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Resumo

A descodificacdo dos genomas veio criar novos
desafios na comunidade cientifica ligada a area da computagédo
e da informética. Diariamente sdo alimentadas inimeras bases
de dados com bilides de registos provenientes de
equipamentos cada vez mais evoluidos, que auxiliam na
descodificacdo dos genomas. Determinar 0 qudo importante e
relevante sdo esses dados, de forma a retirar valor
acrescentado — informacdo, e obviamente transformé-los em
conhecimento, é o grande desafio actual para a comunidade de
investigadores de bioinformética. A andlise de genomas, bem
como dos proteomas dos varios organismos permitem-nos
observar o comportamento ao nivel da evolugdo das espécies.
Neste estudo focamos a atengcdo num aspecto particular dessa
analise: as repeticoes de determinados coddes e dos
respectivos aminoacidos nos varios organismos eucariotas,
especificamente em genes ort6logos. Pertencente a varias
fases da evolugdo das espécies, o objectivo principal centra-se
na obtencdo de resultados quanto a evolugdo dessas repeticdes
ao longo de milhdes de anos. Sabemos hoje que essas
repeticdes no ser humano sdo a causa de diversas doengas
neuro-degenerativas, entre outras, pelo que esta andlise
permitird verificar o estado de conservacdo ou repressao,
dessas repeticfes ao longo do processo de especiacdo, bem
como ao nivel do relacionamento que podera existir entre
essas repeticbes e as doengcas nos seres superiormente
evoluidos. Para este estudo foi desenvolvido um algoritmo de
deteccédo de padrdes de repetigdo, que possibilita uma analise
detalhada da localizacdo de uma determinada sequéncia, bem
como das sequéncias que melhor se ajustam ao padrdo de
repeticdo inicial.
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Abstract

The decoding of the genomes has created new
challenges on the scientific community linked to the area of
computation and information technologies. Daily, new data is
added to numerous databases with billions of records, coming
from more advanced equipment, helping in decoding the
genomes. Determine how important and relevant are these
data in order to find value-added information and obviously
turn them into knowledge,is the main challenge for the
bioinformatics research community. The analysis of genomes
and proteomes of several organisms allow us to observe the
behaviour at the evolution of species. In this study, our focus
goes to a particular aspect of this analysis: the repetition of
some codons and their amino acids inside several orthologous
genes in eukaryotic organisms. Belonging to different stages
of evolution, the main objective focuses on achieving results
on the evolution of these repetitions over millions of years.
We now know that these repetitions in humans are the source
of several neurodegenerative diseases among others. This
analysis will verify the conservation or repression, of these
repetitions throughout the process of speciation as well at the
level of relationship that may exist between these repetitions
and those diseases. For this study we have developed an
algorithm for detecting patterns of repetition, which allows a
detailed analysis of the location of each sequence and the
sequences that best fit the initial pattern.

Keywords: bioinformatics, pattern detection, Decision
Support Systems

1. Introducéo

Desde h& varios anos que se vém a estudar as repeti¢des de certos coddes e
respectivos aminoacidos em determinados genes, sendo varias as areas de interesse,
desde a andlise evolutiva das espécies, com conservacdo, reducdo ou expansdo dessas
repeticdes (Sher Ali & Rajesh Gopal, 1998), até aos organismos mais evoluidos,
nomeadamente o homem, no que as doencas genéticas diz respeito. Doengas como a
Doenga de Huntington's (Ferro, Catalano, Dell'Eva, Fortunati, & Pfeffer, 2002;



9
Centro de Estudos em Educacdo, Tecnologias e Salde

Herishanu, et al., 2009; Paul, 2007; Pearson C.E., 2005), entre outras doengas
neurodegenerativas, estdo comprovadamente relacionadas com essas repeticdes em
determinados genes (Freed, Cooper, Brennecke, & Moses, 2005; Pearson C.E., 2005),
bem como na relagdo com alguns tipos de Cancro (Ferro, et al., 2002; Pearson C.E.,
2005).

Perante este cenério real, varias questdes surgiram, nomeadamente, saber qual
a evolucdo que essas cadeias de coddes e obviamente de aminoacidos tiveram ao longo
do tempo. Terdo sido reprimidas? Ou pelo contrario, terdo sido ampliadas? Tera esse
fendmeno influéncia significativa ao nivel da especiacéo e evolugéo dos organismos?

Atendendo a evolugdo genética das espécies, este estudo foca-se na evolucao
de determinados genes homélogos® (ortélogos?) (Fu & Jiang, 2008) ao longo da cadeia
evolutiva de diversos organismos, seleccionando-se & partida o0s genes que
apresentavam repeti¢des no minimo de 10 aminodcidos repetidos, sendo essa uma regra
assumida como sendo a minima aceitavel, referida na literatura por alguns autores
(Gabriela Moura, 2005; Jones & Pevzner, 2006).

Tratando-se tipicamente de uma analise de padrfes e existindo um vasto leque
de aplicacdes que poderiam facilitar a obtencdo de resultados, verificou-se que a
utilizacdo dessas ferramentas disponiveis on-line (Gordon, Nekludova, McCallum, &
Fraenkel, 2005; Pearson, Wood, Zhang, & Miller, 1997; Stoye, 1997; Tatusova &
Madden, 1999) (BLASTX, FASTA, etc.) ndo corresponderam ao pretendido, uma vez
gue a comparacdo entre duas sequéncias ndo se resume a um alinhamento destas, mas
antes a obtencdo da subsequéncia dentro de um determinado gene, que seja 0 mais
aproximada possivel da sequéncia de repeticdo de codBes ou de aminoacidos, obtida a
partir do genoma do organismo ancestral. Essa subsequéncia terd normalmente um
comprimento entre 10 e 70 codes ou aminoacidos, podendo nalguns casos ser maior.
Por esse motivo, os algoritmos de alinhamento tipico, como os referidos anteriormente,
apresentam resultados bastante distantes, tendo mesmo nalguns casos apresentado o
resultado de “ndo existéncia de similaridade” (Tatusova & Madden, 1999). Como
resposta ao pretendido foi implementado um algoritmo baseado na distancia de
Levenshtein (Levenshtein, 1966), que permite encontrar a subsequéncia dentro de um
gene de um organismo superior, que esteja a “menor distancia” da subsequéncia do
organismo ancestral — a melhor aproximacédo. Para além desse algoritmo foi adoptada a
metodologia referida em (Moura, et al., 2007), para a contagem de repeti¢des de coddes,
sendo neste caso implementada uma aplicacdo especifica para esse fim, mas para
aminoacidos, integrada com a ferramenta indicada anteriormente.

! Genes que tém origem num gene comum, que evoluiram de forma diferente podendo ter funces
distintas.

® Genes homélogos mas que concorrem em espécies diferentes, tendo, no entanto, um ancestral
comum.



10
Centro de Estudos em Educacdo, Tecnologias e Salde

2. Deteccéo de subsequéncias repetidas de aminoéacidos

Como j4 foi referido anteriormente, para suportar o estudo foram seleccionados
8 organismos eucariotas (Tabela 1), seguindo-se a evolucdo natural na ordem
filogenética. Atendendo ao facto de que o organismo Schizosaccharomyces pombe é o
mais antigo, foi eleito como o ponto de partida para o trabalho que se seguiu.

Tabela 1 - Lista de organismos do estudo e respectiva fonte de dados original

: Geneal.
?.{3;;'.55? Tree Source Database
Order
Schizosaccharomyces
pombe (spo) 1 ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/yeast/pombe/CDS_bases/
Aspergillus
fumigatus (afm) 2 ftp://ftp.nchi.nih.gov/genomes/Fungi/Aspergillus_fumigatus/
Candida albicans http://www.candidagenome.org/download/sequence/
(cal) 3 Assembly21/archive/orf_genomic_assembly 21.20081020.fasta.gz
Sacharomyces
cerevisiae (sce) 4 ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Fungi/Saccharomyces_cerevisiae/
Arabidopsis thaliana
(ath) 5 ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Arabidopsis_thaliana/
Drosophila ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-52/fasta/drosophila_melanogaster
melanogaster (dme) 6 /cdna/Drosophila_melanogaster.BDGP5.4.52.cdna.abinitio.fa.gz
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-52/fasta/mus_musculus/
Mus musculus (mmu) 7 cdna/Mus_musculus.NCBIM37.52.cdna.abinitio.fa.gz
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-52/fasta’/homo_sapiens/
Homo sapiens (hsa) 8 cdna/Homo_sapiens.NCBI136.52.cdna.abinitio.fa.gz

Sabendo a partida que 0 nosso interesse sdo as repeticdes de coddes e
principalmente de aminoacidos, o estudo iniciou-se com andlise do genoma (apenas a
regido codificante — orfeoma) do organismo Schizosaccharomyces pombe, tendo-se
isolado 0s genes que possuem as subsequéncias de aminoacidos iguais, em numero
superior ou igual a 10. Nessa fase identificamos cada gene, 0 aminoacido repetido, o
namero de repetigdes, bem como a sua localizacdo registando-se a posicéo inicial da
contagem. Como forma de controlo, foram efectuados os mesmos procedimentos para
0s restantes organismos. A detec¢do de repeticdes idénticas dos mesmos aminoacidos
noutros organismos, por si s6 ndo é significativa, uma vez que falta saber se 0s genes
onde as repeticBes sdo detectadas, sdo ortélogos. Para esse efeito, foram seleccionados
0s organismos a partir da base de dados KEGG Orthology ("KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes,").

Uma vez determinadas as repeticGes de coddes, avancou-se para a detecgdo de
repeticdes de aminodcidos, pois os resultados variam, obtendo-se um ndmero mais
elevado de repetigdes destes Ultimos, como seria de esperar.
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Os genes com maior nimero de repetices no organismo Schizosaccharomyces
pombe estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Lista de genes com repeticoes de coddes >=10 em Schizosaccharomyces pombe

Gene ID Aminoacido Posicdo inicial N° de repeticoes
>SPBC30B4.01C SER (S) 466 52
>SPBC146.01 GLN (Q) 769 33
>SPCC553.10 SER (S) 433 15
>SPBC30B4.01C SER (S) 655 14
>SPAC13F5.02C GLU (E) 931 13

Os genes seleccionados para o estudo estdo indicados na coluna respectiva.
Embora o gene SPBC30B4.01C apresente um namero de repeticdes superior (52), foi
descartado por ndo apresentar, a partir do organismo Candida albicans, genes ortdlogos
na cadeia evolutiva. Dessa forma o estudo centrou-se nos trés genes mais
representativos no organismo ancestral, para 0s quais existem genes ortélogos em todos
os organismos referidos anteriormente. Da literatura, importa referir que os trés genes
estdo relacionados com o respectivo gene ortélogo no ser humano com: SPBC146.01
(MAML in Homo sapiens) - mucoepidermoid carcinomas, benign Warthin tumors and
clear cell, hidradenomas (Afrouz Behboudi, 2005), SPCC553.10 (DSPP in Homo
sapiens) —dentine disorders and others, Hypophosphatemia, que sdo doencas genéticas
degenerativas (Lorenz-Depiereux, et al.,, 2006; MacDougall, et al., 1997), e
SPAC13F5.02C (TAF7 in Homo sapiens, uma proteina complexa que desempenha um
papel central na regulagdo do promotor, dando resposta a varios activadores e
repressores (Dephoure, et al., 2008).

3. ADAS: Algoritmo de Deteccdo Automatica de Sequéncias

O algoritmo implementado para descoberta de subsequéncias em genes dos
varios organismos em estudo, que sejam idénticos ou muito proximos da sequéncia
encontrada em cada um dos genes, teve como principio a divisdo da sequéncia inicial
em sequéncias mais pequenas. Estas sdo subdivididas sempre que ndo seja detectada a
presenca de uma sequéncia idéntica a sequéncia inicial.

Apos a subdivisdo da sequéncia original em varias subsequéncias, inicia-se o
processo de deteccdo da subsequéncia maior que se encontra integralmente no gene em
estudo. Desta forma, garante-se que ao ser encontrada uma subsequéncia da sequéncia
inicial, essa estara provavelmente na regido onde a conservacdo terd ocorrido.
Posteriormente, efectua-se o varrimento por “Brute force” da zona onde essa
subsequéncia é encontrada num intervalo de aproximadamente metade do tamanho da
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sequéncia inicial, quer a esquerda quer a direita da sequéncia detectada, garantindo
assim que a zona de vizinhanca dessa sequéncia serd maior em tamanho, do que a
sequéncia inicial. Para cada subsequéncia encontrada durante o varrimento da zona de
vizinhanga dessa sequéncia, é aplicado o algoritmo da distancia de Levenshtein
(Levenshtein, 1966), guardando a sequéncia que tiver menor distancia (por insercéo,
remocao ou alteracdo). Essa sera a priori a subsequéncia do gene que melhor se adaptara

a sequéncia inicial.

Ler a sequéncia
inicial (SI) e o gene
de destino

Verificar a existéncia
da Sl no gene

Gene
incluia
SI?

subdividir a Sl em
sequéncias menores

Encontrar a maior
sub-sequéncia
incluida no gene

Calcular nessa zona
as sub-sequéncias de
menor distancia a Sl

I Devolver

resultado

Figura 1 — Diagrama de actividades de especificacdo do algoritmo ADAS
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Atendendo ao facto de que pode existir mais do que uma sequéncia com nivel
de similaridade igual, o algoritmo percorre todo o gene, aplicando a mesma técnica
sempre que uma sequéncia nessas condic¢des for encontrada. No final, sdo apresentadas
as subsequéncias encontradas, cuja distancia a sequéncia inicial seja minima. Cabera ao
investigador decidir, de acordo com os critérios bioldgicos, qual a sequéncia que devera
seleccionar.

4. Campo de aplicacéo

Neste estudo foram aplicadas, para além de técnicas e modelos j& devidamente
validados, nomeadamente GeneSPLIT (Lousado, Moura, Santos, & Oliveira, 2008;
Moura, et al., 2007) , novas metodologias para deteccdo de padrdes de repeticGes
(coddes e aminoacidos), através de um algoritmo dindmico, em que apenas é fornecida a
partida a cadeia de aminoacidos que se pretende comparar. De notar que o algoritmo
pode ser também aplicado com qualquer sequéncia, independentemente de ser com
repeticdes ou ndo, abrindo o leque de possibilidades para a descoberta de outros
padrdes.

Para cada uma das sequéncias dos trés genes em estudo, foram encontradas as
sequéncias dos outros genes ortélogos que melhor se aproximam da sequéncia inicial,
estando esses valores apresentados na tabela 3.

Numa andlise mais pormenorizada, salienta-se o facto de a repeticdo de 33
residuos de glutamina (GLN or Q) que surge no gene SPBC146.01 do organismo
Schizosaccharomyces pombe, nédo ser detectavel nos organismos Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Sacharomyces cerevisiae e Arabidopsis thaliana. No entanto, nos
organismos Drosophila melanogaster, Mus musculus, e em particular Homo sapiens,
essa repeticdo conserva-se, chegando a expandir-se neste Gltimo para 34 numa primeira
sequéncia, seguida de 27 repeticdes desse mesmo aminoacido (ver Figura 3). E
conhecido que o coddo CAG, esté associado a algumas doengas neurodegenerativas do
ser humano (Ferro, et al., 2002). Acontece porém, que os codfes que descodificam a
glutamina em Schizosaccharomyces pombe sdo maioritariamente CAA, enquanto que
no Homo sapiens sdo, no gene ortélogo (MAML), maioritariamente CAG, havendo uma
abundancia de CAG na regido traduzida, interrompida por alguns codfes de outros
aminodcidos.
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SPEC146.01 (spo) start position: 784

TTECTTCCAMCAATEECAATCCACCAATTCCTATCCARARMATTACAATCCATCCCACCTECCACACTTATT
TCARTATATCARAACCACATTCALAAATTTCET TCAT TECACCATATECACCARCAR CACCACCARCARCAR
EBNA R CCARGCTCCECAMRATECTTITTTICCAAACCCTCAACCTARCETTEETGCCCAGTCTCTTCARRGT
ATCETCTCCACARGACCANCCTTCTACTCACCARCAGCARCCTCAGCCA M TECTECTCCTCCAARTAATCCT
AATCTCAATCCTACCAATAATAACCETATARATATTCACATCCTARATATCCCOETTCCTARGCARTTCTTC
GATCARATTCCTAATTTACCTCCARATCTCARRATATECACACATCTECTTACAATTACCACARTCTCACCCT

ENONYEMOAGHOOFARNME LT POOR OF LLOOS 0T Q0 0R Q0O SO PO TQRPQASSPT
APNTEANQORSGSVEGRIVEALT QOOLNNLCNQI TALLARNGNPEFTPMORLOSMPPARLT

SIYQNQIDI‘KFRSLQ; 'I'I'I'I'l'l'l'I'IIII'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'lI\\\II-'.I-'.I-‘KQAPQNAFFPN
PQGNVGAQSLOSMS PQDPS TOURNPORTAAPPNNENVNATNNNRINIEMLNI EVERQLE

MAML (hsa) start position (1st group): 1780

CTCATECAGCARRMGCCTCAGEATCTCASTCERAETTTTATTARCAACCOECACCCAGCCATEGASCCCCET
CAGGECARCACCAAGCCTTTETTTCATTTTARCTCAGATCARGCEAACCAGCAGATECCTTCTETTTTECCT
TCCCRGAACARECCTTCTCTCCTACACTACACCCARCAGCARCAECACCA BREE N AR C RO EERE
CAECACCACCACCACCARCA R CACCACCACCACCARCAACAGCRACAGCARCAGCARCAGCAGRETTCAATT
TCASCTCAACAACACCAREREEREEAE CCTCRATTTCACCCCRABRECACCRBEAEERECAn ch A ERECRE
EEEGEEERE A CANCACCARCE 2 B C R EE SN -7 2. CA A CCATCTTCTCAGCCTCCCCAL
TCTCTACCARECCAGCCTTTECTAAGETCACCTTTECCACTTCACCARAAECTCCTACTTCAGCARATECAS

PSESFGQQTFSPQSSEMEGVAGGS GQSRVMANYMYRAGESAQGGHLDVIMOQRPQDLSRS
FINNP’-IPEI-[EPRQGNTE{PLF’-IFNS DQANQOMESVLES QNKPS QQQQQQQQQQQQQ
IR QQ

Figura 2 — Comparacéo entre coddes e aminoacidos de dois genes ortdlogos,
de Schizosaccharomyces pombe (spo)
e Homo Sapiens (hsa).Para cada gene, estdo representados os coddes com o fundo cinzento
e texto a preto e os respectivos aminoacidos com cor branca no texto e o fundo cinzento.

Podemos portanto discutir o impacto que 0 aumento do aminoacido glutamina
teve na evolucdo deste gene, e por outro lado, evidenciar a alteracdo que ocorreu ao
longo dessa evolugdo, uma vez que houve mudanca ao nivel dos codfes sinbnimos
(CAA to CAG) que pode em ultima analise, ter influéncia sobre a satde publica, uma
vez que a presenca de CAGs neste gene, esta associada na literatura a doencas
extremamente graves para 0s humanos.
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Tabela 3 — Os melhores resultados obtidos para cada organismo nos respectivos genes ortélogos do

gene original em Schizosaccharomyces pombe a partir do algoritmo ADAS.

GenelD SPAC13F5.02C 5p0
Base String EEEEEEEEEEEEE

8 GEYYEEDEYYDDE afm
8 1 EEEEEEEEEEENEE cal
g8 | o0 EEEEEEEEEEEEE sce
S| 10 EPDLNPELVQRVE ath
as | 7 EEREDETEKESPN dme
EDEEDVNILDTEE mmu
EEDINIIDTEEDLE hsa
GenelD SPBC146.01 o

Base String QRRAARRARRRAAAAAQQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQAQQQ
8 QQRQQQQQQASQQQQQQRQASQRNQAMLQRQQRVQQ afm
- 13 NQQQLSQIPNQQRQQQQQQQQQQVPQSQPHASQQ cal
S8 | 6 | QOMQHLOQLKMQOQQQQQQQ0QQQQ00000000Q | sce
(E 78 12 QQFQQRQMQQQQLQARQQQQQQQLQARQQAAQLQQ ath
5= QQRAQQQQRARRRRQAQAQAQQAARRRAYQAQAQRAARAQ dme
QQQRQQQQQQRARRRAQAQAQQQARARRARAQAQAQRARARAQ mmu
QQQRAQQQQQARARRQAAQAQQAARRAQAQAQAQARARARAAQQ hsa
GenelD SPCC553.10 5p0

Base String S5555555555SSSS

7 GSASTSSSSTGTVSS afm
" 3 SSSSTSSSSSSSTPS cal
€8] o0 S5555555555SSSS sce
28| 7 SSSSSFSFGTSANSG ath
25| » SSSSSSSSSSSTSSK dme
0 SSSSSSSSSSSSSSS mmu
4 SSDSSDSSDSSSSSDSS hsa

A aplicacdo desenvolvida para o efeito de validacdo do modelo e do algoritmo,
permite realizar clustering entre sequéncias encontradas, tendo por base as distancias
entre elas. (Figura 3). Essa ferramenta permite que se analise o grau de proximidade
entre 0s organismos em estudo, no que as sequéncias encontradas diz respeito, podendo
tirar-se conclusdes também relativamente & evolucdo dos genes entre pares de
organismos.
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Matrices of Distances of Sequences to the Original Sequence
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Figura 3 — Matrizes de distancias entre as sequéncias detectadas e respectivos clusters

5. Concluséo

A integracdo de algoritmos especificos em ferramentas computacionais com a
biologia deu origem a uma area recente de investigacdo - a bioinformatica. Essas
ferramentas, no presente caso a implementagéo do algoritmo apresentado - ADAS, veio
permitir verificar que a conservacdo de genes ao longo da arvore filogenética, genes
ortdlogos, ndo é homogénea, permitindo aos bidlogos retirar conclusfes que até a data
eram desconhecidas.

E do conhecimento da comunidade cientifica que as repeticdes nos genes
ortdlogos estdo relacionadas com a evolucdo das espécies, sendo por si s6 um
importante campo de observacédo e de investigagdo, uma vez que essa conservagao, com
maior ou menor relevancia, nomeadamente ao nivel da expressao e funcéo do gene, tem
um grande impacto ao nivel do processo de especiacdo. Ao debrugarmo-nos sobre um
aspecto em particular, neste estudo, as repeticGes de determinados coddes, em varias
espécies eucariotas, verificou-se que um dos genes com maior nimero de repeti¢des no
organismo ancestral, no caso Schizosaccharomyces pombe, evoluiu até ao eucariota
superior — Homo sapiens, de uma forma ndo uniforme, uma vez que organismos de
posi¢do intermédia na arvore filogenética reprimiram essa sequéncia, tendo a mesma
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surgido nos seres eucariotas superiores novamente, s6 que desta forma associada nao
unicamente ao coddo CAA, mas principalmente associada ao coddo CAG, com as
implicacOes que dai resultam ao nivel da conservacéo das espécies.
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