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1 Introducao

Ap6s sua descoberta, em 1869, pelo bioquimico alemao Johann Friedrich Miescher, o DNA
tem sido alvo de estudos em diferentes abordagens e niveis de complexidade. Neste trabalho
comparam-se sequéncias de cromossomos de trés diferentes organismos com a énfase em iden-
tificar a ocorréncia ou nao de ilhas CpG. Informacdes quantitativas e qualitativas sobre estas

ilhas sdo de primordial importancia para o estudo de diferentes mutacdes e tipos de doencas.

2 Material e métodos

Para as andlises consideramos as sequéncias de DNA em nucleotideos (pirimidinas: citosina
(C) e timina (T), purinas: adenina (A) e guanina (G)), em formato FASTA, de trés organismos
do banco de dados do Projeto Ensembl obtidas do site ftp://ftp.ensembl.org. As analises foram
realizadas através do uso do programa estatistico R e seus pacotes.

Foram escolhidos o cromossomo 12 do S.cerevisiae (fermento de pao), o cromossomo 22 do
H.sapiens e o cromossomo 3L da D.melanogaster (mosca da fruta). A escolha da mosca da fruta
e do fermento de pdo foi determinada pela propriedade de que tais genomas ndo apresentam
metilacdo ou apresentam forte supressao de metilacdo em dinucleotideos CpG (na literatura, o
ordenamento do nucleotideo CG é comumente representado por CpG) e que esta caracteristica é
observada em grande parte dos organismos tanto procariontes como eucariontes (ver Gratchev,
20006).

A metilacdo € uma alteracdo quimica/enzimdtica que afeta, em procariontes, apenas a cito-
sina e € especifica para uma sequéncia CpG, nesta ordem. Ou seja, a citosina encontra-se na
posicdo 5 e a guanina na posi¢ao 3 na sequéncia de nucleotideos. Segundo Model et al. (2009),
as regioes de metilacdo do DNA podem ser usadas para um vasto leque de possibilidades em
diagnéstico de doengas.

A regido de incidéncia de CpGs é chamada de ilha CpG (ICpG). A defini¢do mais difundida
para uma /CpG ¢ aquela apresentada por Gardiner-Garden e Frommer (1987). A existéncia de
uma ilha CpG ocorre em uma regido com pelo menos 200pb, com proporcao de C+G maior
do que 50% e razdo de CpG observado e CpG esperado (O/E) acima de 0.6. Outras variacoes
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para a definicdo de ICpG e discussdes sobre estas variacdes podem ser encontradas em Wu et
al. (2010).

A razao O/E é obtida dividindo a proporcdo de dinucleotideos CpG na regiao pelo que
seria esperado caso os nucleotideos fossem assumidos como resultados independentes de uma
distribui¢cdo multinomial (ver Wu et al., 2010). Matematicamente, o indice de ocorréncia de

ilhas CpG pode ser dado por
fp/N

fc/N X f(;/N7

onde N é o nimero de pares de bases (pb), f; é a frequéncia dabasei € {C,G} e fp é a frequéncia

O/E = (D

do dinucleotideo CpG no segmento de DNA considerado.

3 Resultados e discussoes

A Figura 1 apresenta a composi¢do em nucleotideos e dinucleotideos de cada cromossomo
em estudo. Em todos os casos pode-se perceber que hd menor incidéncia de nucleotideos C e
G, sendo que, no caso da mosca da fruta, esta caracteristica ndo é tdo acentuada. Entretanto,
para o caso em que se observam os dinucleotideos, ha evidéncia de menor incidéncia de CpG

nos cromossomos do homem e do fermento de pao.
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Figura 1: Composi¢do dos Cromossomos: cromossomo 12 do S.cerevisiae (no topo), cromos-
somo 22 do H.sapiens (no centro) e cromossomo 3L da D.melanogaster (embaixo).

A Figura 2, em um espaco de 10000pb de nucleotideos, mostra a incidéncia de CpGs, re-
presentadas por linhas verticais. Tem-se uma relativa homogeneidade das barras verticais nos
cromossomos do S.cerevisiae e da D.melanogaster, o que ndo ocorre no intervalo de 10000pb
do cromossomo do H.sapiens.

Assim, ja do indicativo da baixa concentracdo relativa de dinucletideos CpG nos cromos-
somos (ver Figura 1) procura-se verificar como estes dinucleotideos estao dispersos nos cro-

mossomos em andlise e se chegam a se organizar de forma a caracterizar uma regiao de ICpG.
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Figura 2: Sitios de CpG em intervalo de 10000pb: (a) cromossomo 12 do S.cerevisiae, (b)
cromossomo 22 do H.sapiens e (¢) cromossomo 3L da D.melanogaster.

Dessa forma, procurou-se identificar os sitios de ocorréncia das CpGs. Para tal, precisa-se, ini-

cialmente que haja no intervalo de 200pb a taxa de pelo menos 50% de nucleotideos C ou G,

representada por C+G, que estd apresentada na Figura 3.
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Figura 3: Proporcao de C+G: (a) cromossomo 12 do S.cerevisiae, (b) cromossomo 22 do
H.sapiens e (c) cromossomo 3L da D.melanogaster.

Com base nas mesmas sequéncias de 10000pb para cada cromossomo em estudo, investigou-
se a incidéncia de ilhas CpG. Utilizou-se a férmula dada pela equacdo (1), com N=200pb. A
cada 200pb, obteve-se a frequéncia de C, G e CpG, e desta forma foi calculado o indice O/E.
Estas informagdes estdo listadas na Tabela 1 (cada linha n € {1,...,50} representa uma sub-
sequéncia 200pb, f;(j) € a frequéncia do nucleotideo/dinucleotideo i € {C,G,CpG}) para o
cromossomo j € {(a)S.cerevisiae, (b)H .sapiens, (c)D.melanogaster}.

A Tabela 1 apresenta a anélise para verificar a existéncia ou ndo de /CpG para subintervalos
de 200pb dos trés cromossomos em estudo. Algumas informagdes destacadas, em negrito,
trazem locais onde ocorreram, de forma simultinea, a propor¢cdo de C+G acima de 50% e o
indice de O/E acima de 0.6. Duas regides de existéncia ocorreram de forma esparsa para o
cromossomo 12 do S. cerevisiae, para n=7 e n=42. Para o cromossomo 22 do H. sapiens,
ocorreram trés regioes de ICpG, quandon =8, n =10 e n = 11. No caso do cromossomo 3L da

D.melanogaster nao houve nenhum indicativo de ocorréncia de /CpG no intervalo considerado.



Tabela 1: Resultado do indice O/E: (a) cromossomo 12 do S.serevisiae, (b) cromossomo 22 do
H.sapiens e (c) cromossomo 3L da D.melanogaster em um intervalo total de 10000pb e subintervalos

N=200pb.
Lnlfe@ [ fe@ | fo@ [ O/E@ [ C+G@ [[ fc® [ fo® [ fo® [ O/E®) | C+Gb) [[ fe© [ fo© [ fp© [ O/E@) [ C+G(© ]
1 81 13 3 0.570 0.400 52 59 8 0.522 0.555 32 46 10 1.359 0.390
2 57 21 5 0.835 0.350 49 52 6 0.471 0.505 46 36 9 1.087 0.410
3 55 17 5 1.070 0.355 50 63 9 0.571 0.565 36 43 8 1.034 0.395
4 54 40 9 0.833 0.440 43 33 2 0.282 0.380 40 42 10 1.190 0.410
5 66 36 13 1.094 0.435 55 29 6 0.752 0.420 44 39 7 0.816 0.415
6 52 32 4 0.481 0.400 46 23 2 0.378 0.345 38 40 10 1.316 0.390
7 62 29 7 0.779 0.595 92 39 10 0.557 0.655 44 36 9 1.136 0.400
8 44 36 7 0.884 0.500 60 57 12 0.702 0.585 36 42 8 1.058 0.390
9 34 58 3 0.304 0.410 70 61 10 0.468 0.655 44 38 9 1.077 0.410
10 29 67 6 0.618 0.385 76 68 18 0.697 0.720 36 39 8 1.140 0.375
11 35 70 6 0.490 0.300 82 69 19 0.672 0.755 42 42 8 0.907 0.420
12 56 42 6 0.510 0.380 79 86 20 0.589 0.825 38 41 8 1.027 0.395
13 59 34 7 0.698 0.365 37 62 4 0.349 0.495 40 39 11 1410 0.395
14 57 28 6 0.752 0.425 37 39 1 0.139 0.380 45 37 7 0.841 0.410
15 46 40 5 0.543 0.305 60 43 0 0.000 0.515 40 37 9 1.216 0.385
16 61 43 12 0915 0.400 55 46 1 0.079 0.505 44 38 7 0.837 0.410
17 50 34 6 0.706 0.500 48 35 0 0.000 0.415 32 46 10 1.359 0.390
18 54 46 10 0.805 0.390 30 45 0 0.000 0.375 46 35 9 1.118 0.405
19 51 46 12 1.023 0.415 42 43 7 0.775 0.425 35 43 7 0.930 0.390
20 47 48 18 1.596 0.370 51 54 6 0.436 0.525 40 43 11 1.279 0.415
21 46 38 9 1.030 0.370 63 46 2 0.138 0.545 45 38 7 0.819 0.415
22 46 45 9 0.870 0.315 49 42 3 0.292 0.455 38 41 10 1.284 0.395
23 37 40 8 1.081 0.245 41 39 1 0.125 0.400 43 35 8 1.063 0.390
24 45 36 10 1.235 0.405 69 48 2 0.121 0.585 37 43 9 1.131 0.400
25 33 31 3 0.587 0.455 58 40 3 0.259 0.490 44 38 9 1.077 0.410
26 41 39 8 1.001 0.435 51 45 4 0.349 0.480 35 38 7 1.053 0.365
27 49 38 13 1.396 0.400 48 43 1 0.097 0.455 43 42 9 0.997 0.425
28 52 30 8 1.026 0.395 65 32 2 0.192 0.485 38 41 8 1.027 0.395
29 77 16 4 0.649 0.450 48 47 0 0.000 0.475 40 39 11 1410 0.395
30 62 21 4 0.614 0.400 36 53 1 0.105 0.445 45 37 7 0.841 0.410
31 50 14 5 1.429 0.340 45 47 1 0.095 0.460 39 38 9 1.215 0.385
32 57 37 10 0.948 0.360 53 38 2 0.199 0.455 45 38 8 0.936 0.415
33 60 42 12 0.952 0.375 43 68 1 0.068 0.555 31 45 10 1.434 0.380
34 62 27 7 0.836 0.405 55 50 3 0.218 0.525 47 36 9 1.064 0.415
35 56 31 6 0.691 0.380 70 52 10 0.549 0.610 35 43 7 0.930 0.390
36 44 40 5 0.568 0.365 49 53 1 0.077 0.510 39 43 11 1.312 0.410
37 42 50 5 0.476 0.400 56 48 3 0.223 0.520 45 37 6 0.721 0.410
38 31 72 7 0.627 0.425 41 38 3 0.385 0.395 39 42 11 1.343 0.405
39 40 59 5 0.424 0.335 31 37 0 0.000 0.340 43 34 8 1.094 0.385
40 59 39 5 0.435 0.395 41 29 1 0.168 0.350 36 44 9 1.136 0.400
41 53 29 6 0.781 0.410 33 40 1 0.152 0.365 45 38 9 1.053 0.415
42 61 34 8 0.771 0.505 25 39 1 0.205 0.320 34 38 7 1.084 0.360
43 49 44 8 0.742 0.440 32 32 2 0.391 0.320 43 42 10 1.107 0.425
44 52 41 8 0.750 0.400 49 51 3 0.240 0.500 39 41 8 1.001 0.400
45 57 33 8 0.851 0.435 32 45 1 0.139 0.385 40 39 11 1.410 0.395
46 50 51 8 0.627 0.460 40 41 2 0.244 0.405 45 37 7 0.841 0.410
47 53 46 14 1.148 0.390 38 58 5 0.454 0.480 38 38 9 1.247 0.380
48 48 40 15 1.563 0.405 27 36 0 0.000 0.315 46 38 8 0.915 0.420
49 43 41 7 0.794 0.355 47 57 3 0.224 0.520 31 44 10 1.466 0.375
50 42 45 11 1.164 0.320 32 40 2 0.313 0.360 46 37 9 1.058 0.415

Nota: cada linhan € {1,..., 50} representa uma subsequéncia 200pb, f; () € a frequéncia do nucleotideo/dinucleotideo i € {C,G,CpG})
para o cromossomo j € {(a)S.cerevisiae, (b)H .sapiens, (c)D.melanogaster}.

4 Conclusoes

Com base no exposto, e observando as Figuras 2 e 3 e a Tabela 1, existe evidéncia de
ICpGs no intervalo entre n = 8 e n = 11, para o caso do cromossomo humano considerado, pois
hé porcentagem de C+G acima de 50% e a razdo O/E(b) ocorre acima de 0.6. Ha também
indicativo da supressdo desta caracteristica para o cromossomo 3L da D.melanogaster, no in-
tervalo de 10000pb em andlise, pois nao ha nenhum intervalo n que satisfaz as exigéncias para
a existéncia de uma /CpG. Para o cromossomo 12 da S.serevisiae os valores dos indices que
indicam a existéncia de ilhas CpGs ocorrem de forma esparsa ndo caracterizando uma regiao de
ICpG.
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