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RESUMO

A mastite caprina € um problema comum, mesmo em criacbes bem manejadas, e a implementacdo de
medidas de controle é essencial para garantir a viabilidade desse tipo de producdo. Nesse contexto, este
estudo tem por objetivo avaliar as possiveis contribuicfes dos componentes minerais do pé de rocha, no
controle e prevengdo da mastite subclinica em caprinos. Foi realizada andlise bioinformatica, utilizando a
base de dados Search Tool for Interactions of Chemicals STITCH. Para isso, os elementos potéssio, sodio
e silicio, juntamente com as proteinas ica (A, B, C, D), foram inseridos na plataforma para a construgéo da
rede de interacdo proteica. Os resultados indicaram que o potassio atua na enzima Guanilato quinase,
relacionada a formagéo de biofilmes, e da proteina murB, associada ao crescimento e desenvolvimento do
Staphylococcus caprae. No entanto, este mineral demonstrou potencial em desfavorecer o crescimento
bacteriano, inibindo a proteina asd. O s6dio mostrou-se como fator inibit6rio para a formacéo de biofilmes
via proteina tmk. O silicio, por sua vez, pode colaborar com atenuagéo do processo infecioso por intermédio
das moléculas de sddio e potassio, reduzindo niveis de glicose que desfavorece a formacéo de biofilmes e
ainda atuando em proteinas como a pgi, que se inibida pode prejudicar o desenvolvimento do S. caprae.

Palavras-chave: Staphilococus caprae; Redes de interagdo proteica; Nutri¢do animal; STITCH

ABSTRACT

Goat mastitis is a common problem, even in well-managed farms, and the implementation of control
measures is essential to ensure the viability of this type of production. In this context, this study aims to
evaluate the possible contributions of the mineral components of rock dust in the control and prevention of
subclinical mastitis in goats. Bioinformatics analysis was performed using the Search Tool for Interactions
of Chemicals STITCH database. For this, the elements potassium, sodium and silicon, together with the ica
proteins (A, B, C, D), were inserted into the platform to build the protein interaction network. The results
indicated that potassium acts on the enzyme Guanylate kinase, related to the formation of biofilms, and the
protein murB, associated with the growth and development of Staphylococcus caprae. However, this
mineral has demonstrated the potential to disfavor bacterial growth by inhibiting the asd protein. Sodium
was shown to be an inhibitory factor for the formation of biofilms via tmk protein. Silicon, in turn, can help
attenuate the infectious process through sodium and potassium molecules, reducing glucose levels, which
are detrimental to the formation of biofilms, and also acting on proteins such as pgi, which, if inhibited, can
harm the development of the disease. S. caprae.

Keywords: Staphylococcus caprae; Protein interaction networks; Animal nutrition; STITCH
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INTRODUCAO

A mastite é uma infeccdo da glandula mamaria, geralmente causada por bactérias,
classificada como clinica, subclinica e cronica (SPURIA et al., 2017). Essa doenca se
apresenta como um desafio no manejo de cabras e, devido a sua alta incidéncia, acarreta
complicagBes para a industria leiteira. A doenca resulta em impactos adversos na
producdo de leite, causando, consequentemente, perdas econdmicas consideraveis
(ALNAKIP et al., 2014). Os patégenos do género Staphylococcus sdo os mais frequentes
nas infec¢des intramamarias em cabras, e as bactérias Staphylococcus coagulase-
negativas, em particular, sdo os tipos prevalentes nos casos de mastite subclinica caprina
(CONTRERAS et al., 2007; MAHLANGU et al., 2018). Dentre as espécies de
estafilococos coagulase-negativa, Staphylococcus caprae é uma espécie frequentemente
associada a casos de mastite em cabras, sendo descrita pela primeira vez no ano de 1983,
estando associada a casos de mastite em pequenos ruminantes e infec¢des invasivas em
seres humanos (DEVRIESE et al., 1983).

O controle desta doenca depende de praticas preventivas, por isso € importante
aumentar a capacidade de resposta do sistema imunitario do animal através de programas
sanitarios e nutricionais eficientes (BARKEMA et al., 1998; BARBOSA et al., 2002). E
importante destacar que a utilizacdo exclusiva de antimicrobianos convencionais pode ter
efeitos indesejaveis na producdo leiteira, entre eles a presenca de residuos no leite.
Adicionalmente, a aplicacdo indiscriminada de agentes antimicrobianos pode restringir a
eficacia da terapia devido ao surgimento de bactérias resistentes. No entanto, a
diminuicdo da efetividade da acdo antibidtica é influenciada por diversos fatores de
viruléncia, que sdo moléculas bacterianas capazes de aumentar a resisténcia das bactérias
frente as condicdes adversas dentro do hospedeiro, favorecendo a capacidade patogénica
(MADIGAN et al., 2018).

Os biofilmes sdo considerados como um fator de viruléncia importante sendo
observados em bactérias do tipo Staphylococcus spp. (DEVRIESE et al., 1983, JAIN;
AGARWAL, 2009). Os biofilmes sdo conjuntos de células bacterianas e substancias
poliméricas extracelulares (EPS) (Donlan, 2002), conhecidos por causar resisténcia
bacteriana a produtos saneantes (CHAIEB et. al., 2011) e diminuir a eficacia dos
antibidticos (SINGH et. al.,, 2010). A producdo de biofilme protege as bactérias de
diferentes formas, sendo o favorecimento da adesdo bacteriana a diferentes superficies o

primeiro mecanismo no estabelecimento de uma infecgdo (HEILMANN, 2011).
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Um dos componentes genéticos mais empregados para discernir Staphylococcus
produtores de biofilme é o locus ica. Esse locus consiste em quatro genes organizados em
um operon (icaADBC) e é responsavel pela expressdo da adesina intercelular
polissacaridica (PIA) ou da N-acetilglicosamina polimérica (PNAG). A coexpressdo dos
genes icaA e icaD revela-se fundamental para a sintese completa do muco (O'GARA,
2007). Sabe-se que o sistema imunolégico do animal possui a capacidade de enfrentar a
invasdo microbiana e impedir o surgimento da mastite (LIBERA et al., 2021), mesmo na
presenca da bactéria. Qualquer insuficiéncia nutricional pode resultar em uma resposta
imunolégica comprometida, tornando-se assim um fator predisponente para a inflamagéo
na glandula mamaria.

Considerando a suplementagdo alimentar, os minerais desempenham um papel
fundamental no funcionamento adequado das células imunologicas. Assim, deficiéncias
minerais podem resultar em imunossupressao, comprometendo a saude dos animais.
Como exemplo, o sodio contribui para a homeostase do organismo. Em 1972, Baranowski
observou que a falta de sodio na dieta causou perda de apetite e peso, reducdo do volume
de urina e interrupcéo da lactacdo em cabras. Logo, a suplementacdo mineral de animais
produtores de leite emerge como instrumento para a manutencdo da imunidade inata da
glandula mamaria, contribuindo para a diminuicdo dos riscos associados a inflamacéo do
Ubere (BARKEMA et al., 2006).

Seja para a melhoria da qualidade da alimentacdo ou reducdo dos custos de
producdo animal, a busca por fontes alternativas de minerais para caprinos € objeto de
estudos. Neste contexto, 0 p6 de rocha vem ganhando atencdo no meio agrondmico, uma
vez que é rico em macro e micronutrientes essenciais (MANNING & THEODORO,
2020; SWOBODA et al., 2021). No entanto, as pesquisas sobre as aplicacdes do po de
rocha como fonte alimentar animal ainda sdo limitadas. Cabe destacar, que os
constituintes minerais do p6 de rocha variam em funcgéo do tipo de rocha, das condicdes
edafoclimaticas regionais, entre outros. Recentemente, um estudo avaliou o pé de rocha
produzido por uma mineradora do Vale do Jequitinhonha e encontrou teores
significativos de SiO», Al203, Na;O e K20 na composicdo (SILVA et al., 2022). Na
nutricdo animal, o sédio e o potassio sdo avaliados associados, uma vez que estdo inter-
relacionados, sendo imprescindiveis a vida. Atuam principalmente na regulacdo do
balanco osmético celular, o equilibrio &cido-base e agem em diferentes processos
enzimaticos e balango hidrico do organismo (MCDOWELL, 1992, 1999).
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Considerando o exposto, este estudo tem por objetivo avaliar as possiveis
contribui¢bes dos componentes minerais do pd de rocha, especialmente o potassio, 0
sodio e o silicio, no controle e prevencdo da mastite subclinica em caprinos utilizando
uma ferramenta de busca para intera¢fes entre substancias quimicas e proteinas (Search
Tool for Interactions of Chemicals - STITCH).

MATERIAL E METODOS

A analise bioinformatica foi realizada por meio da base de dados Search Tool for
Interactions of Chemicals STITCH (http://stitch.embl.de/), em oito etapas, utilizando-se
0s seguintes elementos de entrada na plataforma, para iniciar a elaboracdo da rede de
interacdo quimico-proteina:

Etapa 1: Potassio.

Etapa 2: Potassio e as proteinas icaA, icaB, icaC e icaD.

Etapa 3: Sadio.

Etapa 4: Sadio e as proteinas icaA, icaB, icaC e icaD.

Etapa 5: Silicio.

Etapa 6: Silicio e as proteinas icaA, icaB, icaC e icaD.

Etapa 7: Potassio, Sodio e as proteinas icaA, icaB, icaC e icaD.

Etapa 8: Potassio, Sodio, Silicio e as proteinas icaA, icaB, icaC e icaD.

Os elementos quimicos K, Na, e Si foram selecionados como itens de entrada na
plataforma STITCH, pois além de serem importantes minerais na dieta de caprinos e
ovinos, estdo presentes no po de rocha proveniente de mineradora do Vale do
Jequitinhonha (SILVA et al., 2022). Este p6 de rocha corresponde aos rejeitos mais finos
provenientes da transformacéo do pegmatito litinifero em concentrado de espoduménio,
sendo composto majoritariamente por quartzo (43,66%), albita (38,10%), microclina
(15,30%) e muscovita (1,80%). As proteinas icaA, icaB, icaC e icaD, por sua vez, foram
selecionadas por constituirem componentes genéticos envolvidos na sintese de biofilmes
de Staphylococcus spp. o qual esta presente em muitos casos de mastite evidenciados pela
literatura (O' GARA, 2007).

Em todas as etapas foram verificadas as interacGes proteina-produto e o
organismo selecionado para pesquisa na plataforma STITCH foi o S. caprae. Depois de
identificados o produto quimico, as proteinas e o organismo, a rede STITCH resultante

teve o produto quimico no centro rodeado por proteinas com as quais interage. Da rede,
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foram extraidas as informacdes necessarias para o presente estudo. A rede elaborada foi
configurada na aba “Settings” da ferramenta STITCH, ajustando-se quais fontes foram
usadas para extrair informacdes de interacdo e como a figura exibe os dados. Em todas as
etapas utilizou-se as seguintes configuragdes:
- Configuracdes para interagdes proteina-quimicas: mostrar estereoisdbmeros como
compostos separados.
- Significado das arestas da rede: acdo molecular (o formato da linha indica 0 modo de
acao previsto).
- Fontes de interacdo ativa: Mineracdo de texto, Experimentos, Bancos de dados, Co-
expressao, Vizinhancga, Fusdo genética, Coocorréncia, Previsdes.

As demais configuracBes utilizadas nas etapas de 1 a 8 das andlises estdo
apresentadas no quadro 1.

Quadro 1 — Configuraces utilizadas para elaborar as redes de interacdo quimico-
proteina na plataforma STITCH.

Etapas Pontuacdo minima de NUmero maximo de interagentes a
interacdo exigida serem exibidos

1 0,90 1° nivel: ndo mais que 50 interatores
2° nivel: ndo mais que 10 interatores

2 0,40 1° nivel: ndo mais que 10 interatores
2° nivel: nenhum

3 0,90 1° nivel: ndo mais que 50 interatores
2° nivel: nenhum

4 0,70 1° nivel: ndo mais que 20 interatores
2° nivel: ndo mais que 10 interatores

5 0,90 1° nivel: ndo mais que 20 interatores
2° nivel: ndo mais que 10 interatores

6 0.15 1° nivel: ndo mais que 10 interatores
2° nivel: ndo mais que 20 interatores

7 0,40 1° nivel: ndo mais que 10 interatores
2° nivel: nenhum

8 0,40 1° nivel: ndo mais que 10 interatores
2° nivel: nenhum

Fonte: Autores (2024)

Depois de extraidos os dados, realizou-se a analise estatistica e topoldgica das
redes, por meio da plataforma STITCH para melhor interpretacdo dos resultados,
analisando-se informacOes sobre vias metabolicas e dominios proteicos associados a

pesquisa. Para um melhor entendimento das redes definiu-se que as substancias quimicas
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sdo representadas como ndés em formato de cilindro com hemisférios, enquanto as
proteinas sdo mostradas como esferas. Nodos pequenos indicam proteina de estrutura
topoldgica desconhecida. Nodos grandes indicam alguma estrutura topolédgica conhecida
ou prevista. Nodos coloridos indicam proteinas de consulta e primeiro nivel de
interatores. Nodos brancos indicam segundo nivel de interatores. Nodos que estdo
associados entre si s&o conectados por uma aresta, contribuindo conjuntamente para uma
funcdo partilhada. Os tipos de agdo entre as moléculas sdo estabelecidos pelas cores das
arestas e os efeitos das acOes sdo representados pelo formato das arestas (Quadro 2 -
STITCH_db).

Quadro 2 — Representacdo visual dos tipos de acdo das redes.

Cor da Aresta Acéo Formato da Aresta Efeito
e—6 ativacao e—6 positivo
66— inibicao 86— negativo
e—O vinculativo 8O ndo especificado
e—o catalise - -
&6 fenétipo - -
O—0O  |modificacio pés-traducio - -
a—a reacio - -
e—6 regulagdo transcricional - -

Fonte: Autores (2024)

As analises dos resultados obtidos nas redes de intera¢do quimico-proteina foram
conduzidas com base em uma revisdo da literatura cientifica relacionada ao tema de
interesse deste estudo. A partir dessa revisdo, foram identificadas e discutidas as
interacdes entre 0s componentes quimicos e proteicos, considerando 0s contextos

bioldgicos, as vias metabdlicas e 0s processos celulares relevantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nutrientes minerais sdo essenciais na sobrevivéncia dos animais,
correspondendo a aproximadamente 5% do peso total do corpo dos animais

(BERCHIELLLI, 2006), sendo, portanto, imprescindivel que a dieta dos ruminantes seja
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equilibrada com esses elementos. Neste sentido, 0 pé de rocha torna-se uma opgao
interessante de fonte de minerais. No pé de rocha, rejeito da mineragdo no municipio de
Araguai, foram encontrados, entre 0s minerais, niveis de potassio, sodio e silicio que
podem atender as demandas desses elementos na dieta de caprinos e ovinos e até mesmo
auxiliarem no tratamento de doencas que acometem esses animais, principalmente em
regides em que a nutricdo dos animais € dificultada por questdes econémicas, sociais e
edafoclimaticas. De modo geral, as exigéncias diarias de minerais pelos caprinos e ovinos,
com base na matéria seca, varia de 0,5 a 0,8% e 0,04 a 0,1% para potassio e sodio,
respectivamente (CONRAD, 1985). Esses requerimentos sdo afetados por fatores
intrinsecos e extrinsecos aos animais. As exigéncias diarias de silicio pelos animais ndo
foram encontradas na literatura consultada.

Ainda que os beneficios do sodio, do potéssio e do silicio para os animais
ruminantes estejam claros na literatura, 0 mecanismo molecular de atuagdo desses
elementos ainda carece de estudos. As analises bioinformatica realizadas no presente
estudo revelaram possibilidades importantes de atuacdo desses elementos no tratamento
da mastite caprina, uma vez que a quantidade requerida de cada mineral pode variar em
funcédo do estado de saude do animal.

Os resultados das etapas de 1 a 8 foram inseridos na tabela 1, a qual detalha
algumas das principais caracteristicas topologicas das redes de interacdo proteina-
proteina (PPI). Isso inclui seu tamanho, representado pelo numero de proteinas e
elementos quimicos, e a sua ordem, expressa pelo quantitativo de ligacdes presentes nas
redes (LEAO, et al., 2019).

Tabela 1 - Estatisticas e caracteristicas topoldgicas da rede de interacdo proteina-
proteina utilizando o potassio, sodio, silicio e as proteinas ica como entrada.

Numero Grau NUmero Valor p de

NUmero . . Coeficiente de . ;
Etapas de nos de médio agrupamento esperado  enriquecimento
arestas dono de arestas PPI*
1 15 26 3,47 0,94 16 0,0121
2 12 12 2 0,806 12 0,492
3 24 0 0 1 25 1
4 32 25 1,56 0,953 32 0,909
5 32 19 1,19 0,948 30 0,988
6 30 172 11,5 0,611 130 0,000245
7 4 6 3 1 1 0,000566
8 12 7 1,17 1 10 0,89

*Q valor de p indica o quanto as proteinas interagem entre si de maneira significativa em
um contexto bioldgico. Fonte: Autores (2024)
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As proteinas estdo ao menos parcialmente ligadas biologicamente, como um
grupo (p = 0.000245 a 1), com excecdo para o sodio (Figura 2A). O potéssio se liga
diretamente a proteina murB (UDP-N-acetylmuramate dehydrogenase) e eles interagem
entre si, por meio de uma ativacao reciproca, indicada pela seta verde (Figura 1A) em
direcdo a ambas as moléculas (escore combinado = 0,987). A enzima murB pertence a
familia das proteinas contendo dominios de ligacdo ao FAD e compartilha uma dobra de
ligacdo ao FAD caracteristica, participando, como catalisadora, de uma das principais
etapas na biossintese de peptidoglicano (ENIYAN, 2018). Esta enzima é essencial para o
crescimento de células bacterianas (MIYAKAWA, 1972), além disso, pode ser
encontrada em organismos gram-positivos e gram-negativos, o que indica que seu
inibidor pode apresentar atividade antibacteriana de amplo espectro (BRONSON, 2003),
sendo, portanto, um alvo atraente para o desenvolvimento de medicamentos
antimicrobianos.

E bem fundamentado na literatura que o potassio potencializa a atividade da
proteina murB (CHEN, 2013; DHALLA, 1995), exacerbando os danos que as bactérias
podem provocar no hospedeiro. Foi observada a atuacdo do potassio sobre o complexo
kdp (ATPase translocadora de potéssio), com uma acdo relacionada ao aumento da
viabilidade das células bacterianas. O turgor celular bacteriano diminui em baixas
concentragdes externas de K+ devido a limitacdo de K+ no meio. Nestas condicdes de
prejuizo celular a Kdp de alta afinidade é expressa e isso permite que a célula procure K+
no meio para restaurar o turgor celular (LAIMINS et al., 1981; WALDERHAUG et al.,
1987). O operon kdpABC, que foi clonado e sequenciado, codifica as trés proteinas da
membrana citoplasmatica KdpA, KdpB e KdpC (HESSE et al., 1984).

Essas constatacdes sugerem que a suplementacdo de caprinos e ovinos com
aumento dos niveis de potassio na dieta ndo é benéfica do ponto de vista do combate da
bactéria S. caprae, quando a mastite ja esta estabelecida. Entretanto, pode-se perceber os
beneficios desse e de outros minerais quando utilizados na dieta de forma preventiva,
(ABEBE et al., 2016), uma vez gque esta bem estabelecido que as deficiéncias nutricionais
levam a uma resposta imunitaria enfraquecida, que é um fator predisponente para a
invasdo microbiana do Ubere (BRUNO, 2010). Ademais, 0s minerais participam da
formacdo de componentes estruturais do organismo, além de permitirem o bom

funcionamento de enzimas, horménios, vitaminas e células (LEIRA et al., 2018).
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Figura 1 — Rede de interacdo quimico-proteina formada a partir do elemento potéassio
(A) e do potassio e das proteinas ica (A, B, C, D) (B) no organismo Staphylococcus

caprae.
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Fonte: Autores (2024)

Outro aspecto avaliado foi a capacidade de interferéncia dos minerais na formacéo
de biofilmes. Em muitas bactérias a disponibilidade de nutrientes € um fator essencial na
producdo de biofilme. Por exemplo, a presenca de metais como o ferro pode afetar o
desenvolvimento do biofilme, bem como a producéo de EPS (OLIVEIRA et. al., 2017).
Embora tenha sido comprovado que varios elementos e compostos diferentes aumentam
ou diminuem a sintese de biofilme, os efeitos do potassio nunca foram testados.

A anélise de bioinforméatica demonstrou interacdo do potassio com proteinas
importantes envolvidas na formacdo de biofilme. Na figura 1B estdo apresentados 0s
componentes da rede de interacdo proteica elaborada nesta etapa do estudo. Observa-se
que o potassio interage de forma indireta com as proteinas ica (A, B, C e D) no organismo
S. caprae. Pilon (2016) identificou que essas proteinas estdo relacionadas com a formacéo
de biofilme, encontrados na desmama de ovelhas com mastite subclinica. Com esse
resultado, fica evidente a relacdo entre o potassio e as proteinas ica (A, B, C e D), sendo
que uma das vias de interacdo € por meio da Guanilato quinase (HMPREF0786_00290),
que é essencial para reciclar GMP e indiretamente cGMP, tornando-a fundamental para a
viabilidade e proliferagdo celular em humanos (KHAN et al., 2019). Na rede de interagdo

proteica (Figura 1B) é possivel observar que o potassio ativa esta enzima. Uma vez
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ativada pelo potéssio, a guanilato quinase pode favorecer a formacéo de biofilmes por
interagir com as proteinas ica (A, B, C e D), por intermédio do difosfato de uridina. Este
é um precursor essencial para reacdes de glicosilacdo em todas as formas de vida, atuando
como blocos de construcdo essenciais no peptidoglicano das células bacterianas
(CHENOWETH, 2020).

Esses resultados reiteram a suplementacdo preventiva de potassio na dieta dos
ruminantes, visto que ndo ha evidéncias da efetividade no tratamento da mastite. De fato,
alguns estudos mostraram que o potassio tem um papel significativo na sinalizagdo
elétrica durante a formacédo dos biofilmes (TIWARI et al., 2023; PRINDLE et al., 2015;
HUMPHRIES et al., 2017).

Na tabela 1, ao observar os dados obtidos na etapa 3 € possivel verificar a auséncia
de conexdes entre diferentes proteinas. Contudo, a plataforma STITCH possui um
conjunto limitado de proteinas em seu banco atual, o que ndo significa que nao exista uma
selecdo de proteinas biologicamente importantes. Assim, pode denotar que estas proteinas
e suas interacfes ndo sejam conhecidas pelo STITCH. A descri¢do da rede de interagédo

pode ser verificada na figura 2A.

Figura 2 — Rede de interacdo quimico-proteina formada a partir do elemento sédio (A)
e do sadio e das proteinas ica (A, B, C, D) (B) no organismo Staphylococcus caprae.
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Embora na rede de interacdo proteica (Figura 2A) ndo tenham sido identificadas

interconexdes entre as proteinas, destaca-se a inibi¢do das proteinas Asd. (Aspartate-beta-
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semialdehyde dehydrogenase), HMPREFQ0786_00522 (Dihydrofolate reductase) e tmk
(dTMP Kkinase), ocasionada pelo sodio. Tais proteinas sdo enzimas envolvidas no
desenvolvimento de células bacterianas. A asd, por exemplo, codifica uma enzima
essencial na biossintese de aminoécidos em bactérias (HARB e ABU, 1998) e uma
enzima em a cadeia de transporte de elétrons (NADH: cadeia D da ubiquinona
oxidorredutase; nuoD), a ATPase dnaA que ativa o inicio da replicacdo do DNA e o
componente diidrolipoamida desidrogenase E3 (DLD) que forma uma subunidade de
varios complexos enzimaticos que estdo amplamente envolvidos na producdo de energia
via quebra de biomoléculas (WANGWIWATSIN et al., 2023). Esta observacéo corrobora
com as anteriores sobre a suplementacdo de minerais na dieta.

A proteina dnaK esta ligada ao sédio (Figura 2A) e esta relacionada com a
patogenicidade com S. aureus e a formacdo de biofilmezimaro (SINGH et al., 2012;
FERREIRA, 2022; ZIMARO, 2013). A relacdo do sodio com a proteina dnaK pode ser
promissora, dada a relacdo entre ela e os agentes causadores da mastite. A relacdo
encontrada na literatura entre o sodio e a mastite subclinica em cabras, mostrou que o
leite de cabras acometidas pela doenca tém maiores teores de sodio e cloreto e em cabras
ndo acometidas apresentam maiores concentracdes de calcio, fosforo, magneésio e
potassio (SANCHEZ, 2015; COSTA et al., 2013), isso pode estar relacionado com o uso
de antibidtico utilizado para tratar mastite, ja que os antibidticos podem ocasionar
mudancas no leite, como diminui¢do nos niveis de calcio, fosforo, proteina e gordura, e
elevacdo nos niveis de sddio e cloro (ISLAM et al., 2012).

A proporcéo de sodio para potassio se eleva durante infecgdes intramamarias. Um
notavel aumento na condutividade elétrica é percebido, especialmente quando a
inflamacdo impacta a glandula mamaria de ambos os lados, resultando em aumentos
substanciais tanto no contetdo de cloreto quanto na propor¢do de sddio para potassio
(NOVAC; ANDREI, 2020).

A conexdo entre 0 sodio e as proteinas envolvidas na formacdo de biofilmes
(Figura 2B) se da por meio da enzima tmk. Esta enzima, pertencente as vias dos acidos
nucleicos, esta envolvida na formacdo de dTDP usando timidina e é um alvo bem
conhecido para células hospedeiras infectadas com o virus do herpes (AHN et al., 2014).
Estudos mostram interferéncia positiva face a Escherichia. coli, Bacillus subtilis,
Haemophilus influenzae e outras bactérias (HARE et al., 2001). Como demonstrado na

rede de interagdo proteica, 0 sodio atua nesta enzima inibindo-a e ela interage com as
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proteinas do complexo ica por meio do difosfato de uridina. Dessa forma, o sodio pode
desfavorecer a formagéo de biofilmes bacterianos de S. caprae por inibi¢do da tmk.

Né&o foi detectada na literatura consultada estudos que abordassem a atuacdo do
silicio sobre bactérias do género Staphylococcus. No entanto, o dioxido de silicio
mostrou-se eficaz no processo de inativacdo das bactérias E. coli e Micrococcus luteus
(WILLIAMS et al., 2018), ndo sendo, entretanto, estabelecido o mecanismo molecular

envolvido.

Figura 3 — Rede de interacdo quimico-proteina formada a partir do elemento silicio (A)
e do silicio e das proteinas ica (A, B, C, D) (B) no organismo Staphylococcus caprae.
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A proteina pgi (Phosphohexose isomerase) aparece associada ao silicio com um
escore de interacdo de 0,308 (Figura 3A). Esta enzima catalisa a segunda etapa da
glicolise e atua como fator de motilidade autdcrina, agente de neuroleucina, inibidor de
serina proteinase e mediador de diferenciacdo e maturacdo (CAO et al., 2000; CHAPUT
etal., 1988; FAIK etal., 1988; WATANABE et al., 1991). Portanto, a via molecular que
envolve a pgi seria interessante de ser estudada para investigar uma possibilidade de

atuacéo do silicio no combate da mastite infeciosa caprina. Em plantas, ja foi relatado que
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o silicio aumenta a resisténcia a doengas causadas por fungos, bactérias e pragas
(FAUTEUX et al., 2005; MARSCHNER, 2012), através de acdes fisicas, bioquimicas e
moleculares (WANG et al., 2017). Em animais o silicio fornecido na alimentagéo ativa
enzimas no trato gastrointestinal, aumenta a absorcdo de nutrientes, regula os eletrélitos
0s quais desempenham papéis essenciais na regulacdo do equilibrio hidrico, na funcdo
muscular, na condugdo nervosa e em outras fungdes vitais, e ainda elimina toxinas e
metais pesados (FEOKTISTOVA et al., 2022).

O estudo indica a associagdo do silicio a proteina icaA via molécula de glicose
(Escore = 0,912) (Figura 3B). Foi relatado que a alteracdo da pressdo osmética no meio
de cultura afeta a capacidade do S. aureus de formar biofilmes. Este fendmeno esta
associado a mudancas na expressdo de genes que contribuem para a modulacdo da
formacéo de biofilme, incluindo icaA (CERCA et al., 2008; LIU, ZHANG, JI, 2020).
Verificou-se que a presenca de glicose no meio de cultura promove a formagédo de
biofilme de forma proporcional a dose (VAZQUEZ-SANCHEZ D, HABIMANA O,
HOLCK, 2013; LEE et al., 2015; KHALIL, SONBOL, 2014). Compostos de silicio, por
sua vez, sdo capazes de reduzir concentracbes de glicose (HU et al., 2019;
MARINHEIRO et al., 2023), o0 que sugere uma atuacdo indireta na reducédo de biofilmes
formados por bactérias estafilocécicas.

A rede apresentada na figura 4A é um compilado das redes elaboradas nas etapas
de 1 a 4. Com relacdo as proteinas envolvidas na formacéo dos biofilmes de S. caprae, a
atuacdo do potassio parece prevalecer sobre a atuacdo do sodio (Figura 4A), sendo que a
via de atuacdo do sodio por intermédio do tmk ndo mais se conecta com as proteinas do

complexo ica, com a quantidade de interatores apresentados na rede.
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Figura 4 — Rede de interacdo quimico-proteina formada a partir de um compilado das
etapas de 1 a 4 (B) e das etapas de 1 a 6 (B).
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Destaca-se a atuacdo do composto difosfato de uridina na intermediacdo da
formacéo dos biofilmes de S. caprae. As analises realizadas indicam que esta molécula
pode ser ativada pelo potassio favorecendo a formacdo de biofilmes ou inibido pelo sédio
(via tmk) prejudicando a formacéo dos biofilmes. A analise metabolémica realizada por
Zhang et al (2023) indicou que compostos de difosfato de uridina foram os principais
metabolitos durante a formacdo do biofilme de Bifidobacterium pseudocatenulatum. O
difosfato de uridina galactose (UDP-galactose) faz parte do processo de producao de
polissacarideos, com destaque no metabolismo dos agucares nucleotideos (VERT et al.,
2012).

O silicio atua na rede de interacdo por meio das moléculas de potéssio e sodio
(Figura 4B). Além dos mecanismos apresentados anteriormente que envolvem as
atuacdes do potassio e do sddio sobre o S. caprae, € evidenciado que 0 potassio também
pode atuar inibindo a proteina asd (Figura 4), impedindo, por esta via, o desenvolvimento

bacteriano.
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E imprescindivel a realizacio de estudos funcionais para aprofundar e comprovar
0s resultados obtidos no presente estudo, de forma que as analises possam auxiliar no
descobrimento da relagdo entre os agentes causadores da mastite e dos elementos do p6
de rocha.

CONCLUSOES

Embora as analises bioinforméticas permitam apenas a formulagdo de hipoteses,
sem confirmacdo direta, os resultados deste estudo sugerem que o pd de rocha pode
desempenhar um papel significativo como suplemento dietético na prevencdo de doencas
infecciosas, como a mastite caprina. 1sso se deve a presenca de minerais essenciais que
desempenham um papel fundamental na estimulacdo do sistema imunolégico dos
animais, contribuindo assim para a saude do Ubere.

Os resultados apontaram também para o potassio como um fator predisponente
para a formagéo de biofilmes e desenvolvimento de S. caprae por intermédio da enzima
Guanilato quinase e da proteina murB, respectivamente. No entanto, este mineral
demonstrou potencial em desfavorecer o crescimento bacteriano, inibindo a proteina asd.
O so6dio mostrou-se como fator inibitorio para a formacao de biofilmes via proteina tmk
e contrario ao desenvolvimento bacteriano por inibir proteinas como asd,
HMPREF0786_00522 e tmk. O silicio, por sua vez, pode colaborar com atenuagdo do
processo infecioso por intermedio das moléculas de sddio e potassio, reduzindo niveis de
glicose que desfavorece a formacdo de biofilmes e ainda atuando em proteinas como a

pgi, que se inibida pode prejudicar o desenvolvimento do S. caprae.
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