentam a variante em sítio de domínio proteico em 

camundongo, sendo eles: Ryr2, Tg, Lepr, Cacna1d, Tln1, Ngfr, Sin3a, Kcnj3 e 

Duox2 (Figura 8). Enquanto nos oito genes restantes as mutações não se 

situam em região de domínio proteico. 
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Figura 8 - Árvore de resultados da análise de conservação para Mus musculus. Dos 17 
genes identificados no screening de camundongo, todos possuem variantes não 
sinônimas, das quais nove afetam região de domínio proteico (Ryr2, Tg, Cacna1d, 
Lepr, Tln1, Sin3a, Kcnj3 e Duox2). 

Quando a metodologia foi aplicada ao peixe paulistinha, identificamos 16 

genes ortólogos aos 17 genes identificados em camundongo, sendo que em 

todos os casos a variante genética identificada em camundongo se encontra 

em sequência de cDNA que se alinha entre as duas espécies. Apesar do 

alinhamento, apenas 10 genes ortólogos codificam o mesmo aminoácido 

afetado pela mutação em camundongo e seis apresentam aminoácido distinto 

(Figura 9). 

Das sequências nas quais não houve conservação de aminoácido, três 

genes (Kcnj5, Ngfr e Sin3a) apresentam no mínimo um ortólogo que mostrou 

ao menos uma variante que afeta aminoácido em sítio de domínio proteico. Já 
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quando consideramos as sequências em que ocorreu conservação de 

aminoácido, quatro genes (Ryr2, Hcn1, Cacna1d e Kcnj3) apresentam ao 

menos um ortólogo que mostrou ao menos uma variante que afeta aminoácido 

em sítio de domínio proteico, como destacado na Figura 9. 

 

Figura 9 - Árvore de resultados da análise de conservação para Danio rerio. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 



39 
 

Ao reproduzir a análise para a espécie humana, temos que todos os 

genes inicialmente identificados em camundongo possuem ortólogo em 

humano. Sendo assim, 15 dos 17 genes possuem aa afetado pela mutação 

conservado entre camundongos e humanos. Destes, em nove genes ao menos 

uma mutação afeta aa que se localiza em região de domínio proteico (Figura 

10). 

 

Figura 10 - Árvore de resultados da análise de conservação para Homo sapiens. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 

Ao considerar as análises individuais em cada espécie estudada e suas 

comparações com o genoma da espécie Mus musculus, avaliamos quais dos 

genes apresentaram em sua sequência proteica conservação de aminoácido 
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afetado pela variante genética identificada em camundongo em região de 

domínio proteico concomitante nas três espécies (Figura 11). 

A análise apontou que dois genes possuem as características nas três 

espécies, sendo um associado à redução de frequência cardíaca (Ryr2) e um 

relacionado ao aumento do fenótipo (Cacnad1). Além disso, verificamos quais 

genes apresentaram concordância das análises em duas espécies: 

camundongo e peixe paulistinha - um gene associado à redução de frequência 

cardíaca (Kcnj3); peixe paulistinha e espécie humana - um gene associado à 

redução de frequência cardíaca (Hcn1); e espécie humana e camundongo - 

seis genes, sendo cinco associados à redução de frequência cardíaca (Tg, 

Lepr, Ngfr, Sin3a e Duox2) e um relacionado ao aumento do fenótipo (Tln1) 

(Figura 11). 

 

 

Figura 11 - Diagrama de Venn para a análise de conservação em genes conhecidos. 
O círculo bege representa a espécie Mus musculus, o azul Danio rerio e o vermelho 
Homo sapiens. Os genes representados são aqueles cujo cDNA se alinha com o 
cDNA de camundongo na região da variante associada à alteração do fenótipo de 
frequência cardíaca em camundongo, possui conservação do aminoácido afetado pela 
mutação entre as três espécies e que estão em região de domínio proteico. Em cada 
área de intersecção entre os círculos estão os genes que cumprem esses requisitos 
nas espécies indicadas. 
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4.1.2. Análise de predição de dano à estrutura proteica 

Considerando as estruturas das proteínas codificadas pelos genes no 

camundongo, uma não foi analisada, pois as variantes genéticas nela 

identificadas como associadas ao fenótipo ocasionam um códon de parada, 

fato que não permite a análise pelo programa utilizado. Das 16 proteínas 

restantes, as estruturas obtidas experimentalmente não estão disponíveis. 

Sendo assim, buscamos estruturas preditas pelo AlphaFold. Com essa 

estratégia, identificamos 10 estruturas no AlphaFold, dos quais cinco estruturas 

apresentam a região que contém o aminoácido afetado predita com confiança 

very high ou cofident. Destas, ao serem submetidas ao Missense3d, apenas 

uma indicou possível dano estrutural (Cacnad1). As 11 sequências proteicas 

restantes, que não possuíam registro no banco de dados do AlphaFold ou que 

não cumpriam os requisitos estipulados foram submetidas ao software Phyre². 

Destas, apenas três continham os aspectos necessários para seguir para a 

predição de dano pela variante pelo Missense3d, sendo que o resultado obtido 

mostrou que as três estruturas apresentam possível dano devido a mutação 

(Figura 12). De todas as sequências proteicas codificadas pelos genes com 

variantes missense, oito não foram analisadas por não haver estrutura com 

parâmetros adequados para prever o impacto da variante na estrutura 

tridimensional da proteína. 
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Figura 12 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em camundongo. O esquema mostra o número de estruturas relacionadas aos 
genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

 

As análises estruturais realizadas em peixe paulistinha utilizaram apenas 

as estruturas preditas pelo AlphaFold, visto que o banco de dados de 

estruturas obtidas experimentalmente dispõe de número limitado de estruturas 

proteicas (aproximadamente 480) e o Phyre² utiliza homologia para criar seus 

modelos considerando como molde estruturas proteicas provenientes do banco 

de dados essencialmente humanos e de camundongo. Sendo assim, das 16 

com variantes missense foram identificadas nove proteínas com estrutura 

predita no AlphaFold, dos quais quatro estruturas contém a região com o 

aminoácido afetado predito com confiança very high ou confident. Ao submetê-

las ao missense3d apenas uma apresentou dano estrutural devido a mutação 

(cacna1d) (Figura 13). Das sequências proteicas codificadas pelos genes com 

variantes missense 11 não foram analisadas por não possuir estrutura proteica 

com parâmetros adequados para prever o impacto da variante nela. 
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Figura 13 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em peixe paulistinha. O esquema mostra o número de estruturas relacionadas 
aos genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

 

A análise foi reproduzida para as proteínas em humano. Das 17 proteínas 

ortólogas, três tinham suas estruturas depositadas no banco de dados de 

proteína com estrutura solucionada experimentalmente, das quais duas 

apresentaram dano estrutural ao serem submetidas com as alterações 

missense correspondente ao camundongo, sendo elas codificadas pelos genes 

TG e TLN1. As demais 14 proteínas foram buscadas na plataforma AlphaFold, 

na qual se encontraram cinco estruturas proteicas cumprindo os requisitos para 

serem submetidas ao Missense3d. Destas, apenas duas delas apresentaram 

dano estrutural: CACNA1D e SLC8A1(Figura 14). Finalmente, das sete 

estruturas modeladas pelo Phyre2, apenas três atingiram os critérios 

necessários e apenas uma apresentou dano quando modelada com a alteração 

missense correspondente ao camundongo (RYR2) (Figura 14). Das sequências 

polipeptídicas codificadas pelos genes com variantes missense cinco não 

foram analisadas por não haver estrutura com parâmetros adequados para 

prever o impacto da variante na mesma. 
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Figura 14 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em humanos. O esquema mostra o número de estruturas relacionadas aos 
genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

Ao término da análise de predição de dano à estrutura da proteína 

codificada pelos genes avaliados, realizamos uma comparação entre as três 

espécies (Figura 15). O único gene cuja proteína apresentou dano estrutural 

quando modelada com a mutação nas três espécies foi o Cacna1d. Vale 

salientar que para as três espécies a estrutura proteica utilizada foi a predita 

pelo AlphaFold. Além do gene Cacna1d, os genes Ryr2 e Tg também 

apresentaram dano da estrutura proteica quando modelados com a mutação na 

proteína do camundongo e na humana, sendo que as estruturas da proteína 

Ryr2 para ambas as espécies foram preditas pelo Phyre2, enquanto que a 

estrutura da proteína Tg humana foi experimentalmente obtida e a de 

camundongo foi predita pelo Phyre2 (Figura 15).  

Finalmente, os genes SLC8A1 e TLN1 tiveram predição de dano a 

estrutura proteica quando modelados com a mutação apenas com proteína 

humana, enquanto que a proteína Duox2 codificada pelo gene Duox2 

apresentou dano à sua estrutura quando modelado com a mutação apenas em 

camundongo (Figura 15). 
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Figura 15 -- Diagrama de Venn de apresentação de resultados de dano estrutural. 
Temos no diagrama os genes cuja proteína apresenta dano estrutural ocasionado pela 
variante por espécie. As setas em verde mostram a diminuição de frequência cardíaca 
enquanto as vermelhas referem-se ao aumento da frequência. 

 

4.2.3. Comparação entre análises 

Comparamos, então, os resultados da análise de conservação e de dano 

estrutural a proteína (Figura 16). Durante a análise comparativa, é possível 

observar que a mutação do gene Cacnad1 ocorre em aa que é conservado e 

está em domínio proteico, assim como é predito de afetar a estrutura da 

proteica nas três espécies analisadas. Da mesma forma, o gene Ryr2 aparece 

em ambos os diagramas, mas, na análise de conservação, a mutação afeta aa 

conservado em região de domínio nas três espécies, enquanto a análise de 

predição de dano estrutural evidencia o efeito da mutação apenas na estrutura 

proteica de camundongo e de humano, uma vez que não há estrutura 

cristalográfica resolvida nem predita para zebrafish. Os genes Tg, Tln1 e Duox2 

também foram selecionados em ambas as análises. No entanto, a mutação no 

gene Tg ocorre em aa conservado em domínio proteico e é predito de afetar 

estrutura proteica em Mus musculus e Homo Sapiens, enquanto que para a 

mutação no gene TLN1 há predição de afetar a estrutura proteica apenas em 
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humano. Finalmente, a mutação no gene Duox2 segue mesmo padrão que o 

Tln1, mas afeta apenas a estrutura proteica em camundongos. 

 

Figura 16 - Comparação entre as análises de conservação e análise de predição de 
dano estrutural. 
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As análises realizadas nos genes conhecidos apontam limitações na 

abordagem de priorização proposta, já que fica evidente que esta é 

dependente de informações disponíveis de bancos de dados públicos tanto 

para a avaliação de regiões conservadas e de domínio proteico, quanto para 

obtenção de estruturas proteicas. No caso das estruturas proteicas, há o 

acréscimo de uma camada na complexidade, pois além da dependência da 

disponibilidade das estruturas, estas precisam conter a região afetada pela 

mutação e terem alta qualidade de predição no caso de estruturas preditas. 

Nesse sentido, notamos que obtivemos um baixo número de estruturas 

proteicas com qualidade suficiente para a análise de dano, sendo apenas oito 

em camundongo, quatro em peixe paulistinha e 11 em humano, dentre as 16 

proteínas estudadas. 

4.2. Genes diretamente associados ao fenótipo 

4.2.1. Análise de padrões conservativos 

Dentre os 47 genes cujas variantes estão associadas à alteração de 

frequência cardíaca diretamente, 46 genes apresentam variantes não 

sinônimas, sendo que 13 possuem a variante em aminoácido em região de 

domínio proteico no camundongo (Figura 17). O gene que não apresentou 

variante não sinônima leva a alterações no splicing, ocasionando a deleção ou 

inserção de regiões exônicas ou intrônicas, alterando o quadro de leitura da 

proteína. Essas variações são de difícil predição e interpretação fazendo com 

que fossem excluídas das próximas análises. 
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Figura 17 - Árvore de resultados da análise de conservação para Mus 
musculus. Dos 47 genes identificado no screening de camundongo, um apresenta 
variante intrônica enquanto 46 possuem variantes não sinônimas, das quais 13 afetam 
região de domínio proteico.  

Em peixe paulistinha, 39 dentre os 46 genes identificados possuem pelo 

menos um ortólogo cuja variante genética identificada é não sinônima em 

camundongo e se encontra em sequência de cDNA que se alinha entre as 

duas espécies. Destes, 26 demostram conservação de aminoácido entre as 

duas espécies na posição onde se localiza a variante relacionada ao fenótipo 

em camundongo e 13 apresentam aminoácidos distintos entre as duas 
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espécies (Figura 18). Dos genes em que não houve conservação de 

aminoácido afetado pela variante genética, o aa afetado de cinco está em 

região de domínio proteico, enquanto que, dos genes em que houve 

conservação de aminoácido afetado pela variante genética, nove apresentam 

variante que afeta aa em região de domínio (Figura 18). 

 

Figura 18 - Árvore de resultados da análise de conservação para Danio rerio. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 
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Quando a análise é reproduzida para a espécie humana, temos que, dos 

44 genes com variantes não sinônimas ortólogos aos identificados em 

camundongos, todos apresentam alinhamento entre os cDNAs das duas 

espécies no sítio afetado pela variante genética (Figura 19). Destes, dois não 

possuem conservação do aminoácido entre as espécies no sítio afetado pela 

variante genética e os aas não se localizam em região de domínio proteico. 

Dos 42 que têm pelo menos um ortólogo e possuem no mínimo uma variante 

genética que afeta o aminoácido conservado entre as espécies, 14 

apresentaram domínio na região de ocorrência de troca de aa em decorrência 

de variante genética. 
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Figura 19 - Árvore de resultados da análise de conservação para Homo sapiens. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 

Considerando as análises em cada espécie estudada e suas 

comparações com o genoma do camundongo, obteve-se que seis genes 

apresentam variantes que afetam aa conservados em região de domínio nas 
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três espécies, sendo dois associados ao aumento de frequência cardíaca 

(Candidato 10 e Candidato 45) e quatro relacionados à diminuição da 

frequência cardíaca (Candidato 14, Candidato 32, Candidato 35 e Candidato 

43). Além disso, outros seis genes apresentam variantes que afetam aa 

conservados em região de domínio em camundongo e na espécie humana, 

sendo também dois associados ao aumento de frequência cardíaca (Candidato 

36 e Candidato 40) e quatro relacionados à diminuição da frequência cardíaca 

(Candidato 4, Candidato 18, Candidato 24 e Candidato 46). Finalmente, 

existem quatro genes que apresentam variantes que afetam aa conservados 

em comparação com camundongo em domínio proteico em apenas uma 

espécie, sendo três em zebrafish e um em humanos (Figura 20). 

 

Figura 20 - Diagrama de Venn para a análise de conservação. O círculo bege 
representa a espécie Mus musculus, o azul Danio rerio e o vermelho Homo sapiens. 
Em cada área do círculo estão os genes que cumprem os requisitos e nas 
intersecções estão os que apresentam mesmo aa e domínio na região em que se 
encontra a variante nas espécies em questão. 
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4.2.2. Análise de predição de dano à estrutura proteica 

Considerando as 46 proteínas codificadas pelos genes candidatos 

identificados em camundongo com alteração genética não sinônima, quatro 

não foram avaliadas por se tratar de proteínas cujos variantes causa um stop 

códon, não permitindo a análise pelo programa utilizado. Das 42 proteínas 

restantes, duas foram depositadas no banco de dados do PDBe cumprindo os 

parâmetros metodológicos, sendo que nenhuma apresentou dano estrutural 

quando submetida ao Missense3d (Figura 21). Das demais proteínas, 34 

tiveram estruturas preditas disponíveis no banco de dados do AlphaFold, sendo 

que 25 cumpriram o requisito para serem submetidas ao preditor de dano 

estrutural e nesta análise, 11 apresentaram dano estrutural ocasionado pela 

alteração missense obtida na análise fenotípica. Por fim, as sequências de 

aminoácidos de 13 proteínas foram submetidas ao Phyre² sendo que apenas 

duas cumpriram os critérios para seguir a etapa seguinte e nenhuma estrutura 

apresentou dano estrutural. De todas as sequências proteicas codificadas 

pelos genes com variantes missense 13 não foram analisadas por não haver 

estrutura com parâmetros adequados para prever o impacto da variante na 

estrutura tridimensional da proteína. 
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Figura 21 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em camundongo. O esquema mostra o número de estruturas proteicas 
codificadas pelos genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante 
ocasiona dano estrutural na proteína codificada. 

 

Dos 35 genes com variantes missense cujo ortólogo foi identificado em 

peixe paulistinha, 29 codificam proteínas cuja estruturas preditas estão 

disponíveis no banco de dados do AlphaFold. Destas, 22 foram submetidas ao 

Missense3d para verificar o possível dano à estrutura causado pela variante, 

sendo que sete apresentaram dano estrutural (Figura 22). Das sequências 

proteicas codificadas pelos genes com variantes missense seis não foram 

analisadas por não possuir estrutura proteica com parâmetros adequados para 

prever o impacto da variante nela. 

 

Figura 22 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em peixe paulistinha. O esquema mostra o número de estruturas proteicas 
codificadas pelos genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante 
ocasiona dano estrutural na proteína. 

A mesma análise foi realizada para proteínas em humanos como 

demonstrada na Figura 23. Das 40 proteínas codificadas por genes ortólogos 

com variantes missense avaliadas, 16 apresentaram estrutura obtida 

experimentalmente depositadas no PDBe, sendo que apenas cinco puderam 
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ser submetidas ao Missense3d, obtendo como resultado uma proteína que 

apresenta dano estrutural quando sujeita à variante. Das demais proteínas, 33 

tiveram estruturas preditas disponíveis no banco de dados do AlphaFold, sendo 

que 24 cumpriram o requisito para serem submetidas ao preditor de dano 

estrutural, retornando sete com dano estrutural causado pela alteração obtida 

no screening fenotípico. As sequências proteicas de nove proteínas foram 

submetidas ao Phyre² sendo que apenas uma cumpriu os requisitos para 

seguir para a análise no Missense3d e nenhuma estrutura apresentou dano 

estrutural. Das sequências proteicas codificadas pelos genes com variantes 

missense 10 não foram analisadas por não haver estrutura com parâmetros 

adequados para prever o impacto da variante na mesma. 

 

Figura 23 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em humano. O esquema mostra o número de estruturas proteicas codificadas 
pelos genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona 
dano estrutural na proteína. 

Finalmente, uma análise comparativa entre as espécies foi realizada 

(Figura 24), de modo que as estruturas proteicas com alterações missense 

identificadas nos camundongos codificadas pelos genes Candidato 6, 

Candidato 16, Candidato 35 e Candidato 47 mostraram potencial dano 

estrutural em todas as espécies analisadas. As estruturas relacionadas aos 
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genes Candidato 29, Candidato 31 e Candidato 46 mostraram dano em 

camundongo e humano, enquanto o Candidato 3 mostrou dano em 

camundongo e peixe paulistinha. Também foram identificadas estruturas 

proteicas com dano pela variante em apenas uma espécie sendo: três para 

camundongo, duas para peixe paulistinha e uma em humano. 

 

Figura 24 - Diagrama de Venn de apresentação de resultados de dano estrutural. 
Temos no diagrama os genes cuja proteína apresenta dano estrutural ocasionado pela 
variante por espécie. As setas em verde mostram a diminuição de frequência cardíaca 
enquanto as vermelhas correspondem a aumento de FC. 

4.2.3. Comparação entre análises 

Comparamos, então, os resultados da análise de conservação e de dano 

estrutural à proteína considerando as variantes genéticas associadas 

diretamente com a alteração do fenótipo (Figura 25). Dentre todos os 

candidatos, aqueles que apresentam maiores evidências biológicas de afetar 

funcional e estruturalmente a proteína foram os Candidatos 35 e 46. O primeiro 

por apresentar variante em mesmo aa e região de domínio, além da mesma ser 

predita por ocasionar alteração na estrutura proteica nas três espécies. Já o 

segundo candidato, por apresentar as características mencionadas acima, mas 

em camundongo e humano. O último não apresentou as características de 

interesse nas três espécies, pois não possui ortólogo em peixe paulistinha. Os 
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candidatos 35 e 46 serão analisados mais profundamente nas seções 

seguintes. 

 

Figura 25 - Esquema comparativo dos diagramas das metodologias utilizadas. 
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4.2.4. Candidato 35 

O gene candidato 35 foi selecionado por apresentar a variante genética 

associada à redução da frequência cardíaca em domínio proteico nas três 

espécies analisadas, Mus musculus, Danio rerio e Homo Sapiens, bem como 

ocasionar danos na estrutura proteica em ambas às espécies. 

4.2.4.1. Análise fenotípica em camundongo 

A obtenção do Candidato 35 como gene candidato associado à 

alteração de FC ocorreu durante o screening fenotípico da família R7096 de 

camundongos, cuja mutação ocasionada pelo agente mutagênico ENU levou a 

troca de uma arginina (R) por uma histidina (H) na posição 638 da cadeia 

polipeptídica e foi associada com uma redução de 16,32% na FC do 

camundongo homozigoto mutado quando comparado aos camundongos 

homozigoto selvagem e heterozigoto (Tabela 1 - Figura 26). 

 

Tabela 1 - Apresentação das diferenças fenotípicas entre homozigoto selvagem (homo 
ref), heterozigoto (het) e homozigoto mutado para mutação no Candidato 35 no 
pedigree R7096. 

Screen 
Name 

Add 
Ref 

Mean 
Ref 
SD 

Het 
Mean 

Het 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

Var 
Mean 

Var 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

HR 
Average 

4.72e-
04 

649.98 41.27 627.30 51.32 -3.49 -22.67 543.9 65.31 -16.32 
-

106.08 

 

 

 

Figura 26 - Manhattan Plot de variantes identificadas no pedigree R7096 (esquerda) e 
gráficos de FC (direita) de dados da média dos dois diasEm detalhe, no Manhattan 
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plot, no eixo x a posição cromossômica em que se encontram as variantes 
ocasionadas pelo ENU e testadas quanto sua associação no fenótipo de FC e no eixo 
y é possível ver o valor de –log10(p valor), mostrando o impacto da variante no 
fenótipo. O ponto acima da linha em vermelho mostra que a variante no cromossomo 
11 está associada à redução de frequência cardíaca. Nos gráficos de relação fenótipo 
x genótipo, são mostrados da esquerda para direita, animais controle C57(WT - 
laranja), homozigoto selvagem (REF - laranja), heterozigoto (HET - verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR - verde escuro). 

4.2.4.2. Resultados das análises de predição de dano à estrutural 

Para analisar o efeito da variante na proteína codificada pelo Candidato 

35 foram utilizadas as estruturas preditas disponíveis no AlphaFold DB para 

cada uma das espécies avaliadas, sendo que os aminoácidos nos quais ocorre 

a variante apresentaram um pLLDTs superior a 90, que corresponde a uma 

confian a “ver  high”.   análise de predi ão de dano à estrutura proteica em 

camundongo indica que a variante R638H leva à quebra de uma ponte salina 

formada, bem como para as posições análogas nas demais espécies. 

Considerando a estrutura de camundongo utilizada para fazer as 

predições, esta possui 756 aminoácidos e um peso de 82,99 KDa. A estrutura 

foi submetida à uma análise no PDBsum, que fornece informações como 

diagrama de estrutura secundária (Figura 27 - A), mapa topológico (Figura 27 - 

B), e diagrama de Ramachandran (Figura 27 - C). 
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Figura 27 – Análises PDBsum Candidato 35.(A) Mapa de estrutura secundária, 
mostrando os motivos estruturais. As setas em lilás representam as fita beta, as 
helicoidais em roxo representam as hélices e as linhas curvadas em vermelho os 
hairpins. (B) Diagrama de Ramachandran. O diagrama apresenta a conformação 
dos ângulos phi e psi para cada resíduo. Os resíduos são representados em azul 
claro, as regiões vermelhas são as mais favoráveis, seguidas pelas em marrom 
que são adicionalmente permitidas, as em amarelo são permitidas e em amarelo 
claro, regiões não permitidas. (C) Mapa topológico. Iniciando do N terminal para o 
C terminal, mostra as fitas em rosa e as hélices em vermelho. 

A análise de estrutura secundária indica a presença de cinco folhas beta 

(conjuntos de setas em rosa na Figura 27 - C), composta por 19 fitas (setas lilás 

na Figura 27 - A e rosas na Figura 27 - C  formando oito beta “bulges”; oito beta 

“hairpin (seta em vermelho Figura 27 - A), vinte e seis hélices (hélice roxa na 

figura 26A e cilindro vermelho na Figura 27 - C) formando vinte e três interações 

hélice-hélice, além de quarenta e nove voltas beta e 15 voltas gama. Já a 

análise do diagrama de Ramachandran representada na Tabela 2, indica que a 
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estrutura possui 80,2% de seus resíduos em regiões permitidas, 13,1% em 

regiões adicionalmente permitidas e 20,6% em regiões generosamente 

permitidas (Figura 27-C). Estes dados não possuem excelente qualidade em 

termos de disposição pelas regiões do gráfico, mas cabe lembrar que estamos 

tratando de uma estrutura predita e algumas estruturas não estão bem 

definidas. Os aminoácidos nas regiões não permitidas provavelmente 

correspondem às regiões que o AlphaFold classifica como very low confidence 

e regiões que são classificadas como desordem. Enquanto a primeira análise 

apresenta os motivos proteicos e ligações químicas que compõe o domínio, a 

segunda apresenta a localização destes aminoácidos no gráfico mediante sua 

conformação angular, de modo a indicar os domínios e a estabilidade da 

proteína. Pelo diagrama, juntamente à Tabela 2, vemos que o domínio 

apresenta estabilidade ao possuir todos seus resíduos em regiões permitidas. 

 

Tabela 2 - Dados estatísticos do Diagrama de Ramachandran da estrutura proteica 
obtida para o Candidato 35 pelo AlphaFoldDB. 

 N°. Of residues %-tage 

Most favoured regions      [A,B,L] 525 80,2%** 

Additional allowed regions [a,b,l,p] 86 13,1% 

Generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 17 2,6% 

Disallowed regions         [XX] 27 4,1% 

Non-glycine and non-proline residues 655 100.0% 

End-residues (excl. Gly and Pro) 2  

Glycine residues 54  

Proline residues 45  

Total number of residues 756  

 

 

4.2.4.3. Resultados das análises de domínio 

O código Uniprot Q6PGN3 fornece informações revisadas pela Swiss-Prot da 

proteína de estudo - pertencente a família serina/treonina quinase, em camundongo. A 

mutação, quando analisada nas três espécies, se localiza no mesmo domínio, o 

domínio proteína quinase. Variantes neste domínio estão associadas a doenças como 
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câncer e Parkinson
57,58. No contexto da proteína estudada, quando o domínio quinase 

se fusiona ao domínio duplocortina (DC), este se torna funcionalmente ativo, de modo 

a permitir a interação com microtúbulos, atuando em sua estabilização
59. 

4.2.4.4. Simulação de Dinâmica Molecular para investigar efeito da 

variante no comportamento do domínio 

Na simulação de dinâmica molecular de 30ns com a estrutura da 

proteína de camundongo, foi possível visualizar uma alteração na conformação 

da proteína ao longo do tempo resultante da quebra de uma ponte salina (cuja 

distância normalmente é de 0,47nm) envolvendo o aminoácido afetado pela 

variante. A ponte salina é uma ligação química do tipo não covalente entre 

resíduos de cargas opostas que estão localizados suficientemente próximos ao 

ponto de serem submetidos à atração eletrostática 60. Esta ligação contribui 

para a estabilidade do dobramento proteico e é dependente do pH do sistema. 

Uma alteração na ponte comumente leva a desestabilização da proteína, uma 

vez que não é possível recuperar a perda de energia livre60. 

No presente caso, apresentamos a distância entre os átomos 

constituintes da ponte salina ao longo da simulação: o nitrogênio NE 

pertencente a arginina 638 no domínio quinase e o oxigênio OE1 do glutamato 

560 presente no domínio DC (Figura 28). O gráfico mostra em verde a distância 

atômica entre esses dois resíduos em sua forma nativa, que fica em torno de 

0,47nm durante toda a simulação. Em contrapartida, como podemos observar 

na linha vermelha, quando submetida a troca da arginina por uma histidina na 

posição 638, a distância entre o nitrogênio da histidina 638 e a oxigênio do 

glutamato 560 apresenta não só um valor superior, como sofre uma grande 

variabilidade ao longo da simulação, com uma distância mínima de 0,47 nm no 

início da simulação e máxima de aproximadamente 1,2nm próximo ao 

momento 25ns da simulação (Figura 28).  
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Figura 28 - Gráfico da distância entre o nitrogênio NE da arginina (selvagem) e 
histidina (mutante) 638 e o oxigênio OE1 glutamato 560, em nanômetros, ao longo do 
tempo de simulação de dinâmica molecular, em nanosegundos. Em verde temos a 
linha da proteína selvagem (wild type), mostrando a distância referente a uma ponte 
salina. Em vermelho, encontra-se a representação para a proteína resultante da 
variante R638H. 

A análise preliminar do docking, realizado para avaliar o efeito da 

variante sob a ótica da interação entre a proteína e o microtúbulo, representado 

pela tubulina, indica que, ao longo do tempo, a estrutura com a variante 

apresenta um enovelamento distinto da nativa (Figura 29). No instante inicial 

(t=0), as estruturas apresentaram conformação e interação com a tubulina 

similar. Após 30 ns de simulação de dinâmica molecular (t=30), é possível 

observar que enquanto a proteína nativa apresenta a interação entre os 

domínios quinase, em verde escuro, e DC, em azul, sendo que este último 

interage e está mais próximo da tubulina, e o mesmo não ocorre para a 

estrutura proteica com a variante R638H. É possível observar que a quebra da 

ponte salina levou à alteração na conformação proteica de modo que o domínio 

DC não mais interage com o domínio quinase e este último se localize mais 

próximo da tubulina. 
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Figura 29 – Análise de docking entre a proteína Candidato 35 selvagem e com a 
mutação R638H. Apresentamos a interação entre a estrutura da proteína de estudo e 
a molécula de tubulina (em bege)(código PDB 1TUB) nos instantes 0 e 30ns para as 
proteínas em seu estado nativo (em verde) e resultante da virante (em vermelho). Nas 
representações temos os domínios DCs em azul enquanto o domínio quinase é verde 
no wild type/nativa e vermelho no mutado. 

4.2.4.5. Hipótese da contribuição do Candidato 35 na alteração de 

FC 

O Candidato 35 é um gene que codifica uma proteína pertencente à 

família serina/treonina quinase, uma das maiores de que se tem conhecimento 

, sendo seus membros codificados por aproximadamente 2% dos genes 

eucariotos. A proteína é constituída por 756 aminoácidos, agrupados em dois 

domínios duplocortina, três regiões de desordem, um conjunto de resíduos 

ácidos e básicos, e quatro conjuntos de resíduos polares.  

Edelman e colaboradores demonstraram que esta proteína possui uma 

associação com microtúbulos59. É de conhecimento pela literatura que a 

proteína atua na estabilização dos microtúbulos59,61, bem como é utilizado 

como um marcador para eles em estudos com peixe paulistinha62  
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A proteína tem seu domínio duplocortina (DC) funcionalmente ativado 

quando unido ao domínio quinase. O domínio quinase é independente do DC 

quanto a manifestação de sua atividade catalítica, que, quando fosforilado, a 

reduz a afinidade da proteína com o microtúbulo. Assim, sugere-se que a 

autofosforilação desta proteína leva a regulação da afinidade com o 

microtúbulo59.  

Os microtúbulos são estruturas compostas por um arranjo de tubulinas 

em um tubo rígido de aproximadamente 25nm de diâmetro. Eles compõem, 

juntamente com filamentos intermediários e microfilamentos de actina, o 

citoesqueleto, responsável por manter o formato e locomoção da célula63. Em 

cardiomiócitos, os microtúbulos juntamente com os filamentos intermediários 

compõem o citoesqueleto não sarcomérico. No remodelamento patológico, a 

proliferação de microtúbulos e de filamentos intermediários aumentam a 

viscoelasticidade e impedem fisicamente a contração e o relaxamento de 

miócitos isolados, podendo afetar o ritmo cardíaco64.  

Alicerçado nas informações extraídas dos resultados das análises in 

silico, conjuntamente aos conteúdos adquiridos pela busca na literatura, 

hipostenizamos que a alteração de uma arginina por uma histidina na posição 

638 da proteína, sitiada no domínio quinase, rompe uma ponte salina 

desestabilizado o dobramento proteico, de modo a mudar a conformação dos 

domínios. Esta mudança por suposição alterará a interação da proteína com o 

microtúbulo, afetando a estrutura e funcionalidade do citoesqueleto não 

sarcomérico de cardiomiócitos e, consequentemente, sua contração e 

relaxamento. Finalmente, essas alterações podem levar a uma alteração no 

ritmo cardíaco.  

 

4.2.5. Candidato 46 

O gene candidato 46 foi selecionado por apresentar a variante genética 

associada à redução da frequência cardíaca em domínio proteico em duas 

espécies analisadas, Mus musculus e Homo Sapiens, bem como ocasionar 

danos na estrutura proteica em ambas às espécies. 
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4.2.5.1. Análise fenotípica em camundongo 

A obtenção do Candidato 46 como gene candidato associado à 

alteração de FC ocorreu durante a análise fenotípica da família R7750 de 

camundongos, cuja mutação ocasionada pelo agente mutagênico ENU levou a 

troca de uma metionina (M), um resíduo apolar, por uma lisina (K), um resíduo 

polar carregado, na posição 52 da cadeia polipeptídica e foi associada com 

uma redução de 20,9% na FC do camundongo homozigoto mutado quando 

comparado aos camundongos homozigoto selvagem (Tabela 3 e Figura 30). 

Tabela 3 – Apresentação das diferenças fenotípicas entre homozigoto selvagem 
(homo ref), heterozigoto (het) e homozigoto mutado para mutação no Candidato 46 
no pedigree R7750.  

Screen 
Name 

Rec 
Ref 

Mean 
Ref 
SD 

Het 
Mean 

Het 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

Var 
Mean 

Var 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

HR 
Average 

7.64e-
4 

678.1 48 664.6 49.8 -2 -13.50 536.3 61.2 -20.9 
-

141.80 

 

 

Figura 30 - Manhattan Plot de variantes identificadas no pedigree R7750 (esquerda) e 
gráficos de FC (direita) de dados da média dos dois dias. Em detalhe, no Manhattan 
plot, no eixo x a posição cromossômica em que se encontram as variantes 
ocasionadas pelo ENU e testadas quanto sua associação no fenótipo de FC e no eixo 
y é possível ver o valor de –log10(p valor), mostrando o impacto da variante no 
fenótipo. O ponto acima da linha em vermelho mostra que a variante no cromossomo 
11 está associada à redução de frequência cardíaca. Nos gráficos de relação fenótipo 
x genótipo, são mostrados da esquerda para direita, animais controle C57(WT - 
laranja), homozigoto selvagem (REF - laranja), heterozigoto (HET - verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR - verde escuro). 

4.2.5.2. Resultados das análises de predição de dano à estrutura 

Segundo a análise realizada na ferramenta Missense3d, a variante 

M52K danifica à estrutura proteica estudada promovendo a troca de um 

resíduo hidrofóbico interiorizado por um resíduo hidrofílico, apresentando um 
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alerta de “clash”. Clash é uma ferramenta do MolProbity, que no Missense3d 

sugere estrutura danificada quando apresenta um score superior a 30. 

A estrutura de camundongo utilizada para fazer as predições foi obtida 

pelo banco de dados do AlphaFold por meio do Uniprot. Esta estrutura possui 

343 aminoácidos e um peso de 37,5 KDa. A estrutura foi submetida à uma 

análise no PDBsum, que fornece informações como diagrama de estrutura 

secundária (Figura 31- A), mapa topológico (Figura 31 - B), e diagrama de 

Ramachandran (Figura 31 - C). 
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Figura 31 – Análises PDBsum Candidato 46.(A) .(A) Mapa de estrutura secundária, 
mostrando os motivos estruturais. As setas em lilás representam as fitas betas, as 
helicoidais em roxo representam as hélices, as ligações em amarelo representam 
as pontes dissulfeto e as linhas curvadas em vermelho os hairpins. (B) Diagrama 
de Ramachandran. O diagrama apresenta a conformação dos ângulos phi e psi 
para cada resíduo. Os resíduos são representados em azul claro, as regiões 
vermelhas são as mais favoráveis, seguidas pelas em marrom que são 
adicionalmente permitidas, as em amarelo são permitidas e em amarelo claro, 
regiões não permitidas. (C) Mapa topológico. Iniciando do N terminal para o C 
terminal, mostra as fitas em rosa e as hélices em vermelho. 

A análise de estrutura secundária indica a presença de duas folhas beta 

(conjuntos de setas em rosa na Figura 31-C), composta por ”, nove fitas  setas 
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lilás na Figura 31-A e rosas na Figura 31-C  formando dois beta “bulges”,; 

 uatro beta “hairpin” (seta em vermelho Figura 31-A),, quatro hélices (hélice 

roxa na Figura 31-A e cilindro vermelho na Figura 31-C), uma interação hélice-

hélice, dez voltas beta, doze voltas gama e três ligações dissulfeto (Em 

amarelo na Figura 31-A).  Já a análise do diagrama de Ramachandran, 

representada na Tabela 4 e na Figura 31-B, indica que a estrutura possui 

69,4% de seus resíduos em regiões permitidas, 20,6% em regiões 

adicionalmente permitidas, 6% em regiões generosamente permitidas e, por 

fim, 4% em regiões não permitidas, indicando que em sua maioria ela é 

estável. Estes 4%, representam 12 resíduos (sem serem glicina ou prolina) da 

proteína, sendo que ao avaliar a confiabilidade de cada um desses resíduos foi 

verificado que estes apresentam baixa confiança, o que pode justificar a 

instabilidade e falta de definição. 

Tabela 4 - Dados estatísticos do Diagrama de Ramachandran do candidato 46 
predito pelo AlphaFold 

 N°. Of residues %-tage 

Most favoured regions      [A,B,L] 209 69,4%** 

Additional allowed regions [a,b,l,p] 62 20,6% 

Generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 18 6,0% 

Disallowed regions         [XX] 12 4,0% 

Non-glycine and non-proline residues 301 100.0% 

End-residues (excl. Gly and Pro) 2  

Glycine residues 20  

Proline residues 20  

Total number of residues 343  

 

4.2.5.3. Resultados das análises de domínio 

A proteína codificada pelo gene de interesse é composta por um domínio 

N-terminal imunoglobulina V like, um domínio mucina, um domínio 

transmembrana e uma curta cauda citoplasmática na porção C-terminal 65. A 

variante genética se encontra em sítio de domínio proteico N-terminal 

imunoglobulina V like, composto por 116 aminoácidos. Estudos de 

caracterização por cristalografia de raio-X do domínio em questão mostram que 
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nesta região há uma cavidade onde se liga à fosfatildilserina por meio de um 

íon metálico 66. Este fato leva a crer que uma mutação em qualquer aminoácido 

desta região pode ocasionar má ligação da fosfatildilserina e um mau 

funcionamento da proteína de modo a afetar sua função. 

4.2.5.4. Estudo das estruturas proteicas codificadas pelos genes 

escolhidos 

Para seguir a análise de uma dinâmica de maior duração e inserir a 

variante, optamos pela estrutura do domínio com o fosfatildilserina (PSF) obtido 

experimentalmente por Santiago e coloboradores67. Tal escolha é justificada 

por dois fatores: primeiramente, devido à precisão do encaixe ligante-sítio de 

ligação obtido experimentalmente com resolução de 2,5Å; e em segundo lugar, 

a estrutura de domínio é mais estável quando comparada à estrutura inteira da 

proteína, que como mostrado no Diagrama de Ramachandran na Figura 

31apresenta regiões fora da região permitida, indicando possível instabilidade 

ou indefinição de estrutura secundária Enquanto isso, o gráfico na Figura 32 

juntamente à tabela indica uma melhor definição e estabilidade conformacional. 
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Figura 32 – Análises PDBsum da estrutura retirada do PDBe com código 3bib 
referente ao domínio IgV-like da Candidato 46.(A)) Mapa de estrutura secundária, 
mostrando os motivos estruturais. As setas em amarelo representam as fita beta, as 
helicoidais em amarelo representam as hélices, as ligações em amarelo representam 
as pontes dissulfeto e as linhas curvadas em vermelho os hairpins. (B) Diagrama de 
Ramachandran. O diagrama apresenta a conformação dos ângulos phi e psi para cada 
resíduo .Os resíduos são representados em azul claro, as regiões vermelhas são as 
mais favoráveis, seguidas pelas em marrom que são adicionalmente permitidas, as em 
amarelo são permitidas e em amarelo claro, regiões não permitidas. (C) Mapa 
topológico. Inicicando do N terminal para o C terminal, mostra as fitas em rosa e as 
hélices em vermelho. 

A análise de estrutura secundária do domínio indica a presença de duas 

folhas beta,  uatro beta “hairpin”(em vermelho na Figura 32 – A), dois beta 

“bulges” (em vermelho na Figura 32 – C), nove fitas ” em amarelo na Figura 32 

– A e em rosa na Figura 32 – C), duas hélices, uma volta gama e três ligações 

dissulfeto (Figura 32 – A e B). Já a análise do diagrama de Ramachandran 

representada na Tabela 5, indica que a estrutura possui 84,9% de seus 

resíduos em regiões permitidas e 15,1% em regiões adicionalmente permitidas, 

diferencialmente de quando analisamos a estrutura proteica inteira obtida do 

AlphaFold, onde encontramos apenas 69,4% dos resíduos em regiões 
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permitidas (Tabela 5) (Figura 32-C). Enquanto a primeira análise apresenta os 

motivos proteicos e ligações químicas que compõe o domínio, a segunda 

apresenta a localização destes aminoácidos no gráfico mediante sua 

conformação angular, de modo a indicar os domínios e a estabilidade da 

proteína. Pelo diagrama, juntamente à Tabela 5, vemos que o domínio 

apresenta estabilidade ao possuir todos seus resíduos em regiões permitidas. 

 

Tabela 5 - Dados estatísticos do Diagrama de Ramachandran da estrutura do domínio 
IgV-like (3bib) da Candidato 46 disponibilizado no PDBe. 

 N°. Of residues %-tage 

Most favoured regions      [A,B,L] 79 84,9%** 

Additional allowed regions [a,b,l,p] 14 15,1% 

Generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 0 0% 

Disallowed regions         [XX] 0 % 

Non-glycine and non-proline residues 93 100.0% 

End-residues (excl. Gly and Pro) 2  

Glycine residues 10  

Proline residues 4  

Total number of residues 109  

 

4.2.5.5. Simulação de Dinâmica Molecular para investigar efeito da 

variante no comportamento do domínio com o ligante 

Como salientado anteriormente, a mutação M52K no Candidato 46 

associada com a diminuição da frequência cardíaca no screening fenotípico em 

camundongo se encontra no domínio IgV-like da proteína. Casanovas e 

colaboradores apresentaram a estrutura resolvida deste domínio com o ligante 

PSF e o íon metálico Na+ e esta foi utilizada na simulação de dinâmica 

molecular, como explicitado da seção de metodologia. Vale salientar que nesta 

estrutura, a mutação associada ao fenótipo se encontra no resíduo 30 do 

domínio, passando a ser denominada M30K. 

Ao realizar a SDM longa para os domínios contendo a sequência 

selvagem (WT) e mutada (M30K), foi verificado por meio do vídeo gerado que a 
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ligação do ligante com o domínio é mais fraca na presença da mutação, 

fazendo com que o ligante permaneça menos tempo ligado ao domínio em 

comparação com a sequência selvagem. Para exemplificar o que é observado 

no vídeo, listamos os resíduos do domínio proteico que interagem diretamente 

com o ligante e calculamos a distância entre seus centros de massa (Figura 33 

e Figura 34). No modelo do domínio selvagem, selecionamos quatro momentos 

para tal análise: o último passo da equilibração e os três primeiros 

nanosegundos da dinâmica de produção (Figura 33). Já para o modelo 

contendo a mutação M30K, utilizamos o último passo da equilibração e o 

primeiro nanosegundo da dinâmica de produção, uma vez que logo em seguida 

o ligante se desprende do domínio (Figura 34). Assim, calculamos a distância  

entre os seguintes resíduos e o ligante: Asp100, Trp97, Ser40, Phe98, Lys41 e 

por fim o resíduo afetado pela mutação, que apesar de não estar diretamente 

ligado ao ligante, é o objeto deste estudo. 

Primeiramente, conseguimos observar que as interações entre a Asp100 

e Ser40 e a PSF observada no modelo selvagem (Figura 33) não ocorrem da 

mesma forma na proteína contendo a mutação (Figura 34), tanto no passo da 

equilibração, quanto no primeiro passo da dinâmica de produção. Essas 

observações são confirmadas pelos gráficos de distância entre os centros de 

massa desses resíduos e a molécula de PSF (Figura 35 B e D), já que nos 

primeiros nanosegundos da dinâmica, ambos resíduos apresentam grande 

distância com o PSF no modelo contendo mutação (linha vermelha). Já os 

resíduos Lys41, Trp97 e Phe98, apesar de se ligarem da mesma forma a 

molécula de PSF no modelo selvagem e mutado (Figura 33e 34), estes 

apresentam maior distância com o ligante desde os primeiros nanosegundos 

da dinâmica no modelo mutado em comparação com o modelo selvagem 

(Figura 35C, E e F). Finalmente, apesar de não haver ligação direta do resíduo 

afetado pela mutação (M30K) com o ligante, podemos observar que sua 

distância com o ligante assume mesmo padrão que os demais resíduos, 

apresentando maior distância no modelo mutado quando comparado com o 

modelo selvagem nos primeiros nanosegundos da dinâmica (Figura 35A).  
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Figura 33 - Mapa de interação entre resíduos do domínio IgV-like da proteína 
Candidato 46 e o PSF em sua forma selvagem. (A) Interação no final da equilibração. 
(B) Interação no primeiro nanosegundo da dinâmica de produção. (C) Interação no 
segundo nanosegundo da dinâmica de produção. (D) Interação no terceiro 
nanosegundo da dinâmica de produção. 
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Figura 34 - Mapa de interação entre resídos do domínio da proteína Candidato 46 em 
sua forma gerada pela variante. À direita é representada a interação no final da 
equilibração. À esquerda se encontra a Interação no primeiro nanosegundo da 
dinâmica de produção. 
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Figura 35 - Gráficos de distância entre os centros de massa dos dados resíduos e a 
molécula de PSF. (A) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre a 
metionina 30 e o PSF.(B) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre a 
asparagina 100 e o PSF.(C) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre o 
triptofano 97 e o PSF.(D) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre a 
serina 40 e o PSF.(E) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre a 
fenilalanina 98 e o PSF.(F) Gráfico mostrando a distância ao logo do tempo entre a 
lisina 41 e o PSF. 

Dessa forma, as análises da interação dos diferentes resíduos e o 

ligante e a quantificação da distância entre os centros de massa dos resíduos e 

a molécula de PSF corroboram as observações visualizadas  no vídeo. Sendo 
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assim, nos dados sugerem que a troca de uma metionina por uma lisina na 

posição 30 da proteína Candidato 46 no domínio IgV-like afeta a ligação do 

domínio e o ligante PSF, permitindo uma ligação fraca que se mantém por 

pouco tempo. 

4.2.5.6. Hipótese da contribuição do Candidato 46 na alteração de 

FC 

O Candidato 46 é um gene pertencente à família de genes célula T 

imunoglobulina e mucina 65. Esta família é composta por oito genes que se 

encontram no cromossomo 11B1.1 em camundongo, sendo quatro genes 

expressos e quatro genes preditos 65,68. A proteína codificada pelo gene 

Candidato 46 é composta por 343 resíduos, tendo massa de aproximadamente 

37,5 kDa, distribuídos em um domínio imunoglobulina N-terminal, um domínio 

mucina altamente glicosilado, uma região transmembrana e uma curta região 

citoplasmática 66. 

Segundo o “THE HUM N PROTEIN  T  S”, a proteína estudada é 

expressa em testículo, placenta, apêndice, baço, linfonodos, amídalas e 

medula óssea. Na literatura é revelado ainda que a expressão se deve 

primariamente em células apresentadoras de antígenos (do inglês antigen-

presenting cells), dentre elas células dendríticas, células B e, principalmente, 

macrófagos68–70. 

No coração, os macrófagos são as células do sistema imune mais 

abundante, correspondendo a aproximadamente 7% da população não-miócito 

em corações humanos saudáveis71. Atualmente, sabe-se que além dos 

macrófagos derivados de monócitos, existem populações de macrófagos 

residentes cardíacos e que parte destes se desenvolvem previamente a 

hematopoese. Os macrófagos residentes são definidos como macrófagos que 

exercem funções homeostáticas e que residem no tecido na ausência de injúria 

e inflamação e que podem surgir tanto linhagens embrionárias independentes 

de monócitos e hematopoese, como serem originárias de monócitos 

circulantes. No estado estacionário, os macrófagos residentes atuam nos 

processos de desenvolvimento coronariano, fagocitose de corpos apoptóticos, 

angiogenese, manutenção da homeostase, condução elétrica por meio de 
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conexina 43, ação anti inflamatória entre outras72–76. Quando ocorre um insulto 

cardíaco, como o estresse agudo do ventrículo direito, estudos indicam que os 

macrófagos cardíacos atuam na regulação dinâmica e contínua das junções 

gap evitando morte súbita77. Ao tratar-se de infarto do miocárdio, estas células 

imune atuam como terapêuticas no processo de reparo uma vez que os 

monócitos migram para a área afetada, diferenciando-se em macrófagos e 

atuando na retirada de células mortas, seja por necrose ou apoptose, além de 

secretar moléculas angiogênicas, entre outras73,78,79. 

Nos macrófagos cardíacos, a expressão da proteína Candidato 46 se dá 

especificamente em um tipo de macrófago residente cardíaco que não 

expressa a proteína “C-C motif chemokine receptor 2 (CCR2)” e que pouco 

e pressam a proteína “major histocompatibility complex II”72. Esta classe de 

macrófagos cardíacos residentes possui origem embrionária e se prolifera 

localmente, estando, aparentemente, envolvido com as funções de 

homeostase, fagocitose, desenvolvimento coronariano e linfoangiogenese 72. É 

interessante notar que após o infarto, os macrófagos residentes que expressam 

o Candidato 46 reduzem significativamente no tecido cardíaco, sendo 

substituídos por macrófagos derivados de monócitos circulantes que adquirem 

padrão de expressão gênica semelhantes, mas que não expressam o 

Candidato 4626. 

Homeostase é o nome dado ao processo auto regulatório que o corpo 

executa a fim de manter o sistema estável mediante alterações externas 80. Um 

modo de manter a homeostase é através da remoção programada de células 

em um processo chamado de eferocitose. O processo de eferocitose ocorre por 

várias razões fisiológicas e patológicas, incluindo a remoção do excesso de 

células geradas durante o desenvolvimento, substituição de células velhas e 

eliminação de células danificadas e mortas, assim como de organelas com mau 

funcionamento do organismo81. Na maioria dos tecidos, esse processo é 

mediado por fagócitos professionais e não profissionais, sendo os macrófagos 

os fagócitos profissionais mais comuns, sendo capazes de ingerir rapidamente 

e processar vários corpos apoptóticos sucessivos82. 
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Para permitir uma alta eficiência e impedir a eliminação de células 

saudáveis, o processo de eferocitose é rigidamente regulado e orquestrado por 

meio de vários programas de sinaliza ão: sinaliza ão de “encontre-me”,  ue 

proporcionam o recrutamento de fagócitos pelas células que estão morrendo 

ou  ue já estão mortas; a sinaliza ão de “coma-me”,  ue medeia a capta ão de 

células apoptóticas e necróticas por receptores; e, finalmente, a sinalização da 

digestão, que permite o processamento do material celular pós fagocitose, 

geralmente por meio da degradação fagolisossomal. O Candidato 46 é um dos 

receptores de eferocitose que identifica a fosfatidilserina (PSF , o sinal “coma-

me” mais bem caracterizado. 

Nish e colaboradores apontam que a fagocitose de corpos apoptóticos 

por macrófagos peritoneais ocorre de forma eficiente apenas na presença de 

duas proteínas: Candidato 46 e MerTK, uma molécula “ponte”. Eles 

demonstraram que a ausência de Candidato 46 promove uma redução na 

ligação e fagocitose de células apoptóticas, enquanto que a ausência de 

MerTK permite a ligação dos macrófagos às células apoptóticas, reduzindo sua 

capacidade de fagocitose. Dessa forma, eles sugerem que a fagocitose de 

células apoptóticas por macrófagos residentes peritoneais ocorrem em duas 

etapas: ligação do Candidato 46 ao receptor PS, seguido da fosforilação do 

MerTK pelo Candidato 46, levando a fagocitose celular 83. 

A realização errônea da eferocitose pode implicar em alterações de 

homeostase, processos inflamatórios e modulação do desenvolvimento 

cardíaco 76. Recentemente, Ávila e colaboradores demonstraram que a 

depleção de macrófagos cardíacos ou a deficiência do receptor fagocítico 

MerTK em macrófagos cardíacos resulta na eliminação defeituosa de 

mitocôndria do tecido cardíaco, levando a ativação do inflamasoma, prejuízo da 

autofagia, acúmulo de mitocôndrias anômalas nos cardiomiócitos, alterações 

metabólicas e disfunção ventricular67. 

No processo de desenvolvimento cardíaco, há evidências de que uma 

falha na fagocitose pode levar ao bloqueio congênito cardíaco (CHB, do inglês 

congenital heart block). Clancy e colaboradores demonstraram  que fetos 

portadores de CHB apresentam apoptose exagerada, 30 vezes maior, no 
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tecido septal de condução, conjuntamente com aumento de IgG84. Em estudo 

subsequente, eles avaliaram a contribuição de cardiomiócitos na remoção de 

células apoptóticas e observaram que IgG anti-SSA/Ro e anti-SSB/La 

produzidos pelas mães de crianças CHB bloqueiam a captação fagocitária 

dessas células, sugerindo que a não captação de células apoptóticas pelos 

cardiomiócitos promoveria sua eliminação por meio um processo pró-

inflamatório de infiltração de macrófagos, que culminaria com a formação de 

fibrose e o bloqueio cardíaco permanente8586. 

Com base nas informações obtidas pelos resultados in silico, juntamente 

com a revisão bibliográfica, acreditamos que a troca de uma metionina por uma 

lisina na posição 52 da proteína, localizada no domínio IgV, causa uma 

alteração estrutural no sítio de ligação do íon Na+ e, por consequência, na 

ligação com a molécula de fosfatildilserina. Esta alteração supostamente altera 

a função proteica ao desfavorecer a ligação com a proteína MertK, impedindo a 

sua fosforilação e a fagocitose dos corpos apoptóticos. Com uma função 

fagocitária ineficiente, haveria um processo inflamatório que conduziria à uma 

fibrose, afetando a condução elétrica e, consequentemente, a FC. Como este 

gene é expresso apenas em macrófagos residentes de origem embrionária, 

acreditamos que o dano tenha início no desenvolvimento, assim como 

observado em pacientes com CHB, podendo ter consequências após o 

nascimento ou promover remodelamento cardíaco e agravamento da condição 

até a fase adulta. 

4.3. Genes dubiamente associados ao fenótipo 

4.3.1. Análise de padrões conservativos 

A partir da análise fenotípica realizada em camundongo, foram 

identificados 65 genes cuja associação da variante genética com a alteração de 

frequência cardíaca era dúbia, ou seja variantes genéticas em dois ou mais 

genes ocorreram em homozigose nos mesmos animais do mesmo pedigree, 

impedindo a identificação direta do gene relacionado ao fenótipo. Destes 

genes, 61 apresentaram variantes não sinônimas, sendo que, em 25 deles, 

essas variantes afetam aminoácidos que se localizam em região de domínio 

proteico (Figura 36). 
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Figura 36 - Árvore de resultados da análise de conservação para Mus musculus. Dos 
65 genes identificados no screening de camundongo, quatro apresentam variante 
intrônica enquanto 61 possuem variantes não sinônimas, das quais 25 afetam região 
de domínio proteico. 
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A análise seguiu para a etapa de busca de ortólogo em peixe paulistinha 

(Figura 37). Identificamos 44 genes ortólogos, dos quais 40 apresentaram 

sequência de cDNA correspondente em peixe paulistinha daquele onde se 

encontra a variante em camundongo. Nove genes apresentaram variante em 

códon que codifica aminoácido distinto do encontrado em camundongo, sendo 

que apenas um se localiza em sítio de domínio da proteína codificada. A 

respeito dos 29 genes que possuem alteração em códon relacionado ao 

mesmo aminoácido que na espécie referência, nove genes apresentam 

possível mutação em aa localizada em domínio proteico. 
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Figura 37 - Árvore de resultados da análise de conservação para Danio rerio. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 
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Em termos comparativos com a espécie humana, 56 genes 

apresentaram ortólogos com variantes não sinônimas e 55 apresentam variante 

em sítio em que o cDNA se alinha ao equivalente cDNA em camundongo. 

Destes, nove genes possuem a variante localizada em códon que codifica 

aminoácido distinto do conhecido em camundongo, sendo que em três, o 

aminoácido afetado pela alteração genética está situado em região de domínio 

proteico. As demais 46 sequências proteicas codificadas pelos genes 

candidatos possuem aa igual ao identificado na espécie referência e, em 18 

delas, o aa se localiza em domínio proteico (Figura 38). 
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Figura 38 - Árvore de resultados da análise de conservação para Homo sapiens. O 
esquema mostra a quantidade de genes obtidos em cada etapa da análise, e por fim a 
lista de genes que cumprem os requisitos estabelecidos. 

Por fim, os resultados obtidos nas análises das três espécies foram 

comparados e observamos que seis genes apresentaram as características 

buscadas nas três espécies, sendo todos relacionados à redução da frequência 
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cardíaca (Candidato 55, Candidato 67, Candidato 73, Candidato 82, Candidato 

91 e Candidato 99) (Figura 39). Também é possível observar que outros nove 

genes apresentaram as características buscadas tanto em camundongo quanto 

na espécie humana. Destes, um gene é associado ao aumento de frequência 

cardíaca (Candidato 74) e oito genes são associados à redução do fenótipo. 

 

 

Figura 39 - Diagrama de Venn para a análise de conservação. Os genes 
representados são aqueles que se alinham com a variante em camundongo, possuem 
mesmo aminoácido entre as três espécies e estão em região de domínio proteico. Em 
cada área do círculo estão os genes que cumprem os requisitos e nas intersecções 
estão os que apresentam domínios nas espécies em questão. 
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4.3.2. Análise de predição de dano à estrutura proteica 

A análise para prever se a variante afeta a estrutura proteica codificada 

pelo gene nas espécies estudadas foi realizada conforme descrito na 

metodologia. Das 61 proteínas codificadas pelos genes candidatos 

identificados em camundongo com variantes não sinônimas, duas não foram 

avaliadas por tratar-se de proteínas cuja variante causa um códon de parada, 

não permitindo a análise pelo programa utilizado (Figura 40). Das 59 proteínas 

restantes, seis apresentam estrutura depositada no banco de dados do PDBe, 

mas nenhuma estrutura cumpriu os quesitos para serem submetidas ao 

Missense3d estabelecidos na seção metodológica. Das demais proteínas, 47 

tiveram estruturas preditas disponíveis no banco de dados do AlphaFold, sendo 

que 35 cumpriram o requisito para serem submetidas ao preditor de dano 

estrutural e 9 apresentaram provável dano estrutural ocasionado pela alteração 

missense obtida na análise fenotípica. Por fim, as sequências de aminoácidos 

de 23 proteínas foram submetidas ao Phyre², sendo que seis cumpriram os 

critérios para seguir a etapa seguinte e três apresentaram dano estrutural. Das 

proteínas que apresentam variantes missense 18 não foram analisadas por não 

haver estrutura com parâmetros adequados para prever o impacto da variante 

na mesma. 
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Figura 40 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em camundongo.  O esquema mostra o número de estruturas relacionadas aos 
genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

Dos 40 genes que tem região com variante alinhada entre peixe 

paulistinha e camundongo, 38 apresentaram variantes missense identificados 

em peixe paulistinha, 31 possuem pelo menos um ortólogo cuja variante 

genética identificada não sinônima em camundongo codifica uma proteína que 

possui estrutura da proteína codificada predita disponível no banco de dados 

do AlphaFold (Figura 41). Destas, 23 apresentaram os critérios necessários e 

foram submetidas ao Missense3d para verificar o possível dano à estrutura 

causado pela variante, sendo que oito apresentaram dano estrutural. Das 

proteínas que apresentam variantes missense sete não foram analisadas por 

não haver estrutura com parâmetros adequados para prever o impacto da 

variante na mesma. 
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Figura 41 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em peixe paulistinha.  O esquema mostra o número de estruturas relacionadas 
aos genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

A mesma análise foi realizada para proteínas em humanos (Figura 42). 

Das 53 proteínas com variantes missense avaliadas, 18 apresentaram 

estrutura obtida experimentalmente depositadas no PDBe, sendo que quatro 

cumpriram os requisitos para serem submetidas ao Missense3d, obtendo como 

resultado uma proteína que apresenta possível dano estrutural quando sujeita 

à variante. Das demais proteínas, 48 apresentaram estruturas preditas 

disponíveis no banco de dados do AlphaFold, sendo que 31 cumpriram o 

requisito para serem submetidas ao preditor de dano estrutural, retornando oito 

proteínas com possível dano estrutural causado pela alteração obtida no 

screening fenotípico. Por fim, as sequências proteicas de 18 sequências foram 

submetidas ao Phyre² sendo que quatros dos modelos gerados apresentaram 

os requisitos para seguir para a análise no Missense3d e uma proteína 

apresentou dano estrutural. Das proteínas que apresentam variantes missense 
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15 não foram analisadas por não haver estrutura com parâmetros adequados 

para prever o impacto da variante na mesma. 

 

Figura 42 - Árvore de resultados da análise de predição de dano estrutural para os 
genes em humano. O esquema mostra o número de estruturas relacionadas aos 
genes a cada etapa com detalhe para os genes em que a variante ocasiona dano 
estrutural na proteína associada. 

Finalmente, a análise comparativa entre as espécies foi realizada (Figura 

43) de modo que as estruturas proteicas com alterações missense identificadas 

nos camundongos codificadas pelos genes Candidato 61, Candidato 79, 

Candidato 91 e Candidato 99 mostraram potencial dano estrutural em todas as 

espécies analisadas. As estruturas relacionadas aos genes Candidato 81, 

Candidato 106 e Candidato 11 mostraram dano em camundongo e humanos, 

enquanto o Candidato 2 mostrou-se comum em camundongo e peixe 

paulistinha. Também foram identificadas estruturas proteicas com dano pela 

variante em apenas uma espécie sendo: três para camundongo, duas para 

peixe paulistinha e três em humano. 



91 
 

 

Figura 43 - Diagrama de Venn de apresentação de resultados de dano estrutural. 
Temos no diagrama os genes cuja proteína apresenta dano estrutural ocasionado pela 
variante por espécie. As setas em verde mostram a diminuição de frequência cardíaca 
enquanto as vermelhas referem-se ao aumento da frequência. 

4.3.3. Comparação entre análises 

Quando comparadas as análises de padrões de conservação e de 

predição de dano à estrutura da proteína codificada pelos genes candidatos, 

observamos que o Candidato 91 e o Candidato 99 apresentam maiores 

evidências biológicas de afetar funcional e estruturalmente a proteína, já que 

em ambos a variante afeta o mesmo aa situado em região de domínio, além da 

mesma ser predita por ocasionar alteração na estrutura proteica nas três 

espécies.  Da mesma forma, o Candidato 106 apresentou as características 

mencionadas acima, mas apenas nas espécies Homo sapiens e Mus musculus 

(Figura 44). 
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Figura 44 - Esquema comparativo dos diagramas das metodologias utilizadas. 
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Levando-se em consideração os achados considerando os genes 

dúbios, podemos concluir que a utilização das análises in silico conseguiram 

priorizar genes a serem futuramente estudados. A seguir, os três candidatos 

que apresentaram maior evidência biológica de afetar funcional e 

estruturalmente as proteínas terão o fenótipo observado no camundongo 

descrito em detalhe. 

 

4.3.4. Candidato 91 

O gene Candidato 91 codifica uma proteína pertencente à família pro 

proteína convertase do tipo subtilisina 87. O gene é expresso em maiores níveis 

no sistema neuroendócrino, como hipotálamo e pancreas87,88. Ele foi 

identificado pela análise fenotípica por associar a mutação I584N e  a redução 

de 12% na frequência cardíaca em animais homozigoto mutado quando 

comparado aos camundongos homozigotos selvagem pertencentes à família 

R6567 (Tabela 6 Figura 45). 

Tabela 6 - Apresentação das diferenças fenotípicas entre homozigoto selvagem (homo 
ref), heterozigoto (het) e homozigoto mutado para mutação no Candidato 91 no 
pedigree R6567. 

Screen 
Name 

Rec 
Ref 

Mean 
Ref 
SD 

Het 
Mean 

Het 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

Var 
Mean 

Var 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

HR 
Average 

5.37e-
05 

692.2 26.4 
683 42.7 -1.3 -9.20 609.1 53.9 -12 -83.10 
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Figura 45 - Manhattan Plot de variantes identificadas no pedigree R7750 (esquerda) e 
gráficos de FC (direita) de dados da média dos dois dias. Em detalhe, no Manhattan 
plot, no eixo x a posição cromossômica em que se encontram as variantes 
ocasionadas pelo ENU e testadas quanto sua associação no fenótipo de FC e no eixo 
y é possível ver o valor de –log10(p valor), mostrando o impacto da variante no 
fenótipo. O ponto acima da linha em vermelho mostra que a variante no cromossomo 
11 está associada à redução de frequência cardíaca. Nos gráficos de relação fenótipo 
x genótipo, são mostrados da esquerda para direita, animais controle C57(WT - 
laranja), homozigoto selvagem (REF - laranja), heterozigoto (HET - verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR - verde escuro). 

 

4.3.5. Candidato 99 

O gene Candidato 99 codifica uma proteína que compõe junto a outras o 

proteossomo 26S 89. Este complexo atua na degradação de proteínas 

ubiquitinadas, além de estar envolvido no processo de reparo de DNA, 

diferenciação de células tronco embrionárias, proliferação e estabilidade 

proteica, entre outras 89. Ele foi identificado pelo screening fenotípico por 

demonstrar uma associação entre a mutação V53A e uma redução de 18,7% 

na frequência cardíaca em animais homozigotos mutado quando comparado 

aos camundongos homozigotos selvagens pertencentes à família R7271 

(Tabela 7 Figura 46). 

 

Tabela 7 - Apresentação das diferenças fenotípicas entre homozigoto selvagem (homo 
ref), heterozigoto (het) e homozigoto mutado para mutação no Candidato 99 no 
pedigree R7271. 

Screen 
Name 

Add 
Ref 

Mean 
Ref 
SD 

Het 
Mean 

Het 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

Var 
Mean 

Var 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

HR 
Average 

1.22e-
04 

660 62.7 601.6 71.9 -8.9 -58.40 536.8 31.3 -18.7 -123.20 
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Figura 46- Manhattan Plot de variantes identificadas no pedigree R7271 (esquerda) e 
gráficos de FC (direita) de dados da média dos dois dias. Em detalhe, no Manhattan 
plot, no eixo x a posição cromossômica em que se encontram as variantes 
ocasionadas pelo ENU e testadas quanto sua associação no fenótipo de FC e no eixo 
y é possível ver o valor de –log10(p valor), mostrando o impacto da variante no 
fenótipo. O ponto acima da linha em vermelho mostra que a variante no cromossomo 
11 está associada à redução de frequência cardíaca. Nos gráficos de relação fenótipo 
x genótipo, são mostrados da esquerda para direita, animais controle C57(WT - 
laranja), homozigoto selvagem (REF - laranja), heterozigoto (HET - verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR - verde escuro). 

4.3.6. Candidato 106 

O gene Candidato 106 codifica uma proteína que pertence a família 

TRIM  do inglês “Tripartite motif” – “motivo tripartido” em português . As 

proteínas pertencentes à esta família comumente estão associadas com 

actividade ligase ubiquitina E3 90. A proteína codificada pelo gene em questão é 

envolvida em processos como a regulação de resposta imune, ciclo celular, 

apoptose, estabilização de p53, entre outros90. O Candidato 106 foi identificado 

pelo screening fenotípico ao apresentar uma associação entre a mutação 

V309E e uma redução de 16,8% na frequência cardíaca em animais 

homozigotos mutado quando comparado aos camundongos homozigoto 

selvagem pertencentes à família R7563 (Figura 47 - Tabela 8) 

 



96 
 

Tabela 8 - Apresentação das diferenças fenotípicas entre homozigoto selvagem (homo 
ref), heterozigoto (het) e homozigoto mutado para mutação no Candidato 91 no 
pedigree R7563. 

Screen 
Name 

Add 
Ref 

Mean 
Ref 
SD 

Het 
Mean 

Het 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

Var 
Mean 

Var 
SD 

% vs 
homo 

ref 

dif vs 
homo 

ref 

HR 
Average 

6.18e-
04 

651.3 57.7 615.3 59.5 -5.5 -36.00 541.9 35.8 -16.8 -109.40 

 

 

Figura 47 - Manhattan Plot de variantes identificadas no pedigree R7563 (esquerda) e 
gráficos de FC (direita) de dados da média dos dois dias. Em detalhe, no Manhattan 
plot, no eixo x a posição cromossômica em que se encontram as variantes 
ocasionadas pelo ENU e testadas quanto sua associação no fenótipo de FC e no eixo 
y é possível ver o valor de –log10(p valor), mostrando o impacto da variante no 
fenótipo. O ponto acima da linha em vermelho mostra que a variante no cromossomo 
11 está associada à redução de frequência cardíaca. Nos gráficos de relação fenótipo 
x genótipo, são mostrados da esquerda para direita, animais controle C57(WT - 
laranja), homozigoto selvagem (REF - laranja), heterozigoto (HET - verde claro), e 
homozigoto mutado (VAR - verde escuro). 
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5. CONCLUSÃO 

A estratégia proposta para priorizar os genes candidatos identificados pelo 

mapeamento fenotípico apresentou resultados promissores. Primeiramente, 

considerando os resultados obtidos na análise dos genes conhecidos 

(controles positivos), salientamos que 59% dos genes apresentam região 

afetada pelas variantes genéticas associadas a alteração da frequência 

cardíaca conservada por pelo menos duas das três espécies avaliadas. O 

mesmo resultado não foi observado na predição de dano estrutural devido a 

limitação da disponibilidade das estruturas obtidas até o fechamento dos 

resultados desta dissertação. No entanto, esse fato, como apresentado na 

introdução, foi recentemente resolvido com a publicação de mais de 200 

milhões de estruturas preditas de proteínas humanas e de mais 47 organismos. 

Dessa forma, acreditamos que a reavaliação de estruturas proteicas 

disponíveis para as proteínas codificadas pelos genes conhecidos para as três 

espécies avaliadas permitirá a identificação de mais genes cujo dano estrutural 

está presente. 

Em segundo lugar, as análises conduzidas nos genes diretamente 

associados ao fenótipo selecionaram dois candidatos, Candidato 35 e 

Candidato 46, que apresentaram evidências robustas para o seu envolvimento 

em mecanismos que influenciam a frequência cardíaca, além de as simulações 

de dinâmica molecular demonstrarem resultados interessantes de como as 

alterações de aminoácidos acarretariam mudanças conformacionais na 

proteína e, consequentemente, em sua função. 

Finalmente, a partir das análises in sílico abordadas nesse estudo, 

selecionamos 3 genes candidatos dentre os genes dúbios que serão 

priorizados quanto ao estudo de sua contribuição no fenótipo. Os genes dúbios 

fazem parte de um grupo de genes cuja variante genética foi associada a 

alterações na frequência cardíaca juntamente com outros genes, impedindo a 

pronta identificação de qual alteração estava diretamente relacionada ao 

fenótipo durante a análise sistemática deste fenótipo em camundongo. Os 

resultados aqui obtidos sugerem que as análises computacionais são úteis na 

priorização de candidatos que deverão ser validados por apresentarem maiores 
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chances de comprometimento funcional da proteína candidata, 

consequentemente, e do fenótipo de interesse. 

Dessa forma, em conjunto, os resultados obtidos sugerem que as 

análise computacionais propostas permitem 1. Priorizar genes candidatos para 

validação e esclarecimento quanto sua contribuição no fenótipo de frequência 

cardíaca, inclusive entre aqueles cuja associação com o fenótipo não está 

clara, e 2. Apresentar possíveis mecanismos pelos quais as alterações 

genéticas afetam a função proteica e, consequentemente, o fenótipo, 

direcionando futuros experimentos. 

Se validada, esta abordagem será fundamental para aumentar a 

eficiência da validação in vivo dos genes candidatos para RHR. 
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6. PRÓXIMOS PASSOS 

Devido a atualizações recentes no banco de dados AlphaFold DB, 

sugerimos, como próximos passos, avaliar a contribuição das alterações 

genéticas em proteínas com estrutura predita recém depositada. Além disso, 

como apresentado na introdução, novos modelos de predição de estrutura 

proteica baseados em modelos de linguagem de proteína parecem ser mais 

acurados na avaliação do efeito de troca de aminoácidos na estrutura 

proteica31. Dessa forma, gostaríamos de avaliar o desempenho dessas novas 

metodologias em comparação da aqui empregada, utilizando como base as 

diversas alterações genéticas testadas na metodologia de forward genetic 

screening. Vale salientar que dispomos de informações de diversas alterações 

genéticas nos nossos genes candidatos que não foram associadas à alteração 

no fenótipo de frequência cardíaca. Esse corpo de resultado oferece uma 

oportunidade única de testar tais algoritmos, já que tem o dado fenotípico 

associado. 

Por fim, as abordagens aqui empregadas selecionaram 5 candidatos, dois 

deles com evidencias robustas provenientes de SDM, que deverão ser 

investigados com cuidado experimentalmente, a partir do desenvolvimento e da 

avaliação de animai knockout para cada um dos genes selecionados. 
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