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RESUMO

UTILIZAQAO DE METODOLOGIAS PARA ANALISE COMPARATIVA
DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE UM GENE RELACIONADO
AO CANCER DE PELE

O gene p53 é considerado um dos genes mais intensamente estudados do ponto de
vista gendmico e estéa relacionado com os tipos mais comuns de canceres de pele,
0S quais mostram uma tendéncia de aumento da incidéncia em populacdes
humanas modernas. Sequencias de DNA deste gene estdo disponiveis em bancos
de dados gendmicos com acesso publico na internet e fornecem informacdes Uteis
para uma grande variedade de aplicacdes. Esta pesquisa teve como objetivo
empregar métodos de andlise comparativa das sequéncias de nucleotideos para a
avaliacdo de mutacdes no gene p53 em diferentes paises, e avaliar a aplicabilidade
das ferramentas de bioinforméatica disponiveis no ambiente web. As investigacdes
foram realizadas a fim de verificar as mutacfes mais frequentes no gene p53 ja
depositadas em bancos de dados gendmicos humanos localizados nos Estados
Unidos (NCBI), Europa (EBI) e Japao (DDBJ). Na base de dados NCBI foram
encontradas 194 sequencias mutantes para o referido gene, sendo que seis destas
sequéncias eram descritas como provenientes de pessoas com cancer de pele. Na
base de dados EBI foram encontradas 62 sequencias mutantes do gene p53 em
humanos, sendo que 50 eram provenientes de pacientes com cancer de pele. Na
base de dados DDBJ foram localizadas 4075 sequencias mutantes para 0 mesmo
gene, mas nao identificadas como provenientes de pacientes com cancer. A
seqUéncia original do gene p53 foi comparada com as sequéncias mutantes
oriundas de pacientes com diversos tipos de canceres de pele, por meio das
ferramentas de bioinformatica CLUSTALW e MAFFT. Estudos comparando as
sequéncias mutantes permitiram estabelecer relagbes entre as mutagbes mais
frequentes e que podem estar relacionados com a patologia nos diferentes paises.
Os resultados mostraram a viabilidade da abordagem proposta, e permitiram a
identificacdo de caracteristicas comuns entre os mutantes analisados. Foi possivel
identificar as regibes génicas mais sensiveis as alteracdes nas sequéncias de
nucleotideos no gene p53, e que podem estar relacionados com a origem da
patologia. Também foi possivel identificar que as mutagées comumente ocorrem em
regides bem proximas, tanto para as sequencias oriundas do banco de dados NCBI
guanto para aquelas coletadas do banco de dados EBI.

Palavras-chave: Bioinformatica, mutacdes, cancer de pele, gene p53.



ABSTRACT

UTILIZATION OF METHODOLOGIES FOR COMPARATIVE ANALYSIS OF
NUCLEOTIDE SEQUENCES OF A GENE RELATED TO THE SKIN CANCER

The p53 gene is considered one of the most intensively studied genes from the
genomic point of view and is related to the most common types of skin cancers,
which show a trend of increasing incidence in modern human populations. DNA
seqguences of this gene are available in genomic databases with public access on the
Internet and provide useful information for a wide range of applications. This
research aimed to employ methods of comparative analysis of nucleotide sequences
for evaluating mutations in the p53 gene in different countries, and evaluate the
applicability of bioinformatics tools available on the web environment. Investigations
were carried out to verify the most frequent mutations in the p53 gene whose
sequences are deposited in human genomic databases located in the United States
(NCBI), Europe (EBI) and Japan (DDBJ). In the NCBI database we found 194 mutant
sequences of the p53 gene, and six of them were described as coming from people
with skin cancer. In EBI database 62 mutant sequences of the p53 gene were found,
and 50 were from patients with skin cancer. In DDBJ database we found 4075
mutant sequences for the same gene, but not identified as coming from patients with
cancer. The original sequence of the p53 gene was compared with the mutant
sequences derived from patients with various types of skin cancers, through the
CLUSTALW and MAFFT bioinformatics tools. Studies comparing the mutant
sequences allowed to establish relationships among the most frequent mutations and
that might be related to the disease in different countries. The results showed the
feasibility of the proposed approach, and allowed the identification of common
characteristics between the analyzed mutants. It was possible to identify the gene
regions most sensitive to changes in nucleotide sequences in the p53 gene, which
might be related to the origin of the pathology. It was also possible to identify that the
mutations commonly occur in very close areas, both for the sequences of the NCBI
database as to those collected from EBI database.

Keywords: Bioinformatics, mutations, skin cancer, p53 gene
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1 INTRODUCAO

Segundo Santos (2007), os dramas ambientais encontrados
recentemente na natureza foram causados por geracbes e geragOes que
desconheciam o equilibrio homem/ambiente e construiram um modelo de
desenvolvimento predatorio. O impacto da espécie humana sobre o meio ambiente
tem sido comparado, por alguns cientistas, as grandes catastrofes do passado
geoldgico da terra.

Em funcdo do aumento da populagédo, surgiu a necessidade de se
produzir cada vez mais, submetendo o meio ambiente a uma agressao que esta
provocando o declinio cada vez mais acelerado de sua qualidade e de sua
capacidade para sustentar a vida. O uso de combustiveis fésseis tem aumentado a
concentragéo de dioxido de carbono (CO,) na atmosfera, dando lugar a um aumento
da temperatura global na terra (SANTOS, 2007).

De acordo com Dessler (2000) o homem moderno criou substancias
artificiais que tem destruido a camada de oz6nio, aumentando a penetracdo da
radiacéo ultravioleta do tipo B, altamente prejudicial para os seres vivos. A camada
de ozonio é uma regido da atmosfera terrestre localizada em torno de 20 a 30 km de
altura e tem importancia fundamental para a vida no planeta terra. Ainda segundo o
autor, € ela que absorve a radiacdo ultravioleta do tipo B emitida pelo sol e néo
permite que esta radiacdo, prejudicial & vida, chegue até a superficie terrestre
(DESSLER, 2000).

Segundo Dessler (2000) a principal consequéncia da destruicdo da
camada de ozonio tem sido o aumento da incidéncia do cancer de pele, ja que os
raios ultravioletas sdo mutagénicos. Diante desta realidade, tem surgido a
necessidade de se criar metodologias para a avaliacdo das consequéncias dos
impactos ambientais decorrentes de atividades humanas ou provocados por
fendmenos naturais, em especial ao nivel biolégico.

Segundo Souza (2004) a determinacdo da estrutura do acido
desoxirribonucleico (DNA) por James Watson e Francis Crick em 1953, fez surgir
uma nova extensdo da ciéncia conhecida como biologia. Ainda segundo o autor, o
computador contribuiu significativamente no sequenciamento do genoma humano,
criando um marco importante na histéria da evolugdo do conhecimento humano.

De acordo com Geraque (2003) a rede mundial de computadores, mais
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conhecida como internet, tem contribuido ativamente com pesquisadores do mundo
inteiro proporcionando-lhes acesso gratuito a banco de dados com informagfes
sobre bilhdes de genes e possibilitando a comparacédo entre eles. Ainda segundo o
autor, essa evolucdo proporcionou a bioinformética ferramentas Uteis para a
realizacdo de pesquisas nesta area do conhecimento. O autor também afirma que os
dados bioldgicos armazenados em banco de dados com acesso publico, tais como
sequéncias de DNA e de proteinas tem viabilizado também o trabalho de muitos
cientistas, principalmente nos estudos de comparacbes de sequéncias de
nucleotideos para diversas finalidades, tais como: identificacdo de mutacdes ou
polimorfismos genéticos, estudos evolutivos e filogenéticos. A disponibilidade dessas
informacOes e a facilidade de acesso a internet revolucionou a forma como as
pesquisas, desta area, sao realizadas na atualidade, reduzindo significativamente o
tempo destinado aos trabalhos (GERAQUE, 2003).

De acordo com Martinez et al. (2006) algumas das alteragbes na
estrutura do DNA tém sido atribuidas a exposicdo excessiva aos raios ultravioletas
(UV), em especial ao ultravioleta tipo B (UVB), e como consequéncia direta o
aumento da incidéncia de canceres cutaneos. Ainda segundo o autor, quando
ocorrem danos no DNA, desencadeiam-se nas células mecanismos bioquimicos
capazes de reparar tais lesdes. Para que este processo ocorra € necessario que a
célula pare o ciclo celular a fim de n&o perpetuar a mutacéo, essa funcao conhecida
como: apoptose (morte celular programada) esta atribuida a proteina TP53,

normalmente referida como a “guardia do genoma”. (MARTINEZ et al., 2006)

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos gerais

Os objetivos gerais deste trabalho envolvem a utilizacdo de
metodologias no Laboratério de Citogendbmica e Bioinformatica (LCGBI) da
UNOESTE visando a analise comparativa de sequéncias de nucleotideos em genes
marcadores de impactos ambientais. Para tanto, serdo realizadas pesquisas com o
objetivo de averiguar as mais frequentes mutacées do gene p53 nos bancos de
dados do Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI), Centro Nacional de Informacdes
sobre Biotecnologia (NCBI) e no Banco de Dados de DNA do Japao (DDBJ)
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respectivamente localizados na Europa, Estados Unidos e Japdo que sdo 0s mais
importantes bancos de dados genémicos de acesso publico.

1.1.2 Objetivos especificos

e Viabilizar a realizacdo de pesquisas com foco no estudo de impactos
ambientais, de modo a disponibilizar técnicas mais avancadas para
avaliacdo do grau de mutagenicidade e o risco biolégico apresentado

por uma determinada acao antrépica ou natural.

e Acessar sequéncias mutantes do gene p53 de pacientes
diagnosticados com cancer de pele disponiveis em bancos de dados
genbmicos de acesso publico na internet e compara-las utilizando

ferramentas de Bioinformatica.

e Avaliar as mutacdes génicas mais comuns em populacdes humanas
oriundas de paises com diferencas contrastantes em relacdo aos
fatores: grupo étnico, localizagdo geografica em respeito a latitude e
valores de IDH, entre outros.

e Otimizar recursos disponiveis na internet, tais como sequencias
mutantes do gene p53 e softwares de andlise de sequencias
gendmicas, comparando-as em uma estacédo de trabalho no laboratoério

de Citogendmica e Bioinformatica da Unoeste.

e Possibilitar a cooperacdo entre grupos de pesquisa das areas de
Ciéncia da Computagdo, Engenharia e Estatistica com as areas de
Biologia e Quimica, no intuito de criar grupos de pesquisas
interdisciplinares de Bioinformatica na UNOESTE, buscando

estabelecer vinculos interinstitucionais nesta area de pesquisa.

1.2 Justificativas

Segundo Karp (2005) o uso de bases de dados de estudo de

similaridade de sequéncias de DNA € uma realidade presente em vérias Instituicdes



17

gue desenvolvem pesquisas em Biologia Molecular. Sem a utilizacdo de programas
de busca e analise de sequéncias seria impossivel fazer predicdes que minimizam o
arduo caminho da pesquisa em laboratério.

A colaboracao entre diferentes grupos de pesquisa em varios paises
tem impulsionado a Bioinformatica, tecnologia que veio propiciar aos pesquisadores
novas habilidades e competéncias em gerenciar suas informacdes biologicas. As
instituicbes de pesquisa em Bioinformatica tém expandido significativamente sua
capacidade. Seus recursos constituem-se em instrumentos estratégicos para a
utilizacao racional dos dados gendmicos. Constata-se a existéncia de grupos de
pesquisa em areas que tém qualificacbes que se complementam para o
desenvolvimento de pesquisas de alto nivel no campo da Bioinformatica,
notadamente nas areas aplicadas a genémica e a modelagem molecular. Pesquisas
de novos genes em diversas areas tém utilizado e requerido a aplicacdo de
Bioinforméatica no detalhamento dos produtos génicos.

A implantacdo de recursos computacionais com acesso a rede mundial
de computadores possibilitou novas formas de experimentacdo laboratorial. Foi
possivel desenvolver um aprofundamento de estudos e experimenta¢édo que, usando
os resultados de experimentos bioldgicos, possa alimentar analises de sequéncias
de DNA, através das bases de dados acessiveis via Internet.

Na UNOESTE, alguns grupos ja produzem, por iniciativas isoladas,
trabalhos de iniciacdo cientifica e monografias relacionadas com a Bioinformatica.
Na Faculdade de Informéatica de Presidente Prudente — FIPP, ja foram desenvolvidos
trabalhos na area de bioinformética. Atualmente ndo ha trabalhos em andamento
nos cursos da FIPP voltados para a Bioinformatica. Uma avaliacdo realista das
potencialidades da Universidade em muito poderd contribuir para o carater
multidisciplinar destas atividades, aumentando a relevancia e a produtividade nas
analises Bioinformaticas. Neste contexto, a UNOESTE vem se preparando para uma
insercdo significativa na chamada era pos-genbmica, de transformacdo da
informacé&o gendmica em conhecimento cientifico e tecnolégico.

As ferramentas de analise de sequencias estao disponiveis em varios
servidores Web, conferindo uma vantagem para as analises de sequencias
disponibilizadas em banco de dados gendémicos. O dominio sistematico deste
processo pode trazer uma forte contribuicdo para o incremento dos resultados das

pesquisas, as quais podem ser realizadas em diversos locais do mundo,
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simultaneamente, fato este que também justifica a realizacdo do presente trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Impactos ambientais decorrentes da agdo humana

Segundo Santos (2007), o homem construiu um modelo de
desenvolvimento predatorio que se agravou exponencialmente durante a revolucao
industrial, e que a partir de entdo comecou a transformar o que ha de mais
importante para a nossa subsisténcia na terra como a natureza de sua atmosfera e a
qualidade de sua agua. A humanidade deve reconhecer que as atividades que
impactam o meio ambiente pdem em risco a sobrevivéncia de sua propria espécie.

Ainda de acordo com Santos (2007), o rapido crescimento da
populacdo, gerou uma demanda por bens materiais e servicos sem precedentes,
que o desenvolvimento tecnologico pretende satisfazer, como a producdo de
veiculos, alimentos e produtos tecnoldgicos em grande escala, submetendo o meio
ambiente a uma agressao que esta provocando o declinio cada vez mais acelerado
de sua qualidade e de sua capacidade para sustentar a vida.

O autor também afirma, que um dos impactos que 0 uso de
combustiveis fosseis tem produzido sobre o0 meio ambiente terrestre € o aumento da
concentracdo de dioxido de carbono (CO,) e outros gases responsaveis pelo efeito
estufa na atmosfera, dando lugar a um aumento da temperatura média global da
Terra. Outros males importantes causados pelo ser humano ao meio ambiente séo o
uso de agrotoxicos que contaminam regides agricolas e interferem no metabolismo
do calcio das aves; a erosdo do solo; o crescente problema mundial do
abastecimento de &gua, como consequéncia do esgotamento dos aquiferos
subterraneos, assim como pela queda na qualidade e disponibilidade da agua e a
destruicdo da camada de 0z6nio (SANTOS, 2007).

De acordo com Christopherson (2012), em funcdo do crescimento
populacional, da industrializacdo acelerada e a escassez de alimentos o homem
moderno criou substancias artificiais que tem contribuido para a diminuicdo da
camada de ozonio, aumentando a penetracéo da radiacdo altamente prejudicial para
0s seres vivos. Ainda segundo o autor, a molécula de oxigénio fundamental para a
sobrevivéncia de grande parte da vida na terra € composta por dois atomos de
oxigénio e é representado pelo simbolo O,. O 0zdnio é composto de trés d&tomos de

oxigénio e a sua representacdo € através do simbolo Oz (CHRISTOPHERSON,
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2012).

Segundo Christopherson (2012) dentre as substancias prejudicias
podemos destacar os clorofluorcarbonetos (ou CFCs), que sao moléculas sintéticas
de cloro, flior e carbono e que sao estaveis e inertes sob as condi¢cdes da superficie
terrestre. O autor afirma que esta substancia foi muito utilizada em sprays de
aerossois, industrias eletrbnicas e agentes espumantes. Porém as moléculas
estaveis de CFCs migram lentamente para a estratosfera, onde a intensa radiacéo
ultravioleta divide-as, liberando os atomos de cloro. Ainda segundo o autor, esse
processo produz reacdes que quebram as moléculas de 0z6nio e deixam moléculas
de gas oxigénio em seu lugar. O efeito é grave, pois um Unico atomo de cloro
decompde mais de 100.000 moléculas de ozbdnio. O autor afirma que, desde que
foram criados, mais de 22 milhdes de toneladas de CFCs foram comercializadas em
todo o mundo e, posteriormente, liberadas na atmosfera (CHRISTOPHERSON,
2012).

Segundo Santos (2007), ha bastante oz6nio nas camadas altas de
nossa atmosfera e ele possui tamanho e formato ideal para absorver a energia do
sol, na faixa da radiacao ultravioleta, prejudicial a vida. O ozénio forma uma camada
gue impede que grande parte dos raios ultravioletas atinja a terra. Dessler (2000)
afirma que vérios produtos quimicos produzidos pelo homem sao transportados até
a estratosfera, onde esta localizada a camada de ozénio. Conforme o autor, quando
a luz do sol atinge algumas dessas moléculas, elas se quebram e produzem outros
atomos que atingem as moléculas de 0zdnio desencadeando uma reacdo quimica
que transformam o o0z6nio em oxigénio molecular. O oxigénio ndo é capaz de
absorver a radiacéo solar que €é perigosa para a vida na Terra.

De acordo com Dessler (2000), o ozénio é um gas composto de trés
atomos de oxigénio atdmico, unidos por ligagdes simples e duplas. Em temperatura
ambiente tem coloracdo azul-pdlida, devida a intensa absor¢cdo de luz vermelha,
atingindo coloracédo azul-escura quando transita para o estado liquido, situacdo em
que adquire propriedades explosivas.

Segundo Dessler (2000) o ozénio é produzido naturalmente na
estratosfera pela acdo fotoquimica dos raios ultravioletas sobre as moléculas de
oxigénio. Ainda segundo o autor, a concentracdo de o0zobnio € resultado de um
equilibrio de producéo e destruicdo gerando camadas de alta e baixa concentracéo

gue atingem numeros maximos numa faixa de 30 Km, chamada de camada de
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ozo6nio. O autor afirma que esta faixa de ozonio tem cerca de 15 km de espessura e
sua constituicdo, ha cerca de 400 milhdes de anos, permitiu 0 desenvolvimento de
vida na terra, ja que impede a passagem dos raios UVB (DESSLER, 2000).

Segundo Rocha (2009) esta camada tem capacidade de impedir que a
radiacao ultravioleta do tipo B, prejudicial a vida, atinja a superficie da terra. Ainda
segundo o autor, a radiacao solar € a energia que emana do sol e esta distribuida
em diversas ondas: desde o infravermelho até o ultravioleta (UV). O autor também
afirma que os raios UV sédo divididos em UV-C totalmente absorvido na atmosfera
terrestre; 0 UV-A que nao é absorvido pela atmosfera e o UV-B que é absorvido pela
camada de oz6nio (ROCHA, 2009).

De acordo com Dessler (2000), uma das consequéncias da destruicédo
da camada de ozdnio tem sido o grande aumento da incidéncia do cancer de pele, ja
que os raios UV sdo mutagénicos. Segundo o autor, a exposi¢cdo excessiva a
radiacdo ultravioleta (UV), em especial ao ultravioleta tipo B (UVB), tem sido
associada ao aumento do risco para o desenvolvimento dos canceres cutaneos, pois
pode causar mutacdes genicas no acido desoxirribonucleico (DNA) dos
queratinécitos. A falha no reparo dessas alteracbes genicas pode levar a um
crescimento celular desordenado e formacdo de tumor. Além disso, o autor
menciona que a radiagdo UV tem grande efeito sobre o sistema imune cutaneo,
induzindo a um estado de imunossupresséao local que impede a rejeicdo do tumor
neoformado (DESSLER, 2000).

Segundo Melo (2012), varias empresas ja incluiram a questao do meio
ambiente na sua agenda, entretanto a maioria dos problemas ambientais
elementares ainda persiste em funcdo do seu tratamento requerer uma mudanca
nos meios de producéo industrial e de consumo, bem como de nossa organizacao
social e de nossas vidas pessoais.

Segundo o Instituto Nacional Do Cancer (Brasil) (2014) o cancer de
pele ndo melanoma é o tipo mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos
os tumores malignos registrados no pais. Apresenta altos percentuais de cura, se for
detectado precocemente. Entre os tumores de pele, o tipo ndo melanoma é o de
maior incidéncia e mais baixa mortalidade. O Instituto afirma também que o cancer
de pele € mais comum em pessoas com mais de 40 anos, sendo relativamente raro
em criancas e negros, com excecdo daqueles ja portadores de doencas cutaneas

anteriores. Pessoas de pele clara, sensivel a acdo dos raios solares, ou com
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doencas cutaneas prévias sdo as principais vitimas.

Ainda segundo o (INCA), como a pele - maior 6rgao do corpo humano -
€ heterogénea, o cancer de pele ndo melanoma pode apresentar tumores de
diferentes linhagens. Os mais frequentes sdo carcinoma basocelular, responsavel
por 70% dos diagnésticos, e o carcinoma epidermdide, representando 25% dos
casos. O carcinoma basocelular, apesar de mais incidente, é também o menos
agressivo.

Para o0 ano de 2012 o INCA projetou cerca de 134 mil novos casos
somente de canceres cutaneos, sendo aproximadamente 62 mil homens e 71mil
mulheres. Em 2013, no dia nacional de combate ao cancer, foi divulgada a projecao
para o ano de 2014 de 182 mil novos casos somente do tipo ndo melanoma. Um
aumento de mais de 35% em apenas dois anos.

O instituto tem lancado varias campanhas em atendimento a Politica
Nacional de Prevencédo e Controle do Cancer do Ministério da Saude com o objetivo
de conscientizar as pessoas sobre o0 risco da exposi¢ao solar excessiva.

Diante desta realidade tem surgido a necessidade de se criar
metodologias para a avaliagdo dos impactos ambientais, decorrentes de atividades
humanas ou provocados por fenbmenos naturais, em especial ao nivel biolégico que
pode ter como consequéncia a incidéncia de doencas ou até mesmo o risco de

morte.

2.2 Avaliacdo de impacto ambiental

Segundo Sanchez (1995), a Avaliacdo de Impacto Ambiental (AIA)
deve ser compreendida como instrumento de planejamento, isto €, como uma
atividade técnico-cientifica que tem por finalidade identificar, prever e interpretar os
efeitos de uma determinada acdo humana sobre o ambiente.

Segundo Carvalho (2010), a Avaliacdo de Impacto Ambiental foi criada
em 1969 pela lei da politica ambiental dos Estados Unidos e tornou-se modelo para
as legislacdes similares em diversos paises. No fim da década de 70, principio da
sua utilizacdo, a (AlIA) analisava apenas os meios fisico e bidtico, ja na década de 80
passou a avaliar os aspectos sociais e de saude, analise de risco e incluir a
participacdo publica. Hoje é possivel afirmar que houve um desenvolvimento

significativo das metodologias de AlA.
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Esses sistemas de AIA variam muito entre os varios paises. Alguns séo
leis, normas ou estatutos, que sao exigidos pelas autoridades antes da permissao de
implementacdo de um projeto. Em outros casos, apenas diretrizes sobre AIA foram
estabelecidas, impondo algumas obrigacfes para os 6rgdos governamentais.

De acordo com a CETESB (2014), no Brasil, jA na década de 70,
projetos de grande porte, financiados por organismos multilaterais, foram
submetidos a Avaliacdo de Impacto Ambiental, como por exemplo, a Usina
Hidrelétrica de Sobradinho, a Usina Hidrelétrica de Tucurui, etc. Tais experiéncias
promoveram a inclusdo da AIA como um dos instrumentos da Politica Nacional de
Meio Ambiente, Lei n°® 6938/81, em associacdo ao licenciamento das atividades
utilizadoras dos recursos ambientais, consideradas efetiva ou potencialmente
poluidoras. Em 1986, foi editada a Resolucdo Conama 01/86, estabelecendo as
definicbes, responsabilidades, critérios basicos e as diretrizes para 0 uso e
implementagdo da avaliacdo de impacto ambiental, aplicado ao licenciamento
ambiental de determinadas atividades modificadoras do meio ambiente (CETESB,
2014).

Segundo Souza (2004), o avango tecnolégico proporcionou o
surgimento de novas ferramentas e métodos de avaliagdo. De acordo com o autor,
desde que James Watson e Francis Crick, em 1953, determinaram a estrutura do
Acido Desoxirribonucleico (DNA), surgiu uma nova extensdo da ciéncia conhecida
como Biologia Molecular que nao parou de evoluir. O autor também afirma que uma
grande quantidade de sequencias de DNA passou a ser sintetizadas e analisadas
em escala crescente, gracas a alianca com a informatica. Com capacidade de
processamento cada vez maior, o computador proporcionou até mesmo o
sequenciamento completo do genoma humano, iniciado em 1985 e finalizado em
2000 (PGH — Projeto Genoma Humano) um marco importante na evolucdo do
conhecimento cientifico (SOUZA, 2004).

2.3 A contribuicdo da bioinforméatica para os estudos genéticos

Segundo Sabbatini (1993), o uso da informatica nos campos de estudo
da vida é essencial para a interacéo entre as ciéncias, propiciando assim um melhor
desenvolvimento humano e tecnoldgico. Conforme o autor, nos ultimos anos, a

Biologia vem se apropriando com avidez das ferramentas de software e hardware
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proporcionadas pela informatica. Assim, o computador tornou-se peca chave nas
pesquisas que vem sendo realizadas em areas especializadas como a Biologia
Molecular e o0 armazenamento de dados biolégicos em bancos de dados publicos
tem se tornado cada vez mais comum. O autor menciona que a “febre” genémica
direcionada para a identificacdo e o mapeamento dos milhares de genes nas células
de inUmeros organismos vivos, que se alastrou pelo mundo, em especial o projeto
Genoma Humano, fez com que a Informatica Biolégica se desenvolvesse
rapidamente (SABBATINI, 1993).

A rede mundial de computadores tem contribuido ativamente com
pesquisadores do mundo inteiro proporcionando-lhes acesso gratuito a banco de
dados com informacgdes sobre bilhdes de genes e possibilitando a comparacéo entre
eles. Essa evolucdo proporcionou a bioinformatica ferramentas (teis para a
realizacdo de pesquisas nesta area do conhecimento.

De acordo com Baxevanis (1998), dados bioldgicos armazenados em
banco de dados com acesso publico, tais como sequéncias de DNA e de proteinas,
tem facilitado o trabalho de muitos cientistas e pesquisadores, principalmente nos
estudos de comparacdes de sequéncias de nucleotideos. O autor alega que estes
estudos sao uteis para diversas finalidades, tais como: identificacdo de mutac¢des ou
polimorfismos genéticos, estudos evolutivos e filogenéticos. A disponibilidade dessas
informacdes e a facilidade de acesso através da internet revolucionou a forma como
as pesquisas da area de bioinformatica sdo realizadas na atualidade reduzindo
significativamente o tempo destinado aos trabalhos de pesquisa relacionados a
sequenciamento genético (BAXEVANIS, 1998).

As situacBes acima descritas indicam claramente uma confluéncia
entre a Biologia, a Ciéncia da Computacao e a Estatistica, configurando novas linhas
de pesquisa, que foram denominadas: a “Biologia Computacional’, que estuda o
desenvolvimento da Tecnologia da Informagédo para resolver os problemas
biologicos, e a “Bioinformatica”, que € a aplicacdo dessa tecnologia no
gerenciamento dos bancos de dados biologicos (SETUBAL; MEIDANIS, 1997).

Segundo Gibas e Jambeck (2001), a comparacdo de sequéncias de
DNA é uma das bases da Bioinforméatica. De acordo com o autor, 0s programas de
comparacdes sequenciais mudaram a Biologia Molecular, e a Web passou a
possibilitar que bancos de dados publicos, de sequéncias de genoma, oferecam

servicos por meio de uma interface uniforme para uma comunidade mundial de
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pesquisadores. Com um software especifico, instalado em um computador comum,
um bidlogo molecular pode, entdo, comparar uma sequéncia de DNA desconhecida
com a colecdo completa de sequéncias de DNA publicas. Um exemplo desses
programas € o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do National Center for
Biotechnology Information — NCBI, localizado nos Estados Unidos (GIBAS;
JAMBECK, 2001).

De acordo com Zhang e Massen (1997), a capacidade de executar
comparacdes automatizadas de sequéncias simplifica a atribuicdo de funcédo para
uma nova sequéncia.

Gibas e Jambeck (2001), afirmam que com o acumulo de dados de
sequéncias biolégicas e analise atenta, conclui-se que a natureza pode ser
considerada conservadora. Ainda segundo o autor, uma nova via biossintética pode
ndo ser criada para cada nova sequéncia descoberta, porém, uma nova
funcionalidade pode ser descrita a partir da descoberta de novos genes. Com isso, a
comparacao de sequéncia de espécies diferentes possibilita encontrar sequéncias
similares com razoavel fidelidade, mas nem sempre total (GIBAS; JAMBECK, 2001).

Segundo Ticona (2003), o conceito bésico da comparacdo de
sequéncias é simples: duas sequéncias sdo combinadas aleatoriamente e as
semelhancas da combinacdo sdo avaliadas e pontuadas. Em seguida, 0 mesmo
procedimento é realizado para outra sequéncia, e a combinacdo pontuada
novamente, até que a melhor combinacdo seja encontrada. Sem duvida é um
processo simples, mas a complexidade estd na existéncia de milhares de
combinacdes possiveis (TICONA, 2003).

2.4 Alinhamento de sequéncias

Segundo Prosdocimi (2007), o alinhamento de sequéncias consiste no
processo de comparar duas sequéncias (de nucleotideos ou proteinas) de forma a
se observar seu nivel de identidade. Ainda segundo o autor, essa técnica de
comparacdo de sequéncias € implementada segundo um conceito de
desenvolvimento de programas conhecido como um algoritmo guloso® e é um dos

pilares de toda a bioinformatica. O Autor afirma também, que existem centenas de

! Algoritmo guloso é uma técnica de algoritmos para resolver problemas de otimizagdo, sempre realizando a
escolha que parece ser a melhor no momento; fazendo uma escolha étima local, na esperanca de que esta escolha
leve até a solucdo 6tima global.
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aplicacoes do alinhamento de sequéncias, tanto na identificacdo de genes e
proteinas desconhecidas, quanto na comparag¢do da ordem de genes em genomas
de organismos proximamente relacionados (sintenia), no mapeamento de
sequéncias expressas dentro de um genoma para identificacdo de genes, na
montagem de genomas e em diversas outras aplicagdes.

De acordo com Prosdocimi et al. (2002), pode-se alinhar duas
sequéncias para descobrir o grau de similaridade entre elas de forma que possa
inferir (ou ndo), alguma propriedade ja conhecida da outra. Ainda segundo o autor o
alinhamento entre duas sequéncias pode ser feito de forma global exemplificado na
Figura 1, lado esquerdo, ou de forma local, no lado direito.

Figura 1 — llustracdo do Alinhamento global a esquerda e Alinhamento local a direita

Alinharmento glob Iinharnentn local

S BT THAGRACCTC TE seql 9 GACCT 13
5E'E|2 9 GACCT 13

seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq?2 GTGACTAAGACCTCTCATT

seq1 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7

seql 2 CTCATT 7

B natch [ mnismatch M gap ceq2 12 CTCATT 19

Fonte: Prosdocimi (2007, p.18)

No lado esquerdo da Figura 1 esta exemplificado como é realizado um
estudo de alinhamento global quando se utiliza dois conjuntos de dados. Duas
sequencias sdo comparadas do inicio ao final e s&o atribuidos valores
correspondentes a quantidade de caracteres iguais encontrados nas duas
sequencias e na mesma posi¢cado. As semelhancas estédo destacadas com a cor azul
e a estas semelhancas séo atribuidos valores maiores. A soma de todos os valores
aferidos corresponde ao valor de match (correspondéncia) entre as sequencias.

No lado direito da mesma figura esta ilustrado como ocorre 0
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alinhamento local. Neste caso, fragmentos da sequencia 1 sao alinhados com
fragmentos da sequencia 2. Antes de cada fragmento, tanto da sequencia 1 quanto
da sequencia 2, é inserido a posicao inicial e final do fragmento em relacédo a
sequencia completa. Também séo atribuidos valores para cada correspondéncia de
bases entre ambas sequencias e o valor somatério corresponde ao valor de match
(correspondéncia) entre as sequencias.

Segundo Lima (2012), a comparacdo de sequéncias bioldgicas pode
ocorrer entre duas sequéncias (alinhamento em pares) ou entre mais de duas
sequéncias (alinhamento multiplo). A utilizacdo de duas sequéncias ou mais pode
facilitar a visualizacdo das diferencas e semelhangas entre os conjuntos de
sequéncias como um todo. Uma alternativa ao alinhamento mudltiplo seria a
execucao de varias comparacdes entre duas sequéncias. Ao alinhar as sequéncias
em pares, as diferencas e semelhancas globais podem né&o ser claras. Por outro
lado, alinhando-se multiplas sequéncias, essas diferencas e semelhancas podem se
tornar claras, ou, até mesmo, 6Obvias. De posse de um alinhamento mdultiplo, os
bidlogos podem entdo entender, por exemplo, como a evolucdo atuou, descobrindo

a diferenca genética entre as espécies (LIMA, 2012).

2.4.1 Alinhamento global

O alinhamento global é feito quando compara-se uma sequéncia de
aminoacidos com outra sequencia de aminoacidos ou uma sequencia de
nucleotideos com outra sequencia de nucleotideos, ao longo de toda a extenséo das
sequencias.

De acordo com Prosdocimi (2007), o algoritmo Needleman-Wunsch é
utilizado para alinhar globalmente pares de sequencias, maximizando o numero de
alinhamentos individuais (um-para-um) que séo iguais (match) e minimizando os
espacamentos (gap). O autor também afirma que, nesse caso sdo dados valores em
uma matriz de comparagdo para as similaridades (matches), para diferengas
(mismatches) e para falhas (gaps) encontradas durante o alinhamento das
seguéncias. As somas dos valores do alinhamento, de acordo com essa matriz de
comparacao, resultam num valor, que é um escore de similaridade entre as
sequéncias conforme visto na Figura 2 (PROSDOCIMI, 2007).
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2.4.2 Alinhamento local

O alinhamento local acontece quando a comparacdo entre duas
sequéncias ndo é feita ao longo de toda sua extensdo, mas sim através de
pequenos sitios destas sequencias. O principal programa utlizado para o
alinhamento local de sequéncias é o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool ou
Ferramenta Basica de Procura por Alinhamento Local), encontrado em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Esse software compreende um conjunto de
algoritmos de comparagédo de sequéncias montado de forma a explorar toda a
informacéo contida em bases de dados de DNA e proteinas. O programa BLAST foi
desenvolvido de modo a aumentar ao maximo a velocidade da busca por
similaridade, jA& que as bases de dados sdo grandes e Vvém crescendo
exponencialmente, mesmo correndo o risco de perder um pouco na precisdo do
resultado (ALTSCHUL; MADDEN; SCHAFFER, 1997).

A rapidez da busca deve-se ao fato de que o programa utiliza uma
heuristica que quebra as sequéncias de entrada e das bases de dados em
fragmentos — as palavras (words) — e procura, inicialmente, similaridades entre elas
(ALTSCHUL; MADDEN; SCHAFFER, 1997). Outra vantagem de se utilizar o
alinhamento local feito pelo BLAST é que, dessa forma, € possivel identificar
relacfes entre sequéncias que apresentam apenas sitios isolados de similaridade.

O alinhamento de sequéncias de DNA ¢ feito através da procura de
uma regiao de similaridade entre duas sequéncias utilizando um algoritmo guloso.
Quando essa regidao € encontrada sdo dados pontos para similaridades (match),
diferencas (mismatches), abertura de falhas (gap opening) e extensao de falhas (gap
extension) que possam ser encontradas no seu alinhamento. A somatoria dos
pontos desse alinhamento é chamada de escore do alinhamento. Na Figura 2 o
escore do alinhamento é trés. Tais escores sdo contabilizados tanto nos
alinhamentos globais quanto nos locais (PROSDOCIMI, 2007).

O score de valor 3 calculado na Figura 2 é a somatério dos pontos
encontrados para gap opening, gap extension, mismatch e match, conforme visto na
imagem. A identificacdo dos pontos é realizada de acordo com o melhor
posicionamento entre as duas sequencias. Gap opening é a quantidade de ‘-

inseridos entre as sequencias para que as mesmas ficassem mais bem
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posicionadas. Gap extension é a maior quantidade de ‘-’ que foram sequencialmente
posicionados. Mismatch € a identificacdo das trocas dos nucleotideos. Para o
levantamento do pontos séo atribuidos valores negativos, exceto para o match que
sdo os nucleotideos idénticos. Para se chegar ao valor de score, cada ponto é
multiplicado pela quantidade de vezes que eles se repetem na extensao de toda a
sequencia e na sequencia da multiplicacédo, os resultados sédo somados, resultando

no valor de score.

Figura 2 — llustracdo de Alinhamento local entre duas sequencias e a somatoria de

score
CACGA GCTTG CT GCAAT c CTG
GCTTG CTGACGCAAT c CTGAAACTCC
1 10 30

20

3x(-2)=-6 Gap opening -4 pontos
2x(-4) =-8 G tensi 3 t
e, e g ap extension -3 pontos
Mot v g Mismatch -2 pontos
x(+1) = Match +1 ponto

-

Fonte: Prosdocimi (2007, p.19)

Para o desenvolvimento de experiéncias com esse objetivo, tém-se
softwares especificos, como € o caso do BLAST, disponivel nos sitios da internet
dos centros de pesquisa especializados. Assim, o acesso a ferramenta BLAST pode
ser feito através das webpages do NCBI e do DDBJ (DNA Data Bank of Japan). A
webpage do NCBI disponibiliza também ferramentas de pesquisa do banco de
dados HomoloGene, que armazena pares de genes homodlogos. O NCBI oferece
acesso a uma ampla selecédo de ferramentas de analise de genoma baseadas na
Web, através da secdo Genomic Biology (Biologia Gendmica). Seu website dispbe
também de ampla documentacdo para auxiliar na aprendizagem do uso de suas
ferramentas e banco de dados. Porém, para realizar uma comparacao de sequéncia
em banco de dados, a ferramenta BLAST é a mais usada (ALTSCHUL; MADDEN;
SCHAFFER, 1997).

Ja para analise multipla de sequencias sao utilizadas ferramentas com
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caracteristicas diferentes do BLAST, como é o caso do CLUSTALW, um programa
para alinhamento mudltiplo de sequéncias usado para a analise de proteinas e
nucleotideos. Segundo Thompson, Higgins e Gibson (1994) a ferramenta dispde de
um ambiente integrado para leitura de arquivos em varios formatos, alinhamento de
sequéncias e analise de resultados. O método utilizado pelo CLUSTALW para o
alinhamento multiplo de sequéncias é o Alinhamento progressivo.

Ainda segundo Thompson, Higgins e Gibson (1994) esse método de
alinhamento progressivo usam algoritmos de programac&o dinamica® para calcular
distancias entre pares de sequéncias. As distancias sao usadas para construir uma
arvore que serve de guia para criacdo do alinhamento multiplo. Este método pode
ser dividido em trés passos nos quais cada passo gera informacéo necessaria para
0 passo seguinte. O primeiro passo € responsavel por gerar a matriz de distancias
entre as sequéncias de entrada, essa matriz contem valores percentuais relatando
qguao proximas estdo duas sequéncias quaisquer de entrada. No segundo passo, é
gerada a arvore guia para o ultimo passo, pode ser vista como uma arvore
filogenética®, apesar de ser uma aproximacdo dela. No Ultimo passo é feito o
alinhamento em si, usando a arvore do passo anterior como guia durante o

processo.

2.4.3 Principais ferramentas para analises multiplas de sequencias genémicas

Diversas ferramentas de Bioinformatica foram desenvolvidas para
viabilizar a analise simultdnea de um grande nimero de sequencias genémicas, com
0 objetivo de viabilizar a realizacdo de estudos filogenéticos, evolutivos e de
comparacdes de mutantes. Esta forma de abordagem € comumente denominada
analise multipla de sequencias do inglés (MAS Multiple Sequence Alignment) (LIMA,
2012). A Tabela 1 descreve as principais ferramentas disponiveis livremente na

internet para analises multiplas de sequencias genémicas

2 Programacdo dindmica é um método para a construcdo de algoritmos para a resolucdo de problemas
computacionais de otimizacdo combinatoria. E aplicavel em problemas nos quais a solugdo 6tima pode ser
computada a partir da solucdo 6tima previamente calculada e memorizada - de forma a evitar recalculo - de
outros subproblemas que, sobrepostos, compdem o problema original.

® Arvore filogenética é uma representacéo grafica, em forma de uma arvore, das relaces evolutivas entre vérias
espécies ou outras entidades que possam ter um ancestral comum.
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Tabela 1 — Descricdo de Softwares para analises mdltiplos de sequencias
disponiveis gratuitamente na internet

Software Descricao

Em bioinformatica CLUSTAL é uma série de programas de
computador amplamente utilizado para alinhamento mdultiplos de
sequencias: CLUSTAL, CLUSTALV, CLUSTALW, CLUSTALX E
CLUSTAL OMEGA

CLUSTALW

Série de programa de computador criado para alinhamento multiplo
DIALIGN de sequéncias. Variagcdes: CHAOS-DIALIGN, DIALIGN-TX E
DIALIGN-PFAM

Um algoritmo de alinhamento multiplo rapido e preciso. E bastante

KALINGN
utilizado para alinhar um grande namero de sequencias.
MAFFT é um programa de alinhamento multiplo de sequéncias
para sistemas operacionais Unix-like. Ele oferece uma gama de
MAFFT varios métodos de alinhamento, L-INS-i (exato; para o alinhamento

de aproximadamente 200 sequéncias), FFT-NS-2 (rapido, para o

alinhamento de aproximadamente 30.000 sequéncias).

comparacdo de sequéncia multipla de Log-Expectativa.
MUSCLE Dependendo das op¢des escolhidas pode alcancar melhor preciséo
e maior velocidade do que CLUSTALW e T-COFFEE.

E um alinhador mdltiplo baseado em consisténcia que faz uso da

PCMA _
abordagem progressiva.
PROBCONS € uma nova ferramenta para gerar alinhamentos
multiplos de sequéncias proteicas. Usando uma combinagcdo de
PROBCONS o o _
modelagem probabilistica e técnicas de alinhamento baseadas em
consisténcia.
Pode alinhar sequéncias de proteinas, assim como sequéncias de
T-COFFEE
ADN / ARN.
Fonte: Lima (2012); Rigden e Mello (2012); Santos (2004); Ticona (2003); Debian
(2014)

Nota: Dados Trabalhados pelo autor
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2.4.4 A ferramenta BLAST

Segundo Altschul, Madden e Schaffer (1997), o BLAST é a ferramenta
mais usada na busca de similaridade em sequéncias de proteinas e DNA, faz
buscas em bancos de dados de sequéncias a partir de uma sequéncia consulta
(query) do usuério, e tenta achar todas as sequéncias do banco (subjects) que tém
alinhamentos estatisticamente semelhantes, neste caso, a questdo principal se
relaciona com falsos positivos e falsos negativos. Os falsos positivos significa
resultado retornado pelo programa, mas que ndo corresponde a um resultado
biologicamente verdadeiro e os falsos negativos é o resultado que o programa deixa
de reportar, apesar de ser biologicamente verdadeiro.

O programa BLAST esta baseado em heuristica que traz uma melhora
significativa nos tempos de resposta das buscas em bases de sequéncias. Faz
comparacao local usando uma subcadeia comum exata com um tamanho minimo
padrao de 11 bases consecutivas para DNA (SETUBAL; MEIDANIS, 1997).

Segundo Gibas e Jambeck (2001), as comparagdes de sequéncias sao
feitas em pares, procurando sitios de similaridade local, ao invés de alinhamentos
globais oOtimos entre as sequéncias inteiras. O programa BLAST, que agiliza o
alinhamento de sequéncia local, possui trés etapas basicas. Primeiro, ele cria uma
lista de todas as sequéncias curtas (chamadas palavras na terminologia do BLAST)
com pontuacao acima de um valor limite quando alinhadas com a sequéncia de
pesquisa. Em seguida, o banco de dados é consultado para obter as ocorréncias
destas palavras. Como o comprimento da palavra € muito curto (trés residuos para
proteinas, onze residuos para acido nucléico), € possivel pesquisar uma tabela pré-
calculada de todas as palavras e suas posicdes nas sequéncias, para obter um
aumento de velocidade.

Estas palavras combinadas sdo estendidas para alinhamentos locais
sem gaps entre a sequéncia de pesquisa e a sequéncia do banco de dados
(RIGDEN; MELLO, 2002). Segundo estes autores, a pesquisa de similaridades de
sequéncias dentro de um banco de dados é o primeiro passo na analise de uma
nova sequéncia. Se a sua sequéncia desconhecida tiver uma copia similar ja
descrita em um banco de dados, a busca ira fornecer rapidamente essa informacéao.

Na Figura 3 estdo representados graficamente os procedimentos da
ferramenta BLAST. A sequencia de entrada é dividida em palavras com tamanho 3.
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Para cada palavra, resultante da divisdo da sequencia de entrada, € realizada a
consulta nas sequencias disponiveis no banco de dados. Para cada resultado
positivo, a palavra encontrada € inserida numa matriz e a similaridade € identificada
pelas palavra que ficarem posicionadas na mesma diagonal, conforme pode ser

visto na Figura 3.

Figura 3 - Exemplo de procedimento do BLAST para buscas de sequencias
proteicas , com tentativas inicias de todas as combinacbes possiveis de 3
aminoacidos consecutivos

|[EFGHABCLD| JJABKDFEGH
v [ABC] . [ABC [JABKDFEGHI] -,2 N
v [ABK’ [ABK] [GHI] 0 /
X[AFC] |CGDEFBHAL| ;
+ [DEF] —— [DEF] ﬁl
[.-.) !

Y La resent:
V' |GHI | = “mbl;mn & no [ as 2 palavras na %
/ [GWI] mesma diagonal

‘ BDEFKJAGWI
XEML - 2 SN ) -
. |[BDEFKJAGWI | C

lista de / X
palavrasda seqiiéncias do banco cada G
seqiiéncia que contém as palavras palavra em H
nrigina!: uma :
|ﬁBCDEFGHIj| diagonal

distinta

Fonte: Amaral et al. (2007, p.9)

A pesquisa em banco de dados fornece os primeiros indicios de que
sua sequéncia pertence a uma familia bem conhecida de proteinas. Se ha
similaridade entre a sua sequéncia com as de outras espécies, entédo esta pode ser
homologa (ou seja, descende de uma sequéncia ancestral comum). Conhecer a
funcdo da sequéncia similar/ homologa € uma boa indicacdo da identidade da
sequéncia desconhecida.

Apesar de estar disponivel em vérios servidores Web, os usuarios do
BLAST podem fazer download e instalar o aplicativo em seus computadores. Uma
vantagem em usar a versdo web é a ndo preocupar-se em atualizar a ferramenta.
Em caso de indisponibilidade de internet é possivel instalar o BLAST e copiar uma

base de dados para a realizagcédo de testes localmente e ainda inserir dados nesta
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base, e criando o seu préprio banco de dados. Assim o0 usuario podera ter
informacdes que ainda ndo foram publicadas ou distribuidas (GIBAS; JAMBECK,
2001).

2.45 A Ferramenta CLUSTALW

Segundo Thompson, Higgins e Gibson (1994) o CLUSTALW é um
programa para alinhamento mdultiplo de sequéncias. Existem varias técnicas que
podem ser utilizadas para resolugcdo do problema de alinhamento mudltiplo de
sequéncias.

O Alinhamento Mdltiplo Otimo é caracterizado devido & complexidade
de a solucdo ser muito custosa, problema NP-dificil*, esta abordagem é muito pouco
utilizada, pois somente resolve problemas com pouquissimas sequéncias. O
alinhamento progressivo € a abordagem utilizada pelo CLUSTALW, em que a
solucdo ndo é oOtima, mas gera um alinhamento com pouca perda de qualidade em
tempo aceitavel para uma quantidade razoavel de sequéncias. E o alinhamento com
heuristicas possui uma abordagem utilizada quando se quer alinhar uma grande
quantidade de sequéncias de uma base de dados (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON
1994).

Ainda de acordo com Thompson, Higgins e Gibson (1994) o
alinhamento multiplo pode ser usado em situacfes que se deseja encontrar padroes
gue caracterizam familias de sequéncias, detectar ou demonstrar homologia entre
novas sequéncias, ajudar a predizer as estruturas secundarias e terciarias de novas
sequéncias, sugerir oligonucleotideos primarios para PCR e analise da evolucéo
nuclear.

O programa pode ser usado para alinhamento multiplo de sequéncias
de proteinas e nucleotideos. A ferramenta dispde de um ambiente integrado para
leitura de arquivos em varios formatos (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).

A ferramenta estad disponivel livremente na internet em http://www-
igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/, onde também €& encontrado o CLUSTALX, versédo

baseada no CLUSTALW com interface grafica (com janelas, menus e ajuda).

* Problema NP-Dificil constitui-se de todos os problemas que nio possuem solucdo deterministica. N&o
necessariamente possuem uma forma eficiente de verificar suas solu¢fes. Nao necessariamente existem métodos
polinomiais de verificar se uma resposta para um problema de decisdo dessa classe é correta.
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2.4.6 A Ferramenta T-COFFEE

Segundo Debian (2006) T-COFFEE é um pacote de softwares de
alinhamentos de sequéncias mdultiplas. A partir de um conjunto de sequéncias
(proteinas ou DNA) de entrada, o T-COFFEE gera um alinhamento de sequéncias
multiplas. A versdo 2.00 e superiores podem misturar sequéncias de aminoacidos
com sequencia de nucleotideos. O T-COFFEE permite a combinacdo de uma
colecdo de alinhamentos mudltiplos/pareados globais ou locais para um modelo
anico. Esta ferramenta também permite estimar o nivel de consisténcia de cada
posicdo dentro do novo alinhamento com o resto dos alinhamentos.

No alinhamento com nivel de consisténcia sdo incorporadas
informagdes das diferentes sequencias em cada criacdo de pares de alinhamento.
Na primeira etapa de um alinhamento progressivo é convencional utilizar apenas
informacdes de sequencias para cada dois alinhamentos pareados. Esta estratégia
tende a gerar alinhamentos de sequencias muito mais precisa. O T-COFFEE é uma
dos algoritmos mais conhecidos.

Debian (2006) afirma que o T-COFFEE tem uma chamada especial ao
M-COFFEE que torna possivel combinar o resultado de muitos pacotes de
alinhamento de sequéncias mudltiplas tais como: MUSCLE, PROBCONS, POA,
DiAlign-TS, MAFFT, CLUSTAL W, PCMA e T-COFFEE.

Esta ferramenta pode ser instalada em um computador ou pode ser
utilizada a partir do navegador Web, onde séo inseridos os dados em um formulario
on-line. Inicialmente o usuéario define a entrada de dados na ferramenta (por
exemplo, sequéncias, bases de dados). Nas etapas seguintes, 0 usuario tem a
possibilidade de alterar os parametros de configuracdo da ferramenta. E, finalmente,
0 Ultimo passo é sempre o passo de submisséo da ferramenta, onde o usuario pode
especificar um titulo para ser associado com os resultados e um endereco de e-mail
para notificacao.

Apo6s a validacdo de entrada dos dados é iniciado o processo de
comparacdes. Ao final do processamento a pagina € direcionado para um link com
os resultados e o mesmo link é enviado para o e-mail solicitado no formulario. Os
parametros sdo validados antes de a ferramenta lancar os dados no servidor, em
caso de erro de parametros, o usuario sera notificado diretamente no formulario.

(EBI 2014) http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/help/. Na sessédo 4.1.3 encontram-
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se mais detalhes de como usar a ferramenta.

247 2.4.7 A ferramenta MAFFT

MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) € um
programa para alinhamento de sequéncias multiplas de alta velocidade. Utilizar a
ferramenta no ambiente web é bastante semelhante ao uso do T-COFFEE. Em um
formulario sdo inseridas as sequéncias ou a base de dados de entrada. Na etapa
seguinte o usuario tem a opcéo de alterar os parametros padrdes da ferramenta e
finalmente submeter os dados as analises. Também pode ser especificado um titulo
para ser associado com os resultados e um e-mail para onde sera enviado o link
com o0s resultados. Estas informagdes estdo contidas na documentacdo da
ferramenta MAFFT, disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/help/.

MAFFT, T-COFFEE, CLUSTALW E BLAST ndo sao as Unicas
ferramentas disponiveis em ambiente web. Véarias outras podem ser acessadas ou
instaladas usando sistemas operacionais diferentes, tais como Windows, Linux e
MAC OS.

A Web também possibilita que bancos de dados publicos de
sequéncias de genoma oferecam servicos por meio de uma interface uniforme para
uma comunidade mundial de pesquisadores. Com um programa aplicativo comum,
um bidlogo molecular pode, entdo, comparar uma sequéncia de DNA desconhecida

com a colecdo completa de sequéncias de DNA publicas.
2.5 Bancos de dados de sequéncias de DNA

Pode se considerar um banco de dados uma cole¢do de dados inter-
relacionados projetados para organizar e estruturar dados para facilitar o acesso aos
dados. O primeiro banco de dados de sequéncias de DNA, instalado foi o GSDB
(Gene Sequence Database) em 1979, no Laboratério Nacional de Los Alamos. Em
1988 o governo americano lancou o primeiro banco de dados publico contendo
sequéncias de DNA dos mais diversos organismos. Este repositério de sequéncias
instalou-se através do Centro Nacional de Informacgfes de Biotecnologia - NCBI e 0
banco de dados passou a ser conhecido por GenBank (BENSON, 2010).

Na primeira década de sua construcdo o GenBank cresceu

timidamente, mas com o advento do projeto Genoma Humano e 0S avangos
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tecnologicos o seu crescimento foi acelerado. Segundo Gibas e Jambeck (2001)
especialistas em computacéo tem trabalhado junto com pesquisadores das ciéncias
bioldgicas para armazenar e processar um enorme volume de informacao da melhor
forma possivel.

Sansom e Smith (2000) afirmam que o projeto Genoma Humano
contribuiu significativamente para o crescimento da bioinformatica nas décadas e 80
e de 90. A guantidade crescente de informacdes juntamente com o incremento da
sofisticacdo das técnicas de clonagem e sequenciamento levou a criacdo de
softwares destinados a esse processo e também a reducdo dos custos operacionais.

Hoje ja sdo dezenas de banco de dados com bilh6es de informacdes
sobre genes das mais variadas espécies e grande parte deles possui interface para
a web. Gibas e Jambeck (2001) afirmam que os usuarios determinam suas
ferramentas de pesquisas e 0 banco de dados conforme os objetivos da pesquisa. O
banco de dados com maior nimero de informacdes e atualizacdes € o GenBank do
NCBI.

Existem diversos bancos de dados com informacdes sobre genes e
suas mutacdes. Os principais sdo: banco de dados dos Estados Unidos, mantido
pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information); banco de dados da
Europa mantido pelo EBI (Instituto Europeu de Bioinformatica) e o banco de dados
de DNA do Japédo (DDBJ). Esses bancos de dados sdo importantes fontes de
informacdes sobre mutacdes utilizadas por varios cientistas para conduzirem suas
pesquisas, reduzindo significativamente o tempo necessario para levantarem dados

manualmente.

2.5.1 Analise de mutaces (triagem de mutantes)

Mutacbes no gene supressor de tumor, p53, sdo as alteracdes
genéticas mais comuns encontradas em cancer humano. O tipo e localizacdo das
mutacdes no gene sao diferentes em distintos canceres humanos. Esta variabilidade
e espectro de mutacdes podem representar fatores etiologicos agindo no processo
de transformacdo maligna (SIMAO et al. 2002).

As mutacdes encontradas no gene p53 podem ser somaticas,
ocorrendo no tecido tumoral ou germinativa e podem ser encontradas em todas as
células do organismo, incluindo células reprodutivas, o que caracteriza a Sindrome

de Li-Fraumeni. Mutagbes sométicas encontradas entre os canceres humanos que
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foram identificados por sequenciamento, apresentam 87,2% de substituicbes de uma
Unica base e 12,8% apresentam mutagBes mais complexas, dele¢cdes e insergoes.
As mutacfes que promovem a troca de 16 aminoacidos (missense) sdo observadas
em 231 dos 393 codons (HAINAUT; HOLLSTEIN, 2000), enquanto que as mutacdes
silenciosas representam 3,9% das mutacoes descritas (STRAUSS, 1997). De todas
as mutacoes ja identificadas, 93% estdo presentes no dominio de ligacdo ao DNA e
correspondem aos exons 5,6,7,e 8 do gene p53. As insercdes, delecdes e codons
de terminacao representam 48% das mutac6es no dominio N-terminal e 60% no C-
terminal, mas apenas 17% no dominio de ligacdo ao DNA (HAINAUT; HOLLSTEIN,
2000).

Como ja mencionado, mutacdes no gene TP53 ndo ocorrem apenas a
nivel somatico, mas também em linhagens germinativas. A deteccdo dessas
mutacdes germinativas é importante na identificacdo de individuos com alto risco de
desenvolver cancer (FREBOURG et al.,, 1992). Mutacdes germinativas em TP53
predispdem uma variedade de tumores malignos de desenvolvimento precoce
incluindo cancer de mama, cancer cerebral, sarcoma 06sseo e carcinoma
adrenocortical (VARLEY et al. 2001). Essas muta¢cOes foram inicialmente relatadas
em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni, uma sindrome rara de cancer
familiar, onde parentes afetados desenvolvem diversos tumores malignos
(FREBOURG et al., 1992; KLEIHUES et al., 1997).

De maneira geral, o cancer é uma doenca causada por mutacdes
genéticas que conferem as células algumas caracteristicas especiais, como
capacidade ilimitada de proliferagdo, perda de resposta a fatores de inibicdo de
crescimento, evasao de apoptose (morte celular programada), capacidade de invadir

outros tecidos (metastases) e producédo de novos vasos sanguineos (angiogénese).

2.5.2 O Cancer de pele

A maioria dos tumores malignos cutaneos nao herdados resulta de
mutacdes causadas por carcindgenos que, de alguma forma, promovem danos ao
DNA e conferem vantagens que propiciam o crescimento celular desordenado e a
invasdo de outros tecidos. Os fatores de risco que contribuem para o
desenvolvimento do cancer de pele sdo bem conhecidos e inclui principalmente

raca, idade, género, exposicao crbnica a agentes mutagénicos quimicos e fisicos,
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além de fatores genéticos (MARTINEZ et al., 2006).

De acordo com o INCA (2014) o cancer de pele ndo melanoma € o tipo
mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos os tumores malignos
registrados no pais. Se for detectado precocemente, tem alto percentual de cura.
Entre os tumores de pele o tipo ndo melanoma € o que tem maior incidéncia e
menor mortalidade.

Thompson (1994) ressalta que o processo de formacédo de tumores

comeca apenas por uma célula somatica em algum lugar do organismo.

2.5.3 O Gene p53 e o cancer de pele

O gene p53 é um gene inibidor do ciclo celular e no momento em que
ocorrem danos ao DNA sdo acionados mecanismos bioquimicos capazes de reparar
tais lesGes. Para isso € necessario que a célula interrompa o ciclo celular para que a
mutacdo ndo se perpetue. Caso ocorra falha nesse processo de reparo, a proteina
forca a apoptose que é a morte programada da célula. Muta¢des no gene p53 estédo
entre as alteragGes mais frequentes encontradas em diversos tipos de canceres.
Quando a proteina sofre mutacGes se torna incapaz de impedir a divisdo celular,
permitindo a proliferacéo de células com erros, cujo acumulo pode levar a ativagao
de oncogéneses, ou perda da funcdo dos genes supressores de tumor. Tambéem
podem inibir a apoptose e assim aumentar a sobrevida de células alteradas.
(MARTINEZ et al. 2006).

Magnoni e Francisco (2009) afirmam que sexo e idade ndo estédo
relacionados a expressao da proteina P53, mas as substancias contidas no cigarro
influenciam na expresséo da proteina e também fatores ambientais como exposi¢ao
excessiva aos raios ultravioletas.

Segundo Corapcioglu et al. (2006) o gene p53 é um dos genes mais
estudado pela comunidade cientifica mundial. Esta localizado no braco curto do
cromossomo 17. Sua mutacao esta presente em aproximadamente 50% de todos os
canceres humanos e representa a alteracdo genética mais comum em células
malignas (MORITA; IKEDA; TAKAMI, 2008). O dano no DNA foi o primeiro tipo de
estresse descoberto na ativacdo do p53 e, por isso, esse gene € amplamente
considerado como o “guardido do genoma humano” (EFEYAN; SERRANO, 2007).

Na presente pesquisa limitaram-se as sequencias do gene p53
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relacionadas aos canceres cutdneos de pessoas localizadas em paises com
diferencas contrastantes. Mas pesquisadores de diversos paises tem se empenhado

em pesquisar os genes dos mais variados tipos de canceres.

2.5.4 Estudos correlacionados com o gene p53

Em uma ampla revisdo bibliografica realizada durante a presente
pesquisa foram encontrados trabalhos em que a pesquisa tinha foco
especificamente sobre os variados tipos de cancer de pele (PARKIN, 2004;
CORAPCIOGLUD et al., 2006; MARTINEZ et al., 2006; EFEYAN; SERRANO, 2007),
outros trabalhos com foco no gene p53 (FREBOURG et al., 1992; KLEIHUES et al.,
1997; STRAUSS, 1997; HAINAUT; HOLLSTEIN, 2000; VARLEY et al.,, 2001;
SIMAO, 2002; MORITA; IKEDA; TAKAMI, 2008; MAGNONI; FRANCISCO, 2009) e,
finalmente, outros relatos sobre a utilizacdo de algoritmos para analise multipla de
sequencias (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994; ZHANG; MASSEN, 1997,
SANSOM; SMITH, 2000; PUCCI NETO, 2001; PROSDOCIMI et al. 2002; RIGDEN;
MELLO, 2002; TICONA, 2003; SANTOS, 2004; OLIVEIRA, 2008; LIMA, 2012;
DEBIAN, 2014).

Porém ndo foram localizados trabalhos que, especificamente,
explorasse 0 assunto relacionando analises de sequencias de nucleotideos
extraidas de pacientes humanos com diagndstico comprovado de cancer de pele,
utilizando softwares de analise multipla de sequencias empregados na presente
pesquisa.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIAS
3.1 Materiais

Equipamentos: Foram utilizados um computador com Processador
Intel Core i5, 4Gb de memoaria, HD de 1Tb com placa de video 1GB, Monitor de 20”
e configurado com permissdo de administrador; Impressora jato de tinta colorido;
Scanner de mesa e acesso irrestrito a internet. Os equipamentos foram instalados
no Laboratorio de Citogendémica e Bioinformatica da UNOESTE, com a finalidade de
gerenciar, processar e armazenar as informacfes de materiais fornecidos por
pesquisadores, e assim criar bases de dados proprias.

Bancos de dados: Foram pesquisadas sequéncias de nucleotideos
correspondentes ao gene p53, relacionados com a ocorréncia de Cancer de pele em
humanos, localizadas nas bases de dados de acesso publico na internet. Para a
presente pesquisa foram escolhidos os bancos de dados dos institutos americano
(denominado NCBI — National Center for Biotechnology Information), europeu (EBI —
European Bioinformatics Institute) e japonés (DDBJ — DNA Databank of Japan),
descritos adiante.

Sequéncias nucleotidicas do gene p53 foram comparadas, através
de ferramentas de andlise multiplas de sequencias (CLUSTALW, MAFFT e T-
COFFEE), com as sequéncias de variantes genéticos (mutantes) descritos em
pacientes acometidos com cancer de pele. Devido ao fato destas sequencias
estarem armazenadas em bancos gendmicos, de acesso publico, localizados em
diversos paises, supde-se que isto implique em diferentes situagbes de impacto
ambiental e com diferencas contrastantes em relagdo aos fatores: grupo étnico,

localizac&o geografica em respeito a latitude e valores de IDH, entre outros.

3.2 Metodologia de coleta de dados em banco de sequencias

A escolha do gene a ser pesquisado foi 0 passo inicial desta pesquisa.
Segundo Martinez et al. (2006) o gene p53 é um gene inibidor do ciclo celular e no
momento em que ocorrem danos ao DNA s&o acionados mecanismos bioquimicos
capazes de reparar tais lesfes. Para isso é necessario que a célula interrompa o
ciclo celular para que a mutacédo ndo se perpetue. Caso ocorra falha nesse processo

de reparo, a proteina forca a apoptose que é a morte programada da célula.
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MutacOes no gene p53 estédo estre as alteracdes mais frequentes encontradas em
diversos tipos de canceres. Quando a proteina sofre mutacdes se torna incapaz de
impedir a divisdo celular, permitindo a proliferacdo de células com erros, cujo
acumulo pode levar a ativacdo de oncogéneses ou perda da funcdo dos genes
supressores de tumor. Martinez et al. (2006) também afirmam que os raios
ultravioletas, especificamente os ultravioletas tipo B, sao fonte de mutacdes para o
referido gene.

ApoOs a identificacdo do gene foram escolhidos os bancos de dados
onde seriam pesquisadas as sequencias de aminoacidos do gene p53. Varios
institutos de pesquisas disponibilizam gratuitamente o acesso aos seus bancos de

dados, com milhares de sequencias de genes, das mais variadas espécies.

3.2.1 NCBI

O Centro Nacional de Informacfes sobre Biotecnologia (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) esta localizado nos Estados Unidos da América e é
reconhecido mundialmente com uma das referencias mundiais em informagdes
sobre biotecnologia. Possui como visdo encontrar novas abordagens para lidar com
um grande volume de dados complexos disponibilizando aos pesquisadores acesso
e ferramentas de andlises computacionais para avancar na compreensdo da
genética e seu papel na saude e na doenca. O contetdo do site é de acesso publico
e varias ferramentas de andlises estdo disponiveis tanto para download como para
funcionarem no ambiente web, ou seja, sem que haja a necessidade do software ser
instalado no computador do pesquisador, evitando assim a necessidade de
averiguar a existéncia de atualizacdes.

Dentre os servigos disponibilizados no site pode-se destacar a
possibilidade de realizar consultas sobre genes, proteinas e sequéncias de DNA das
mais variadas espécies aplicando filtros de refinamento na pesquisa, descritos a
seguir. Na maioria dos resultados estdo disponibilizados os links das publicagdes,
referenciando seus autores e titulos dos trabalhos concluidos.

A busca foi iniciada pelas mutacdes do gene p53 no banco de dados
do NCBI para tanto, foram obedecidos alguns parametros conforme identificado na

Figura 4.
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Figura 4 — Pagina do instituto americano de bioinformatica (NCBI) com as opc¢des de
busca de gene

[ C [ www.ncbinlm.nih.gov/gene e
i aplicativos [E] Google B Fersmentss deBioi.. | Prodesp - Folhade.. [ TPS3 Mutant dstabs... [ Biologis Molecular .. [ livros0l livrosgratis... | Frequencia de muts..
& NCBI  Resources (¥ How To @ aasneto My NCBI Sign Out
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Clear all bo Filters: Manage Filters
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Orgary % () @ ™, pene ID | Description Location Aliases G
Cy Q) ,é) ,Q,\ & ThB tumor protein p53 [Homo ~ Chromosome 17, BCCT, LFS1, P53 =
\/’ cv ) ID: 7157 sapiens (human)] NC_000017.11 ta
@ § (7668402..7687550,
n Q) complement)
Proty, MDM2 MDM2 proto-onc ogene, Chromosome 12 ACTFS, HDMX, hdm2
Pseudots, ID: 4193 E3 ubiquitin protein ligase  NC_000012.12

sequence cOMy [Homo sapiens (human)] (68808172..68845544)
CccDs IP73 tumor protein p73 [Homo =

501990 Search details

Ensembl 1D 7161 sapiens (human|] p53[All Fields] AND "Homo sapiens"[porgn]
RefSeq AND alive[property]
Rerseacene P83 tumor protein pé3 [Homo S B{p51A), B{p51B), EEC3, KET 603273
Status ciear ID: 8626 sapiens (human)] BP. OFCB, RHS, SHFM4. )
# Current only \TP53L. TP73L, p40. p31

Chromosome prat prst Seatch See more
locations CDKN1A cyclin-dependent kinase CIP1, MDA, P21 116899
Select. D 1026 inhibitor 1A (p21. Cip1) 1P

[Home sapiens (human]] Recent activity =
Clearall TP53B6P1 tumor protein p53 binding 605230 Tum Off Clear

ID: 7158 retein 1 [Homo sapiens| i - "
Show additional filters ' E}hum‘-m )][ v Q_ (p53) AND "Homo sapiens”[porgn] AND
= (alive[property]) (1629)

Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A seta nimero 1 identificado na Figura 4 aponta para o0 campo de
escolha do banco de dados a ser consultado. A seta numero 2 aponta para 0 campo
onde deve ser digitado os parametro a ser localizado “gene p53 e humanos” e a seta
namero 3 aponta para a relacao de genes encontrados.

ApGs a identificacdo do gene, conforme indicado na seta niumero 3, na
Figura 4, o passo seguinte é a exibicdo das informacdes detalhada do gene, tais
como o simbolo oficial, nome completo do gene, tipo do gene, 0 organismo,
linhagem, um sumario e a representacao grafica da localizacdo do gene dentro do

cromossomo Vvistos na Figura 5 e Figura 6.
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Figura 5 - Pagina do instituto americano de bioinformatica (NCBI) com informacdes
detalhada do gene p53

~ C' [ www.nebinlm.nih.gov/gene/7157 b
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Gene ST D
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. . Table of contents &
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Bibliography
Official Symbol TP53 provided by HGMC Phenotypes
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Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata: Eutel frhini Markers, Clone Names, Homalogy, Gene Ontology
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RIS
Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor
. ~ o . . Yo . .
Figura 6 - Informacdes Graficas do gene p53 visualizadas na pagina do instituto
americano de bioinformatica (NCBI)
C  [3 www.ncbinlm.nih.gov/gene/7157 b
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Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Abaixo das informacdes graficas do gene esta o link referente a uma

lista com as variacOes encontradas para este gene armazenados em uma base de
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dados indicada como ClinVar. Cada linha da lista refere-se a um mutante e as

colunas exibem informagdes sobre o mutante.

Figura 7 — Relagdo de Mutantes encontrados na pégina do instituto americano de
bioinformatica (NCBI)

B C' | [) www.ncbinlm.nih.gov/clinvar/?term=TP53[gene] %]

* Aplicativos [EJ Google 3 Ferramen tas de Bioi... [} Prodesp - Folhade... [ TPS3 Mutant dateba... [EJ Biclogia Molecular: ..  [*] livrosOLlivrosgratis... Frequencia de muta...

= NCBI  Resources & How To &) aasnefo My NCBI Sign Out
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Save search  Advanced Help
Home | About v | Datause ang— - R S ===
o P 5
Ston adgtonat s g Colunas com informacdes sobre os mutantes ;
Gene ; D
Select Results: 1 to 20 of 194 Page [1 | at L. E
& 4 B
Clinical significance A S o ci I” f ’*L B A
Conflicting interpretations (11 Gene(s) Condition(s) Frequency u‘!‘j ;’Ej”l‘ 1ance | Reyiew status Chr E'):f“m R
Benign (8)
Likely benign (5 TP53 Li-Fraumeni syndrome 1 Uncertain classified by single 17 7669626
Uncertain significance (82) significance submitter
Likely pathogenic (21 (Jul 24, 2014)
Pathogenic (€5) TP53  LiFraumeni syndrome 1 Uncertain classified by single 17 7676045 -
Risk factor (2) significance submitter 7676047
Review status (ul 24, 2014)
4 P53 Neoplastic Syndromes. Uncertain classified by single 17 7676250
Hereditary significance submitter
(Apr 1, 2014)
NM_000546 5(TP53).c_787A>G (p Asn263Asp TP53 Neoplastic Syndromes, Uncertain classified by single 17 7673833
4 Hereditary significance submitter
(Apr 14, 2014)
NM_000546 5(TP53).c 171C>A (p Asp57Glu) P53 Neoplastic Syndromes, Uncertain classified by single 17 7676198
5. Hereditary significance submitter
; (May 2, 2014)
ssel gL INM_000546.5(TP53).c.214C>G (p.Pro72Ala) P53 Neoplastic Syndromes, Uncertain classified by single 17 7676155
sense (6] 6. Hereditary significance submitter
ce 4 (Mar 13, 2014)
[ﬁ;’f‘ me (9] NIM_000546 5(TP53)c 1015G=A (p Glu336lys) P53 Neoplastic Syndromes Uncertain classified by single 17 7670694
7 Hereditary significance submitter

Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A lista apresentada no formato de uma tabela exibe algumas
informagdes sobre a mutacao, tais como o0 nome do mutante, o gene, a patologia
que se refere a mutacdo, o nome do laboratério e a data em que foi sequenciado, o
namero do cromossomo e a localizagcdo dentro do cromossomo. Algumas dessas
informacdes no formato de link podem ser expandidas ao clique do mouse.

O numero de mutac¢des encontrados em outubro de 2014 para o gene
p53 no banco de dados do NCBI foram de cento e noventa e quatro. Para a presente
pesquisa, foram consideradas apenas as mutacoes identificadas como provenientes

de material sequenciado de pacientes com canceres cutaneos.
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Figura 8 — llustracdo da Identificacdo do gene mutante encontrado na pagina do
Instituto Americano de Bioinformatica (NCBI)
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Likely benign (5 NM_000546 6(TP53)c 635C>T (p His178Tyr)  TP53  Neoplastic Syndromes Pathogenic/Likely classified by single 17 7675077
Uncertain significance (82 10 Hereditary pathogenic submitter
Likely pathogenic (21 (Feb 25, 2014)
Pathogenic (65 NM_000546 S5(TP53)c 488A>G (p Tyrl63Cys)  TP53  Neoplastic Syndromes Pathogenic/Likely classified by single 17 7675124
Risk factor (2) 102 Hereditary pathogenic submitter
Review status (Oct 29, 2013)
Multiple submitters (26) NM_000546 5(TP53)c 485T>G (p lle162Ser) IP53 Necplastic Syndromes Uncertain significance classified by single 17 7675127
Single submitter (1501 103, Hereditary (Feb 19, 2014) submitter
Method type NM_000546 5(TP53):c 365 366delTG TP53 Neoplastic Syndromes. Pathogenic/Likely classified by single 17 7676003 -
Research (2 104, (pVal122Aspfs) Hereditary pathogenic submitter 7676004
Literature only (41) (Mar 28, 2014)
Clinical testing (147) NW_000546 5(TP53) ¢ 328delC (p Arg110Valfs) = IP53 Necplastic Syndromes Pathogenic/Likely classified by single 17 7676041
105, Hereditary pathogenic submitter
Molecular Ot 25 2013
consequence (Oct 25, )
Frameshift (10] NM_000546 5(TP53)-c 400T>C (p Phe134leu) IP53 Malignant melanoma not provided not classified by 17 7675212
sense (141 106. submitter
NM_000546 5(TP53)-c 672G>A (p Glu224=) IP53 Malignant melanoma not provided not classified by 17 7674859
107. submitter

Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Do total de 194 mutacdes, foram copiadas as sequencias de
aminoacidos de 6 variacbes e do gene p53 do banco de dados do Instituto
Americano e armazenadas em um arquivo texto para posteriormente serem
processadas com maior facilidade.

Cada mutacdo na tabela refere-se a um link com dezenas de
informacdes sobre o gene mutante das quais se destacam varias referencias de
publicacbes sobre a mutacdo, a sequencia de aminodcidos, a sequencia de
nucleotideos a localizacdo do laboratorio ou instituto onde o material genético foi
sequenciado, a descricdo da mutacao indicando o codon onde ocorre a mutagcéo e o
tipo de alteracdo: mudanca, inser¢éo ou delecéo.

Para a presente pesquisa escolheu-se o formato FASTA, reconhecido
e aceito como formato de entrada em varios softwares de andlises de sequencias.

O formato FASTA é uma sequéncia de caracteres que representam 0s
nucleotideos ou os aminoacidos. Como regra € inicializado com o sinal > e a
primeira linha é reservada para as informac¢des da sequéncia, tais como nome ou
codigo da sequéncia, numero do cromossomo. A primeira linha, que pode ser
considerada como cabecalho da sequéncia, ndo tem um padrdo oficialmente
definido de quais informac¢des devem constar sobre as sequéncias. As informacodes

gue constam na primeira linha podem variar de um banco de dados para outro.
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Figura 9 - Formato FASTA da sequencia do gene p53 localizado na pagina do
instituto americano de bioinformatica (NCBI)

>gi | 3832096461 r e [WG_017012, 2] Homo sapiens tumor protein pS3 (TPS2), RefsegGene (LRG_321) on chrososome 17
CTCCTTGETTEAAGTAATTC TEC TREC TCAGA TCCAGAGTAGE TRGGAT TACAGEL GLCCELCACCACG
COCAGC TAATT T T T TGTAT T T T TAATAGAGATGGGAT T TCATCATAT TGO CAGGE TGOTC TCGAAC TCC
TRACC TCAGHTGA TCC AL TGLC TCAGLC TOLC ARG T G TGHGGA T TAL AGLAG TC AGLLALCGLALLCA
GECCCAAC TAATTTTTGTAT T TGAGTAGAGAC AGGAT T TTACCATOT TGO CAGGE TGOTC TAAAACTCT
TCACCTCAGGTGATCCALCCATC TCAGLC TCLCAAMAGTGT TGGGAT TALALGGLGTGAGLLALCLTGLLTG
G TRRATTTC AC T TTGOCC ACCC ATAAACC ATTC ACTC TTC TATTTTAAAALC TCTC TTRROC GRGEG
CAGTGLL TCATGLC TLTAATCLCAGL AL TT TGLGAGGLCAAGGTGLGLAGATC AL AAGLG TCAGGAGTTLG
AGACCAGEC TEELCAATATGATGAACCCCCEATE TE TAC TAAMAAAATACAAAAAAATTAGCC GEATGTG
CTCOCACATOCCTOTAATCCCACC TACTCCCAACCT TCACCC ACCACAATCACTTAAACCTCOCACCCCS
AGGTTGCGGTEAGE TRAGATGETGCCAL TEEAL TCCAGLE TEEACAMC AGAGE AMGAC TETGTC TEAANG
AAAC ABAC AAAAABAMCCTCTCTCATGOCC TOGRC ATOGOTGOE TCACGOC TOTAATCC TAGC ACTTTGRAA
G T LALGL AL TGLATOALC TGAGG TUAGGAG T T TGAGALLALLLAGLLCAAM G T LLLAAAALLTGTCT
CTAC TAAARATAC AAARATTAAGCCAGGL GCGOTOOC TCATGCC TATAATCCC AGCAC TTTROGAGGCC G
AGALC GG GGATCAAATGTCAGLAL T AL GAGACATCL TGLLCAATATGLTAAAALCCLGTCTCTATTTA
AAAAAATAC AAAAATTAGE TGLGC ATGOTGRC GGOTHOC TGTAATCCC AGE TAC TC GGLAGGE TCAGGE A
GLAGAATCUGL TTGAATLCAGGAGLL AGAGG T TGLAGTGAGLCGAGATCALGLC AT TGLAL TCCAGLL TG0
GLGACAGAGE AAGAC TCGTE TCAMAMAMAAMAMAAC ACC TCTC TCATGAC TTCCCAAMTAAAC TCCA
AATGLCTTALCCATAAGAAMLC AAL ALGALG TG TGLTCTTCTC TG TOC TCACCCLTO TG TOCLLC TOAL
TTGCETCAGTE TEGE TATACCAGCATTCTGGGTTTTTTGTTTTGTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTG
TTTGTTITGT T T TGGGATGGAGTC TCAC TC TATC ACCCAGOE TORAGTGC AGTGAC ATGATC TTGGE TCAC
TECAMCCTCCATE TCCTGRET TEAAATGATTE TTE TRC TTCAGCE TCTCAAGT AGE TGGGATTACAGGLA
COCACCATCACACCCAGE TAATTTTTGTAT T T T TGTAGAGATGAGGT T T TGCCATGTTGOCC AGGE TGAT
CTCAAAL TCT TGACC TCAGL TGATE TGLOC AL TCAGLC TCCCAAAGLTGL THGLAT TACAGL TG TGAGLL
ACTCAGCCCAGTCTGTTTTGTTGT T T T T TGAGATGRAGTC TCAC TC TATC GO CC AGGE TRRAGTGE AGTG
GTACAATTTTGTC TGAL TGLAGLC TCCACC TCL TGAGT TTAAGAGAT TC TLC TGLL TCAGLC AL AL AAGLT
ABETEGEATTAC AGGE GE AT E ACE AL ATEE GTE TAATTTTGET ATTTTTAGTAGE GATGAEATTTTAE
CATATTGLUCAGGL THLTC TCGAM TCL TOLLL TCAAG TGATCTGLAL AL TCOLLL TCL TGAGTAGL TG
GEATTACAGEEGTGAGECACCATGCAGGGCCTTTE TEGTE TTTTAACGLACAMGE TATTTCCCAGTTET
G TCT T TATACTATC AT TCCCACT T TOCAAACCTCTT TCCACAACCCTTCACATCACTCATCCCTTA
TECTECTTCAGGTE TTAGE TCAATGCC TCCTTT TCAGAGAGC TEC TTCCTGACCATTTTATGCAATGTG
CTT T T TAGT TAGTC T T T TC AT TC TORTGTAT T TCC TTC AGAGC ATTTATCATCATCTTGGTCC TGA
TEUT TG TGGT T TACATGT T TGT TGTC TG T TOCCALAL AGAAAGLAAALCAGLLC T TCATCTGTOTTGT
CCACCACTTTATCCCAGC ACAGTOAC TAAC ATATATC AGTAGTC AATC AATAAATAGE TATAAGC CAGGT
ALGGTGAL TCALACC TG TGATCCLCGLAL 1T THGGAGGLCAAGE TGLGL GLATCL TC TGAGG TCAGGAAT
TTGATATC AGOC TGOCC AACATGOC GAAACCOCGTC TC TAC TAAAAC TATAAARATTAGTC GAGTGTGAT
G GTGLGLCTGTAATACCAGL TAL T TG TGAGLL TGAGLL AGLAGAATLGLT TGAM CLGHLLAGLL AGAL
GTTGLAGTGAGCCEAGATE ACALCACAGEAL TCCAGEE TRGETGAC AGAGE AMGACC TTGTE TCAAMAAA
ATAAGAAATAGASATATATATATGL TGLC AL AAGAAAT TCAL TALTTTT TAGL AAAAAML AL AGATTLLT
AATTAMGAAGEEGAAMCE TCTCTE TAMTAAC TTEAGAATTCGGEECAGAMACGE TACATGTGGAAL
CTCGTCTTGAAAAAC AGTCCCGTTTGTGAAC AGGAAAC ACTTGRAC TACACTTT TTCCATC TCCAC GAAG
GACTTAAATGTGLAGATTGATGAAGAGGCAGTTAGCCCCAGTCE TTACCATTTCTGEATATTCCACCTG
CTOCCCCTCATOROTAC AGE TC TROLGGGC AGGT TATAAATTC GCAAGATGTTATC AGC AC TATTGLTC AAG
ATGLAGLAALLGTCAGLAGLCL TAGAAAL AGGLGAGALT TAGAAAGL TLLLCAGALL TATGLTTTTCAAG
TOTAGGHE TAGGOGC TRAGCC TGO TC TRGOATAGGTAAGCCOCCC TRAATCC TTGAGGGAAGTAGAAGAL
ALAAA TG TAGATAAAATGT AALL TCAGTC TAAAAGG TALGTGLLUGL TTC TCLCAGL TC TLLGGLAT
CCCTCTCC TAGAAAAL TEGAC TETTTTAC AGTRAAAATE TC GRAGETGAETC AGE TCCCTAROCCCGTTATT
ATCCTTACCALTTACAGLCTTTCAAGAAGT TCTCAGGLT TGLGTGL TGAAL T TGALL AGLAALCAL TGALG
AATEGAGGEAGE TEREAGANGE TETAGTTCCANGEGC TEAMGEANGATGEEEEACAATAAMCC TGGET
COCCAACC AAACCCCOC ACACCCCTCCACAACTCOCTC TCACCACC ACACCAC ACATCCACC TCACACTT
CATCTCCCCAGAC TCEACAC TECAC TRECATCACC AL TTACGTGTC TCCC TCRTCE TCTRLAGCGGGTTE

Fonte: Estados Unidos (2014)

3.2.2 EBI

O European Bioinformatics Institute (EBI - http://www.ebi.ac.uk/) é um
complexo multicéntrico que agrega diversos paises da Europa Ocidental, e é
reconhecido mundialmente com uma das referencias mundiais em informacbes
sobre bioinformatica. Possui como visdo encontrar novas abordagens para lidar com
um grande volume de dados complexos disponibilizando aos pesquisadores acesso
e ferramentas de andlises computacionais para avancar na compreensdo da
genética e seu papel na saude e nas principais doencas humanas. O contetudo do
site também é de acesso publico e varias ferramentas de andlises estédo disponiveis
aos usuarios, tanto para download como para funcionarem no ambiente web, ou
seja, sem que haja a necessidade do software ser instalado no computador do
pesquisador, evitando assim a necessidade de sempre averiguar se existe
atualizacéo.

Para localizar os mutantes do gene p53 disponibilizados no site, foi
feito uma consulta pelo gene p53 no espaco reservado para realizar buscas,

conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 - Identificacdo de parametros de busca do gene p53 na pagina Oficial do
instituto europeu de bioinformatica EBI

C' | [ www.ebiacuk/ebisearch/search.ebi?query=p53&submitl=Search&db=allebigwequestFrom=ebi_index N
Aplicativos [E] Google B Ferramentas deBioi.. [ Prodesp - Folhade... [ TP53 Mutant databa... [ Biclogia Molecular: .. [ liviosOLlivrosgratis.. | '] Frequencia de muta..

EBI Search

Help & Documentation | About EBI Search

Search results for p53

Showing 20 results out of 143.847 in All results

Filter your results
Source

All results (143.847) Tumor protein p53

Genomes (7.259) =~ /01400, 120460, p53, P53, BCC7, TRPS3, LFS1, ENSG00000141510)
Nudleotide sequences (19.774) (Homo sapiens}
Protein sequences (26.263)
Macromolecular structures (476)
Small molecules (1.177)

Gene expression (7.874) bbl, bhy, bfy, ENSMUSG00000059552)
Molecular interactions (1.122)

] Gene & protein summaries (includes expression, structures, literature...) @

Samples & ontclogies (8.944)
EBI web (49)

Related data ~  Views ~

063 activator
Any activator of tumour prote

Source: ChEBL
Ip: 77731

Vi Al 1177 ler £ Crnall sl

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A Figura 10 apresenta o retorno da consulta realizada sobre o gene
p53 no site oficial do EBI. Nesta pagina € possivel aplicar varios filtros na consulta e
refinar a busca. A pagina apresenta varias sugestfes para refinamento da consulta
ou até mesmo atalhos dos servicos mais utilizados pelos pesquisadores em
consultas aos genes. Como a figura é apenas um recorte da pagina, varias opgcoes
s6 séo visiveis se estiver online e utilizar a barra de rolagem do navegador.

Como esta pesquisa limitou-se em apenas a variacdes do gene p53 em
humanos, com cancer de pele, foi escolhido o link “Tumor protein p53” localizado no
inicio da pagina e identificado com o desenho de um corpo humano, conforme visto

na Figura 10.
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Figura 11 - Opcdes de filtros de busca do gene p53 na pagina Oficial do instituto
europeu de bioinformatica EBI

p53
E B | SearC h Examples: VAV HUMAN, tpi1, Sulston ..

Help & Documentation | About EBI Search Print  Share | Feedback

results for pS3 > Gene & protein summaries for p53 > Gene summary for p53

Gene & protein summary for p53

human
Homa sapiens

-

Gene Tumor protein p53

Gene Information and Sequence
TP53 spans 25771 bps of chromosome 17 from 7661779 to 7687550,

TP53 has 27 transcripts containing a total of 50 exons on the reverse strand.
Protein Structure Annotation for this gene includes both automatic annotation from Ensembl and Havana manual curation, see article.
& View the gene sequence in Ensembl.

& view the chromosome region for this gene in Ensembl

Variations

Opcéo escolhida

#View sequence variations such as polymorphisms, along with genotypes and disease assodiations in

Orthologues para 0 gene p53
TP53 has 72 orthologues in Ensembl
B mins hamanlams hatinnn enasine infaread fram o nans tran in Eneambl

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)

¥ View in Ensembl

OBS: Dados trabalhados pelo autor

A Figura 11 exibe mais opc¢Oes de filtros para a consulta do gene. Para
esta pesquisa foi escolhida a opgao variations e na sequencia escolhemos os
fendtipos, ou seja, as variacdes das sequencias de nucleotideos provenientes de

pacientes diagnosticados com algum tipo de cancer, conforme visto na Figura 12.
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Figura 12 — Detalhe gréafico apontando a localizagcdo do gene mutante associado
com o fendtipo ndo melanoma encontrado na pagina Oficial do instituto europeu de

bioinformética EBI

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog | Mimors B - search Human

Phenotype-based displays
t List of Phenotypes
Locations on genome

of features associated with Non-melanoma skin cancer

Feature type Colour
Variation 1.0

3.0 40 5.0 6.0 70 8.0 >10

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A Figura 13 exibe uma relacdo com quatro mutacfes do gene p53 para
0 cancer de pele do tipo ndo melanoma encontradas no banco de dados do EBI.

Nesta pesquisa também foram encontradas mutacdes para outras variedades de

cancer de pele.
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Figura 13 - Lista de Mutantes encontrados na pagina Oficial do instituto europeu de
bioinformatica EBI para o fen6tipo ndo melanoma

————————————
« Share this page

th Download view as CSV

T

T 5 [ 7 g g w 4 & $ @ 1/ & 7 B {H & b 7 s

Key
(S
Vaia, O[Ik) Ibllta 6.0 7.0 ED
O esc Otes > More significant -log(p-values)
Features associated with phes. b]do
Show/hide columns

Name(s) ‘Genomic location (strand) R Annotation source(s) Study P value (negative log)
rs12203592  6:391321-401321(1 O . IRF4 NHGRI GWAS catalog pubmed:23548203 13.2

rs1805007 16:83914703-89924709(1) “ariation MCIR NHGRI GWAS catalog pubmed-2354820: 95

512202284  6:466136-476136(1 Variation EXOC2 IRF4 NHGRI GWAS catalog pubmed: 2354820 73

rs8015138 14:51838386-51848386(1 Variation GNG2 NHGRI GWAS catalog pubmed:23548203 72

Ensembl release 78 - December 2014 ©WTSI /EBI \W \’3 \'j About Ensembl | Privacy Policy | Disclaimer | Contact Us

Permanent link - View in archive site

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Na Figura 14 é possivel visualizar a relagdo de mutantes com algumas
informacdes sobre as mutacées encontradas para o fenétipo identificado acima da
relacdo. Cada link da tabela reporta para caracteristicas detalhadas sobre a
mutacao, tais como, publicacdes cientificas, anotacdes, localizacdo no genoma e o
nome ou identificacdo da mutagdo. Para cada mutante foi selecionado apenas a

regido da sequencia mutante, disponivel no link do nome do mutante.
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Figura 14 - Informacdes detalhadas do mutante encontrado na pagina Oficial do
instituto europeu de bioinformatica EBI

aasneto@hotmail.con ¥

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog | Mimors B - Search Human.. Q

Human (GRCh38) ¥  Phenotype: Non-melaz@llia skin cancer ¥ Location: 6:395,821-396,821 v [RIENCULLEESFFIXR:rAR g

Variation displays

sEan
|- Explore this vaniation

- Genomic context - A -
I Genes and reguiation (5) Lin k da Seq uencila indels) imported from dbSNP (mapped to GRCh38) (release 138) | [View in dbSNP]
Flanking sequence .
Population genetics mutante y code: Y | MAF: 0.05 (T)
Individual genotypes (1965) rd strand) | View in location tab
Linkage disequilibrium
Phenotype Data (1) & Wt HGMUPUBLIC USU98458
Eh:a\_ngen?gsc Context (4) Masty,  |re consequence 1 Intron variant | See all predicted consequences [Genes and requlation
itations (43) .
E- External Data Evidencé'status @ “OLDe s
t SNPedia Synonyms Archive dbSNP 58071562
LovD

HGVS names This variation has 4 HGVS names - click the plus to show

Genotyping chips This variation has assays on 13 chips - click the plus to show I nformagﬁes detal hada
T 1000 0ota © do mutante

O
.

Significant association(s)

Show/hide columns
« Share this page

DiseaselTrait Sourcels) Study Reported Associated Associated Statistics
8 Download view as CSV gene(s) variant(s) allele

Black vs. red hair color [NHGRI_GWAS _catalog] pubmed 18483556 |RF4 512203552 T p value: 9.00e-28

View on Karystyoe beta 0.31 decrease in hair color

coefficient:  score

Hair color NHGRI_GWAS _catalog] pubmed:20585627 |IRF4 12203592 T p value: 2.00e-28

View on Karyotype beta coefficient: 0.59 unit increase

Hair color [NHGRI_GWAS _catalog] pubmed 23548203 |RF4 512203592 c p value: 1.00e-28

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A sequéncia esta disponivel no link “Flaking sequence” localizado na
lateral esquerda da pagina, conforme visto na Figura 14. Para cada mutante, foram
identificadas as sequencias e copiadas no formato FASTA, para um arquivo do tipo
texto. A Figura 15 exibe a tela com a opcao de download da sequencia.
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Figura 15 - Pagina Oficial do instituto europeu de bioinformética EBI com a opc¢éo de
cOpia da sequencia mutante encontrada

aasnelo@hotmail.com ¥

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog | Mimors

Human (GRCh38) ¥  Phenotype: Non-melanoma skin cancer ¥  Location: 6:395,821-396,821 v [RENCTLLRIEAFFICRCrIR g

Variation displays

|- Explore this variation rs12203592 sne
= Genomic context
t Genes and regulation (5) Original source Variants (including SNPs and indels) imperted from dbSNP (mapped to GRCh38) (release 138) | [View in dbSNP!
Flanking sequence Allel - . ‘ .
Population genetics eles CIT | Ancestral: C | Ambiguity code: Y | MAF: 0.05 (T)
Individual genotypes (1965) Location Chromosome 6:396321 (forward strand) | View in location tab
Linkage disequilibrium .
Phenotype Data (11) Codocated with HGMD-PUBLIC CS098488
E!ﬂu-"\naewig Context (4) Most severe consequence 1 Intren variant | See all predicted consequences [Genes and requlation
itations (43) ' intron vanant
I External Data Evidence status @ "®w @ ¢ a
SNPedia Synonyms Archive dbSNP 58071562
LOVD

HGVS names Th/Jvariation has 4 HGVS names - click the plus to show

Add dat: .
Flanking sequence @
\‘

The sequence below is from the refd
codes
To change the display of the flanking seqiJce (e.g. hide the other variants, change the length of the flanking sequence). use the "Configure this page” link on the left

;ariation has assays on 13 chips - click the plus to show

Opcéo de download
da sequencia

enome flanking the variant location The variant is shawn in red text. Neighbouring variants are shown with highlighted letters and ambiguity

Key:
Variations  Flagged variant Mon-coding exon  Synonymous

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

3.2.3 DDBJ

O DNA Databank of Japan (DDBJ) estd localizado no Japédo e é
reconhecido mundialmente como um dos maiores repositérios de sequencias
génicas do mundo. No sitio esta descrito que o0 instituto possui como missao
encontrar novas abordagens para lidar com um grande volume de dados complexos
disponibilizando aos pesquisadores acesso e ferramentas de andlises
computacionais para a analise de relacdes filogenéticas entre as diferentes
sequéncias depositadas. O conteudo do site € de acesso publico e varias
ferramentas de andlises estdao disponiveis tanto para download como para

funcionarem no ambiente web.
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4 RESULTADOS

Durante esta pesquisa foram realizadas varias consultas aos bancos de
dados do Instituto Americano NCBI, europeu EBI e japonés DDBJ, referente ao gene
p53. A sequencia original do gene foi localizada no NCBI e armazenada em um arquivo
do tipo texto. Também foram pesquisadas as mutacdes referentes ao gene p53 e foram
encontradas no banco de dados do NCBI cento e noventa e quatro mutagdes
relacionadas a diversos tipos de canceres. Dentre estas foi selecionado seis
sequencias de aminoacidos da regido mutante do gene p53, identificadas como
proveniente de material bioldégico sequenciado de pessoas com cancer de pele. As
sequéncias foram copiadas e armazenadas no mesmo arquivo texto da sequencia
original.

No banco de dados do instituto europeu foi possivel consultar as
mutacbes por fendtipos. Foram encontradas sessenta e duas sequencias de
aminoacidos da regido mutante do gene p53, identificadas como proveniente de
material bioldégico sequenciado de pessoas com variados tipos de canceres. Para
armazenar as sequencias mutantes encontradas no EBI foi criado um novo arquivo
texto contendo a sequencia original do gene p53 e as sequencias variadas foram
inseridas logo abaixo da original.

Na base de dados do Japao foram localizados quatro mil e setenta e
cinco mutantes, mas nao foi possivel classifica-las como provenientes de pacientes
com cancer de pele porque no momento da pesquisa ndo constava tal informacéao.
Portanto, ndo foram utilizadas sequencias do Japdo nas ferramentas de analise

multiplas.

4.1 Utilizacao de ferramentas para a comparacgdo de sequéncias génicas

As sequencias copiadas foram armazenadas em arquivos textos. Um
arquivo texto para as sequencias encontradas nos bancos de dados do NCBI e outro
arquivo texto para as sequencias encontradas no banco de dados do EBI e um
arquivo também do tipo texto reunindo as sequencias dos dois bancos de dados.

Foi realizado um levantamento para identificar qual ferramenta seria
utilizada para a analise de sequencias multiplo e foi encontrada uma variedade
significativa conforme detalhado na Tabela 1. Foram consideradas apenas

ferramentas armazenadas ou disponibilizadas por centros de pesquisas de
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bioinformatica.

Entre os softwares relacionados na Tabela 1 foram escolhidos o
CLUSTALW, MAFFT e T-COFFEE para serem realizadas as analises, por serem
citados frequentemente por varios autores da area de pesquisa. Essas ferramentas
sdo citadas e reconhecidas por utilizarem algoritmos considerados rapidos e com
niveis de precisao significativos.

As trés ferramentas escolhidas funcionam em ambiente web, evitando
assim a instalacdo dos softwares na estacdo de trabalho. Como nem todos os
softwares estdo disponiveis na mesma plataforma, ou seja, uns funcionam no
sistema operacional Windows e outros apenas no sistema operacional Linux, optou-
se pelo ambiente web que néo necessita de um sistema operacional especifico,
apenas de um navegador.

O conjunto de sequencias encontrados no NCBI e EBI foram
submetidas a analise através das trés ferramentas mencionadas, de modo a permitir
a sua avaliacdo quanto a aplicabilidade, facilidade de estudo e viabilidade na analise

de cada uma delas.
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4.1.1 CLUSTALW

Figura 16 — Pagina inicial da ferramenta CLUSTALW disponivel no servidor web do
instituto europeu de bioinformatica EBI

EMBL-EBI Services | Research | Training | About us _

Input form : Web services - Help & Documentation

< share | ® Feedback
Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustalw2

Multiple Sequence Alignment

Clustalw2 is a general purpose DNA or protein multiple sequence alignment program for three or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our pairwise
sequence alignment tools.

Note: ClustalW2 is no longer being maintained. Please consider using the new version instead: Clustal Omega

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of | Protein ¥ | sequences in any supported format

Local disponivel para
insercdo das sequencias | A

Or, upload afile: | Escolher arquivo | Nenhum arquive selecionado

STEP 2 - Set your Pairwise Alignment Options

Alignment Type: @ Slow () Fast

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Para realizar a analise no CLUSTALW foi selecionada a sequencia
original do gene p53 no banco de dados do NCBI e inserida no espago indicado para
as sequencias conforme apresentado na Figura 17.

A opcdo enviar o arquivo no formato texto com as sequencias foi
ignorada, considerando que o numero de sequencias a serem analisadas era
razoavelmente pequeno. Para transpor as sequencias do arquivo texto, foi utilizado
0s comandos selecionar todas, copiar e colar no ambiente do CLUSTALW.

Abaixo da sequencia original do gene foram inseridas as sequéncias
mutantes encontradas nos bancos de dados. As configuragbes da ferramenta nao
foram modificadas, exceto a opcéo tipo de alinhamento que foi escolhida a fast.

As sequencias encontradas no banco de dados do instituto europeu

também foram submetidas a analise no CLUSTALW seguindo 0 mesmo
procedimento descrito acima.
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Figura 17 — Sequencias inseridas para analises na ferramenta CLUSTALW
disponivel no servidor web do instituto europeu de bioinformatica EBI

ClustalW2

Input form Web services | Help & Documentation <. Share | ® Feedback

sequence alignment tools.

Note: ClustalW2 is no longer being maintained. Please consider using the new version instead: Clustal Omega

STEP 1 - Enter your input sequences

»0i[383209646]refNG_017013.2| Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), RefSeqGene (LRG_321) on chromesome 17 -
CTCCTTGGTTCAAGTAATTCTCCTGCCTCAGACTCCAGAGTAGCTGGGATTACAGBCGCCCGCCACCACG
CCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTAATAGAGATGGGGTTTCATCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCE
TGACCTCAGGTGATCCACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGAGTCAGCCACCGCACCCA
GCCCCAACTAATTTTTGTATTTGAGTAGAGACAGGGTTTTACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTAAAACTCT
TCACCTCAGGTGATCCACCCATCTCAGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGTGCCTG o
GCCCTGGATTTCACTCTTGCCCACCCATAAACCATTCACTCTTCTGTTTTAAAACTCTCTTGGCCGGGCG A

Or, upload a file: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

STEP 2 - Set your Pairwise Alignment Options

Alignment Type Slow @ Fast

The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Apés a insercdo das sequencias as mesmas foram submetidas a
andlise do CLUSTALW clicando no botdo submit.

Em meados da década de 80, quando ainda a capacidade de
processamento dos computares era muito inferior aos computadores de hoje, o
processamento de analise mdultiplo de sequencias era custoso e as vezes
demandavam dias de processamento.

Para a quantidade de sequencias analisadas nesta pesquisa, 0
resultado foi obtido em menos de um minuto, pois as ferramentas utilizadas para
alinhamento multiplo de sequencias usam métodos heuristicos e ndo de otimizacao
global. Algo que também deve ser levado em consideracdo na rapidez do
processamento é o fato das ferramentas utilizadas nesta pesquisa estarem sendo
executadas em computadores servidores, 0 que garante que sdo maquinas com
poder de processamento maior do que um computador pessoal utilizado por um
usuério domestico.

Analisando o resultado do CLUSTALW foi possivel identificar a regido

do gene onde ocorre as principais mutacfes relacionadas ao cancer de pele. A
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Figura 18 exibe o inicio da comparacdo entre a sequéncia do gene original e a

sequencia da regido mutante encontradas no NCBI. Cada traco representa a

insercdo de gap, ou seja, a regido do gene que esta fora da area comparada.

Figura 18 — Exemplo da exibicdo de resultados com a insercdo de gaps da

ferramenta CLUSTALW disponivel no
bioinformética EBI

Results for job clustalw2-120141110-161715-0381-29275474-es
Result Summary | Guide Tree | Phylogenetic Tree | Submission Details

Download Alignment File | Send to Clustalw2_Phylogeny

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

g1]383209646 | ref|NG_017013.2|
£1]383209646_23617-24617
gi|383209646_21435-22435
21]383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17839
gi]383209646_16890-17898
£1]383209646_17152-18192

CTCCTTGGTTCAAC

TTCTCCTGCCTCAGACTCCAGAGTAGCTGGEAT 5@

£i]383209646 |ref |NG_817013.2|
gi|383209646_23617-24617
gi|383209646_21435-22435
gi383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17839
gi383209646_16850-17899

servidor web do instituto

europeu de

Menu de opcoes de
visualizagdo dos resultados

Regido com
gaps

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)

OBS: Dados trabalhados pelo autor

Na Figura 19 é possivel identificar na sequencia do gene original a

regido onde estdo localizadas as mutagbes encontradas no banco de dados do

NCBI para os canceres cutaneos.
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Figura 19 — Detalhes da andlise entre a sequencia original e 0s mutantes
disponibilizado pela ferramenta CLUSTALW armazenada no servidor web do
instituto europeu de bioinformética EBI

gi|383209646 | ref|NG_817013.2|

gi
gi
gi
gi
gi
gi

| 383209646_23617-24617
| 383209646_21435-22435
|383209646_21393-22393
| 383209646_16830-17439
| 383209646_16899-1
| 383209646_17192-1

Regides das
sequencias onde

ocorrem as
mutagOes

gi
gi
gi
gi
gi
gi

gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi

gi
gi
gi
gi
gi
gi

o

383289646_23617-2.
383289645_21435-2
383289646_21393-2
383289646_168359-17 &
383289646_16890- 17892
383289646_17192-18192

383289646_23617-24617
383289646_21435-22435
383289646_21393-22393
383289646_16835-17839
383289646_168%0-17898
383289646_17192-18192

383289646_23617-24617
383289646_21435-22435
383289646_21393-22393
383289646_16835-17839
383289646_168%0-17898
13R37680R44 1718718147

383209646 | ref |NG_817013.2|

383209646 | ref |NG_817013.2|

AAACCCTETCTRACAACCTCTTGETGAACCTTAGTACCTAAAAGGAAATC

R GGCTCACA
-- -TGAARATAAGCTCCTGACCAGGCTTEETAGCTCACALT

TCACCCCATCCCACACCCTOOAGEAT - - -~~~ -~ TTCATCTCTTGTATA
---------------- CCTOGAGEAT- -TTCATCTCTTGTATA

-------------------------------- GTAGATCACCTG-ACG
JAATCCCAGCACTTTGOEAGETGOAGETEEETAGATCACCTG-ALG
CCAGCACTCTCARAGAGGCCAAGGCAGGCAGATCACCTG-AGC
------- CTCTCAAAGAGGCCAAGGCAGGCAGATCACCTG-AGT

TGATGATCTGEAT CCACCAAGACTTGTTTTATGCTCAGGGTCAATTTCTT
TGATGATCTGEAT CCACCAAGACTTGTTTTATGCTCAGGGTCAATTTCTT
TCAGGAGTTGGAA- - ACCA--GCCTEECTAA- - - -CATGGTRAAGCCCCA
TCAGGAGTTGEAA- - ACCA--GCCTEGECTAA- - - -CATGETGEAAGCCCCA
CCAGGAGTTCAAG--ACCA--GCCTGGETAA- - - -CATGATGAAACCTCG
CCAGGAGTTCAAG--ACCA--GCCTGGETAA- - - -CATGATGAAACCTCG

TTTTCTTITTITIT T I T I T I T T I TCT I TT TCT T TGAGACTGGGETCTCGCTT
TTTTCTTITTITIT T I T I T I T T I TCT I TT TCT T TGAGACTGGGETCTCGCTT
TACTAAAAACACAARAATTAGCCAGGTET

--TACTAAARACACAAAAATTAGCCAGETET
TCTC=mmmmmmmmmmmm o TACAAAARAATACAAAAAATTAGCCAGECAT
TCTC=mmmmmmmmmmmm o TACAAAARAATACAAAAAATTAGCCAGECAT

TETTGCCCAGGITGRAGTGEAGTGECATGATCTTGGCTTACTGCAGCCTT

TETTGCCCAGGITGRAGTGEAGTGECATGATCTTGGCTTACTGCAGCCTT
GOTAGCACACGCC------------ TGTAGTCCCAGCT - ACTCGGEEAGEC
GETAGCACACGCC--- --TGTAGTCCCAGCT - ACTCGGGAGGC
GETGETGCACACC------------ TATAGTCCCAGCC-ACTTAGGAGGC
GETGETGCACACC------------ TATAGTCCCAGCC-ACTTAGGAGGC

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)

OBS: Dados trabalhados pelo autor

23688

38

2341
25
15
57
a7
36

23691
75

57

99
128
78

23741
125
98
132
1c4
113

23791
175
127
169
28l
158

Na Figura 20, indicado com uma seta, é possivel visualizar o

cladograma, também conhecido com a arvore filogenética que mostra as relacao

existentes entre as sequencias. Quanto mais distante da raiz, maior sera a mutacao.
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Figura 20 — Exibicdo da arvore filogenética montada pela ferramenta CLUSTALW
disponivel no servidor web do instituto europeu de bioinformatica EBI

Phylogram
Branch length: '® Cladogram Real
x G_017013.2| 0.00577
A Arvore_ -24617 -0.00577
filogenética 22435 -0,0007

22393 0.0007

7890 -0.00788
839 -0.00378
2-18192 0.00378

(cladograma)

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

As ferramentas de analises multiplas de sequencias estdo disponiveis
em varios servidores webs, portanto cada uma possui um ambiente distinto. Para o
uso da ferramenta CLUSTALW, escolhemos a versdo armazenada no servidor do
instituto europeu de bioinformatica — EBI. Também podemos encontra-la em outros

servidores com um layout de tela com algumas diferencas.
4.1.2 MAFFT

O MAFFT esta localizado no servidor web do Instituto Europeu de
Bioinforméatica (EBI), e foi a segunda ferramenta escolhida para realizar a analise
com as mesmas sequencias que foram utilizadas na ferramenta CLUSTALW.

Os ambientes disponiveis na Web, das duas ferramentas de analises
multiplas de sequencias, sdo bastante semelhantes. Basicamente possuem um
espaco para inserir as sequencias e um botéo para upload do arquivo contendo as
sequencias. Logo abaixo algumas opc¢des de configuracdes e um botdo submit.



61

Figura 21 — Pagina inicial da ferramenta MAFFT disponivel no servidor web do
instituto europeu de bioinformatica EBI

EMBL-EBI services Research | Training | About us ||

MAFFT

Input form | Web services | Help & Documentation <. Share ; ® Feedback

Multiple Sequence Alignment

MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) is a high speed multiple sequence alignment program.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of | Automatic ¥ | sequences in any supported format:

Espaco para insercao
das sequencias

Or upload afile: | Escolher arquive |Nenhum arquivo selecicnado

STEP 2 - Set your Parameters

QUTPUT FORMAT | Pearson/FASTA ¥

The defaulf seftings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

(Click here, if you want to view or change the default settings.)

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Foram inseridas no MAFFT tanto a sequencia original do gene p53
como as sequencias de mutantes localizadas no site do NCBI identificadas como de
pacientes com cancer de pele. A Figura 22 exibe a tela com as sequencias ja
inseridas. Os parametros de configuracdo nao foram modificados deixando para que
0 proprio software escolhesse a melhor opgéo.
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Figura 22 — Sequencias inseridas para as analises na ferramenta MAFFT disponivel

no servidor web do instituto europeu de bioinforméatica EBI

Multiple Sequence Alignment

MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) is a high speed multiple sequence alignment program.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste aset of Automatic ¥ | sequences in any supported format:
CTCAGCCCTGUCATGCACCEGCAGG I CUTAGG IGACCCCUG T CAAACTCAGTTTCCTTATATATAARATG

GGGTAAGGGGGCCGGGCGCAGTGGCTCACGAATCCCACACTCTGGGAGGCCAAGGCGAGTGGATCACCTG - - A
AGGTCGGGAGTTTGAGCCCAG Seq uencias Inseri d a
»qil383209646:21353-22393 Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), RefSeqGene (LRG_321) on chromosome 17 na ferramenta

GGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGTGGAGGTGGGTAGATCACCTGACGTCAGGAGTTGGAA
ACCAGCCTGGCTAACATGGTGAAGCCCCATCTCTACTAAAAACACAAAAMATTAGCCAGGTGTGGTAGCAC

ARRAATATARTACARA AT ARTAAR A ARACTAACCCA LA AR A ATAACTTAA ACORLAN ASSAAN A ATTAR

Or upload afile: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

STEP 2 - Set your Parameters

OUTPUT FORMAT | Pearson/FASTA v

MATRIX (PROTEIN ONLY) GAP OPEN PENALTY GAP EXTENSION PENALTY ORDER
BLOSUMG2 v|153 v |[0123 input

TREE REBUILDING NUMBER GUIDE TREE OUTPUT MAXITERATE PERFORM FFTS
1 ¥ ||ON *|0 * || lecalpair

STEP 3 - Submit your job

Be ntified by email (7j e —
Bot&o para iniciar a analise
Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Conforme podemos identificar na Figura 23 o MAFFT apresentou o

resultado com um layout diferente do CLUSTALW. Inicialmente ele apresentou a

sequencia original sem mutacéo e logo abaixo apresentou as sequencias mutantes

uma apos a outra. A regido das sequencias que estdo fora da area de comparacao,

ou seja, onde uma sequencia € maior que a outra e representado por uma

sequencia de caracteres identificados com um “-* conhecidos como gaps, conforme

pode ser visto na Figura 24.
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Figura 23 — Menu de resultados da ferramenta MAFFT disponivel no servidor web do
instituto europeu de bioinformatica EBI

MAFFT

Input form Web services ;| Help & Documentation

Tools = Multiple Sequence Alignment = MAFFT

Results for job mafft-120141110-175529-0340-37404554-0y
Result Summary Guide Tree Phylogenetic Tree Submission Details

Download Alignment File | Send to ClustalWZ2_Phylogeny

>gi| 383209646 |ref|NG_217013.2| Homo sapiens tumor protein
CTCCTTGGTTCAAGTAATTCTCCTGCCTCAGACTCCAGAGT AGCTGGEATTACAGG Menu com
CECCACCACGCCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTAATAGAGATGEGGTTTCATCA opcdes de
CCAGGCTGETCTCRAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACC TRCCTCAGCCTCOCARAGTGE ) S
TGEGGATTACAGEAGT CAGCCACCGCACCCAGCCCCAACTAATTTTTGTATTTGAGTAGAG visual 1Zacao
ACAGGGTTTTACCATGTTEECCAGEC TEETCTAMAACTC TTCACCTCAGGTGATCCACCC dos
ATCTCAGCCTCCCAAAGTGTTAGEAT TACAGECGTEAGCCACCGTGCC TRGCCCTGEATT
TCACTCTTECCCACCCATARACCATTCACTCTTCTGT TTTAAAACTCTCTTEGCOGGECG resultados
CABTGECTCATECCTGTAATCOCAGCACTT TAEGAGECCAAGGTGEECAGATCACAAGET
CAGGAGTTCEAGACCAGCCTGECCAATATGATGAACCCCCCATCTC TACTARAAAAATAC
ARAAAAATTAGCCOEGTETEETGECACATGCCTGTAATCCCAGCTACT CAGARGETTGAG
GCAGGAGAATCACTTAAACC TEGEAGECGEAGET TECGETEAGCTGAGATGETGCCACTG
CACTCCAGCCTGGACAACAGAGCAAGACTCTGTCTCAAACAAACAAAC AAANAARACCTC
TCTCATAGCCTGGCATGETGECT CACGCCTGTAATCCTAGCACT TTEEAAGEC TGAGGCA
GETGEATCACCTGAGGTCAGGAGT TTGAGACCAGCCAGGCCAACGTGECAAMACCTGTCT
CTACTAAAAATACAAARAT TAAGCCAGGCGCGGTGGCTCATGCCTATAATCOCAGCACTT
TEGEAGECCGAGACCGECGEAT A TGTCAGGAGTACGAGACCATCCTGGOCALTATGE
TAAAACCCCGTCTCTATT TAMLALAATACAALAAT TAGC TEGGCATGETGGCGEETGCCT
GTAATCCCAGCTACTCGEGAGEC TEAGGCAGGAGAATCGCT TGAAT CCAGGAGGCAGAGE
TTGCAGTGAGCCGAGATCACGOCATTRCACTCCAGCCTEGECGACAGAGCAAGACTCATC
TCAAAAAA AR AAAARACACCTCTCTCATGAC TTCCCARATAAAC TCCARATGCCTTAC
CCATAAGAACCAACACGACGTAGCTECTCTTCTCTGTCCTCACCCCTCTATCCCOCTCAC
TTGCCTCAGTCTGECTATACCAGCATTCTGGEETTTTTTGTTTTGTGTTTGTTTGTTTATT

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)

on chromosome 17

OBS: Dados trabalhados pelo autor



Figura 24 — Insercdo de gaps no resultado da ferramenta MAFFT disponivel no
servidor web do instituo europeu de bioinformética EBI

—————————————————————————————————————— TOARAATAAGCTCCTGACCAGH
CTTRGTGGCTCACACCTOCAAT CCCAGCACTCTCAAAGAGOCCAAGGLAGGLAGAT CACT
TOAGCCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTORGTARCATOATGARACCTCOTCTCTACAARAAA
ATACAAAARATTAGCCAGOCATOGTGOTOCACACCTATAGTCCCAGCCACTTAGGAGGLT
QAGOTOOGAAGATCACTTOAGGC CAGGAGATOGAGOCTGCAGTGAGCTETGATCACACCA
CTATGCTCCAGCCTRAGTOACAGAGCAAGACCCTATCTCAAAAAARAARAAARARARGAR
AAGCTCCTEAGETETAGACGCCAACTCTCTCTAGCTCOCTAGTGGATTECAGGAGGTGLT
TACGCATGTTTGTTTCTTTeCTOCCGTCTTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGTGCCCT
GACTTTCAACTCTGTCTCCTTCCTCT TCCTACAGTACTCCCCTOCCCTCAACAAGATGTT
TTGCCAACT GO CAAGACCTOCCCTGTGCAGCTGTEOGT TGATTCCACACCCCCGCCCG0
CACCCOCOTCCOCoCCATOOCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATOACGRAGGOTTGTGAG
QCGCTECCCCCACCATRAGCOCTGCTCAGATAGCGATGOTRAGCAGCTEOOGCTGGAGAG
ACGACAGGECTEETTOCCCAGGOTCCCCAGGCCTCTOATTCCTCACTGATTGCTCTTAGG
TCTeGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTOOAAGOAAATTTGCGTOTERAGTATTTGGA
ToACAGAAACACTTTTCRACATAGTGTEGTOATECCCTATGAGCCOCCTRAGGTCTGGTT
TaCAACTGOGETCTCTEOGAGGAGEGET TAAGGGTEOTTGTCAGTGGCCCTCCAGGTGAG
CAGTAGGGLGECTTTCTCCTOCTGCTTATTTEACCTCCCTATAACCCCATGAGATGTGLA
B B B

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)
OBS: Dados trabalhados pelo autor
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Além da opcgdo de exibicdo do cladograma - recurso disponivel no
CLUSTALW - o MAFFT exibe uma matriz de percentagem de identidade, conforme
visto na Tabela 2, onde € possivel verificar as diferencas entre as sequencias
inseridas para analise. Os niumeros na matriz indicam o grau de similaridade entre
as sequencias. Para o numero 100, indica que as regides das sequencias sao

idénticas. Ja as colunas com ‘-nan’ indica as regiées com gaps.

Tabela 2 - Matriz de percentagem de identidade gerada pela ferramenta MAFFT
disponivel no servidor web do instituto europeu de bioinformatica EBI

1: gi|383209646|ref|NG_017013.2 lee.ga l1ec.9a loe.@a 109.ee 97.5@ 94,81 93.11
2: gi|383209646_16839-17839 lee.ga l1ec.9a loe.@a 109.ee 57.63 75.31 75.79
3: gi|383209646_16898-1789@ 1ee.8a8 I1e0.28 1oa.ee laa.ee 57.83 75.31 74.85
4: gi|383209%9646_17192-18192 lee.ga I1eo.22 loa.ea2 lod.ee 57.83 -nan -Nan
5: gi|2B83209646_23617-24517 97 .5a 57.83 57.63 57.83 loa.ee -nan -Nan
6: gi|383209646_21435-22435 94.81 75.31 75.31 -nan -nan 18€.88 1e8.8a
7: gi|383209646_21393-22393 93.11 75.79 74,85 -nan -nan 1ée.88 1ee.8a

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

A fim de visualizar as mutagcbes em um formato grafico, foram
realizadas analises das sequencias em questdo na ferramenta MAFFT, que esta
armazenada no servidor web do Centro de Pesquisa em Biologia Computacional
(CBRC) localizado no Japao. O software possui um layout de interface muito
semelhante ao encontrado no servidor do EBI, com um recurso grafico conforme
visualizado na Figura 25. Nesta ilustracdo, regides do gene p53 sédo identificadas
contendo as mutacdes mais frequentemente depositadas no banco de dados do
NCBI.

A Figura 25 exibe um retangulo preenchido com pontos coloridos. As
dimensdes do retédngulo representa a maior sequencia, que neste caso, € a
sequencia selvagem. Uma linha na diagonal cruza a imagem cortando a regido com
maior nimero de pontos que indica o local onde ocorrem as muta¢des, indicando um
possivel sitio fragil. Esta forma de apresentacdo de dados recebe o nome de
threshold (ou limiar / borda de tolerancia) das sequencias mutantes em relagdo a

sequencia selvagem.
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Figura 25 — Threshold gerado pela ferramenta MAFFT disponivel no servidor web do
Centro de Pesquisa em biologia Computacional CBRC com dados do NCBI
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Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014c)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

4.1.3 T-COFFEE

Foi também utilizada a ferramenta de analise multipla de sequencia de
nucleotideos denominada T-COFFE, que se encontra disponivel no EBI.

Seguindo o mesmo procedimento adotado para as ferramentas
anteriores, foi inserido no T-COFFEE a sequencia original do gene p53 e as
seguencias mutantes do mesmo gene encontradas no banco de dados do NCBI,
conforme a Figura 26.

Foi adotado o mesmo procedimento das ferramentas anteriores
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concernente aos parametros de configuracdo, ndo foram alterados, deixando que a
o software escolhesse a melhor opgéao.

Figura 26 — Sequencias inseridas para analises na ferramenta T-COFFEEe
disponivel no servidor web do instituto europeu de bioinformatica EBI

T-Coffee

Input form | Web services Help & Documentation <. Share | ™ Feedback

Tools > Multiple Sequence Alignment > T-Coffee

Multiple Sequence Alignment

T-Coffee is a multiple sequence alignment program. Its main characteristic is that it will allow you to combine results obtained with several ali ent methods.
STEP 1 - Enter your input sequences
Enter or paste a set of sequences in any supported format.

GAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGUTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGLTGGAGA
GACGACAGGGCTGGTTGCCCAGGGTCCCCAGGCCTCTGATTCCTCACTGATTGCTCTTAGGTCTGGCCCE

TCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGA 1 3
CATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTCTGGTTTGCAACTGBGETCTCTGGBAGGAGGGGTT Espago para I nSe rgao
AAGGGTGGTTGTCAGTGGCCCTCCAGGTGAGCAGTAGGGGGGCTTTCTCCTGCTGCTTATTTGACCTCCE d -
TATAACCCCATGAGATGTGCAAAGTAAATGGGTTTAACTATTGCACAGTTGAAAAAACTGAAGCTTACAG

AGGCTAAGGGCCTCCCCTGCT as SequenCIaS

Or upload afile: | Escolher arquive | Nenhum arquivo selecionade

STEP 2 - Set your Parameters

MATRIX ORDER

| None v | |aligned

STEP 3 - Submit y,

(L] Be notified by
Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014d)

Botao de iniciar a anélise vailable)

OBS: Dados trabalhados pelo autor

Ao submeter o alinhamento das sequencias na ferramenta T-COFFEE
foi retornado um erro que nao foi possivel alinhar as sequencias inseridas conforme
identificado na Figura 27.
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Figura 27 — Mensagem de erro da ferramenta T-COFFEEe disponivel no servidor
web do instituto europeu de bioinformatica EBI

T-Coffee

Input form | Web services | Help & Documentation <. Share | ™ Feedback

Raw Tool Qutput

We have not been able to format the results of this job (tcoffee-120141111-105933-0139-1372130-0y). This could be because the job has failed to complete.

Only the following information is available, which might contain clues as to why this has occurred.

For more help, please contact support, ideally quoting the URL at the top of this page.

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014d)

Como a mensagem de erro ndo foi esclarecedora foi realizado a
mesma andalise no T-COFFEE armazenado no servidor web de dominio
http://tcoffee.crg.cat/ que retornou claramente o motivo pelo qual ndo foi possivel
realizar a andlise. As sequencias inseridas no T-COFFEE n&o podem ultrapassar o
limite de 2500 caracteres conforme Figura 28.

Figura 28 — Mensagem de erro da ferramenta T-COFFEEe disponivel no servidor
web do centro de regulacdo genémica de Barcelona CRG

I c o F F E E Home History Tutorial References Contacts Projects Download

Expresso
Aligns protein sequences using structural information

Sequences input

Paste or upload your set of sequences in FASTA format

Sequences to align | >gi|383209646|ref|NG_817013.2| Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), RefSeqGene (LRG_321) on -
Glick here to use the sample fle | chromosome 17
CTCCTTGGTTCAAGTAATTCTCCTGCCTCAGACTCCAGAGTAGCTGGGATTACAGGCGCCCGCCACCACG
CCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTAATAGAGATGGGGTTTCATCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCC
TGACCTCAGGTGATCCACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGAT TACAGGAGTCAGCCACCGCACCCA
GCCCCAACTAATTTTTGTATTTGAGTAGAGACAGGGTTTTACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTAARACTCT
TCACCTCAGGTGATCCACCCATCTCAGCCTCCCAAAGTGTTGGGAT TACAGGCGTGAGCCACCGTGLCTG =
GTTTTAAAACTCTCTTGGCCGGGLG

- Glick here to upload a file

Sequences cannot exceed 2500 char length

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014d)
OBS: Dados trabalhados pelo autor
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Também foi realizada a submissdo das mesmas sequencias
encontradas no NCBI e analisadas pelo CLUSTALW e MAFFT no T-COFFEE
armazenado em outro servidor com dominio www.tcoffee.org. Mesmo possuindo
uma capacidade maior para a quantidade de caracteres entrantes nao foi possivel
realizar as analises ja que o grupo de sequencias encontradas nos bancos de dados
possui uma quantidade de caracteres superior a 39 mil para a sequéncia selvagem e
0os mutantes e a ferramenta esta limitada apenas a 10 mil caracteres conforme

podemos verificar na Figura 29.

Figura 29 — Mensagem de erro da ferramenta T-COFFEEe disponivel no servidor
web do laboratério de Notredame’s

-
I ( o F F E E Home History Tutorial References Contacts Projects Download

T-Coffee
Aligns DNA, RNA or Proteins using the default T-Coffee

Sequences input

Sequences to align | >gi| 383289646 | ref|NG_817013.2| Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), RefSeqGene (LRG_321) on

Click here to use the sample file | chromosome 17
CTCCTTGGTTCAAGTAATTCTCCTGCCTCAGACTCCAGAGTAGC TGEGATTACAGGCGCCCGCCACCACG
CCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTAATAGAGATGGGGTTTCATCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCC
TGACCTCAGGTGATCCACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGAT TACAGGAGTCAGCCACCGCACCCA
GCCCCAACTAATTTTTGTATTTGAGTAGAGACAGGGTTTTACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTAAAACTCT
TCACCTCAGGIGALG P AGICTTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGTGLCTG -

TCACTCTTGCCCACCCATAAACCATTCACTC TTAAAACTCTCTTGGCCGEGCG

Sequences cannot exceed 10000 char length

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014d)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

As ferramentas utilizadas, CLUSTALW, MAFFT e T-COFFEE estdo
disponiveis em mais de um servidor web, todos com as mesmas funcionalidades,
mudando apenas o layout de apresentacdo da péagina inicial. Nas ferramentas de
analise multiplos de sequencias, apresentadas nesta pesquisa é possivel, antes de
clicar no botdo submit, alterar algumas configuracbes ou deixar que o proprio

software escolha a melhor opcéo para a anélise.

4.2 Resultados do CLUSTALW e MAFFT
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As sequencias mutantes encontradas no NCBI e EBI foram submetidas

separadamente ao CLUSTALW e MAFFT. Também foi criado um arquivo do tipo

texto contendo uma sequencia original do gene p53 e todas as sequencias mutantes

encontradas nos bancos de dados do NCBI e EBI.

4.2.1 Sequencias oriundas da base de dados do NCBI

Observando os resultados das analises realizadas pelas ferramentas

CLUSTALW e MAFFT para as sequencias obtidas no NCBI foi possivel identificar

claramente que as mutagcdes ocorrem entre as posi¢cdes 23562 e 24735 do gene p53

conforme visto, respectivamente, nas Figura 30 e Figura 31.

Figura 30 — Posicédo inicial da mutagdo gerada pela ferramenta CLUSTALW
disponivel no EBI com os dados encontrados na base de dados americana NCBI

£i]383209645 | ref |NG_2170813.2 |
gi|383209646_23617-24617,
gi|383209646_21435-22435
gi|383209646_21393-22393
gi|383209645_16839-17838
gi|383209646_16890-17898
gi|383209645_17192-18192

£i|383209645 | ref |NG_217813.2 |
gi|383209646_23617-24617
£i|383209646_21435-22435
gi|383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17838
gi|383209646_16890-178392
gi|383209645_17192-18192

£i|383209645 | ref |NG_217813.2 |
gi|383209646_23617-24617
gi|383209646_21435-22435
gi|383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17832
gi|383209646_16898-17898
gi|383209646_17192-18192

£i|383209646 | ref |NG_217813.2|
gi|383209646_23617-24617
gi|383209646_21435-22435
gi|383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17832
gi|383209646_16898-17898
gi|383209646_17192-18192

gi|383209645 | ref |NG_217013.2 |
gi|383209645_23617-24617
gi|383209646_21435-22435
gi|383209645_21393-22393
gi|383209646_16839-17832

gi|383209646_16898-17898
o1 13RI00RAA 1716718107

AAAC SOTCTGACAACCTCTTOGTGAACCTTAGTACCTAAAAGGARATC

Posicao [T GGCTCACA
23562

AGRARAT ARGCTCCTEACCAGGCTTEETGECTCACACC
TCACCCCATCCCACACCCTREAGGAT -~ - - - - - -~ TTCATCTCTTGTATA
———————————————— CCTGGAGGAT---------TTCATCTCTTGTATA

---------------------------------- GTAGATCACCTG-ACG
CCTaTAATCCCAGCACTTTOOGAGETOOAGETEOGTABATCACCTG-ACG
TGCAATCCCAGCACTCTCARAGAGGCCAAGECAGGCABATCACCTG-AGC
------------- CTCTCARAGAGGCCAAGECAGGCAGATCACCTG-AGC

TGATGATCTGOATCCACCAAGACTTGTTTTATGCTCAGGETCAATTTCTT
TGATGATCTOOATCCACCAAGACTTGTTTTATGCTCARGETCAATTTCTT
TCAGRAGTTGOAN - - ACCA--GCCTGECTAA- - - - CATGETGAAGCCCCA
TCAGRAGTTOOAA- - ACCA--GCCTOOCTAA- - - -CATGOTEAAGCCCCA
CCAGRAGTTCAAG--ACCA--GCCTGOGTAA- - - - CATGATGAAACCTCG
CCAGRAGTTCAAG--ACCA--GCCTOOOTAA- - --CATOATEAAACCTCG

TITTCTTTTTT T T T T I T T T T I T TCT T T T TCT T TGAGACTGEGTCTCGCTT
TITTCTTTTTTITT I I T T T I T TCT T T T TCT T TGAGACTGEGTCTCGCTT
TCTEmmmmmm e mm e e TACTAAAAACACAAAAATTAGCCAGATGT
o TACTARAMACACAAAAATTAGCCAGGTET
TCTEmmmm e m e e e TACAAMAMAATACARAAAATTAGCCAGGCAT
| o TACAAAARAATACAAAAAAT TAGCCAGGCAT

TGTTGCCCAGGCTGGAGTGEAGTGECGTGATCTTGECTTACTGCAGCCTT
TATTGCCCAGECTGEAGTGEAGTGECGTEATCTTGECTTACTGCAGCCTT
GOTAGCACACGLIC----mmmmm - TGTAGTCCCAGCT -ACTCGGEGAGEC
GOETAGCACACGCC------------ TATAGTCCCAGCT-ACTCOGGAGEC
GETGETGCACACC-- == - mmm - TATAGTCCCAGCC-ACTTAGGAGGC 2
GaETEATGCACACC------------ TATAGTCCCAGCC-ACTTAGGAGGC

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)

OBS: Dados trabalhados pelo autor

23609

23641
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15
57
87
36

23741
125
=l
132

113
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Figura 31 - Posicao final da mutacdo gerada pela ferramenta CLUSTALW disponivel

no EBI com os dados encontrados na base de dados americana NCBI

El| 6220980 L1393 -A235%
gi|383209645_16839-178390
£i|383209645_16820-17899
gi|383209645_17192-18192

£i|383209645 | ref |NG_217013.2 |
gi|383209645_23517- 24617
pi|383209646_21435-22435
gi|383209645_21393-22393
£i|383209645_16830-17839
gi|383209645_16800-17899
pi|383209646_17192-18192

£i|383209645 | ref |NG_817813.2 |
gi|383209645_23517- 24617
gi|383209645_21435- 22435
gi|383209645_21393-22393
gi|383209645_16830-17839
gi|383209645_16809-17890
pi|383209645_17192-18192

gi|3583209645 | ref|NG_B817813.2|
gi|383209646_23617-24617
gi]|383209646_21435-22435
gi|383289646_21393-22393
gi|383209646_16830-1783%
gi|383209646_16899-17892
gi|383209645_17192-18192

gi|353209645 | ref|NG_817013.2|
gi|383209646_236517-24617
gi|383209646_21435-22435
gi|383209646_21393-22393
gi|383209646_16839-17839
gi|383209646_16890-17890
gi|383209646_17192-18192

bbbl bobL AL Ty ------ LU TLALORATULLALAL T TolroAoly - -

TTAGCCGOECaTEaTOCTEaECACCTATAGTCCCAGCTACTCGGGAGELT

GOGECAGCTAAGETAAGAGTAGOGOTAETGOOGCTAGGTCCTTCCCAGCAT

GAGGAAGEAGAATEGECATGAACCTGEGECEETAGAGCT TGCAGTGAGCTGA

CCCCTCATCCTOEECCTCATOCCAGETAGC TGAATGAATTEAAGCTTTAA

GATCACGCCACTECACTCCAGCCTOOGCGACAGAGCOAGATTCCATCTCA

ACTETGCH RAAMACCTTTCAAAGGGC TTCTTGEGATAGGGAGGAGAGT
Posicao N
24735 A

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014b)

OBS: Dados trabalhados pelo autor
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N&o foi possivel estabelecer uma frequéncia de mutacdes ocorridas nos

nucleotideos entre as seis mutagbes encontradas no banco de dados do NCBI

conforme identificados na Tabela 3. As substituicbes das bases ndo ocorrem em uma

frequéncia que seja possivel identifica-las.

A Tabela 3 foi construida com a finalidade de expor o cabecalho de cada

mutante encontrado no banco de dados do NCBI. Na primeira linha é apresentado o

nome do mutante, na segunda o fenoétipo, na terceira a localizac&o e na ultima linha um

codigo identificador.
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Tabela 3- Cabecalho dos Mutantes encontrados na base de dados americana NCBI

1. Name: NM_000546.5(TP53):c.400T>C (p.Phel34Leu)
Condition(s): Malignant melanoma

Location (GRCh38): 7675212

ID: 80710

2. Name: NM_000546.5(TP53):c.672G>A (p.Glu224=)
Condition(s): Malignant melanoma

Location (GRCh38): 7674859

ID: 80709

3. Name: NM_000546.5(TP53):¢c.1093C>T (p.His365Tyr)
Condition(s): Malignant melanoma, Neoplastic Syndromes, Hereditary
Location (GRCh38): 7670616

ID: 80708

4. Name: NM_000546.5(TP53):¢c.1051A>G (p.Lys351Glu)
Condition(s): Malignant melanoma, Neoplastic Syndromes, Hereditary
Location (GRCh38): 7670658

ID: 72340

5. Name: NM_000546.5(TP53):c.*1175A>C
Condition(s): Basal cell carcinoma, susceptibility to, 7
Location (GRCh38): 7668434

ID: 35555

6. Name: NM_000546.5(TP53):¢c.451C>A (p.Pro151Thr)

Condition(s): Breast cancer, somatic, Breast adenocarcinoma, Neoplastic

Syndromes, Hereditary
Location (GRCh38): 7675161
ID: 12369

Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Na Tabela 4 esta apresentado o endereco e nome de cada laboratério ou
instituicdo de onde proveio a sequencia mutante depositada no banco de dados do
NCBI. A coluna ID da Tabela 4 refere-se o gene mutante numerado sequencialmente

na Tabela 3. Foi possivel constatar que a mesma mutacdo foi detectada em

laboratorios diferentes.
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Tabela 4 — Identificacdo dos Laboratérios de origem dos mutantes encontrados na
base de dados americana NCBI

Mutante ) . )
ID Laboratério envolvido com o sequenciamento
(NCBI)
Samuels Laboratory (Organization ID: 500168)
80710 1 | NHGRI/NIH
50 South Drive
80709 | 2 | \isc 8000, Building 50, Rm 5140
80708 3 | Bethesda Maryland
29340 4 United States - 20892-8000

(BOLLAG ET AL. 2010)
(BUON, 2013)

Ambry Genetics (Organization ID: 61756)
Ambry Genetics

80708 | 3 |15 Argonaut

72340 4 | Aliso Viejo

California

12369 | 6 | United States — 92656

(BOLLAG ET AL. 2010)

(BUON, 2013)

OMIM (Organization ID: 3)
Johns Hopkins University
35555 5 | Baltimore

Maryland
12369 United States
(PARKIN, 2004)
(BUON, 2013)

Fonte: Estados Unidos (2014)
OBS: Dados trabalhados pelo autor

Na Figura 32 foi possivel identificar geograficamente o laboratorio onde
foi coletado o tecido do paciente diagnosticado com cancer de pele. Nao ha
informacdes pessoais sobre nenhum paciente, apenas esta disponivel informagdes

sobre o sequenciamento do material coletado.
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Figura 32 - Indicacao geografica da localizacédo do laboratorio de origem do mutante
encontrado na base da dados americana NCBI
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Fonte: MAPA... (2014)

OBS: Dados trabalhados pelo autor
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4.2.2 Sequencias oriundas da base de dados do EBI

Observando os resultados das analises realizadas pelas ferramentas
CLUSTALW E MAFFT para as sequencias obtidas no EBI foi possivel identificar

claramente que as mutagcdes ocorrem entre as posi¢cdes 19844 e 21786 do gene p53

conforme visto, respectivamente, na Figura 33 e Figura 34.



Figura 33 - Posicao inicial da mutacéo gerada pela ferramenta CLUSTALW
disponivel no EBI com os dados encontrados na base de dados europeia EBI
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Fonfé: European Molecular Biology Laboratory (2014b)
OBS: Dados trabalhados pelo autor
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Figura 34 - Posicao final da mutacdo gerada pela ferramenta CLUSTALW disponivel
no EBI com os dados encontrados na base de dados europeia EBI

g1|383209645 | ref |NG_B17813.2] AACTTGAACCATCTTTTAACTCAGOTACTATGTATATACTTACTTCTCCC 21817
1b e e Bal
ittt

i T T

19a GTTTCACCOTATTA- == -=--=-=-= - mmmmmmmmmm oo oo oo Ba1
163 ATCTCCCTATATTGLCCAGG- - - - - = === === - == o - - oo oo oo - Ba1
14 AAGETATTTCCTCAATTAAC- - - - - == - - s - - mmmmmm o oo oo oo Bal
3 AAGEOETTTTCTTGATAATTTT------- - == - - - oo oo oo - g2l
n == TTACCATATTACATTC--------------mmmm oo oo oo g2l
& mmmmmmee- TCTC-- === -mmmmmmmmm e e oo Ba1
a mmmmmeee- TCACG----=--=--mm-mmmmmmmmmmm oo oo Ba1
l&c  memmmmmee- ATAGTTT-----------mommmommm oo m oo oo Bal
laa AGACT------mmmmmmmm oo e g2l
7a A - m - e e - ael
léb CATGG--=-==== === -=--=-mmmmm oo oo Ba1
1la TATATCAG- - === -===-====-===----mommmmmmm oo oo oo Bal
7 Commmmmmm e e - g2l
Eb Al == oo oo s g2l
lac GATTTGT-----= === -==-=-—-=mmmm oo oo om oo Ba1
9 TTTTTGETTAA- - - === == === ---=mmmmm o ommmm oo oo om oo Ba1
5a AATGETAG-- === === -==-=-m---m oo oo Bal
ety ) S bbbl ol L

12 memmmmmmemmem ey = ----

2 I Posicdo -

L CTTCAAGAACTTCAACCTCTTTOT - 21786 .- Bal
lea mmmmmmmmmmmmmm— o

L e e i

= o e il

o it

- it it bbb

om Tl mmmmm s o m o mmmmm g2l
Sp L R R e bl Ba1
ot TITTTTTTTITGTTCACTG---- === === == == == =-mmmomm oo oo oo Ba1
= it b

= e i

=

81  mem e e oo - -

=L e b

L ettt b

L i

= {3

OBS: Dados trabalhados pelo autor

A disposicdo dos dados no banco de dados do EBI n&do estdo no
mesmo formato encontrado no NCBI. A Tabela 5 foi montada para facilitar a
visualizacdo dos coédigos de cada mutante e a identificacdo da transformacéo
ocorrida. Identificou-se que ndo houve mutacdo de delecédo de nucleotideos, apenas
substituices. As mais frequentes foram as trocas de citosina por timina e guanina

por adenina, ambas com as mesmas quantidades, conforme visto na Tabela 6.
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Figura 35 - Threshold gerado pela ferramenta MAFFT disponivel no servidor web do
Centro de Pesquisa em biologia Computacional CBRC com dados do EBI
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Tabela 5 — Nomes dos mutantes encontrados na base de dados europeia EBI

relacionados com cancer de pele

rs12203592 - C/T

rs45430 - C/T

rs1805007 - C/G/T

rs7023329 - A/IG

rs12202284 - C/A

rs401681 - C/T

rs8015138 - A/C

rs3219090 - T/C

rs113488022 - A/G/T/C

rs228437 - C/T

rs137853080 - T/G

rs35390 - C/A

rs137853081 - G/C

rsl722784 - AIG

rs121913323 - C/T

rs6001027 - A/IG

rs121913315 - G/A/T

rs36204594 - G/A

rs202187871 - C/T

rs11552822 - C/A

rs149617956 - G/A

rs11547328 - G/A

rs16891982 - C/G

rs104894098 - A/T

rs121909233 - G/A

rs113798404 - C/AIG

rs121909232 - C/A

rs104894094 - C/A

rs121909234 - G/A

rs137854599 - C/T

rs258322 - AIG

rs137854597 - C/T

rs4785763 - A/IC

rs121913388 - G/A

rs910873 - G/A

rs104894099 - A/C

rs1393350 - G/A

rs104894109 - C/A

rs16953002 - G/A

rs104894095 - C/G/T

rs17119461 - T/C

rs104894097 - C/G

rs7412746 - C/T

rs202187871 - C/T

rs13016963 - A/G

rs104894340 - C/T

rs2284063 - A/G

rs1805006 - C/A

rs1801516 - G/A

rs861539 - G/A

Fonte: European Molecular Biology Laboratory (2014a)

OBS: Dados trabalhados pelo autor
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Para analisar a frequéncia das mutacdes foi considerada apenas a

substituicdo de um nucleotideo por outro. As mutagbes diferentes ndo foram

consideradas.

Tabela 6 — Frequéncia das substituicdes de nucleotideos para os mutantes

encontrados na base de dados do instituto europeu

T/G

G/C

A/T

T/C

C/G

A/C

A/G

C/A

DO |WININ|FP (PP

C/T

[y
[EEN

G/A

[uny
[y

Fonte: Autor

EBI
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4.2.3 Sequencias oriundas da base de dados do DDBJ

Na base de dados do DDBJ foram localizadas quatro mil e setenta e
cinco sequencias mutantes para o gene p53. Infelizmente, ndo foi possivel filtrar ou
selecionar apenas as sequencias extraida de pacientes com cancer de pele,
relacionadas ao gene em questdo. Este fato impossibilitou a identificacdo de
mutantes especificos do gene p53 e que estavam relacionados unicamente a
patologia em questdo. Este fato inviabilizou a realizagdo da analise comparativa das
sequéncias de DNA obtidas, tal como foi realizado a partir de sequéncias oriundas
dos outros dois bancos de dados gendmicos. Deste modo, infelizmente, ndo foi
possivel obter resultados a partir da aplicacdo das ferramentas CLUSTALW e
MAFFT para as sequencias do gene p53 oriundas do banco de dados do Japao
(DDBJ).
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram a
viabilidade e exequibilidade das metodologias de analise propostas. As pesquisas
nos bancos de dados NCBI e EBI permitiram a obtencdo das sequéncias
nucleotidicas do gene p53 (sequéncia original), bem como de mutantes deste gene,
originados de pacientes com o diagnéstico clinico comprovado para cancer de pele.

Foi realizada a analise comparativa das sequéncias original e mutantes
através da ferramenta BLAST, uma vez que este método permite a obtencado rapida
de sequéncias mutantes para 0 gene p53, ou outras sequéncias com alto grau de
similaridade (ALTSCHUL; MADDEN; SCHAFFER, 1997). Entretanto, foi notado que
tal procedimento seria inadequado para o propdsito da pesquisa, uma vez que as
sequéncias variantes ndo estariam, necessariamente, relacionadas com a doenca
em questao — cancer de pele.

Deste modo, optou-se pela utilizagdo do recurso de identificacdo de
variantes das sequéncias, disponibilizado pelo préprio banco de dados (NCBI e EBI).
Esta estratégia mostrou-se mais eficiente e permitiu a identificacdo dos acessos de
sequéncias mutantes contendo a indicacdo do fenotipo dos pacientes dos quais as
mesmas foram isoladas. Deste modo, foram selecionados unicamente aqueles que
possuiam relacdo direta com os casos comprovados de cancer de pele.

Todas as sequencias mutantes encontradas no banco de dados do
NCBI estdo relacionadas diretamente aos canceres de pele, ndo levando em
consideracao os variados tipos de canceres encontrados na literatura.

De acordo com Santos (2004) a observacdo dos dados analisados
pelas ferramentas CLUSTALW e MAFFT pode ser Util para identificar possiveis sitios
frageis em qualquer gene. Foi possivel identificar que as mutacfes ocorridas no
gene p53, provenientes de material genético sequenciado de pacientes oriundos dos
Estados Unidos, estédo localizadas em um pequena regido génica. Considerando que
a sequencia original de nucleotideos do gene p53 é composta por 32 mil bases os
mutantes foram identificados entre as posicoes 23562 e 24735.

A utilizacdo das ferramentas CLUSTALW e MAFFT permitiu a
identificagdo dos sitios de mutacdo em cada variante identificado, bem como a
classificagdo das variagdbes mais comuns. Este resultado permite constatar que a

analise individual das sequéncias € uma poderosa ferramenta para a identificacdo
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de possiveis sitios frageis do genoma mais propensas a sofrer alteragbes e que, por
sua vez, estariam correlacionadas com determinadas patologias.

Esta observacdo permite supor que a regido em questdo seja
considerada um possivel “sitio fragil” para a referida doenca (cancer de pele), e que
possa existir uma correlacdo entre variagdes ocorridas nesta, relativamente,
pequena regidao do gene p53 e a consequente manifestagdo da doenca nos
pacientes de onde as mesmas foram isoladas.

As sequencias mutantes encontradas no banco de dados do NCBI e
EBI se caracterizaram como mutantes em funcdo da troca de um nucleotideo por
outro (substituicdo), ou mesmo dele¢Bes ou inser¢des de nucleotideos. Comparando
os resultados da frequéncia das mutacbes do banco de dados do NCBI e EBI foi
possivel identificar que os mutantes do gene p53 possuem mutacdes bem
semelhantes. Em ambos, &€ mais comum a mutag&o do tipo transicao.

Apesar no numero de sequéncias mutantes ser considerado
relativamente pequeno, foi notado que, para as sequéncias encontradas no banco
de dados do NCBI a frequéncia mais comum de variacdo foi do tipo transi¢éo, ou
seja, a troca entre purinas e purinas ou pirimidinas e pirimidinas. A transi¢édo do tipo
purinas é a substituicdo de adenina por guanina ou guanina por adenina, e as
transicdes do tipo pirimidinas é a substituicdo de citosina por timina ou timina por
citosina, fato este que € respaldado pelos relatos na literatura (WATSON et al.,
2006).

Dentre as seis sequencias mutantes encontradas no banco de dados
do NCBI 4 foram do tipo transicdo e 2 do tipo transversdo. Com esse numero é
possivel afirmar que cerca de 66% das mutacfes sao do tipo transicdo e 34% do
tipo transversdo. As substituicbes do tipo transversdo se caracterizam pela
substituicdo de purinas por pirimidinas ou pirimidinas por purinas.

No banco de dados do EBI foi possivel analisar um nimero maior se
sequencias mutantes. De forma analoga ao caso anterior, verificou-se que das 50
sequencias mutantes, 44 se caracterizaram como substituicbes, dentre estas, 30
foram do tipo transicdo e 14 do tipo transversao, ou seja, 68% transicdo e 31%
transversédo, semelhante ao banco de dados NCBI e em concordancia com o0s
relatos na literatura (WATSON et al., 2006).

As sequencias mutantes encontradas nesta pesquisa foram inseridas

no banco de dados do NCBI por trés laboratérios dos Estados Unidos. Dois desses
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laboratorios estéo localizados em Maryland (BOLLAG et al. 2010) e (BUON, 2013) e
0 outro na Califérnia (BUON, 2013).

Observa-se na Figura 32 que a mesma mutacdo foi encontrada em
laboratérios diferentes. Considerando o ID da tabela como o identificados da
sequencia mutante, foi possivel verificar que a mutagcdo 80710 e 80709 foi
encontrada apenas em Bethesda Maryland, ja a mutacdo 80708 e 72340 foi
encontrada em Bethesda Maryland e também na Califérnia. A mutacdo 35555 foi
identificada apenas em Baltimore Maryland e a mutacédo 12369 foi encontrada tanto
na Califérnia quanto em Baltimore Maryland.

Tentou-se realizar na ferramenta T-COFFEE o mesmo procedimento
adotado pelo CLUSTALW e MAFFT, mas infelizmente ndo houve sucesso, em
funcdo do limitador de entrada de dados. A ferramenta foi localizada em dois
servidores web e ambos possuiam limite de entrada de dados de no maximo 10 mil
caracteres. Considerando apenas a sequencia original e os mutantes encontrados
no banco de dados do NCBI, a ferramenta deveria possuir um limite de entrada de
dados superior a 40 mil caracteres (DEBIAN, 2014)

Em algumas consultas realizadas ao longo desta pesquisa nos bancos
de dados do NCBI, EBI e DDBJ foi observado que constantemente séo inseridas
novas sequencias de mutantes e também de genes que ainda ndo estavam
disponiveis nos bancos de dados. O volume de informacfes € sempre crescente ndo
sendo possivel afirmar que a quantidade de mutantes encontrados nesta pesquisa
seja um valor fixo. Constantemente os bancos de dados com informagdes sobre
genes estdo sendo atualizados o que pode ser afirmado também por Edwards,
Stajich e Hasen (2009).

O uso da Informatica nos campos de estudo da vida é essencial para a

interagdo entre as ciéncias, propiciando assim um melhor desenvolvimento humano e

tecnolégico. Nos Udltimos anos, a Biologia vem se apropriando com avidez das

ferramentas proporcionadas pela Informatica. Assim, a computacdo tornou-se peca

chave nas pesquisas que vem sendo realizadas em areas especializadas como a

Biologia Molecular e o armazenamento de dados bioldgicos em bancos de dados

publicos tem se tornado cada vez mais comum (SABBATINI, 1993).

Dados biolégicos armazenados em banco de dados com acesso

publico, tais como, sequéncias de DNA e de proteinas tem facilitado o trabalho de
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muitos cientistas, principalmente nos estudos de comparacdes de sequéncias de
nucleotideos para diversas finalidades, tais como: identificacdo de mutacdes ou
polimorfismos genéticos, estudos evolutivos e filogenéticos. A disponibilidade dessas
informacOes e a facilidade de acesso a internet, revolucionou a forma como as
pesquisas, desta area, estdo sendo realizadas na atualidade reduzindo
significativamente o tempo destinado aos trabalhos de pesquisa relacionadas a
sequenciamento genético (BAXEVANIS, 1998).

Os resultados permitiram afirmar que ha a viabilidade de se
estabelecer uma estratégia de analise genémica atraves das ferramentas propostas
e que outros trabalhos poderdo ser desenvolvidos com o foco em materiais
sequenciados na regido e comparados com dados de varios institutos de pesquisas
localizados em diversos pontos do planeta, tal como preconizado no trabalho de
Prosdocimi (2007).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A internet possibilita que bancos de dados publicos de sequéncias de
genoma oferegcam servigos por meio de uma interface uniforme para uma comunidade
mundial de pesquisadores. Com um navegador web, um bidlogo molecular pode,
entdo, comparar uma sequéncia de DNA desconhecida com a cole¢cdo completa de
sequéncias de DNA publicas. Na sequencia, pode disponibilizar seus resultados por
meio da rede e contribuir com demais pesquisadores, tornando o volume de

informacgdes ainda maior.

A utilizacdo destas metodologias viabilizou a realizacdo de pesquisas
com foco no estudo de exposicdo a agentes causadores de danos genéticos, de
modo a disponibilizar técnicas avancadas para avaliacdo do grau de mutagenicidade
apresentado por uma determinada acao antropica ou natural. Proporcionou também
a ampliacdo do conhecimento relacionado a pesquisa em banco de dados
gendmicos e das principais ferramentas de analise multiplos de sequencias e
estabeleceu condi¢Oes para a implantacdo de uma estagcao de trabalho para realizar
consultas a bancos de dados gendmicos e comparacdes entre sequéncias de DNA.

Na Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), alguns grupos ja
produziram, por iniciativas isoladas, trabalhos de iniciacdo cientifica e monografias
relacionadas com a Bioinformatica (PUCCI NETO, 2001; OLIVEIRA, 2008). Entretanto,
na atualidade nédo existem trabalhos de pesquisa em andamento nos cursos da
Faculdade de Informética de Presidente Prudente — FIPP UNOESTE voltados para esta
area, embora a disciplina de Bioinformatica esteja presente na grade curricular de
outros cursos de graduacao da mesma universidade.

O conteudo apresentado nesta pesquisa podera contribuir para o carater
multidisciplinar destas atividades, aumentando a relevancia e a produtividade nas
analises Bioinformaticas. Neste contexto, a UNOESTE vem se preparando para uma
insercao significativa na chamada era pos-genémica, de transformacdo da informacao
gendmica em conhecimento cientifico e tecnoldgico.

Foi possivel desenvolver um aprofundamento de estudos e
experimentacdo que, usando os resultados de experimentos biolégicos, possa
alimentar analises de sequéncias de DNA, através das bases de dados acessiveis
via Internet. A presencga da estacao de trabalho permitiu uma significativa elevagéo
na eficiéncia de consulta as bases de dados disponiveis em diversos institutos de
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pesquisas localizados em varios paises.

Esta pesquisa consolidou uma boa base de conhecimento para a
instalacdo de uma estacdo de trabalho de Bioinformatica no laboratério de
Citogendmica e Bioinformatica da UNOESTE. Neste sentido, é importante ressaltar
qgue, na regido do Oeste Paulista estd sendo implantado um hospital destinado ao
tratamento de pacientes com canceres. Pode-se supor que, com a disponibilidade
dos recursos e conhecimentos desenvolvidos nesta dissertacdo, as amostras
biolégicas dos pacientes poderdo ser sequenciadas e analisadas de forma
comparativa com sequencias génicas mutantes oriundas de pacientes de varios
paises de modo a verificar eventuais semelhancas ou a identificacdo de
caracteristicas genémicas especificas dos mesmos.

A fim de transformar os dados desta pesquisa de forma mais dinamica,
trabalhos futuros poderédo ter por objetivos a insercéo das sequéncias mutantes em
softwares de visualizagdo da proteina a partir de suas sequencias de aminoacidos. A
construcdo da proteina P53 em formato tridimensional possibilitara a analise dos
seus sitios ativos e correlacionar as eventuais mutacbes com alteracbes no seu

padrdo de atividade.
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