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Ocorréncias de Ilhas CpG em Sequéncias de DNA
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Resumo: O presente trabalho apresenta uma comparagdo entre trés cromossomos de diferentes organis-
mos: cromossomo 12 do Saccharomyces cerevisiae, o cromossomo 22 do Homo sapiens e o cromossomo
3L da Drosophila melanogaster. O objetivo é analisar a incidéncia de dinucleotideos CpG em interva-
los da sequéncia de DNA de cada cromossomo, procurando a existéncia ou ndo de ilhas CpG (ICpG).
Segundo a literatura, a D. melanogaster e o S. cerevisiae ndo apresentam metilagdo ou trazem forte su-
pressdo de metilacdo, uma alteracdo da citosina do dinucleotideo CpG que ocorre de forma significativa
nas ICpG. A existéncia de metilagcdo nestas ilhas é questdo importante para a pesquisa no dmbito das
mutagdes e patologias relacionadas a diferentes tipos de doencas. Algumas simulacdes de Monte Carlo
da ocorréncia de metilacdo em ICpG sdo também apresentadas.
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Abstract: This paper presents a comparison among three chromosomes from different organisms: Sac-
charomyces cerevisiae chromosome 12, Homo sapiens chromosome 22 and Drosophila melanogaster
chromosome 3L. The aim is to analyze the incidence of dinucleotides CpG at intervals of DNA sequence
of each chromosome, seeking for the existence of CpG islands (ICpG). According to the literature, D.
melanogaster and S. cerevisiae show no methylation or bring strong suppression of methylation, a mo-
dification of the cytosine dinucleotide ICpG occurring significantly in the ICpG. The existence of these
islands methylation are important for research in the context of mutations and pathologies related to
different types of diseases. Some Monte Carlo simulations for the occurrence of methylation in ICpG are
also presented..
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Introducao

Apds sua descoberta, em 1869, pelo bioquimico alemdo 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 o objetivo em identificar a ocorréncia ou
ndo de ilhas CpG: cromossomo 12 do Saccharomyces cerevisiae, o cromossomo 22 do Homo sapiens e o
cromossomo 3L da Drosophila melanogaster. Informagdes quantitativas e qualitativas sobre estas ilhas
sdo de primordial importdncia para o estudo de diferentes mutagées e tipos de doencas.

Material e métodos

Para as andlises consideramos as sequéncias de DNA em nucleotideos (pirimidinas sdo compostas
por citosina (C) e timina (T), enquanto que purinas, por 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 andlises foram realizadas através do uso do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2013) e seus
pacotes.
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Foram escolhidos o cromossomo 12 do S. cerevisiae (fermento de pdo), o cromossomo 22 do H.
sapiens e o cromossomo 3L da D. melanogaster (mosca da fruta). As escolhas da mosca da fruta e do
fermento de pdo foram determinadas pela propriedade de que tais genomas ndo apresentam metilacdo
ou apresentam forte supressdo 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 Bird et al., 1995).

A metilacdo é uma alteracdo quimica/enzimdtica que afeta, em procariontes, apenas a citosina e
€ especifica para uma sequéncia CpG, nesta ordem. Ou seja, a citosina encontra-se na posigcdo 5 e
a guanina na posicdo 3 na sequéncia de nucleotideos. Segundo Model et al. (2009), as regides de
metilagcdo do DNA podem ser um vasto leque de possibilidades utilizadas para diagndstico de doengas.

A regido de incidéncia de CpGs é chamada de ilha CpG (denotada aqui por ICpG). A definicdo mais
difundida para uma ICpG ¢é aquela apresentada por Gardiner-Garden e Frommer (1987). A existéncia
de uma ICpG ocorre em uma regido com pelo menos 200 pares de bases (pb), com propor¢cdo de C+G
maior do que 50% e razdo de CpG observado e CpG esperado acima de 0,6. A taxa ou indice de
ocorréncia de ICpG serd denotada por \. Outras variagdes para a defini¢do de ICpG e discussdes sobre
estas variacoes podem ser encontradas em Wu et al. (2010).

A razdo A é obtida dividindo a proporg¢ao de dinucleotideos CpG na regido pela propor¢do esperada
caso os nucleotideos fossem assumidos como resultados independentes de uma distribuicdo multinomial
(ver Wu et al., 2010). Matematicamente, o indice de ocorréncia de ICpG pode ser dado por

_ fp/N
fe/N x f6/N’
onde N é o niimero de pares de bases (pb), f; é a frequéncia da base i € {C,G} e fp é a frequéncia do
dinucleotideo CpG no segmento de DNA considerado.

Sdo apresentadas algumas simulacdes de Monte Carlo para a andlise da ocorréncia de metilacdo
em ICpG. Para as simulacées das sequéncias de DNA utilizamos o programa estatistico R e um modelo
baseado na distribuicdo multinomial, onde cada subsequéncia é um experimento de N = 200 ensaios.

Cada ensaio possui cinco possiveis resultados, sendo eles os quatro nucleotideos C, A, T e G e um
quinto elemento, C,,pG, representando a ocorréncia de citosina metilada em um dinucleotideo CpG.

As probabilidades de ocorréncia de cada nucleotideo sdo dadas, respectivamente, por pc = r(1 —
m)/2, pa=(1-7r)/2, pr=(1-r)/2, pc=(1—m)r/2 e pc,pG = rm/2, onde m representa o indice de
metilagdo, r indica a taxa de C+G e ambos os valores sd@o dados em porcentagens.

O indice m de metilagdo em mamiferos estd entre 70% e 80% das citosinas em ICpGs (ver Ante-
quera e Bird, 1993 e Model et al., 2009). Consideramos o cendrio onde C+G > 0,5 e intervalo de
subsequéncias de N = 200pb, para satisfazer as exigéncias da definicdo de uma ICpG.

6]

Resultados e discussoes

A Figura 1 apresenta a composicdo em nucleotideos e dinucleotideos de cada cromossomo em es-
tudo. Em todos os casos pode-se perceber que hd menor incidéncia de nucleotideos C e G, sendo que, no
caso da D. melanogaster (mosca da fruta), esta caracteristica ndo é tdo acentuada. Entretanto, para o
caso em que se observam os dinucleotideos, hd evidéncia de menor incidéncia de CpG nos cromossomos
do S. cerevisiae (fermento de pdo) e do H. sapiens.

A Figura 2 apresenta a incidéncia de CpGs, (linhas verticais) em um espaco de 10000pb de nu-
cleotideos. Tem-se uma relativa homogeneidade das barras verticais nos cromossomos de S. cerevisiae
e D. melanogaster, o que ndo ocorre no intervalo de 10000pb do cromossomo de H. sapiens.

Assim, jd do indicativo da baixa concentracdo relativa de dinucletideos CpG nos cromossomos (ver
Figura 1) procura-se verificar como estes dinucleotideos estdo dispersos nos cromossomos em andlise e
se chegam a se organizar de forma a caracterizar uma regido de ICpG.
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Dessa forma, desejamos identificar os sitios de ocorréncia das CpGs. Para tal, precisa-se, inicial-
mente 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.

x
i = . xiﬂmmﬂummﬂummuuguﬂ

Progende
O0m 0 008 012

Progsegio
am 00 02 om
O VT

st Baesuill

Compos ¢iE por dnuckorden

a s 9
Compraico por ruckstiden

Preporgin
0 oo amE 012

L
B i UDDDDDDDDDDDDDDU

e 3 t e g @ @

Prepungin
0m g0 0z oI

[
5

compoaizln por ruckiien Compasiche par dinuckofden

Figura 1: Composicdo dos Cromossomos: cromossomo 12 do S. cerevisiae (fermento de pdo, no topo);
cromossomo 22 do H. sapiens (no centro); cromossomo 3L da D. melanogaster (mosca da fruta).
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Figura 2: Sitios de CpG em intervalo de 10000pb: (a) cromossomo 12 do S. cerevisiae (fermento do
pdo); (b) cromossomo 22 do H. sapiens; (c) cromossomo 3L da D. melanogaster (mosca da fruta).
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Figura 3: Proporgao de C+G: (a) cromossomo 12 do S. cerevisiae (fermento do pdo ) (b) cromossomo
22 do H. sapiens; (c) cromossomo 3L da D. melanogaster (mosca da fruta).
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Com base nas mesmas sequéncias de 10000pb para cada cromossomo em estudo, investigamos a
incidéncia de ICpG. Utilizamos a formula dada pela expressdo (1), com N = 200pb. A cada 200pb,
obteve-se a frequéncia de C, G e CpG e, desta forma, foi calculado o indice A de ocorréncia de ICpG.
Estas informagdes estdo listadas nas Tabelas 2 e 3 (cada linha, n € {1,...,25} para a Tabela 2 e
n € {26,...,50} para a Tabela 3, representa uma subsequéncia 200pb, fi(j) é a frequéncia do nu-
cleotideo/dinucleotideo i € {C,G,CpG}) para o cromossomo j € {(a) S. cerevisiae, (b) H. sapiens, (c)
D. melanogaster}.

As Tabelas 2 e 3 apresentam a andlise da existéncia ou ndo de ICpG para um intervalo total de
10000pb divididos em subintervalos de 200pb dos trés cromossomos em estudo. Sendo que os primeiros
5000pb estdo apresentados na Tabela 2 e os 5S000pb subsequentes estdo na Tabela 3.

As informagdes destacadas em negrito, nas Tabelas 2 e 3, trazem locais onde ocorreram, de forma
simultanea, a propor¢do de C+ G acima de 50% e o indice A de ocorréncia de ICpG acima de 0,6.

Foram simuladas sequéncias com N =200pb, com indice m de metilacdo, para m € {0,5;0,7; 0,8},
e com indice r de C+G, para r € {0,5;0,6;0,7}. Tais simulagdes, e respectivas sequéncias, sao repre-
sentadas na Figura 4.
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Figura 4: Ocorréncias de CpG em intervalo de 20bpb.' (a) m=0,5 (b) m=0,7; (¢c) m=0,8. Cada
grdfico apresentar =0,7 (topo), r = 0,6 (centro) e r = 0,5 (embaixo). CpG é representada por o, Cp,pG
é representada por e.

1=0

A Figura 4 representa a simulacdo de sequéncias de nucleotideos com m = 0,5 para o grdfico (a),
m = 0,7 para o grdfico (b) e m = 0,8 para o grdfico (c¢). Em todos os grdficos sdo apresentados trés
valores para a taxa de C+ G: r = 0,5 (embaixo), r = 0,6 (centro) e r = 0,7 (topo). As Figuras 4(a) e
4(c) mostram que o aumento de r de 0,5 para 0,7 resulta em aumento ou estabilidade da ocorréncia de
CpG ndo metilada. Para a Figura 4(c) houve a diminuigcdo da ocorréncia de CpG quando comparada
com as sequéncias do centro (r =0,6) e topo (r =0,7).

A Tabela 1 apresenta o indice A de ocorréncia de ICpG, dado pela expressdo (1), para cada caso
apresentado na Figura 4. Em todos os casos, o valor obtido ficou acima de 0,6 evidenciando que as
sequéncias simuladas correspondem a regioes de ICpG.

Tabela 1: Resultados do indice A de ocorréncia de ICpG, para cada um dos casos simulados.

m\r r=0,5 r=0,6 r=20,7
m=0,5 6,109 3,726 3,654
m=20,7 7,650 11,728 7,650
m=0,8 15,652 19,287 11,532
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Conclusoes

Com base no exposto, e observando as Figuras 2 e 3 e as Tabelas 2 e 3, para o cromossomo 12 da
S.serevisiae os valores obtidos para A nos intervalos de pares de bases n =7 e n = 42 ocorrem de forma
esparsa ndo caracterizando uma regido de ICpG. Para o caso do cromossomo humano considerado,
existe evidéncia da ocorréncia de ICpGs no intervalo entre n = 8 e n = 11 pois hd porcentagem de C+G
acima de 50%, a razdo 7\,(;,) ocorre acima de 0,6 e os intervalos sdo proximos ou adjacentes. Hd também
indicativo da supressdo desta caracteristica para o cromossomo 3L da D. melanogaster, no intervalo
de 10000pb em andlise, pois ndo hd nenhum intervalo n que satisfaca as exigéncias para a existéncia
de uma ICpG. Pelos resultados apresentados na Tabela 1, todas as simulacdes realizadas, baseadas no
modelo multinomial, correspondem a definigcdo de ICpG.
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