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“Procurar um gene dentro de um genoma humano é comparavel a procurar
uma pessoa sem sobrenome em uma casa sem endereco em uma rua
desconhecida em uma cidade ndo identificada de um pais estrangeiro”.

Solange Farah.
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RESUMO

O cancer de colon uterino é apontado mundialmente como o mais incidente
em mulheres, e o HPV tem sido descrito como o principal causador dessa
patogenia. Durante o processo patogénico, o HPV interfere nos mecanismos
génicos da célula, dai a grande importancia dos estudos desenvolvidos com a
técnica de microarranjos que tém apresentado a comunidade cientifica diversos
genes relacionados a infeccdo. Como os polimorfismos de base Unica (SNPs) vém
sendo associados a susceptibilidade ou ndo a doenga, o presente trabalho
descreve o programa SNP8, o qual foi desenvolvido para a analise de SNPs que
possam ocorrer em regides codificadoras (CDS) do genoma humano. O programa
SNP8 é de livre acesso pela internet e requer apenas informacgdes a respeito do
gene que se pretende estudar, como nome, ID e simbolos oficiais. Em seguida o
programa inicia a busca e alinha as sequéncias RefSeq Exons, encontradas no
banco publico do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e das ESTs, encontradas no
banco publico do UCSC Genome Browser (genome.ucsc.edu). Os SNPs
encontrados entre essas seqliéncias sdo armazenados para posteriores analises.
Em um processo passo, o programa busca as sequéncias de SNPs ja anotadas no
banco publico do NCBI e as compara com 0os SNPs previamente armazenados
pelo programa. As comparacfes que coincidem sdo descartadas e as que nao
coincidem s&o propostas como potenciais novos SNPs, 0s quais sdo alinhados
com a sequéncia CDS do gene em estudo para a determinacéo da posicao desses
potenciais novos SNPs no CDS. Durante a validagdo do programa foram
encontrados muitos potenciais novos SNPs em regides CDS, dos quais 53,12%
foram né&o sinGnimos e 46,88% foram sindnimos. Esses SNPs foram confirmados
por 30 — 70% do total de ESTs analisadas para cada gene. Com a descoberta
desses potenciais novos SNPs para genes importantes relacionados a patogenia
do HPV, nos sugerimos uma andlise de confirmacdo desses potenciais SNPs
encontrados pelo programa SNP8, o que acarretaria numa ampliacdo do banco
dbSNP, de onde os dados foram retirados. Devido ao programa SNP8 trabalhar
com dados atualizados dos bancos de dados do NCBI e do UCSC Genome
Browser, a comunidade cientifica esta melhor informada dos diferentes SNPs que
podem ser encontrados exclusivamente em regidées CDS do genoma humano.

Palavras chave: HPV, Genoma, Bioinforméatica, SNPs
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ABSTRACT

Uterine colon cancer is globally regarded as the most common cancer type
to be found in women, and HPV has been described as its main cause. During the
pathogenic process, HPV interferes with the genetic mechanisms of the cell. For
this reason, microarray studies are highly relevant for presenting the scientific
community with numerous genes related to the infection. Single base
polymorphisms (SNPs) have been associated with susceptibility, or lack thereof, to
uterine colon cancer. The present work describes SNP8, a software tool developed
for the analysis of SNPs that may occur in coding regions (CDS) of the human
genome. SNP8 can be accessed for free by anyone through a web interface and
the only input it requires from the user is some information about the gene to be
studied, such as name, ID and official symbols. The program searches for SNPs by
aligning the RefSeq Exons sequences found on the NCBI public database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) with the ESTs found in the UCSC Genome Browser
public database (genome.ucsc.edu). SNPs found between these sequences are
stored for posterior analysis. For the next step, SNP8 looks for SNP sequences
previously annotated on NCBI and compares them with the ones it found,
discarding from its list any matching results. The remaining ones are proposed as
potential new SNPs. Those are aligned with the CDS sequence of the gene in
study to determine their positions in the CDS. Many potential new SNPs in CDS
regions were found during experimental runnings of the program, of which 53,12%
were synonyms and 46,88% non-synonyms. These SNPs were confirmed for 40-
70% of the total ESTs analyzed for each gene. With the discovery of these
potential new SNPs for important genes related to HPV pathogeny, we suggest an
analysis for their confirmation, which would result in the expansion of the dbSNP
database, the original source for this data. Since SNP8 works with data constantly
updated directly from the NCBI and UCSC Genome Browser databases, the
scientific community now has a tool to constantly track SNPs that can exclusively
occur in the CDS regions of the human genome.

Key words: HPV, Genome, Bioinformatic, SNPs
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JUSTIFICATIVA

Considerando as repercussdes meédico-sociais da infeccdo pelo HPV e a
alta prevaléncia/incidéncia do cancer ginecolégico na nossa regido, € de
importancia estratégica que possamos definir os painéis moleculares relacionados
com esta doenga, o que constituiria numa possibilidade de planejar métodos para
minimizar a incidéncia do cancer cervical, bem como a mortalidade e morbidade
das pacientes infectadas.

Esta investigagao preliminar dentre outras realizadas pelo grupo visa gerar
dados de pesquisa para uma posterior etapa de elaboragdo de vacinas
terapéuticas para o HPV, de maneira similar ao que nosso grupo vem realizando
para o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Lu et al., 2004; de Souza et al.,

2006).

vi
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APRESENTACAO

O presente trabalho utilizou dados de expressdo génica através de
microarranjos para selecionar genes relacionados a patogenia do HPV objetivando
a identificacdo de potenciais novos SNPs presentes em genes humanos. Para
alcancgar esse objetivo foi montado o programa SNP8, o qual busca em banco de
dados publicos todas as informacgcdes necessarias para a analise. Funciona de
forma gratuita pela internet, ndo requer programas auxiliares para o seu
funcionamento e apresenta uma interface simples e acessivel a leigos na area de
bioinformatica.

Visando contemplar uma visdo geral do assunto e agilizar a publicagdo dos
resultados obtidos, esta dissertacao esta estruturada em uma introducgao e revisao
bibliografica, um topico descrevendo a metodologia utilizada e outro descrevendo
o0 programa desenvolvido para ajudar na solucdo do problema, um topico
explicando os dados obtidos e as perspectivas de futuros trabalhos.

As citacbes e a apresentacdo das referéncias bibliograficas foram feitas

segundo as normas da Revista Bioinformatics.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

No mundo, o cancer de colon uterino & apontado como o segundo tipo de
cancer mais incidente em mulheres (Ministério da Saude/INCA, 2006a) e, em
Pernambuco, Brasil, alcanca uma estimativa de 22,16 casos para cada 100.000
mulheres para o corrente ano, pondo o estado entre os dez estados brasileiros
com maior estimativa para o cancer de colon uterino (Ministério da Saude/INCA,
2006b). Como principal causador desta patogenia é indicado o HPV (Walboomers,
1999; Eluf Neto et al., 1994), que juntamente com outros fatores, é responsavel no
desenvolvimento da doenca (Parellada et al., 1998; Zeferino et al., 2002). Dentre
esses fatores associados a patogenia do HPV, a literatura relata o fumo (Harris et
al., 2004), a idade (Sarian et al., 2004) e o historico para doengas sexualmente
transmissiveis (Sellors et al., 2003).

Atualmente, estudos de microarranjos também estdo contribuindo para a
determinacao desses fatores, através da analise simultanea de milhares de genes
que tiveram o numero de transcritos aumentados ou diminuidos, quando em
presenca do genoma do HPV (Chang e Laimins, 2000; Thomas et al., 2001; Ahn
et al., 2004) ou de plasmideos expressando as proteinas E6 e E7 do HPV16
(Duffy et al., 2003).

A analise por microarranjos dessas células infectadas pelo HPV possibilitou
a descoberta de diversos genes que tiveram a sua regulacdo de expressao

alterada, de maneira direta ou indireta, em decorréncia da patogenia. Para esses
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genes, tem-se analisado os SNPs, os quais se encontram em grande quantidade
distribuidos pelo genoma humano (Freudenberg-Hua et al., 2003; Wang et al.,
2005a). O seu estudo se da por técnicas laboratoriais (Useche et al., 2001) ou por
técnicas em bioinformatica, que podem ser desde a busca e organizagdo da
enorme quantidade de dados ja existentes (Brookes et al.,, 2000; Wang et al.,
2005b; Xu et al., 2005; Hemminger et al., 2006) até a proposi¢cédo de novos SNPs a
partir da andlise de ESTs (Nickerson et al., 1997; Marth et al., 1999; Barker et al.,
2003; Huntley et al., 2006).

A maioria das ferramentas em bioinformatica Uteis para essas analises de
busca e organizagcdo ou proposicdo de novos SNPs sdo disponibilizadas
gratuitamente para ambiente Linux, tais como HGBASE (Brookes et al., 2000),
SNPHunter (Wang et al., 2005b) e Sean (Huntley et al., 2006); ao passo que
outras, mesmo sendo escritas em Linux, podem ser utilizadas diretamente via
internet, possibilitando ao usuario utiliza-las a partir de qualquer programa de
busca de enderecgos eletrénicos independente do ambiente para onde o programa
tenha sido escrito (Xu et al., 2005; van der Linden et al. — dados nao publicados).

As ESTs, utilizadas na proposicdo dos novos SNPs, podem ser
encontradas em bancos privados (Guryev et al., 2005), ou em bancos publicos,
como o Golden Path Genome (genome.ucsc.edu). A importancia do seu estudo se
da por essas sequéncias de ESTs representarem toda uma gama de informagéao
génica que esta sendo transcrita por uma célula, quando a mesma esta submetida

a um determinado fator.
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CAPiTULO Il

REVISAO DE LITERATURA

HPV

O género Papilomavirus pertence a familia Papillomaviridae e ¢é
representado por mais de 100 gendtipos diferentes, consistindo de virus n&o
envelopados, com simetria icosaédrica e 72 capsdmeros, DNA circular, fita dupla,
com aproximadamente 8000 pb, apresentando, em sua maioria, sete ORFs que
codificam as proteinas regulatérias E1-E7 e duas ORFs que codificam as

proteinas estruturais L1 e L2 (Chan et al., 1995; zur Hausen, 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da disposi¢cdo do genoma do HPV. Séo dispostas as
6 ORFs regulatérias e as 2 estruturais.
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De acordo com o seu gendtipo o HPV pode ser principalmente classificado
em baixo, médio ou alto risco para o desenvolvimento de displasias (zur Hausen,
1996). Essa identificacdo ocorre através de técnicas de genotipagem que utilizam
o PCR simples (Gravitt et al., 1998) ou uma nova metodologia mais especifica o
PCR de fragmentos curtos (SF-PCR ou SPF) (Kleter et al., 1998). Como exemplos
de gendtipos de HPV de baixo risco temos os tipos 6, 11, 41, 42, 43 e 44,
considerando os de risco médio, temos os 39, 51 e 52 e os de alto risco s&o 16,
18, 31, 33, 35, 45 e 56 (zur Hausen, 1996; Munoz et al., 2003; de Villiers et al.,
2004).

A presenga do HPV no hospedeiro pode ser detectada com o auxilio dos
exames colposcopico (Carcopino et al., 2006), citolégico (Gonzalez et al., 1998) e
histolégico (Weigl et al.,, 2006), que sdo de alta sensibilidade, porém de baixa
especificidade (Carvalho e Oyakawa, 2000) e muito comuns nos ambulatérios da
rede publica e privada de saude. Mais recentemente, métodos de diagndsticos
mais seguros de identificacdo e genotipagem do HPV (Oh et al.,, 2004) tém
possibilitado, além de outras analises, a identificagdo do DNA-HPV no plasma
sanguineo (Pornthanakasem et al., 2001), na urina de mulheres e homens (Smits
et al., 2005; Daponte et al., 2006) e na detecgao de formas latentes (Doorbar e

Cubie, 2005).
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Importancia do HPV para o cancer

Dentre as varias possibilidades de interferéncia do virus na célula
hospedeira, a mais importante € o aumento da propensao ao desenvolvimento de
displasia, ou desenvolvimento desordenado das células. Como a forma de
transmissdo mais comum do virus € a sexual, essa displasia ocorre
freqientemente na regido da cérvice feminina, sendo conhecida como neoplasia

intra-epitelial cervical (NIC). (Figura 2) (Carvalho e Oyakawa, 2000).

Neoplasia cervical intra-epitelial
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intra-epitelial cervical (NIC) de graus 1, 2 e 3, comparando com o tecido
cervical normal (Carvalho e Oyakawa, 2000).

Quanto mais grave for o grau de displasia ou quanto maior for o potencial
oncogénico do HPV, mais curto sera o tempo para o desenvolvimento do
carcinoma in situ (Cotran et al., 1991). Entretanto, ressalva-se que a velocidade de

progressao da doenga vai variar de acordo com o gendtipo do hospedeiro
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(Bhattacharya e Sengupta, 2005; Trimble et al., 2005), com o gendtipo do virus
(Mayrand et al., 2000; Gagnon et al., 2004) ou com fatores ambientais (Kazimirova
et al., 2004; Mayrand et al., 2000; Rousseau et al., 2003).

Outro fator que parece interferir na progressao da doenga é a forma como o
DNA viral se encontra, epissomal (circular) ou integrado ao DNA do hospedeiro
(Figura 3). Essa interagao esta relacionada a regides descondensadas do genoma
humano, ou seja, a regides de alta freqiéncia de transcricdo, as quais sdo mais

acessiveis a integragcao do DNA estranho (Klimov et al., 2002).

L. Proliferacén celular
DMA epiz=0mico &

Express&o viral plens Morte celular —— ondiloma
] Coilocitozse
Tipio 6,11
HPY
Tipo 1618 _ .
DA, integrado Proliferagao celular
Expresséo viral Auséncia de maturacio Cancer
incompleta Selecio clonal
Agertes
ambientais

Figura 3. Esquema hipotético do papel do HPV na neoplasia do colo do utero
(adaptado de Cotran et al., 1991).

Durante a progressao da doencga, parecem estar envolvidas as proteinas E1
e E2, que, apos a integracdo do DNA viral ao do hospedeiro, se separam
permitindo o aumento das proteinas virais E6 e E7, as quais levam a
transformacao neoplasica (Carvalho e Oyakawa, 2000). Outra proteina viral que
vem sendo muito descrita por também estar relacionada com a transformacao

neoplasica é a proteina E5 (Conrad et al., 1993), a qual interfere no processo de
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comunicagao ceélula-célula e no processo de comunicagao interna da célula do

hospedeiro (Straight et al., 1993; Crusius et al., 1997; Oelze et al., 1995).
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desenrola o DNA viral
(helicase)

conduz a DNApol do
E1—— hospedeiro para transcrever
as ORFs E1 e EZ do virus

associacdo E1/E4 bloqueiaa — » cessaatranscricdo de E2 que e EG ¢ transcrito e capaz de
acéo de E1 regulador transcripcional de E6 imortalizar a célula hospedeira

Figura 4. Esquema da acdo dos genes do HPV apés infeccdo de célula hospedeira (Interpretado a partir de Oelze et al., 1995;
Ashrafi et al., 2006; Adam et al., 2000; Disbrow et al., 2003).
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Importancia da Técnica de Microarranjos para o Estudo do HPV

A partir de 1990, com o advento da técnica de microarranjos ou chip de
DNA que detecta niveis de expressao génica pela hibridizagdo do mRNA com
por¢cdes génicas imobilizadas numa superficie de vidro foi possivel a analise
simultdnea de milhares de genes que estivessem sendo expressos por uma
célula, sendo utii como uma poderosa ferramenta no estudo bioldgico de
processos internos a mesma (Schena et al., 1995; Watson et al., 1998).

A importancia dessa técnica para a deteccdo da expressdo génica em
células infectadas pelo HPV, além de outras vantagens possibilitou o
conhecimento dos diferentes genes virais que tém maior importancia para a
transformacao celular do hospedeiro (Duffy et al., 2003; Chang e Laimins, 2000) e
a descoberta de diversos genes humanos que tém a sua expressdo alterada
quando a célula se encontra infectada pelo genoma do HPV (Chang e Laimins,
2000; Ahn et al., 2004). E entdo, com base nesses estudos, vem sendo possivel a
realizacéo de estudos mais direcionados a determinados genes confirmadamente
associados a progressado da patogenia (Lehr e Brown, 2003; Lehr et al., 2004;

Buck et al., 2006).

Polimorfismos Genéticos Humanos

Os polimorfismos de base unica (SNPs) representam aproximadamente
90% das variagdes génicas comumente encontradas (Collins et al., 1998;

Smigielski et al., 2000; Kruglyak, 2005), sendo estimada a sua ocorréncia a cada
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500-1000 pares de base no genoma humano (Sherry et al., 1999). Esses SNPs
podem ser encontrados em sequéncias de promotores (Menin et al., 2006), introns
(Fujita et al., 2006), exons (Soriano et al., 2005) ou em qualquer outra regiao do
genoma (Hudson, 2003; Wang et al., 2005a).

Um dos possiveis resultados do polimorfismo é a alteracdo na estrutura alélica
do mRNA (Shen et al., 1999), podendo gerar alteragdo na estrutura da proteina
codificada. Portanto, como a interacdo proteina hospedeiro/proteina viral € um
fator importante durante o processo infeccioso ocasionado pelo HPV (Chang e
Laimins, 2000), é de grande importancia o estudo dessas mutagdes para a melhor
compreensao dessas interagoes.

Os SNPs tém sido uteis na construcdo de mapas génicos (Carlson et al.,
2001) e vém sendo associados a diversidade populacional (Shah et al., 2006),
respostas individuais a tratamentos terapéuticos (Kurland et al., 2005),
individualidade ou exposi¢do ao ambiente (Wang et al., 2005a) e na identificagéo

de muitas doengas onde haja interferéncia direta do gendétipo (Tabela 1).
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Tabela 1. Importantes exemplos da associacdo entre a doenca e o genétipo do individuo.

Gene® SNP Regido Génica Associacéao Referéncia
F5 G/A Intron Trombose venosa Bertina et al., 1994.
CCND1 A/G Intron Susceptibilidade a carcinogénese na infecgéo pelo HPV Catarino et al., 2005.
FAS A/G Promotor Susceptibilidade a carcinogénese na infecgéo pelo HPV Ueda et al., 2005.
FAS G/A Promotor Susceptibilidade a carcinogénese na infecgéo pelo HPV Lai et al., 2005.
GSBS T/IC Promotor Hipercolesterolemia Ono et al., 2003.
CCR5 T/IC Promotor Transmissao perinatal do HIV-1 Kostrikis et al., 1999
CCR5 A/G Promotor Transmisséao perinatal do HIV-1 de Souza et al., 2006
UGT1A9 § T/C Intron Cancer de ovario e colonretal Fujita et al., 2006

“Nome Oficial baseado no Comité de Nomenclatura Génica (HUGO): F5 - coagulation factor V (proaccelerin, labile factor)
[Homo sapiens]; CCND1 - cyclin D1 [Homo sapiens]; FAS — FAS (TNF receptor superfamily, member 6) [Homo sapiens];
GSBS - chromosome 7 open reading frame 16 [Homo sapiens]; CCR5 - chemokine (C-C motif) receptor 5 [Homo sapiens];
UGT1A9 - UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A9 [Homo sapiens].

Com o intuito de auxiliar no desenvolvimento das pesquisas envolvendo
SNPs relacionados a doencas humanas, respostas a medicamentos e a fatores
ambientais foi criado, em outubro de 2002, o Consoércio Internacional HapMap,
que reune cientistas e agéncias financiadoras do Canada, Japao, Reino Unido,
Estados Unidos, Nigéria e China. Abrangendo diferentes etnias, pretende-se
identificar as diferentes regides cromossémicas compartilhadas pelas variagdes

génicas (The International HapMap Consortium, 2005).

Aplicacdo da Bioinformatica no Estudo de Polimorfismos

A literatura nos revela que existem cerca de 9 milhdes de SNPs ja
identificados no genoma humano e prevé ainda a busca de outras seqliéncias a

serem identificadas (Freudenberg-Hua et al., 2003; Wang et al., 2005a). Até o
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presente momento, esses diferentes SNPs ja identificados tém sido armazenados
em varios bancos de dados internacionais, como dbSNP (Sherry et al., 1999),
JSNP (Hirakawa et al., 2001), SNP consortium (http://snp.cshl.org) e HapMap
project (http://www.hapmap.org). Ja a busca por novos SNPs tem ocorrido por dois
meétodos, o experimental, o qual consiste de um elevado numero de passos
laboratoriais, tornando-o dispendioso e complexo (Useche et al., 2001); e o
computacional, através do uso de ferramentas em bioinformatica, o qual tem sido
proposto por muitos pesquisadores.

A maioria das ferramentas hoje em dia disponiveis para o estudo de SNPs
tem como objetivo a busca e organizagédo dos dados ja existentes, como exemplo:
HGBASE (Brookes et al., 2000), SNPHunter (Wang et al., 2005b), SNPselector
(Xu et al.,, 2005) e Tamal (Hemminger et al., 2006), a0 passo que outras tém
sugerido a proposi¢ao e avaliagdo de novos SNPs diretamente a partir de ESTs
(Nickerson et al., 1997; Marth et al., 1999; Barker et al., 2003; Huntley et al.,
2006).

As ESTs sao sequéncias unicas formadas por 200 — 300 pb que
representam um gene especifico, que foi expresso pela célula em resposta a
algum fator. Essas sequéncias tém sido utilizadas pelo Projeto Genoma como
marcadores para a construgcdo de um mapa fisico do genoma de determinada
célula (Roberts e Lifton, 2004), como também vém sendo uteis na detecgao de
SNPs relacionados a diferentes estados celulares, como infecgao viral (Catarino et
al., 2005; Lai et al., 2005), patologias autoimunes (Amoli et al., 2005) e doencas

psiquiatricas (Oliveira et al., 2000; Nishimura et al., 2004; Nishimura et al., 2005).
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A proposicao de novos SNPs a partir de ESTs com a utilizagdo de
ferramentas em bioinformatica tem se dado ou pela analise de banco de ESTs
préprios, como o faz o programa CASCAD, que propde SNPs apenas nos
organismos Rattus norvegicus (rato de laboratério) e Danio rerio (peixe zebra) os
quais tiveram os seus bancos de dados de ESTs montados pelo mesmo grupo
(Guryev et al., 2005); ou pela analise de banco de ESTs publicos, como o banco
do UCSC Genome Browser (genome.ucsc.edu) utilizado pelo programa SNP8, o
qual propdée SNPs em genes humanos através do alinhamento das ESTs com as
sequéncias referéncia de Exons (Pruitt et al., 2003) obtidas do banco de dados do
NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=gene) (van

der Linden et al., 2006 — dados nao publicados).
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CAPITULO I

MATERIAIS E METODOS

Selecao de Genes

A etapa inicial do trabalho foi revisar principais trabalhos relacionados a
infeccdo por HPV envolvendo estudos de expressdo génica em grande escala
utilizando microarranjos de publicagbes mais relevantes no assunto. Dessa forma
foi possivel identificar diversos genes que tiveram a sua expressdo desregulada
em presenga ou do genoma do HPV (Chang e Laimins, 2000; Thomas et al., 2001;
Ahn et al., 2004) ou de plasmideos expressando as proteinas E6 e E7 do HPV16
em cultivo celular (Duffy et al., 2003). Dentre esses trabalhos, alguns genes foram
encontrados repetidos, contudo com a quantificagdo da expressao diferenciada
(Tabela 2), estando essas diferencas relacionadas ao genotipo do HPV utilizado
no estudo. Os genes listados na Tabela 2 foram o ponto de partida para as

analises in silico.
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Tabela 2 Lista de genes que foram descritos em trabalhos de microarranjos, como relacionados a infeccdo pelo HPVa e
selecionados para as andlises in silico.

Quantificacdo da expresséo diferencial do gene®

Gene” (ID) Localizacdo Duffy et al., 2003° Chang e Laimins, 2000° Ahn et al., 2004° Thomas et al., 2001°
SPRR1A (6698) [chr1:151223181-151224913 -8.5¢ 54
DEFB1 (1672) chr8:6715511-6722939 3,2 248
IF127 (3429) chr14:93646832-93652786 -10,1° 4.4
KLK7 (5650) Chr19: 56171541-56178962 -50 -3,8
SPRR2E (6704) [|chr1:151332236-151333625 49 -5.1
CDKN1A (1026) chr6:36754465-36763086 ¢ 2,6°
TRIM22 (10346) chr11:5667664-5688668 2.1 2.8
ALDH1A1 (216) Chr9: 74705407-74757789 6 -4,1
KLK6 (5653) chr19:56153700-56164741 7.9 23
IFIT1 (3434) chr10:91142358-91153582 -9,6° 3.1
SERPINB2 (5055) Chr18: 59705922-59722100 -3,4 25
FOS (2353) chr14:74815284-74818663 2.4 35
MVD (4597) Chr16: 87245849-87256996 -2,3 -2,2
S100A8 (6279) |chr1:151629133-151630173 76.6° 25

%0 simbolo do gene esta de acordo com o Comité de Nomenclatura Génica (HUGO) e a localizagéo esta de acordo com o NCBI Map Viewer.

°A expressao diferencial de cada gene foi encontrada pela média da razdo dos niveis de expressdo das amostras versos os controles negativos (Chang e
Laimins, 2000; Thomas et al., 2001; Duffy et al., 2003; Ahn et al., 2004).
“Referéncia onde foi analisado o gene pela técnica de microarranjos.
#SPRR1A — “small proline-rich protein 1A [Homo sapiens]’; DEFB1 — “defensin, beta 1 [Homo sapiens]”; IFI27 — “interferon, alpha-inducible protein 27 [Homo
sapiens]’; KLK7 — “kallikrein 7 (chymotryptic, stratum corneum) [Homo sapiens]’; SPRR2E — “small proline-rich protein 2E [Homo sapiens]”; CDKN1A — “cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) [Homo sapiens]”; TRIM22 — “tripartite motif-containing 22 [Homo sapiens]’; ALDH1A1 — “aldehyde dehydrogenase 1
family, member A1 [Homo sapiens]”; KLK6 — “kallikrein 6 (neurosin, zyme) [Homo sapiens]’; IFIT1 — “interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
[Homo sapiens]’; SERPINB2 — “serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 [Homo sapiens]’; FOS — “v-fos FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog [Homo sapiens]”’; MVD — “mevalonate (diphospho) decarboxylase [Homo sapiens]’; S100A8 — “S100 calcium binding protein A8 (calgranulin

A) [Homo sapiens]”.
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Analises in silico

As analises in silico referem-se as etapas de bioinformatica utilizando
diferentes bases de dados e o programa SNP8 desenvolvido em colaboragdo com
a Universidade Federal da Paraiba. Essas bases de dados abrangem os banco de

dados publicos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o UCSC Genome Browser

(genome.ucsc.edu), usados como fonte de informacado para a proposi¢cdo dos
novos SNPs. Esses bancos foram escolhidos por serem descritos como
abrangentes e atualizados periodicamente.

A figura 5 apresenta esquematicamente o processo realizado pelo
programa SNP8 para a proposicdo dos novos SNPs. Resumidamente, as
atividades de bioinfomatica incialmente requereram poucas informagdes a respeito
do gene que se pretende analisar, as quais podem ser obtidas no Comité de

Nomenclatura Génica (HUGO - http://www.gene.ucl.ac.uk/cqi-

bin/nomenclature/searchgenes.pl). Em seguida o programa iniciou a busca das

RefSeq Exons no banco publico do NCBI e das RefSeq ESTs no banco publico do
UCSC Genome Browser, as quais foram posteriormente alinhadas e os SNPs
encontrados entre elas armazenados. Em seguida, foram procuradas as
sequéncias de SNPs ja anotadas no NCBI, as quais foram comparadas com o0s
SNPs previamente armazenados pelo programa. As comparagdes que coincidiram
foram descartadas e as que nao coincidiram foram propostas como possiveis
novos SNPs, que foram alinhados com a RefSeq CDS do gene para a

determinagao da posi¢ao dos possiveis novos SNPs no CDS.
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Figura 5. Demonstracdo esquematica do processo realizado pelo programa SNP8.
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ABSTRACT

Motivation: SNP8 is a software tool designed for identification of
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) that might occur at the
coding sequencing (CDS). It requires as inputs only the Official
Gene name, ID, and the name of the studied organism, and can be
freely accessed from the web without any need to download files or
install programs.The differences between the EST and RefSeq Exon
sequences of each gene are aligned with the sequences already
submitted to the dbSNP to identify potential new SNPs, which have
never been submitted before on dbSNP. Isoforms can also be ana-
lyzed. A final data sheet is generated in a table format for proper
analysis of the relevant findings.

Availability: SNP8 is
http://www.dbm.ufpb.br/bioinfo/snp8/
Contact: bellecamarotti@yahoo.com.br
Supplementary information:
http://www.dbm.ufpb.br/bioinfo/snp8/index.php?p=supdata

available free at

1 INTRODUCTION

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) are the most common
forms of genetic variation. Several internet databases search for
them systematically in order to understand complex and polygenic
disorders such as autoimmune syndromes, cancer and body reac-
tion towards infectious agents (Hughes et al. 2006; Vang et al.
2005; Smigielski et al. 2000).

SNPs can be found in exons (Soriano et al. 2005), promoters
(Menin et al. 2006), introns (Fujita et al. 2006) or in any other kind
of sequence in eukaryotic cells (Wang et al., 2005b).

At the moment, different SNPs have been reported and compiled at
various international databases such as dbSNP
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP),  JSNP  (http://snp.ims.u-
tokyo.ac.jp), SNP consortium (http://snp.cshl.org) and HapMap
project (http://www.hapmap.org). After the dramatic increase of
SNPs reported from a diversity of organisms, there is a growing
incentive to develop new bioinformatics tools to help organizing
and analyzing the plethora of data already available at public and
private databases.

The rising number of tools available to study SNPs aims at orga-
nizing and allowing data mining for all SNPs that have been al-
ready predicted and confirmed, such as HGBASE (Brookes et al.,
2000), SNPHunter (Wang et al., 2005a), SNPselector (Xu et al.,
2005) and Tamal (Hemminger et at., 2006). However, is still im-
portant to build new bioinformatics tools to identify and validate
potentially new SNPs (Nickerson et al. 1997, Marth et al. 1999,
Barker et al. 2003, Huntley et al. 2006).

“To whom correspondence should be addressed.

In silico SNPs detection is an inexpensive and efficient way to
propose SNPs from expressed sequence tags (ESTs) of different
organisms. Most current software tools for SNP studies, however,
require local installation and complex requirements for data input
and configuration (Useche et al. 2001, Guryev et al. 2005, Huntley
et al. 2006).

In order to address some of these issues, SNP8 was developed as a
simple and easy tool to propose potential new SNPs from public
genomic databases.

2 METHODS

SNP8 is a web based Bioinformatics tool written in PHP and Asynchronous
Javascript (AJAX) that may be used through an web interface to analyze
SNPs that occurr in CDS sequences, requiring of each gene only the Offi-
cial Gene name and ID and the name of the studied organism based on
HUGO nomenclature (http://www.gene.ucl.ac.uk/cgi-
bin/nomenclature/searchgenes.pl). SNP8 partial results are shown live
during the execution.

To propose potential new SNPs the program searches for ESTs that have
been spliced from UCSC Genome Browser (genome.ucsc.edu), whose
identity levels range from 97% to 100% with mRNA/Genomic alignment.
SNP8 then aligns each EST with each RefSeq exon, from Gen Bank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov). Instances in which the EST and exon are
found to differ by exactly one base mutation are considered to be SNPs.
The differences found between these two sequences are aligned with SNPs
annoted to dbSNP on NCBI (Sherry et al., 1999) to determine potential new
SNPs. For each potencial new SNP, the following properties are displayed
on a table: nucleotide mutation; codon position on CDS gene; mutation
type (synonymous/nonsynonymous); and protein residue. If the gene has
isoforms, all of them will be analyzed using the same parameters.

SNPs which have been mistyped as “N” at the eletropherogram are ignored,
because of the high probability that they occurred due to a sequencing error
or calling mistake.

Using the data sheets generated by SNP8, the authors suggest the enlarge-
ment of currently public database SNPs, in which most of the annoted
SNPs are in intronic or untranslated regions, assisting the scientific com-
munity with a good tool to study genetic differences found between ESTs
and RefSeq exons in different situations.

In a follow-up to this work, the authors intend to update SNP8 to embrace
other organisms, for which these Exon, ESTs and SNPs have been made
available by public databases.

3 VALIDATION

Considering our interest in the identification of SNPs in human
genes related to viral infections (Arraes, et al. 2004, Teles et al.
2005, de Souza et al. 2006, Segat et al. 2006), the in silico valida-
tion of SNP8 has been carried out with genes up or down regulated
in cells infected with human papillomavirus. These genes have
been consistently involved with HPV infection in previous mi-
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croarray studies (Chang and Laimins 2000, Thomas et al. 2001,
Schwarze et al. 2002, Duffy et al. 2003, Ahn et al. 2004) (Tab 1).
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Tabela 1 Quantification of potential new SNPs in human genes by SNP8 and quantification of

annoted SNPs on dbSNP.

| SNP8 dbSNP
‘ Gene (ID) CDS Exon
' Nonsynonymous# | Synonymous# | Nonsynonymous# | Synonymous’”
| FOS (2353) 28 6 3 6
i MVD (4597) 9 29 2 2
| DEFB1 (1672) 0 7 15
IFIT1 (3434) 13 15 11
[ KLK6 (5653) 45 31 5 4
#Quantification of potencial new SNPs by SNPS. Quantification data was update in Jun, 26, 2006,
annoted SNPs on dbSNP. Quamtification data was update in Tun, 26,

'fQuantjﬁcatic»n of
.
{

“Insertion‘deletion polvmorphisms were not considered.
FOS = v-fos FBJ] murine osteosarcoma viral oncogene homolog Hemo sapiens; MVD = mevalonate (diphospha) decarboxylase Homo sapiens; DEFB1 =
defensin, beta 1 Homo sapiens; IFIT1 = mterferon-induced protein with tetratricopeptide repeats | Homo sapiens; KLK6 = kallikrein 6 (neurosin, zyme)

Homo sapiens.
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CAPITULO V
CONSIDERA(;OES FINAIS

A busca por polimorfismos em genes humanos tem sido descrita na
literatura como fator importante no estudo da susceptibilidade a doengas virais
(Ueda et al., 2005; Lai et al., 2005), a transmissdo de doengas (Kostrikis et al.,
1999) e ao desenvolvimento de canceres, como o de ovario e colon retal (Fujita et
al., 2006). Através do programa SNP8 foi possivel propor novos SNPs que
ocorreram na sequéncia codificadora da proteina (CDS) de genes humanos
relacionados a patogenia do HPV.

Com o resultado obtido pelo SNP8 foi plausivel perceber que a maioria dos
SNPs ja anotados no banco publico internacional dbSNP (Sherry et al., 1999)
estdo em regides intrbnicas, mostrando a importancia da confirmagdo dos SNPs
propostos pelo programa, os quais possibilitariam a complementagao do dbSNP.
Além do mais foi observado que o SNP8 propde uma grande quantidade de novos
SNPs nao silenciosos, o que sugere uma investigacdo melhor desses
polimorfismos visto que eles tém um potencial alto na alteracdo da estrutura da
proteina e consequente modificacdo de sua atividade (Yamada et al., 2005).

Dentre os 14 genes selecionados inicialmente para serem analisados pelo
programa SNP8, trés genes apresentaram melhor resultado quanto a quantidade
de novos SNPs propostos e quanto a quantidade de ESTs que descreveram o
mesmo SNP (Tabela 3). Para a maioria desses genes ja foram descritos diferentes

polimorfismos que vém interferindo no processo infeccioso ocasionado pelo HPV
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(Tabela 4), o que sugere posteriores analises quanto a sua eficacia como
marcadores para a susceptibilidade ou ndo ao cancer de célon uterino, como ja
vem sendo feito para outras doencgas (Arraes, et al. 2004; Teles et al. 2005; de
Souza et al. 2006; Segat et al. 2006). Finalizando, isto demonstra a aplicacao do
SNP8 na identificacdo de potenciais polimorfismos relacionados a caracteristicas
especificas tanto em humanos como em outras espécies de interesse para as

ciéncias biomédicas, ciéncias bioldgicas, agricultura ou pesquisa.
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Tabela 3 Caracterizacdo do SNP melhor descrito para os genes que demonstraram melhor

resultado apos a anélise pelo SNPS.
Gene (ID)® Nucleotideo® SNP EST(n)° ESTew(n)® %EST®  Tipo Residuo
KLK7 (5650) 34 T/IC 24 32 75,0 sinbnima  Leucina
SERPINB2 (5055) 279 G/A 17 56 30,36 sinbnima  Alanina
ALDH1A (216) 225 CIT 94 216 43,52 sinbnima Serina
KLK7 - Kkallikrein 7 (chymotryptic, stratum corneum) [Homo sapiens]; SERPINB2 - serpin peptidase inhibitor,

clade B (ovalbumin), member 2 [Homo sapiens]; ALDH1A1 - aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1

[)Homo sapiens].
Descreve a posi¢ao nucleotidica do SNP no CDS.

°n é o nimero de ESTs que descrevem para o mesmo SNP.
n é o nimero total de ESTs que foram encontradas para esse descrever os SNPs para esse gene.

®Valor em porcentagem da quantidade de ESTs que descreveram o mesmo SNP.

Tabela 4 Relato de diferentes polimorfismos ja descritos e relacionados a patogenia do HPV
para os genes que tiveram melhor resultado ap6s a analise pelo SNP8.

Referéncia

Gene (ID)*

KLK7 (5650) Santin et al., 2004

SERPINB2 (5055) Riethdorf et al., 1999; Darnell et al., 2003; 2005

ALDH1A (216) Santin et al., 2004; Tian et al., 2004; Talieri et al., 2004

#KLK?7 - kallikrein 7 (chymotryptic, stratum corneum) [Homo sapiens]; SERPINB2 - serpin peptidase inhibitor,
clade B (ovalbumin), member 2 [Homo sapiens]; ALDH1A1 - aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1

[Homo sapiens].
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12.067 - Produtos Naturais
XIX Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental
25 a 28 de agosto de 2004 | Aguas de Linddia SP Brasil

CHITOSAN MICROPARTICLES FOR DELIVERY OF ANTIVIRAL AGENTS. !
Camarotti-Lima, A. C. ; 2 Paulo, M. d. Q. ; ® Amorim, R. V. ;' Biologia Molecular, UFPE; 2 Quimica,
UFPB; ® Biologia Molecular, UFPB,; .

Objetivo:

Compare two methods (Met | and Met Il) used for producing chitosan (CH)/polyethilene glycol
(PEG) microparticles as the basis of controlled delivery system, in vitro, of the antiviral (ATV)
agents.

Métodos e Resultados:

CH, with 90.3% degree of deacetylation, is a polysaccharide composed by 2-
amino-2-deoxy-B-D-glucan. The ATV utilized was a cumarine derivative of the
methanolic extract from Coutarea hexandra (Rubiaceae), a compound that
generates inhibitory action against shingles. Microparticules of CH/PEG (4:1 w/w)
were prepared by ionic cross-linking and precipitation with sodium sulfate. In Met |,
the ATV was mixed with CH/PEG solution before the simultaneous cross-linking
and precipitation. In Met Il, the ATV was incubated with pre-formed microparticules
for 48h. Through optical macro and microscopy no difference was observed from
the use of any of methods. However, through infrared (IR) spectra the association
between the compounds we used, seemed to be have differently according to the
methods used. A noticeable difference was obtained from the encapsulation
efficacy: 68.5% by using Met | and 98.6% by using Met Il. However, delivering
assays showed that in Met | the ATV delivered per minute was faster and 7 times
greater than in Met |l. The negatives controles to delivering assays was the
microparticules without ATV. The action of pH 2.0 per 2 hours on both formulations
showed that just a small amount of the drug was delivery in Met | and not any in
Met II, although in both formulations the ATV maintained their integrities as
observed in the controls.

Conclusbes:

Our results suggest that the microaprticules of CH/PEG produced by Met | seems
to be a very promising vehicle to controlled delivery system when administered
orally. This formulation also showed that a large amount of the drug was delivered
during the six hours of the assays in a buffer solution at pH 7.0 and that it was
resistant to the acid pH of the stomach for at least two hours.

Apoio Financeiro: CNPq ,UFPE

PREMIADO

49



Camarotti-Lima, A. C. Elaboracédo de ferramenta em bioinformatica (...)

50.003 - Biologia Computacional
XX Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental
24 a 27 de agosto de 2005 | Aguas de Linddia SP Brasil

IDENTIFICATION OF CANDIDATE SNPS FROM MICRO-ARRAYS DATABASE

IN GENE'[IC PANELS AFFECTED BY HUMAN PAPILLOMAVIRUS . ' Camarotti-
Lima, A. C. : ? Santana,NA : ® Andrade, RS : * Oliveira, JRM : ° Lima Filho, JL ; 234 Biologia
Molecular, UFPE; ° Biochemistry, UFPE; .

Objetivo:

We have been able to identify non previously reported Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), based on micro-arrays database of genes down/up
regulated by HPV infection, such as the small-proline protein (SPRR) 2A and 2B,
B-defensine 1 (DEFB1) and Interferon-a (IFI127).

Métodos e Resultados:

Initially we searched through microarray database of HPV studies in order to
identify potential genes that were down regulated or upregulated after HPV
infection. Then, we tried to identify candidate SNPs from ESTs database (NCBI,
Goldenpath, etc) of these genes involved with the viral infection/progression. After
that we built a panel of new candidate SNPs that are potential targets of
phisiopathology and drug action in HPV. Right now we are on the verge of
validating our findings in micro-arrays of human genes.

The preliminary analyses identified potential new SNPs: 10 for SPRR2A, 14 for
SPRR2B , 19 for DEFB1 and 33 for IFI27.

Conclusdes:
Those results demonstrated the importance of these genes in studies of single
nucleotide polymorphisms that could be associated with HPV infection/progression.

Apoio Financeiro: FINEP ,UFPE
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ESTUDO DE POTENCIAIS NOVOS SNPs EM PACIENTES INFECTADAS PELO
HPV.

Santana, NA.}, Camarotti-Lima, A. C.}, Andrade, RS.%, Oliveira, JRM.}, Lima Filho, JL .2,
'Biologia Molecular, UFPE; “Bioquimica, UFPE.
Além da determinagao do tipo de papilomavirus humano (human papillomavirus — HPV) infectante
na populagéo, estudos atuais também vém dando importéncia a polimorfismos de base Unica
(Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) os quais constituem a forma mais comum de varia¢do
nas sequéncias de DNA, sendo o seu estudo Util na identificagdo de muitas associagdes entre o
genotipo e o fendtipo de cada individuo. O presente trabalho tem como objetivo a identificacdo de
novos SNPs de genes que tiveram a sua regulagdo alterada em células infectadas pelo HPV.
Através de estudos previamente realizados pela metodologia do micro-array, entre os anos de
2000 e 2004, foram selecionados os genes que se encontraram repetidos nesses trabalhos, séo
eles: B-defensina 1 (DEFB1), small-proline rich protein (SPRR) 1A, 2A e 2B, HLA-DRB5 e
Interferon-a (IFI27). Primeiramente foram selecionadas sequiéncias de ESTs, Exons e SNPs ja
cadastradas nos banco de dados mundiais como o NCBI (Nacional Center for Biotechnology
Information) e o Goldenpath, em seguida essas seqiiéncias foram comparadas através do script
computacional 7ClustalSNP. Com os resultados obtidos foi montado um painel molecular que
sugeria potenciais novos SNPs relacionados a infecgao pelo HPV para cada gene selecionado. As
andlises realizadas além de confirmarem os SNPs ja cadastrados no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), identificaram potenciais novos SNPs, sendo 16 para DEFB1, 8 para
SPRR2A, 6 para SPRR2B e mais de 100 para os genes IFI27 e HLA-DRB5. Os resultados

demonstraram a importancia desses genes nos estudos de polimorfismos que podem ser

associados a infecgao/progresséo do HPV.

Apoio Financeiro: FINEP, CAPES, UFPE.

Resumo apresentado no XVII Encontro de Genética do Nordeste
Local: Mar Hotel, Recife — PE
Data: 12 — 16 de Abril de 2006.

PREMIADO

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

	Banca Examinadora
	Justificativa
	Apresentação
	Capítulo I
	Introdução
	Referências

	Capítulo II
	Revisão de Literatura
	HPV
	Importância do HPV para o câncer
	Importância da Técnica de Microarranjos para o Estudo do HPV
	Polimorfismos Genéticos Humanos
	Aplicação da Bioinformática no Estudo de Polimorfismos

	Referências

	Capítulo III
	Materiais e Métodos
	Seleção de Genes
	Análises in silico


	Capítulo IV
	Artigo

	Capítulo V
	Considerações Finais
	Referências




