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O IMPACTO DE PEQUENAS DELEÇÕES GENÔMICAS EM DOMÍNIOS PROTÉICOS 

IDENTIFICADAS A PARTIR DE DADOS DE RNA-SEQ DE AMOSTRAS DE PACIENTES DE 

ADENOCARCINOMA DE PULMÃO 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS, IOC/FIOCRUZ 

 

Gabriel Wajnberg 

Inserções e deleções (INDELs) são exemplos de alterações na sequência de 

DNA. As alterações causadas por deleções genômicas podem modificar 

nucleotídeos da região codificadora de proteínas com potencial para alterar os 

aminoácidos codificados e mudar o quadro de leitura da tradução. Estas deleções 

podem causar modificações substanciais em proteínas envolvidas com a biologia do 

câncer. Nós inovamos no uso de um método já existente de matrizes ternárias ao 

utilizá-lo para identificar deleções genômicas com o uso de dados de transcriptoma 

de alta vazão (RNA-Seq). Foram usados dados de RNA-Seq para identificar 

pequenas deleções de até 100 nucleotídeos de comprimento dentro de éxons 

humanos. Apresentamos dados a partir da análise do genoma de referência humano 

GRCh37/hg19 e de 66 genomas do projeto 1000G. Foram selecionados 

aleatoriamente três genomas representando cada uma das 22 populações 

disponíveis para o mapeamento de RNA-Seq de amostras da linhagem H1975, de 

seis pacientes não fumantes e de 14 pacientes fumantes de câncer de pulmão. 

Identificamos deleções de até 100 nucleotídeos que também foram identificadas 

utilizando o programa Varscan com o genoma de referência GRCh37/hg19. Entre 

elas, podemos citar uma deleção de 15 nucleotídeos no domínio tirosina kinase 

localizado no éxon 19 do gene EGFR em amostra tumoral de um paciente não 

fumante. Esta deleção também está previamente anotada na base de dados dbSNP. 

Em outro paciente não fumante foi encontrada uma deleção de quatro nucleotídeos 

que alterou o quadro de leitura do gene CTSA em amostras normais e tumorais. 

Encontramos a via de interferon γ com alta probabilidade de estar alterada ao 

analisar os dados de pacientes fumantes, entre os genes dessa via em que 

encontramos alterações estão o INFGR1 e o INFGR2.  Encontramos deleções a 

partir do mapeamento dos transcritos com 66 genomas do projeto 1000G que não 

encontramos com o mapeamento contra o genoma de referência GRCh37/hg19. 

Dentre elas, encontramos uma pequena deleção de 13 nucleotídeos no gene 

EPDR1 que altera o domínio ependimina da proteína codificada. Além desta 

deleção, uma perda de sete nucleotídeos foi encontrada ao utilizar genomas de 

ancestralidade europeias como referência. No gene supressor tumoral CDH1, 

encontramos uma pequena deleção de dois nucleotídeos em pacientes não 

fumantes usando genomas de ancestralidade europeias e americanas. O oncogene 

AKT1 apresentou uma deleção de cinco nucleotídeos em três pacientes fumantes. 

Estes achados poderão ser utilizados para o melhor entendimento da biologia do 

câncer de pulmão para novos métodos de diagnósticos e tratamentos. 
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THE IMPACT OF GENOMIC SMALL DELETIONS TO PROTEIN DOMAINS IDENTIFIED USING 

RNA-SEQ DATA FROM LUNG ADENOCARCINOMA PATIENTS  

 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY, IOC/FIOCRUZ 

 

Gabriel Wajnberg 

Insertions and deletions (INDELs) are examples of genomic changes in the DNA 
sequence. One main effect of those deletions is the change of the coding region of 
proteins with the potential to alter the encoded amino acids and cause frameshift 
mutations. These deletions can cause substantial modifications in proteins involved 
with the biology of cancer. We innovated in the use of an already existing method, 
which uses ternary matrices to identify genomic deletions with the use of high-
throughput transcriptome data (RNA-Seq). RNA-Seq data were used to identify small 
deletions up to 100 nucleotides in length within human exons. Here, we present data 
from the analysis of the human reference genome GRCh37/hg19 and 66 genomes 
from the 1000G project. We randomly selected three genomes representing each of 
the 22 available populations for mapping RNA-Seq data of the H1975 cell line, and 
samples from six nonsmoker patients and from 14 smokers patients with lung cancer. 
We identified deletions of up to 100 nucleotides that were also identified using the 
Varscan software when mapping to the reference genome GRCh37/hg19. We 
identified a small deletion of 15 nucleotides in tyrosine kinase domain in exon 19 in 
the EGFR gene in a tumor sample from a non-smoker patient. This deletion has been 
already present in the dbSNP database. In another non-smoker patient, a four-
nucleotide deletion was found that caused frameshift mutation in the CTSA gene 
simultaneously in normal and tumor samples. Meanwhile, we found the interferon-γ 
pathway with a high probability of being altered when analyzing the data of smoking 
patients, among the genes in which we found changes are INFGR1 and INFGR2. We 
identified deletions when we mapped the transcripts with 66 genomes of the 1000G 
project, which we did not find while mapping with the reference genome 
GRCh37/hg19. We identified a small deletion of 13 nucleotides in the EPDR1 gene 
that alters the ependymal domain of the encoded protein. In addition to this deletion, 
a loss of seven nucleotides was identified when using European ancestral genomes 
as a reference sequence. We also identified a small deletion in the CDH1 tumor 
suppressor of two nucleotides in nonsmoking patients using European and American 
ancestry genomes and a deletion of five nucleotides in three smoking patients on the 
AKT1 oncogene. In conclusion, we could use transcriptome data mapped on different 
genomes of different ancestry to identify small deletions of up to 100 nucleotides. 
These findings may be used to improve the lung cancer biology knowledge to 
develop new diagnosis and treatment methods. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O projeto genoma humano e as mutações no DNA 

A publicação do primeiro rascunho do genoma humano em 2001 propiciou 

novas perspectivas para a análise de genes humanos, incluindo a identificação de 

mutações em larga escala no genoma (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). 

Naquela época, as tecnologias disponíveis possibilitavam apenas o sequenciamento 

de regiões pontuais do genoma produzindo poucos dados e com alto custo por base 

sequenciada. O consórcio do genoma de referência (GRC) liberou a uma montagem 

do genoma humano de referência de 13 indivíduos, a qual a última versão é 

GRCh38 (Church et al., 2011; 2010). Esta montagem do genoma humano é usada 

para realizar comparações de sequências entre a sequência de referência e um 

determinado alvo para detectar mutações no DNA. 

Diversos tipos de mutações podem ocorrer na sequência de DNA. O primeiro 

tipo é definido como substituição e ocorro quando um certo nucleotídeo de uma 

posição cromossômica é substituída por uma das outras três bases nucleotídicas 

disponíveis. Estas substituições ainda podem ser classificadas por transição, quando 

uma purina (A ou G) é substituída por outra purina, ou uma pirimidina (C ou T) é 

substituída por outra pirimidina; ou então transversão, em que uma purina substitui 

uma pirimidina. Esta substituição de um nucleotídeo também é chamada de variante 

de nucleotídeo único (SNV) e quando ocorre em mais de 1% da população é 

classificado como um polimorfismo ou polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) 

(Vignal et al., 2002).  

Outro exemplo de tipo de mutações que alteraram o tamanho da sequência 

de DNA, são as deleções e inserções (INDELs). A deleção ocorre quando um bloco 

de um ou mais nucleotídeos é perdido, enquanto a inserção ocorre quando um ou 

mais nucleotídeos são ganhos em uma dada região do da sequência do DNA (Mills 

et al., 2006). As INDELs podem ser ainda categorizados de acordo com o seu 

tamanho: INDELs pequenas, para aqueles que variam de 1 a 543 nucleotídeos de 

comprimento (Bhangale et al., 2005), microINDELs quando atingem um máximo de 

50 nucleotídeos (Scaringe et al., 2008); e variantes estruturais, que são 

frequentemente identificadas em tumores e normalmente são maiores do que 10.000 

nucleotídeos de comprimento (Mullaney et al., 2010). Estas INDELs maiores podem 
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ser até observadas nos cromossomos em um exame de cariótipo. Eventos 

genômicos podem ocasionar INDELs, como por exemplo, o deslizamento da enzima 

DNA polimerase durante a replicação genômica que ocorre na meiose (Montgomery 

et al., 2013), gerando uma região de nucleotídeos repetidos denominados 

“microssatélites” que possuem de 5 a 50 repetições de sequências de nucleotídeos 

no total (Ellegren, 2004). Outro tipo de evento de INDEL ocorre por ação de 

elementos transponíveis ou transponsons. Os transposons são sequências de DNA 

que podem se mover de um local para o outro do genoma (Slotkin e Martienssen, 

2007). Estas sequências podem ser classificadas em retrotransponsons, que são 

transcritos em moléculas de RNA antes de serem novamente inseridas no DNA 

através da transcriptase reversa, ou classificadas como transponsons de DNA, em 

que uma sequência é cortada de uma região e inserida em outra através de uma 

enzima chamada transposase (Wicker et al., 2007). Os retrotransponsons ainda 

podem ser denominados como retrotransponsons de longas regiões terminais (ou 

LTR). Aqueles que não possuem LTR podem ser classificados como SINEs (do 

inglês, “short interspersed repeated sequences”) que podem possuir até 500 

nucleotídeos ou LINEs (do inglês, “long interspersed repeated sequences”) que 

podem possuir até 5.000 nucleotídeos (Weiner, 2002). Os elementos transponíveis 

com maior prevalência no genoma humano pertencem à família de elementos Alu, 

pertencentes aos retrotransponsons do tipo SINE. Esta família de elementos Alu, 

possuí mais de um milhão de cópias no genoma humano, contribuindo a 11% do 

código total (Deininger, 2011). Por ser a maior família de elementos transponíveis, 

os elementos Alu servem como núcleos de recombinação homóloga que podem 

causar diversas alterações genéticas, entre elas perdas genômicas (Batzer e 

Deininger, 2002). Sen e colaboradores (2006) identificaram perdas genômicas 

associadas à recombinação de elementos Alu ao comparar regiões adjacentes 

destes retrotransponsons em genomas de chimpanzé e humano. 

Podemos também enfatizar dois tipos de mutações mais complexas que 

afetam grandes porções da estrutura do DNA, como as inversões, que 

compreendem as rotações de 180º de um segmento da molécula de DNA, e as 

translocações, em que partes de dois cromossomos não homólogos trocam de lugar.  

Estas mutações ao mudar um gene ou o cromossomo podem causar a 

produção incorreta de proteínas e causar diferenças no fenótipo, como algumas 

doenças. No entanto mutações afetando a função de genes são raras, por exemplo, 
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a maioria das INDELs em regiões codificadoras de genes humanos não afetam 

domínios conhecidos de proteínas funcionais (de la Chaux et al., 2007).  

Deleções que alteram a fase de leitura do gene podem levar ao mecanismo 

de decaimento do mRNA mediado por mutações sem sentido (NMD), principalmente 

por adiantar o códon de parada por mais de 55 nucleotídeos antes da região de 

junção éxon-éxon (Behm-Ansmant et al., 2007). 

 

  

1.2 Mutações ligadas a doenças genéticas 

O banco de dados “Human Gene Mutation” (HGMD) relaciona mutações com 

desordens genéticas. Na sua última versão disponibilizada em 2016, este banco de 

dados possuía 107.554 (64%) SNPs não sinônimos, 42.950 (26%) deleções, 15.454 

(9%) de inserções e 1.766 (1%) de rearranjos (Stenson et al., 2016). 

Apesar dos SNPs serem mais abundantes, espera-se que as INDELs 

possuam impacto maior na estrutura e função das proteínas por terem o potencial de 

alterar o quadro de leitura das proteínas (Iengar, 2012). Muitos SNPs, mesmo que 

causem a troca de aminoácidos na proteína codificada, podem não afetar 

consideravelmente a estrutura da proteína, diferente das INDELs que podem 

ocasionar uma mudança na matriz de leitura da tradução ocasionando o 

truncamento prematuro da proteína traduzida ou então a tradução de aminoácidos 

adjacentes não presentes na proteína original. Portanto, a probabilidade de modificar 

sítios ativos é maior nestes casos (Ipe et al., 2017). Quando só olhamos para as 

INDELs, vemos uma predominância de deleções estarem associadas com doenças. 

Em populações com alta prevalência de doenças genéticas, como as que tiveram 

altas taxas de endogamia ao longo da história, são observadas INDELs (sendo que 

quatro são deleções) frequentes nestas populações ou nos indivíduos que 

descendem delas. Dentre elas, podemos citar a deleção de dois nucleotídeos no 

gene BRCA1, que é ligado a vários tipos de câncer, inclusive de mama e deleções 

em outros genes ligados a outras doenças, como: GJB2, CCR5 e BLM (Ostrer, 

2001). Além disso, 24% da doenças genéticas mendelianas1 são exclusivamente 

associadas a INDELs (Stenson et al., 2012). 

                                            
1
 Doenças relacionadas a mutações em apenas um gene, também chamadas de 

monogênicas. 
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Outro exemplo é a associação de uma deleção com a fibrose cística. Esta 

doença está associada com a perda de três nucleotídeos na região codificadora do 

gene CFTR com a consequentemente perda da função da proteína traduzida 

(Collins et al., 1987). Em algumas doenças mendelianas, proteínas de ligação ao 

RNA (RBP, do inglês “RNA binding proteins”) não podem se ligar ao seu sítio de 

ligação na molécula de RNA devido a deleções que ocorreram em sua sequência. 

Estas deleções estão descritas no banco de dados HGMD e estão localizadas em 

regiões próximas de sítios de “splicing”, possivelmente alterando o mecanismo de 

“splicing”, ou em regiões dentro de éxons em que há evidências de eventos de 

“splicing” alternativo (Zhang et al., 2014). 

No entanto, algumas deleções podem ser localizadas em regiões não 

codificadoras, como as regiões não traduzidas (UTR) 3' e 5'. Há na literatura 

exemplos de deleções em regiões 3’ UTR que alteram o sítio de ligação ao miRNA. 

Podemos citar duas deleções descritas na região 3’ UTR do gene IKK1 que alteram 

o sítio de ligação do miR-223 (Bhattacharya et al., 2012). Em contraste, os INDELs 

que ocorrem na 5’ UTR são preditos para alterar os motivos de iniciação de 

tradução, “upstream” do códon de início (uAUGs) e “upstream” da fase de leitura 

aberta (uORFs) (Chen et al., 2011). Por exemplo, duas deleções na região 5' UTR 

no gene DJ-1 foram identificadas num grande número de pacientes com Doença de 

Parkinson (Glanzmann et al., 2014).  

Os genes afetados estão associados ao crescimento tumoral e criação de 

mecanismos de sobrevivência celular destes tumores (Greenman et al., 2007; 

Stratton et al., 2009). A seguir será revisada a associação de INDELs e câncer. 

1.3 O Câncer 

O câncer, palavra usualmente utilizada para designar tumores malignos, não 

é uma terminologia que se refere a uma única patologia, mas sim a uma diversidade 

de patologias cujo processo carcinogênico, os fatores de risco associados, bem 

como o grau de malignidade podem ser completamente distintos (Weinberg, 2006). 

Um câncer é caracterizado pelo crescimento anormal de células (neoplasia), que 

formam uma massa de células (o neoplasma), comumente chamado de tumor 

(Kumar et al., 2010).  Da mesma forma que não existe apenas um tipo da doença, 

também não existe uma causa única. As causas para o surgimento do câncer 

podem ser divididas entre fatores internos e externos. Dentre os fatores internos 
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temos: mutações herdadas, hormônios e condições imunes; e dentre os fatores 

externos: fumo, dieta, radiação, e organismos infecciosos (Anand et al., 2008). 

A nomenclatura dos tumores é proveniente da origem tecidual das células de 

origem epitelial, por exemplo, originam os tumores humanos mais comuns 

existentes, os carcinomas. Há ainda alguns carcinomas específicos relacionados ao 

tipo de tecido epitelial como, por exemplo, aqueles formados por células epiteliais 

que selam cavidades para proteger células adjacentes. Tal tipo de tumor é 

denominado carcinoma de células escamosas. Como também existem células 

epiteliais que secretam substâncias nas cavidades que as revestem, tumores 

originados por estas células são denominados adenocarcinomas (Kumar et al., 

2010). 

Há ainda tumores que são originados a partir de tecidos não epiteliais, dentre 

eles temos: sarcomas (a partir de tecidos conjuntivos); leucemias (derivados de 

diversas linhagens de células hematopoiéticas); linfomas (surgem a partir de 

linhagens celulares linfoides, como linfócitos B e T) e tumores originados por 

componentes do sistema nervoso central (como gliomas, glioblastomas, 

neuroblastomas, schwanomas e meduloblastomas) (Weinberg, 2006). 

 

1.4 Câncer de pulmão 

Na população brasileira, o câncer de pulmão foi estimado como o segundo 

tipo de malignidade mais incidente entre os homens (8,1% dos casos câncer) e o 

quarto mais incidente entre as mulheres  (5,1% dos casos de câncer) no biênio de 

2016-2017 (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2016). 

Ademais de acordo com o relatório de 2014 da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), o câncer de pulmão é aquele que possui maior incidência entre homens no 

mundo (16,7% dos casos de câncer) e o terceiro com maior incidência entre as 

mulheres (8,7% dos casos de câncer) (Stewart e Wild, 2014). 

Entre 90 e 95% dos casos de tumores em pulmão consistem em carcinomas. 

Os carcinomas de pulmão possuem uma grande influência do tabagismo. Cerca de 

87% dos pacientes com este tipo de câncer são fumantes ativos ou aqueles que 

pararam recentemente (Kumar et al., 2010). Além do tabagismo, outros fatores de 

risco desse tipo de câncer são: riscos industriais (trabalhadores envolvidos com 
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material radioativo ou asbestos2), poluição do ar e genética molecular (mutações em 

genes como EGFR, KRAS, MYC e KIT). 

Os carcinomas podem ser classificados em dois tipos: o câncer de pulmão de 

células pequenas (SCLC) e o câncer de pulmão de células não pequenas (NSCLC). 

Há três tipos de tumores do tipo NSCLC: o adenocarcinoma, carcinoma de células 

escamosas (SCC) e o carcinoma de células grandes. Os tipos mais comuns são o 

adenocarcinoma e o SCC entre homens e mulheres (Travis et al., 2004).  

 

1.5 Associação de deleções genômicas com o câncer 

O gene TP53 é frequentemente alvo de mutações em câncer, incluindo 

INDELs. A proteína p53 é codificada por este gene e desempenha função de reparo 

do DNA. Uma inserção de 16 nucleotídeos no íntron 3 do gene TP53 aumenta o 

risco de câncer colorretal (Gemignani et al., 2004). Em outro gene, GAS5, há uma 

deleção de cinco nucleotídeos que está associada ao aumento de risco de 

carcinoma hepatocelular na população chinesa (Tao et al., 2015). A instabilidade 

genômica é outra característica comum detectada em tumores. Por exemplo, alguns 

subtipos de tumores colorretais são causados por um fenômeno conhecido como 

instabilidade de microssatélites (MSI) capaz de ocasionar mutações, em que as 

células perdem a capacidade de reparo de pareamentos errados do DNA (Boland e 

Goel, 2010; Williams et al., 2010). Por exemplo, a ocorrência de MSI já foi associada 

à identificação de uma mutação na região 3' UTR do gene EGFR no câncer 

colorretal (Yuan et al., 2009). MicroINDELs também foram identificados no gene 

TP53 com frequências semelhantes às de outros tumores humanos como na mama, 

bexiga, colorretal, ovário, boca, pulmão e estômago (Scaringe et al., 2008). 

O número e a variedade de mutações em tumores é enorme e neste contexto 

foi criado o Catálogo de Mutações Somáticas em Câncer (base de dados COSMIC) 

(Forbes et al., 2008). A base de dados COSMIC armazena todas as mutações 

somáticas identificadas nos genes e as associa a diferentes tipos de informação, tais 

como a droga alvo e o tumor associado. Um destes genes é o EGFR, que 

compreende um grande número de mutações associados a tumores. Devido à forte 

associação entre as alterações do EGFR e a ocorrência de NSCLC, foi criada uma 

                                            
2
 Material de silicato utilizado em construções de residências e comércios. 
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base de dados específica para este gene: a base de dados de mutações do gene 

EGFR (Gu et al., 2007). 

 

1.6 Bases de dados públicos de INDELs e de corridas de HTS 

Até o amplo uso da tecnologia de sequenciamento de alta vazão (HTS), 

utilizava-se bases de dados como o dbSNP (do inglês “Single Nucleotide 

Polymorphism Database”) (Wheeler et al., 2007) para comparar SNPs e INDELs 

identificados em algum experimento com aqueles já descritos na literatura. Esta 

base de dados de polimorfismos em sequências de DNA foi criada em 1998 como 

um suplemento do Genbank do NCBI. 

Em 2008, foi lançado o projeto “1000 Genomes” (1000G) com a missão de 

lançar o mais detalhado catálogo de variações em genomas humanos (The 1000 

Genomes Consortium, 2010) ao sequenciar o genoma de seres humanos de 

diferentes populações mundiais. 

Até o mês de Outubro de 2015, o referido projeto sequenciou 2.500 genomas 

de humanos de diferentes populações na sua primeira fase (The 1000 Genomes 

Consortium, 2012), o que possibilitou a busca de alterações genômicas (como 

INDELs e SNPs) não apenas relacionadas à sequência do genoma de referência 

para espécie humana. 

A imensa geração de dados de HTS permitiu a criação de diferentes bancos de 

dados públicos para que estes dados possam ser armazenados e acessados. Este 

tipo de iniciativa leva à possibilidade de novas descobertas em dados já analisados. 

A primeira base de dados deste tipo foi o SRA (do inglês, “Sequence Read Archive”) 

disponível pelo site do NCBI e é uma colaboração entre esta instituição, o EBI (do 

inglês “European Bioinformatics Institute”) e do DDBJ ( do inglês “DNA data bank of 

Japan”) (Wheeler et al., 2008).  

No entanto o EBI resolveu de certa forma criar uma base de dados que o 

permitisse controlar os acessos a eles. Por isso criou o EGA (do inglês “European 

Genome-phenome Archive”), e para acessar estes dados os usuários precisam se 

registrar e pedir permissão detalhando suas intenções (Lappalainen et al., 2015). 

O SRA e o EGA possuem dados de HTS de diversas estratégias e organismos. 

Porém, uma nova iniciativa surgiu em 2013 com a intenção de guardar dados 

apenas de tumores em seres humanos, conhecido como “The Cancer Genome 
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Atlas” (TCGA) (Cancer Genome Atlas Research Network and Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2013). Análises adicionais de dados de exoma e WGS de 

amostras de tumores de câncer colorretal e endometrial disponibilizados deste 

banco de dados contribuiu para a identificação de novos INDELs (Kim et al., 2013b). 

Ao longo do tempo, começaram a usar mais o RNA-Seq em detrimento de 

dados genômicos para identificar INDELs (Kim e Park, 2014; Nielsen et al., 2011). A 

vantagem do uso de dados RNA-Seq se dá pelo fato que os dados de transcriptoma 

são mais abundantes do que os dados sobre as sequências genômicas disponíveis 

em bancos de dados públicos. Outro aspecto importante do uso de dados de 

transcriptoma é que, além de ser possível identificar alterações genômicas, a 

expressão destas variações pode ser analisada (Wajnberg e Passetti, 2016). 

Estimativas de 2015 mostram que a base de dados TCGA possuía 18.832 corridas 

RNA-Seq e 9.551 de DNA-Seq, o banco de dados SRA possuía 5.358 corridas de 

RNA-Seq e 3.036 de DNA-Seq, enquanto o banco de dados de EGA possuía 6.018 

corridas de RNA-Seq e 1.662 de DNA-Seq (1.1). Portanto, há mais do que o dobro 

de dados de RNA-Seq em relação aos dados de DNA-Seq nas bases de dados 

acima mencionadas. Uma comparação entre uma mesma amostra analisada com 

WGS e RNA-Seq demonstrou que o uso de RNA-Seq pode identificar 81% das 

mutações identificadas utilizando WGS (Cirulli et al., 2010). Pelo exposto, cada vez 

mais esta tecnologia tem sido usada para buscar INDELs. 
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 Figura 1.1 Comparação entre DNA-Seq e RNA-Seq para a identificação de INDELs 
em amostras de câncer usando dados públicos disponíveis do TCGA, SRA e EGA 
(Adaptado de Wajnberg et al.,2016). 

 

1.7 Justificativa 

Os íntrons são geralmente sequências longas que são removidas durante o 

evento de “splicing” após a transcrição de um gene (Lander et al., 2001). Wang e Yu 

(2011) analisaram o genoma sequenciado de populações do 1000G e determinaram 

que o tamanho mínimo de um íntron é de 87 pares de bases. Esses íntrons mínimos 

foram identificados nas populações Yorubá, européia, chinesa Han e japonesa. O 

nosso grupo construiu um banco de dados de variantes de “splicing” (Tavares et al., 

2014) a partir do banco de dados de sequências de dados de sequenciamento de 

transcriptomas. As sequências expressas foram organizadas usando a metodologia 

desenvolvida pelo nosso grupo denominada matrizes ternárias e agrupadas em 

transcritos hipotéticos. Nestes dados, foram identificadas possíveis perdas deleções 

de até 100 nucleotídeos nas variantes de transcritos em porções centrais de éxons 

conhecidos, podendo ser classificados também como potenciais íntrons. Neste 

banco de dados, identificamos aproximadamente 56 mil eventos potenciais de 

perdas pequenas, sendo 63% delas com potencial para alterar a fase de leitura das 

proteínas. Na literatura, há ainda uma discussão se esses tipos de eventos seriam 

microéxons ou deleções (LaFlamme, 2015). Simultaneamente, em resultados 
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preliminares, identificamos 51 casos de perdas pequenas que ocorrem dentro de 

éxons humanos usando a base de dados do dbSNP (Wheeler et al., 2007). 

Pequenas deleções em regiões codificadoras de genes humanos já são conhecidas 

em genomas de diversas populações (Mills et al., 2006) e em alguns tipos de 

câncer, como por exemplo: ovário (Jones et al., 2010), glioblastoma (Parsons et al., 

2008) e meduloblastoma (Parsons et al., 2011).  

Não obstante, perdas pequenas em regiões nos éxons podem alterar 

domínios funcionais de proteínas ocasionando a alteração de sua função. 

Realizamos uma revisão bibliográfica e não foram encontrados dados que 

relacionam deleções genômicas a partir da análise de dados de transcriptoma nas 

diversas populações de seres humanos, apesar de existirem mais dados de 

transcriptoma disponíveis e publicados do que de genoma. Além disso, não há 

nenhum estudo que avalie pequenas alterações de sequências a partir deste tipo de 

mutação. Assim, pretendemos avaliar o impacto destas pequenas deleções na 

sequência das proteínas codificadas, no intuito de investigar domínios proteicos 

interrompidos. 

Metodologicamente, há o desafio de se trabalhar com deleções encontradas 

em dados de RNA-Seq utilizando o genoma humano de referência e a identificação 

de novas deleções usando dados de anotação de polimorfismos de outros genomas 

oriundos do projeto “1000 Genomes” (1000G). O 1000G sequenciou o genoma e fez 

a anotação de polimorfismos de pessoas saudáveis de diversas populações 

humanas. Atualmente, os programas desenvolvidos para a identificação de deleções 

em dados de RNA-Seq não conseguem fazer essa identificação nos dados do 

1000G. Assim, como desafio em termos de bioinformática, empregaremos a 

abordagem das matrizes ternárias para identificação de deleções em dados de RNA-

Seq usando o genoma humano de referência, bem como a identificação usando 

dados de outros genomas humanos oriundos do 1000G. A metodologia das matrizes 

ternárias já foi empregada com sucesso para a identificação de variantes por 

“splicing” alternativo no transcriptoma e proteoma humano (Tavares et al., 2017; 

Tavares et al., 2014). Porém, o seu uso para detecção de deleções é ainda inédito. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o possível impacto de pequenas deleções no genoma humano sobre 

as sequências de proteínas codificadas usando dados de RNA-Seq de câncer de 

pulmão. 

. 

2.2 Objetivos Específicos 

- Identificar deleções usando dados de RNA-Seq de câncer de pulmão, 

tentando as classificar como somáticas ou potenciais candidatos a germinativas; 

- Comparar  a metodologia de matrizes ternárias com o programa Varscan; 

- Reconstruir três genomas a partir das deleções catalogadas de cada 

população do projeto “1000 Genomes” (1000G); 

- Traduzir as sequências dos genes com deleções identificadas e avaliar o 

impacto destas alterações na sequência das proteínas; e 

- Associar os polimorfismos identificados com as vias de sinalização 

possivelmente alteradas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os programas e dados foram executados, processados e armazenados 

no Laboratório de Bioinformática e Biologia Computacional no Instituto Nacional de 

Câncer (INCA), no Laboratório de Genômica Funcional e Bioinformática do Instituto 

Oswaldo Cruz da Fundação Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) e na Plataforma de 

Bioinformática da Fiocruz RPT04A/RJ da Fiocruz. 

3.1 Obtenção dos genomas de referência e transcritos do RefSeq 

para a construção das matrizes 

Arquivos de extensão VCF que contém os polimorfismos de três genomas de 

cada uma das 22 populações humanas, disponíveis no 1000G 

(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk) correspondente à fase 3 do projeto, versão 5a 

foram utilizados (Tabela 3.1). Estes arquivos possuem a localização cromossômica e 

tipo de cada polimorfismo. Todos mapeamentos realizados pelo 1000G foram 

realizados no genoma de referência humano versão GRCh37/hg19. A reconstrução 

dos três genomas de cada população humana do 1000G foi realizada utilizando 

programas escritos na linguagem de programação Perl para localizar a posição de 

cada polimorfismo apenas nas regiões gênicas do genoma de referência humano 

versão GRCh37/hg19. 

Os dados referentes aos transcritos e proteínas foram obtidos através do 

projeto RefSeq (Pruitt et al., 2009) onde é possível obter dados de qualidade que 

foram utilizados para constituir a base de dados de humano.  

É importante ressaltar que o nosso grupo já possuía os dados de 

mapeamento de todo dbEST no genoma de referência humano GRCh37/hg19, esta 

metodologia já está estabelecida no nosso grupo e este banco de dados vem sendo 

utilizado em outros projetos em andamento no laboratório. Cada transcrito 

depositado na base de dados é analisado utilizando a metodologia de matriz ternária 

(Tavares et al., 2014) já existente no nosso grupo para a identificação de perdas 

pequenas em sequências. 

 

 

 

ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/
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Tabela 3.1 Genomas do 1000G utilizados no mapeamento dos dados de RNA-Seq. 

Genoma População Ancestralidade 

HG01455, HG01148, HG01113 Colombiana (CLM) Americana 

HG01948, HG01961, HG02299 Peruana (PEL) Americana 

HG00641, HG01055, HG01197 Porto riquenha (PUR) Americana 

HG01879, HG02549, HG02282 Afro-caribenha (ACB) Africana 

HG03105, HG03112, HG03169 Esan da Nigéria (ESN) Africana 

HG02852, HG02798, HG02896 Gambiana (GWD) Africana 

NA19041. NA19042, NA19020 Luthya do Quênia (LWK) Africana 

HG03066, HG03449, HG03433 Mende de Serra Leoa (MSL) Africana 

NA18878, NA18486, NA18517 Yoruba da Nigéria (YRI) Afriacana 

HG03910, HG03937, HG03916 Bengali de Bangladesh (BEB) Sul asiática 

HG03772, HG03714, HG04056 Indiano do Reino Unido (ITU) Sul asiática 

HG02731, HG02736, HG02654 Paquistanesa (PJL) Sul asiática 

HG03896, HG03756, HG03745 Tamil do Reino Unido (STU) Sul asiática 

HG00956, HG02156, HG02402 Chinesa Dai (CDX) Leste asiática 

NA18643, NA18641, NA18648 Chinesa Han de Pequim (CHB) Leste asiática 

HG00556, HG00674, HG00534 Chinesa Han do sul (CHS) Leste asiática 

NA18946, NA18975, NA18939 Japonesa (JPT) Leste asiática 

HG02020, HG01869, HG02061 Vietnamita (KHV) Leste asiática 

HG00151, HG00114, HG00122 Britânica (GBR) Europeia 

HG00341, HG00361, HG00367 Finlandesa (FIN) Europeia 

HG01537, HG01501, HG01602 Espanhola (IBS) Europeia 

NA12761, NA12762, NA12413 Americana caucasiana (CEU) Europeia 

  

3.2 Obtenção dos dados de RNA-Seq 

Utilizamos dados de sequenciamento de transcriptoma de tumores de 

pacientes para os quais também estejam disponíveis dados de sequenciamento de 

tecido normal adjacente ao tumor para possível identificação de perdas que ocorrem 

apenas em tecido transformado, com exceção da amostra com réplica biológica 

proveniente da linhagem celular H1975 (acessos SRR1706863 e SRR1706864 do 

banco SRA utilizando o sequenciador “Illumina HiSeq 2500” e “reads single-end”), 

em que o doador não era fumante. A análise de pequenas deleções foi realizada 
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utilizando dados de RNA-Seq de adenocarcinoma de pulmão disponíveis no banco 

de dados SRA do NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/sra/) e no banco de dados do TCGA 

(https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/). 

Utilizamos o estudo SRP012656 da base de dados SRA, no total 12 corridas 

utilizando a plataforma “Illumina Genome Analyzer II” com leituras “paired-end” de 50 

nucleotídeos correspondentes a amostras de adenocarcinoma de pulmão e tecido 

normal adjacente ao tumor de 6 pacientes coreanas que nunca fumaram (Tabela 

3.2) (Kim et al., 2013a). Vale ressaltar que o trabalho supracitado não menciona 

nada sobre dois pacientes (P2 e P7) em suas análises. Além deste estudo, também 

utilizamos um grupo de amostras de pacientes de adenocarcinoma de pulmão do 

banco de dados TCGA sequenciados pelo “Christiana Healthcare Center” utilizando 

o sequenciador “Illumina HiSeq 2000” gerando leituras “paired-end” de 50 

nucleotídeos que totalizam 28 amostras pareadas de 14 pacientes fumantes (Tabela 

3.3) (Collisson et al., 2014). O acesso a estes dados foi autorizado pelo comitê de 

acesso a dados do dbGAP (projeto de número 9636). 
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Tabela 3.2 Amostras utilizadas de Kim e colaboradores (2013a) do banco SRA com a quantidade de “reads” de cada corrida e 
estatísticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity. 

ID 

amostra 

Acesso SRA Tipo de 

amostra 

leituras brutas leituras após filtro de 

qualidade 

leituras 

mapeadas 

Contigs 

montados 

N50 

P1N SRR493938 Normal 76.902.448 74.301.521 67.168.110 682.755 546 

P1T SRR493940 Tumoral 68.084.332 65.825.445 58.505.818 806.563 463 

P3N SRR493942 Normal 68.426.110 66.322.532 61.616.904 519.749 715 

P3T SRR493944 Tumoral 83.275.440 80.114.213 72.150.855 700.773 407 

P4N SRR493946 Normal 71.277.616 68.824.114 63.568.988 205.709 486 

P4T SRR493948 Tumoral 69.054.280 66.528.755 60.605.403 707.098 463 

P5N SRR493950 Normal 64.767.290 62.225.438 56.730.775 585.151 377 

P5T SRR493952 Tumoral 58.892.784 56.652.120 50.907.099 386.764 470 

P6N SRR493954 Normal 53.335.026 52.105.854 47.931.290 592.680 424 

P6T SRR493956 Tumoral 59.276.726 56.327.257 52.384.986 696.496 342 

P8N SRR493958 Normal 61.971.570 60.221.102 55.352.282 750.229 315 

P8T SRR493960 Tumoral 63.737.424 60.429.012 55.840.651 792.318 288 
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Tabela 3.3 Lista de amostras utilizadas do banco de dados TCGA sequenciados do “Chritiana Healthcare Center” com a quantidade de 
“reads” de cada corrida e estatísticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity. 
                 (continua) 

ID amostra TCGA Barcode Tipo de 

amostra 

leituras brutas leituras após 

filtro de 

qualidade 

leituras 

mapeados 

Contigs 

montados 

N50 

2655_N TCGA-44-2655-11 Normal 75.312.544 73.102.057 68.699.901 531.330 175 

2655_T TCGA-44-2655-01 Tumoral 74.898.411 73.502.233 68.683.965 830.960 95 

2657_N TCGA-44-2657-11 Normal 76.088.415 71.619.475 67.636.142 375.494 163 

2657_T TCGA-44-2657-01 Tumoral 75.300.578 71.874.171 64.573.144 391.288 146 

2662_N TCGA-44-2662-11 Normal 76.356.439 70.444.379 68.360.589 379.091 138 

2662_T TCGA-44-2662-01 Tumoral 75.826.248 70.971.323 66.821.175 652.862 123 

2668_N TCGA-44-2668-11 Normal 74.918.887 72.608.032 64.460.604 354.720 178 

2668_T TCGA-44-2668-01 Tumoral 74.660.362 72.517.768 68.010.771 1.691.885 97 

3396_N TCGA-44-3396-11 Normal 76.859.393 70.508.486 67.071.951 438.565 170 

3396_T TCGA-44-3396-01 Tumoral 76.685.297 70.699.805 63.521.447 659.999 129 

3398_N TCGA-44-3398-11 Normal 75.483.539 73.398.168 68.536.549 565.421 166 

3398_T TCGA-44-3398-01 Tumoral 74.408.644 70.653.374 69.252.155 659.819 124 

5645_N TCGA-44-5645-11 Normal 75.912.285 73.806.304 67.673.020 425.579 185 

5645_T TCGA-44-5645-01 Tumoral 75.486.898 71.947.452 67.318.294 460.562 159 

6145_N TCGA-44-6145-11 Normal 74.461.400 70.010.825 66.112.520 370.744 162 

6145_T TCGA-44-6145-01 Tumoral 76.629.817 71.060.927 66.130.021 329.022 194 
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Tabela 3.3 Lista de amostras utilizadas do banco de dados TCGA sequenciados do Chritiana Healthcare Center com a quantidade de 
“reads” de cada corrida e estatísticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity. 
                  (conclusão) 

ID amostra TCGA Barcode Tipo de 

amostra 

leituras 

brutas 

leituras após 

filtro de 

qualidade 

leituras 

mapeadas 

Contigs 

montados 

N50 

6146_N TCGA-44-6146-11 Normal 75.282.358 73.933.243 67.957.539 320.554 193 

6146_T TCGA-44-6146-01 Tumoral 75.082.597 70.779.186 68.036.431 323.506 174 

6147_N TCGA-44-6147-11 Normal 75.672.495 73.121.933 67.556.729 493.120 178 

6147_T TCGA-44-6147-01 Tumoral 75.328.638 73.697.347 67.110.433 1.507.745 78 

6148_N TCGA-44-6148-11 Normal 76.102.142 72.288.143 65.901.463 543.506 148 

6148_T TCGA-44-6148-01 Tumoral 74.717.538 72.311.169 64.114.604 440.751 173 

6776_N TCGA-44-6776-11 Normal 74.565.090 70.792.115 63.607.371 320.244 227 

6776_T TCGA-44-6776-01 Tumoral 76.371.643 70.136.497 68.868.050 244.706 256 

6777_N TCGA-44-6777-11 Normal 75.032.096 71.593.840 64.761.382 348.551 242 

6777_T TCGA-44-6777-01 Tumoral 74.518.447 71.460.520 67.822.312 384.869 245 

6778_N TCGA-44-6778-11 Normal 74.371.546 71.653.077 63.154.381 672.992 153 

6778_T TCGA-44-6778-01 Tumoral 74.232.676 71.539.354 66.800.118 673.375 154 
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3.3 Filtro das leituras e mapeamento 

Os dados de sequenciamento foram alinhados com o programa Novoalign 

versão 3.03 (parâmetros “-r None -i 300,50”) (Hercus, 2009) após a retirada de 

adaptadores (retirando a sequência ‘AGATCGGAAGAGC’ de 13 nucleotídeos 

correspondente do Illumina) e filtro de qualidade (retirando as leituras com “phred 

score” inferior a 30) usando o programa Trim Galore versão 0.4.0 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). O parâmetro “-r None” 

do Novoalign corresponde ao comando do programa para selecionar as leituras que 

mapeam uma única vez no genoma evitando utilizar aqueles que poderiam estar 

mapeando em regiões repetitivas ou em famílias gênicas. Já o parâmetro “-i 300,50” 

corresponde a uma instrução para o programa considerar leituras P1 e P2 respeitem 

o tamanho do fragmento sequenciado de 300 nucleotídeos com desvio padrão de 

50, presente nos artigos de Kim e colaboradores (2013a) e Collisson e 

colaboradores (2014) e que são geralmente usados no sequenciamento “paired-end” 

da Illumina. O programa samtools (versão 1.5) (Li et al., 2009) foi utilizado para 

converter os arquivos de extensão SAM em arquivos binários comprimidos de 

extensão BAM (usando os parâmetros “view -Sb”). O primeiro parâmetro “-S” para 

auto detectar o formato do arquivo de entrada e o parâmetro “-b” para usar o padrão 

de saída BAM. As tabelas 3.2 e 3.3 mostram a quantidade leituras nos arquivos 

brutos, após os filtros de qualidade, aqueles utilizados no mapeamento por amostra 

e informações da montagem dos transcriptomas utilizando o programa Trinity. 

3.4 Montagem usando o Trinity 

As leituras alinhadas ao genoma de referência GRCh37/hg19 foram 

montados pelo programa de montagem Trinity versão 2.1.1 (Grabherr et al., 2011) 

utilizando o arquivo de extensão bam (parâmetros “--genome_guided_bam --

genome_guided_max_intron 10000 --CPU 2 --min_contig_length 30 --max_memory 

50G”). Para cada gene, utilizamos o programa Trinity para o conjunto de leituras 

mapeadas na região. Assim, evitamos que haja contaminação de leituras mapeados 

em outros genes na montagem dos transcritos usando somente aqueles mapeados 

em cada gene. Escolhemos o tamanho mínimo de 30 para cada contig para 
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possibilitar que o programa Trinity monte utilizando o máximo de leituras possíveis 

para não perder respectivas leituras que tenham deleções. Outro parâmetro 

escolhido foi o tamanho máximo de íntron para 10.000 para que a montagem possa 

ocorrer mesmo em regiões distantes. As tabelas 3.2 e 3.3 mostram a quantidade de 

transcritos montados por amostra e o valor N50, ou seja, tamanho dos contig em 

que, junto com os maiores contigs, representa metade da cobertura total da corrida 

(Pontius et al., 2007). 

 

3.5 Identificação de pequenas deleções 

 

Como exposto, usamos uma abordagem de alinhar e montar os transcritos 

para cada gene para evitar a contaminação de transcritos de outros genes quando 

forem processados as leituras de um determinado gene. O produto desta montagem 

são os transcritos hipotéticos para cada gene que foram alinhados contra os seus 

respectivos genes presentes nos 66 genomas do 1000G e o genoma de referência 

humano GRCh37/hg19 utilizando o programa BLAT para cada gene (Kent, 2002) 

(parâmetros -minIdentity=97 -out=sim4). O parâmetro de mínima identidade foi 

utilizado para manter apenas os alinhamentos que possuíssem um mínimo de 97 de 

identidade (máximo de 100) para obter os alinhamentos mais confiáveis e o segundo 

parâmetro correspondente a saída na forma em que cada linha possua um bloco de 

início e fim de localizações cromossômicas de cada bloco de alinhamento entre 

aberturas do mapeamento (seja íntrons ou deleções). Novas deleções pequenas de 

até 100 nucleotídeos foram identificadas a partir desses transcritos quando 

dispostas nas matrizes ternárias e presentes internamente em éxons (Figura 3.1) 

(Tavares et al., 2014). Identificamos apenas deleções pelo motivo de que a 

abordagem das matrizes ternárias não permite a identificação de inserções. Após a 

identificação das pequenas deleções, filtramos os resultados em que as deleções 

podiam ser encontradas em pelo menos trêsleituras do alinhamento original 

realizado pelo Novoalign (nas deleções identificadas a partir do genoma de 

referência hg19/GRCh37) ou filtradas ao verificarmos inserções nos arquivos de 

extensão VCF nos genomas do 1000G (Figura 3.2).  

Além disso, utilizamos o programa samtools para mostrar quais leituras 

representavam as regiões afetadas por pequenas deleções (utilizando  o parâmetro 
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“view chrN:x-y”, onde “N” é o número do cromossomo, “x” é o ínicio e “y” é o fim da 

localização da deleção. Com a lista de leituras que cobrem uma certa região 

podemos também identificar quais delas possuíam as deleções ao buscar a letra “D” 

no código CIGAR do mapeamento. Com esse fim, utilizamos o programa “awk” no 

terminal do Linux com o seguinte comando: “awk '{if $6 ~ /D/) {print $0}}'. Com esse 

comando apenas é mostrado as linhas que possuem as leituras em que a 6ª posição 

“$6” possui um “D” de deleção. 

 

Figura 3.1 Representação de transcritos do Refseq e gerado a partir da montagem 
do Trinity dispostos na matriz ternária. A) Representação do alinhamento dos dois 
transcritos, sendo o transcrito do Trinity contendo uma deleção no éxon 2, contra um 
gene do genoma de referência humano GRCh37/hg19. B) Deleção em vermelho 
representada com um zero nas matrizes ternárias. 
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Figura 3.2 Esquema representando a identificação de pequenas deleções nas 
matrizes ternárias. 
 

 

Realizamos a validação dos resultados utilizando o programa de identificação 

de SNPs e INDELs chamado Varscan, versão 2.4.0 (Koboldt et al., 2009). Utilizamos 

este programa com filtro de p-valor de 0,05 para identificar apenas as pequenas 

perdas de até 100 nucleotídeos nos dados de RNA-Seq mapeados ao genoma de 

referência humano GRCh37/hg19. Para visualizar as deleções utilizamos o 

programa IGV (do inglês, “Integrative Genomics Viewer”) (Robinson et al., 2011) 

para as leituras mapeadas no genoma de referência GRCh37/hg19 e o programa 

JBrowse (Skinner et al., 2009) para os transcritos montados mapeados nos 66 

genomas do 1000G.  

Com o intuito de verificar as vias de sinalização possivelmente alterada, 

utilizamos o pacote do Bioconductor MGSA (versão 3.5) (Bauer et al., 2011). Este 

programa calcula a probabilidade posterior, através de uma inferência bayesiana, de 

uma via de sinalização de um dado banco de dados estar super-representada. No 

nosso caso, utilizamos a base de dados “Gene Ontology” (Ashburne et al., 2000). 

Apenas consideramos em nossos resultados aquelas com probabilidade posterior 

acima de 0,5 em possuírem maior chance de estarem alteradas. 
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3.6 Avaliação do impacto na sequência de proteínas 

A anotação destas pequenas deleções foi realizada utilizando o programa 

Segtor (Renaud et al., 2011) (parâmetros -s hg19 -d refseq -m 5). O parâmetro “s” 

corresponde a versão do genoma usado para a anotação, o parâmetro “d” é utilizado 

para escolha das informações contidas na base de dados RefSeq (O’Leary et al., 

2016) e o parâmetro “m 5” que corresponde a opção de anotação de INDELs.  

Também foram produzidos programas próprios em linguagem de programação Perl 

para esta análise para processar os arquivos de resultado. O programa Segtor ao 

anotar as pequenas deleções, mostra a sequência de aminoácidos hipoteticamente 

produzida a partir da tradução da sequência genômica. Com a sequência de 

aminoácidos desta proteína hipotéticas, podemos verificar os domínios que foram 

alterados utilizando a base de dados CDD (do inglês, “Coding Domain Database”) 

(Marchler-Bauer et al., 2015) através da utilização do programa RPS-BLAST 

(Marchler-Bauer et al., 2002) disponível no pacote BLAST+ (v2.2.3) 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) com o limiar de 1x10-5 

para o e-value (usando o parâmetro -evalue). Além desse parâmetro utilizamos 

também o “-db” para utilizar a base de dados construída com o “makeblastdb”. O 

programa RPS-BLAST (do inglês, “Reverse Position-Specific BLAST”) realiza a 

comparação entre uma matriz de “scores” posição específica (PSSM), gerada a 

partir do alinhamento de domínios proteicos conservados contidos nas seguintes 

bases de dados: NCBI (CDD) disponível em 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (NCBI Resource Coordinators, 

2013), SMART (Letunic et al., 2004), COG disponível em 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitor.html) (Tatusov et al., 2000), KOG 

Protein clusters disponível em (www.ncbi.nlm.nih.gov/proteinclusters) (Tatusov et al., 

2003) e TIGRFAM disponível em (blast.jcvi.org/web-hmm/) (Haft et al., 2003).   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para facilitar o entendimento dos resultados e seus desdobramentos no 

desenvolvimento deste projeto, apresentaremos os resultados seguido da discussão 

em cada uma das seções. 

4.1 Identificação de pequenas deleções no genoma GRCh37/hg19 

4.1.1 Prova de conceito utilizando a linhagem celular H1975 

Como prova de conceito, escolhemos o programa Varscan que foi adotado 

pela comunidade científica para a identificação de SNPs e INDELs em dados de 

DNA-Seq (Koboldt et al., 2009). Assim, utilizamos o programa Varscan para a 

identificação de 385 pequenas deleções de até 100 nucleotídeos em dados de RNA-

Seq da linhagem celular humana H1975 (códigos de acesso no SRA SRR1706863 e 

SRR1706864). Utilizando estes dados brutos e empregando a metodologia das 

matrizes ternárias (Tavares et al., 2014), identificamos 343 pequenas deleções de 

até 100 nucleotídeos, sendo 87% delas identificadas pelos dois programas (Figura 

4.1). Para a linhagem de células H1975, as deleções identificadas por nossa 

metodologia estavam presentes em regiões cobertas em média por 32 leituras, 

sendo cada deleção representada pela média de seis leituras (desvio padrão de 2). 

O valor máximo de leituras representando uma deleção foi de 15 e o valor mínimo 

para seleção de uma deleção foi de três leituras. 
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Figura 4.1 Pequenas deleções identificadas por nossa metodologia utilizando as 
matrizes ternárias (verde) e utilizando o Varscan na amostra de RNA-Seq de H1975 
(SRR1706863 e SRR1706864). 

 

 

Ao compararmos os nossos achados com aqueles produzidos pelo programa 

Varscan, verificamos que 52 deleções pequenas de até 100 nucleotídeos foram 

detectadas exclusivamente pelo referido programa. Isto ocorreu devido ao fato de 

usarmos o programa Trinity para remontagem dos transcritos a partir de dados de 

RNA-Seq. Inspecionamos manualmente os 52 casos e apesar de alterarmos os 

parâmetros do programa Trinity, os transcritos hipotéticos sempre resultaram em 

alinhamentos sem aberturas (“gaps”). Este fato se repetiu nos resultados das 

análises nos conjuntos de dados de Kim e colaboradores (2013a) e Collisson e 

colaboradores (2014). Seis pequenas deleções foram detectadas exclusivamente 

pela abordagem das matrizes ternárias (Figura 4.1) 
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Tabela 4.1 Deleções identificadas exclusivamente pela abordagem das matrizes 
ternárias em dados de RNA-Seq da linhagem H1975 e a cobertura  das leituras. 

Gene Localização 

Total de leituras na região 

com deleção (leituras com 

deleções) 

MGLL chr3:127410959-127410959 14 (5) 

MORF4L2 chrX:102930671-102930671 164 (11) 

NUP50 chr22:45583065-45583065 15 (6) 

NAP1L4 chr11:2966276-2966276 45 (5) 

CDC42EP1 chr22:37964412-37964432 28 (5) 

SETD7 chr4:140431393-140431408 9 (7) 

 

Como exposto na Tabela 4.1, 6 deleções não foram detectadas pelo 

programa Varscan, dentre elas: pequenas deleções de um nucleotídeo nos genes 

MGLL (Figura 4.2), MORF4L2 (Figura 4.3), NUP50 (Figura 4.4) e NAP1L4 (Figura 

4.5). Encontramos também deleções maiores que um nucleotídeo, sendo elas: uma 

de 21 nucleotídeos no gene CDC42EP1 (Figura 4.6 e Figura 4.7) e outra de 17 

nucleotídeos no gene SETD7 (Figura 4.8). Dentre as deleções detectadas pela 

nossa abordagem, todas foram encontradas na porção 3’ UTR dos genes, com 

exceção da deleção no gene CDC42EP1 (Figura 4.6 e Figura 4.7). Esta deleção 

causa a mudança no quadro de leitura no último éxon deste gene. Outra deleção 

que também causa mudança no quadro de leitura na região codificadora do gene 

CDC42EP1, mas que não foi detectada pela nossa abordagem, já foi descrita em 

adenocarcinoma de pulmão (Imielinski et al., 2012). Podemos destacar a deleção na 

região 3’ UTR do gene MGLL (Figura 4.2) que afeta a ligação do miRNA hsa-miR-

182 (Arribas et al., 2013). Segundo nossas análises, nenhuma destas 5 deleções 

que afetam regiões 3’ UTR de genes afetam sítios de ligação de miRNA conhecidos. 
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Figura 4.2 Pequena deleção de um nucleotídeo no gene MGLL visualizada no 
programa IGV. 

 

 

Figura 4.3 Pequena deleção de um nucleotídeo no gene MORF4L2 visualizada no 
programa IGV. 
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Figura 4.4 Pequena perda de um nucleotídeo no gene NUP50 visualizada no 
programa IGV. 
 

 

Figura 4.5 Pequena perda de um nucleotídeo no gene NAP1L4 visualizada no 
programa IGV. 
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Figura 4.6 Pequena deleção de 21 nucleotídeos no gene CDC42EP1 visualizada no 
programa IGV. 
 

 

 

Figura 4.7 Representação do impacto da pequena deleção de 21 nucleotídeos no 
gene CDC42EP1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada 
pelo gene possui 391 aminoácidos, com dois domínios: CRIB (Domínio de ligação 
PAK, acesso cl00113) e BORG_CEP (Domínio de ligação de Rho GTPAses. A 
proteína afetada (B) pela deleção mostra um encurtamento de sete aminoácidos. 
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Figura 4.8 Pequena deleção de 17 nucleotídeos no gene SETD7 visualizada no 
programa IGV. 
  

 

Como esforço para avaliar os resultados obtidos quando empregamos a 

nossa abordagem e o programa Varscan, buscamos por deleções anotadas 

previamente pelo banco de dados de todas linhagens celulares ATCC (do inglês 

“American Type Culture Collection”) (www.atcc.org). No site do ATCC, só são 

listadas alterações de troca de um único nucleotídeo nesta linhagem e nenhuma 

deleção. Também buscamos no banco de dados COSMIC (Forbes et al., 2008), no 

qual encontramos 10 deleções nesta linhagem celular (9 em EGFR e 1 em PIK3CA), 

sendo que nenhuma delas foi identificada pelo Varscan ou por nossa metodologia, 

apesar de ser identificada a expressão desses dois genes nas amostras de RNA-

Seq analisadas. Estabelecemos colaboração com a Dra. Mariana Caldas Waghabi 

do Laboratório de Genômica Funcional e Bioinformática do Instituto Oswaldo Cruz 

da Fundação Oswaldo Cruz para que ela faça a validação dos candidatos a deleção 

no genoma da linhagem celular H1975. Entretanto, a linhagem celular ainda está em 

fase de crescimento para a posterior extração do DNA. 

Uma vez que 98,25% (337/343) das deleções que encontramos na linhagem 

de células H1975 com a abordagem das matrizes ternárias também foram 

encontradas pelo programa Varscan e 86,63% (337/389) das deleções encontradas 

pelo referido programa terem sido encontradas pela nossa abordagem, acreditamos 
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que a nossa abordagem consiga detectar boa parte das deleções identificadas pelo 

programa Varscan. Como exposto na seção Justificativa, o programa Varscan não 

foi desenvolvido para a identificação de deleções no contexto de dados de RNA-Seq 

e os arquivos de anotação de deleções do 1000G. Assim, mostraremos a seguir, as 

deleções identificadas pelas matrizes ternárias e o programa Varscan em dados de 

RNA-Seq de pacientes com câncer de pulmão usando o genoma humano de 

referência, bem como a identificação de outras utilizando a metodologia das 

matrizes ternárias em dados de deleções genômicas disponibilizados pelo 1000G.  

 

4.1.2 Pequenas deleções identificadas em amostras de tecidos normais 

adjacentes ao tumor e tumorais de seis pacientes não fumantes de 

câncer de pulmão 

Analisamos dados de corridas de RNA-Seq de amostras normais e tumorais 

pareadas de seis pacientes com adenocarcinoma de pulmão não fumantes 

publicados por Kim e colaboradores (2013a) para buscar por deleções de até 100 

nucleotídeos. Utilizando a metodologia das matrizes ternárias, conseguimos 

identificar 2.057 pequenas deleções de até 100 nucleotídeos nos dados de amostras 

normais (1.316 delas em mais de uma amostra, 150 em todas) e 2.140 pequenas 

deleções apenas em amostras tumorais destes pacientes (1.431 delas ocorrem em 

mais de uma amostra, 231 em todas). Ao comparar os resultados obtidos pela nossa 

abordagem com aqueles obtidos com o programa Varscan, 76% das deleções 

oriundas de amostras normais e 80% das deleções originárias de amostras tumorais 

são encontradas pelas duas estratégias (Figura 4.9 e Figura 4.10).  
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Figura 4.9 Pequenas deleções identificadas utilizando as matrizes ternárias (verde) 
e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido normal de RNA-Seq de seis 
pacientes de câncer de pulmão (Kim et al., 2013a). Entre parênteses a quantidade 
de deleções identificadas em mais de um paciente. 
 

 

Figura 4.10 Pequenas deleções identificadas utilizando as matrizes ternárias (verde) 
e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido tumoral de RNA-Seq de seis 
pacientes de câncer de pulmão (Kim et al., 2013a). Entre parênteses a quantidade 
de deleções identificadas em mais de um paciente. 
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Utilizando as matrizes ternárias, identificamos 140 pequenas deleções em 

amostras normais (Figura 4.9) e 122 pequenas deleções presentes em amostras 

tumorais (Figura 4.10) de pacientes que também foram identificadas por outros 

autores e constam no banco de dados dbSNP (Sherry et al., 2001) (Tabela 4.2). 

Além disso, 455 deleções identificadas em amostras normais e 457 em amostras 

tumorais estão presentes na base de dados COSMIC (Tabela 4.2). 

 

 

Tabela 4.2. Tabela de quantas deleções estão presentes na base de dados dbSNP 
e COSMIC em amostras normais e tumorais. 

Banco Tipo de amostra 
Em regiões não 

codificadoras 

Em regiões 

codificadoras 

dbSNP 
Normal 100 40 

Tumoral 72  

COSMIC 
Normal 371 84 

Tumoral 378 79 

 

 

As deleções identificadas por nossa metodologia estavam em regiões 

cobertas em média por 53 leituras, sendo que cada deleção é representada pela 

média de 17 leituras (com desvio padrão de 5). O valor máximo de leituras 

representando uma deleção foi de 42 e o mínimo de três. Identificamos oito 

pequenas deleções com relevância em nossos dados (Tabela 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

Tabela 4.3 Deleções identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Kim e 
colaboradores (2013a) e a cobertura das leituras. 

Gene Localização Amostra 

Total de leituras na região 

com deleção (leituras com 

deleções) 

INF2 chr14:105173863-105173874 P1N 22 (8) 

INF2 chr14:105173863-105173874 P3N 15 (7) 

EGFR chr7:55242465-55242479 P1T 78 (35) 

EGFR chr7:55242465-55242479 P5T 62 (23) 

TP53BP2 chr1:223986236-223986245 P4T 57 (7) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P1T 163 (25) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P3T 180 (22) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P4T 132 (8) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P5T 98 (18) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P6T 170 (22) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P8T 160 (18) 

BAMBI chr10:28971526-28971526 P1T 7 (7) 

BAMBI chr10:28971526-28971526 P3T 10 (8) 

PTEN chr10:89725404-89725404 P1T 31 (16) 

CTSA chr20:44520258-44520261 P8T 269 (46) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P1T 47 (34) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P3T 60 (28) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P4T 42 (10) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P5T 30 (22) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P6T 45 (10) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P8T 25 (9) 

 

Identificamos exclusivamente usando as matrizes ternárias uma pequena 

deleção em amostra normal (paciente 1 e paciente 3) de 12 nucleotídeos que não 

altera o quadro de leitura da tradução do gene INF2 (Figura 4.11). Esta deleção 

levou a perda de quatro aminoácidos na proteína afetada (Figura 4.12) 
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Figura 4.11 Pequena deleção de 12 nucleotídeos visualizada na amostra normal do 
paciente 1 (P1N) no exon 19 do gene INF2. 

 

Figura 4.12. Representação do impacto da pequena deleção de 12 nucleotídeos no 
gene INF2 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui 1249 aminoácidos, com quatro domínios: Drf_GBD (Domínio de ligação 
de GTPase translúcido, acesso cl05720), Drf_FH3 (Domínio FH3 translúcido, acesso 
pfam06367), Superfam_FH2 (Domínio FH2, acesso cl19758) e Superfam_ICP4_C 
(Região C-terminal ICP4-like, acesso cl28033). A proteína afetada (B) pela deleção 
mostra um encurtamento de quatro aminoácidos. 
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Identificamos uma deleção de 15 de nucleotídeos no éxon 19 do gene EGFR 

em amostras tumorais (paciente 1 e paciente 5) (Figura 4.13). Esta pequena deleção 

não foi encontrada pelo programa Varscan, mas possui anotação no dbSNP sob 

identificador “rs121913421”. Dos 78 leituras nessa região, aproximadamente metade 

deles (35) possuem deleção no paciente 1 e das 62 leituras nesta região, 23 

possuem esta deleção no paciente 5. Esta deleção não altera o quadro de leitura da 

tradução da proteína e afeta o domínio tirosina quinase, que perde assim cinco 

aminoácidos (Figura 4.14). Este domínio tem como função se ligar ao ATP e ceder 

um fosfato (fosforilação) para uma proteína alvo para ativá-la. Neste caso a mutação 

pode reduzir a afinidade deste domínio pelo ATP (Lynch et al., 2004). Estudos 

demonstraram que este tipo de mutação ocorre em 48% dos tumores que possuem 

alteração neste gene (Mitsudomi e Yatabe, 2010). Esta mesma deleção já foi 

descrita sendo importante em conferir resistência à quimioterapia quando o 

composto gefitinib é usado no tratamento de pacientes com câncer de pulmão 

(Lynch et al., 2004). 

 

 

Figura 4.13 Pequena deleção de 15 nucleotídeos visualizada na amostra tumoral do 
paciente 1 (P1T) no exon 19 do gene EGFR. 
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Figura 4.14 Representação do impacto da pequena deleção de 15 nucleotídeos no 
gene EGFR na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui 1210 aminoácidos, com seis domínios: dois domínios Dominio_Rec_L 
(dominios de receptores L, acesso pfam01030), Furin-like (Região rica em cisteína 
furina-like, acesso pfam00757), GF_recep_IV (Domínio fator de crescimento IV, 
acesso pfam14843), TM_ErbB1 (Dominio Transmembrana ErbB1, acesso cd12093) 
e PTKc_EGFR (Domínio catalítico tirosina kinase, acesso cd05108). A proteína 
alterada (B) pela deleção mostra o domínio tirosina quinase com menos cinco 
aminoácidos em sua estrutura. 

 

 

Encontramos também uma deleção de dez nucleotídeos alterando o quadro 

de leitura da tradução no gene TP53BP2 na amostra tumoral do paciente 4 (P4T) 

(Figura 4.15). Esta deleção afetou o quadro de leitura da tradução da proteína 

removendo resíduos responsáveis pelo sítio de ligação com a proteína p53 (Figura 

4.16). Consideremos importante salientar que somente 7 das 52 leituras na região 

com a deleção apresentam a mutação. A ligação da proteína codificada pelo 

TP53BP2  com a p53 pode levar a proteína a apoptose e regular o crescimento 

celular (Naumovski e Cleary, 1996). Alguns estudos já mostraram esse gene com 

deleções que alteram o quadro de leitura da tradução adiantando o códon de parada 

em adenocarcinoma de pulmão (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Wang et al., 

2014). 
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Figura 4.15 Pequena deleção de 10 nucleotídeos na amostra tumoral do paciente 4 
(P4T) do gene TP53BP2. 
 

 

 

Figura 4.16 Representação do impacto da pequena deleção de 10 nucleotídeos no 
gene TP53BP2 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui 1134 aminoácidos, que inclui quatro domínios: SMC_N (Domínio N-
terminal SMC, acesso cl25732), Atrofina_1 (Família atrofina-1, acesso cl26464), 
Rep_ANK (Repetições anquirina, acesso cd00204), SH3 (Domínio de apoptose e de 
ligação de p53, acesso cd11953).A proteína alterada (B) pela deleção possui menos 
aminoácidos por causa da mudança do quadro de leitura levando a perder diversos 
domínios da proteína. 

 

 

A análise de enriquecimento de vias dos genes contendo as pequenas 

deleções identificadas pelas matrizes ternárias em amostras tumorais mostrou vias 
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com alta probabilidade de estarem alteradas como, por exemplo, via de sinalização 

mediada por interferon-γ (probabilidade posterior de 1,00), expressão gênica 

(probabilidade posterior de 1,00), resposta ao estresse do Retículo Endoplasmático 

(probabilidade posterior de 0,96), regulação negativa da via de TGF-β (probabilidade 

posterior de 0,95) e via de sinalização PDGFR (probabilidade posterior de 0,94)  

(Tabela 4.4).  

 

Tabela 4.4 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas deleções em amostras 
tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternárias. Abaixo 
encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade posterior maior que 
0,5 de estarem suprerrepresentadas. 

GO id Descrição 
Probabilidade 

posterior 

Quantidade 

de Genes 

GO:0060333 Via de sinalização mediada pelo 

interferon-γ 

1,00 

 

22 

GO:0010467 Expressão Gênica 1,00 14 

GO:0034976 Resposta ao estresse do 

Retículo Endoplasmático 

0,96 20 

GO:0030512 Regulação negativa da via de 

TGF-β 

0,95 16 

GO:0048008 Via de sinalização PDGFR 0,94 11 

GO:0001568 Regulação negativa da 

diferenciação de eritrócitos 

0,84 11 

GO:0045727 Regulação positiva da tradução 0,66 14 

GO:0000188 Inativação da atividade de MAPK 0,59 9 

GO:0032456 Reciclagem endocítica 

(membrana plasmática) 

0,57 8 

GO:0045647 Desenvolvimento de vasos 

sanguíneos 

0,54 6 

 

 

Um dos genes que pertence à via de sinalização mediada por interferon-γ e 

que está afetado por uma deleção é IFNGR1, que é responsável por codificar um 

dos receptores do interferon-γ. Essa deleção de um nucleotídeo foi encontrada na 

amostra tumoral de todos os seis pacientes (presente em 25 das 163 leituras no 

paciente 1, em 22 das 180 leituras no paciente 3, em 8 das 132 leituras do paciente 
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4, em 18 das 98 “reads” do paciente 5, em 22 das 170 leituras do paciente 6 e em 18 

das 160 leituras do paciente 8) e afeta a porção 3’ UTR e possui anotação no 

dbSNP sob identificador “rs75851921” (Figura 4.17). Funcionando em perfeito 

estado, esta via pode desencadear alguns eventos que não são favoráveis para o 

crescimento e manutenção dos tumores como, por exemplo, a apoptose e se 

transformar em alvo do sistema imunológico (Parker et al., 2016). A via 

desencadeada através deste receptor estimula a transcrição de genes importantes 

para desencadear uma resposta imunológica que dificultará o crescimento do tumor 

(Yu et al., 2003) 

 

 

Figura 4.17 Pequena deleção de um nucleotídeo nas amostras tumorais do paciente 
1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene IFNGR1. 

 

Outra via com alta probabilidade de estar alterada pelas perdas é a regulação 

negativa da via de TGF-β. Esta via pode tanto funcionar como supressor tumoral 

como também estimular a transição epitélio-mesenquimal (EMT) associada com a 

metástase do tumor (Toonkel et al., 2010). Em nossos achados encontramos uma 

deleção de um nucleotídeo presente em todos as leituras localizadas na região da 

deleção (7/7) no gene BAMBI no paciente 1 e em 8 das 10 leituras do paciente 3, 

que está associada à esta via. A deleção neste gene se localiza na região 3’ UTR e 

também está presente no dbSNP sob o identificador “rs5784080”. Este gene codifica 

uma proteína receptora que pode funcionar como alternativa de ligação ao TGF-β 

que desencadeia a reação de supressor tumoral. No entanto, a baixa expressão 
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desse gene já foi associada com a maior sinalização da via pró-tumor de TGF-β 

aumentando o potencial de invasão em células de diferentes tumores de NSCLC, 

incluindo adenocarcinoma de pulmão (Marwitz et al., 2016). Como exposto, não 

encontramos em nossas análises que esta região com possui a deleção seja alvo de 

um miRNA conhecido. 

Na via de PDGFR encontramos uma deleção confirmada por 16 das 31 

“leituras localizadas na região da mutação no gene PTEN. Esta deleção também 

está presente na região 3’UTR do gene (Figura 4.19). Este gene é conhecido por 

suas funções supressoras tumorais para inibir o crescimento descontrolado de 

células transformadas (Leslie e Downes, 2004). Mutações somáticas nesse gene 

são encontradas em até 8% dos pacientes com NSCLC (Jin et al., 2010).   

 

 

Figura 4.18 Pequena deleção de um nucleotídeo nas amostras tumorais do paciente 
1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene BAMBI. 
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Figura 4.19 Pequena deleção de um nucleotídeo nas amostras tumorais do paciente 
1 (P1T) do gene PTEN. 
 

Estas deleções estão identificadas em regiões da 3’ UTR que não são 

normalmente alvos de miRNAs. No entanto, as deleções podem causar possíveis 

mudanças na sequência, tornando-as novos alvos para estas pequenas moléculas 

de RNA não codificantes (Dusl et al., 2015). 

Uma análise adicional que fizemos foi a busca por potenciais candidatos a 

mutações germinativas ao serem detectadas tanto em dados de tecido normal e nos 

dados de tecido tumoral. Mutações germinativas já foram descritas como associadas 

ao câncer de pulmão e ao consumo de tabaco, como deleções no gene TP53 

(Gibbons et al., 2014) e diferentes mutações no gene KRAS (Ahrendt et al., 2001). 

Enquanto isso, para pacientes não fumantes deste tipo de câncer de pulmão se 

destacam deleções no gene EGFR e fusões nos genes ROS1 e ALK (Govindan et 

al., 2012). Assim, identificamos um total de 648 pequenas deleções que ocorriam em 

nos tecidos normal e tumoral da mesma paciente. Destas 648 deleções, 609 

também foram encontradas pelo Varscan (60% do total encontrado por este 

programa) (Figura 4.20).  
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Figura 4.20 Pequenas deleções identificadas utilizando as matrizes ternárias (verde) 
e utilizando o Varscan (azul) encontradas, ao mesmo tempo, em amostras de tecido 
normal e tumoral de RNA-Seq de seis pacientes de câncer de pulmão (Kim et al., 
2013a). 

 

Entre os genes afetados em tecidos normais e tumorais dos mesmos 

pacientes, podemos destacar o CTSA e o EIF3A. A deleção de quatro nucleotídeos 

que ocorre no gene CTSA foi encontrada em média em 44 das 254,5 leituras 

(Tabela 4.5) localizados na região com a mutação no paciente 8 (Figura 4.21). Esta 

deleção altera o quadro de leitura da tradução da proteína podendo gerar uma 

proteína truncada com o domínio peptidase sendo afetado (Figura 4.22). Este gene 

codifica uma proteína com importante função protetiva para enzimas lisossomais 

como a β-galactosidase e neuramidase (van der Spoel et al., 1998). Deleções que 

alteram o quadro de leitura nesse gene já foram encontradas em outros 

adenocarcinomas como de cólon (Mouradov et al., 2014) e próstata (Kumar et al., 

2016). 

A deleção de um nucleotídeo encontrada no gene EIF3A foi identificada em 

todos pacientes (em média de em 32 das 38,5 leiturasdo paciente 1, em 29 das 66 

leituras do paciente 3, em 10 das 39 leituras do paciente 4, em 18,5 das 29,5 leituras 

do paciente 5, em 9,5 das 42,5 leituras do paciente 6 e em 11 das 28 leiturasdo 

paciente 8) (Tabela 4.5), também foi identificada pelo programa Varscan e está 

localizada na região 3’ UTR (Figura 4.23). A alta expressão deste gene está 
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correlacionada ao melhor resposta de tratamentos baseados em compostos de 

platina em câncer de pulmão (Yin et al., 2011). Esta deleção, assim como a deleção 

para o gene CTSA pode ser consideradas potenciais candidatas a mutações 

germinativas para pacientes não fumantes. 

 

Tabela 4.5. Deleções identificadas em dados de RNA-Seq ao mesmo tempo em 
amostras normais e tumorais de Kim e colaboradores (2013a) e a cobertura das 
leituras. 

Gene Localização Amostra Total de leituras na região com 

deleção (leiturascom deleções) 

CTSA chr20:44520258-44520261 P8N 240 (42) 

P8T 269 (46) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P1N 30 (22) 

P1T 47 (34) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P3N 72 (30) 

P3T 60 (28) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P4N 36(10) 

P4T 42 (10) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P5N 29 (15) 

P5T 30 (22) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P6N 40 (9) 

P6T 45 (10) 

EIF3A chr10:120795211-120795211 P8N 31 (13) 

P8T 25 (9) 
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Figura 4.21 Pequena deleção de 4 nucleotídeo visualizada em amostras normais e 
tumorais do paciente 8 no gene CTSA. 
 

 

 

Figura 4.22 Representação do impacto da pequena deleção de quatro nucleotídeos 
no gene CTSA na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui um domínio de Peptidase_S10 (carboxipeptidase, acesso pfam00450) 
enquanto a proteína afetada (B) pela deleção mostra este domínio perdido. 
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Figura 4.23. Pequena deleção de 1 nucleotídeo visualizada em amostras normais e 
tumorais de todos pacientes no gene EIF3A. 

 

Vale ressaltar que não encontramos deleções com a mesma coordenada 

cromossômica nos dados de Kim e colaboradores (2013a) (pacientes não fumantes) 

e os dados da linhagem celular H1975, oriunda de um paciente não fumante. 

Não pudemos comparar os nossos resultados com os achados de Kim e 

colaboradores (2013a), porque estes não apresentam sem seus resultados a 

identificação de deleções. Os autores relatam apenas que mostram a 47 mutações 

somáticas de troca de um nucleotídeo que foram alvo de validação experimental 

(Kim et al., 2013a). 

 

4.1.3 Pequenas deleções identificadas em amostras normais e tumorais de 14 

pacientes fumantes de câncer de pulmão 

 

Realizamos a busca de pequenas deleções em outro conjunto de dados, 

desta vez em pacientes fumantes com adenocarcinoma de pulmão cujos dados de 

sequenciamento estão depositados no banco de dados TCGA e publicados por 

Collisson e colaboradores (2014). Identificamos 4.815 pequenas deleções em 

amostras normais (1.234 em mais de um paciente, 87 em todos pacientes) (Figura 

4.24) e outras 6.227 em amostras tumorais (1.724 em mais de um paciente, 85 em 

todos pacientes) (Figura 4.25).  
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Figura 4.24 Pequenas deleções identificadas utilizando as matrizes ternárias (verde) 
e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido normal adjacente 
ao tumor de RNA-Seq de 14 pacientes de câncer de pulmão do TCGA. Entre 
parênteses o valor de deleções identificadas em mais de um paciente. 
 

 

Figura 4.25 Pequenas deleções identificadas utilizando as matrizes ternárias (verde) 
e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido tumoral de RNA-
Seq de 14 pacientes de câncer de pulmão do TCGA. Entre parênteses o valor de 
deleções identificadas em mais de um paciente. 
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Comparamos as pequenas deleções identificadas com o banco de dados 

dbSNP e identificamos 270 pequenas deleções anotadas no dbSNP (6%) em 

amostras normais e 247 em amostras tumorais (4%) (Tabela 4.6). Encontramos 221 

pequenas deleções em amostras normais e 188 em amostras tumorais que estavam 

anotadas na base de dados COSMIC (Tabela 4.6). 

 

 
Tabela 4.6 Representação de quantas deleções estão anotadas na base de dados 
COSMIC em amostras normais e tumorais. 

Tipo de amostra Tipo de amostra 
Em regiões não 

codificadoras 

Em regiões 

codificadoras 

dbSNP Normal 198 72 

Tumoral 191 56 

COSMIC Normal 193 28 

Tumoral 173 15 

 

 

As deleções identificadas por nossa metodologia estavam em regiões 

cobertas em média por 115 leituras, sendo que cada deleção é representada pela 

média de 18 leituras (com desvio padrão de 6). O valor máximo de 

leiturasrepresentando uma deleção foi de 50 e o mínimo de 3. Identificamos 8 

pequenas deleções com relevância em nossos dados (Tabela 4.7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 

Tabela 4.7 Deleções identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Collisson 
e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras.     
           (continua) 

Gene Localização Amostra 
Total de leituras na região com 

deleção (leiturascom deleções) 

VCP chr9:35059647-35059647 2655N 200 (12) 

VCP chr9:35059647-35059647 2657N 139 (15) 

VCP chr9:35059647-35059647 2668N 240 (10) 

VCP chr9:35059647-35059647 3398N 97 (8) 

VCP chr9:35059647-35059647 5645N 353 (12) 

VCP chr9:35059647-35059647 6145N 328 (9) 

VCP chr9:35059647-35059647 6146N 231 (18) 

VCP chr9:35059647-35059647 6147N 299 (9) 

VCP chr9:35059647-35059647 6777N 302 (10) 

ZFP28 chr19:57065508-57065508 2655T 9 (3) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 2655T 98 (10) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 2662T 312 (12) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 3396T 82 (10) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 3398T 212 (15) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6146T 120 (16) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6148T 132 (15) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6776T 230 (18) 

IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6777T 112 (7) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2655T 310 (20) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2657T 152 (13) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2662T 536 (22) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2668T 402 (18) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 3396T 430 (32) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 3398T 220 (15) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6145T 502 (13) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6776T 421 (18) 

IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6777T 228 (13) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 2655T 25 (19) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 2662T 32 (16) 
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Tabela 4.7 Deleções identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de 
Collisson e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras. 

         (conclusão) 

Gene Localização Paciente 
Total de leituras na região com 

deleção (leiturascom deleções) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 3396T 29 (12) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 3398T 16 (8) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 5645T 36 (20) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6145T 17 (16) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6148T 20 (12) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6777T 12 (7) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6778T 18 (15) 

 

 

Como exemplo, temos a deleção em amostras normais de 10 pacientes ((em 

12 leituras das 200 no paciente 2655, em 15 leituras das 139 no paciente 2657, em 

10 leituras dos 240 no paciente 2668, em 8 leituras das 97 no paciente 3398, em 12 

leituras das 353 no paciente 5645, em 9 leituras das 328 no paciente 6145, em 18 

leituras das 231 no paciente 6146, em 9 leituras das 299 no paciente 6147, em 10 

leituras das 302 no paciente 6148, em 10 leituras das 302 no paciente 6777)) de um 

único nucleotídeo no gene VPC (Figura 4.26). Esta deleção altera o quadro de 

leitura da tradução e isso afeta a proteína traduzida que perde 129 aminoácidos em 

seu domínio principal (Figura 4.27). Mutações nesse gene podem levar à ativação 

inapropriada do fator de transcrição NFκB (Sahab et al., 2010). Apesar de que 

mutações no gene VCP não foram associadas ao câncer, o NFκB é importante para 

desencadear vias da carcinogênese em câncer de pulmão de indivíduos fumantes 

(Chen et al., 2011b). 
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Figura 4.26. Pequena deleção de um nucleotídeo visualizada em amostra normal do 
paciente 6145 no gene VCP. 
 

 

Figura 4.27 Representação do impacto da pequena deleção de um nucleotídeo no 
gene VCP na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) possui 806 
aminoácidos e um domínio TIP49 (Domínio C-Terminal TIP49, acesso cl27568). A 
proteína afetada (B) pela deleção perdeu 129 aminoácidos inclusive uma parte do 
domínio TIP49. 
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Encontramos em tecido tumoral, uma deleção de um único nucleotídeo ao 

mesmo tempo utilizando o Varscan e as matrizes ternárias no paciente 2655 (Figura 

4.28). Esta deleção altera o quadro de leitura da tradução da proteína. Como 

resultado fica truncada com ausência do seu domínio de dedo de zinco (Figura 

4.29). Os domínios dedo de zinco são responsáveis na ligação da proteína com o 

DNA, portanto mutações que perdem este domínio pode levar a não ligação da 

proteína com o DNA (Brayer and Segal, 2008). Uma deleção parecida foi identificada 

em adenocarcinoma de próstata que causa a perda desse domínio na proteína 

(Kumar et al., 2016). A proteína codificada por este gene regula a transcrição de 

diversos genes, inclusive o supressor tumoral WTI (Morrison et al., 2008). 

 

 

Figura 4.28 Pequena deleção de um nucleotídeo visualizada em amostra tumoral do 
paciente 2655 no gene ZFP28. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

Figura 4.29 Representação do impacto da pequena deleção de um nucleotídeo no 
gene ZFP28 na sequência de aminoácidos que possuí três domínios: dois domínios 
KRAB (Domínio associado "krueppel box", acesso smart00349) e FOG_dedo_Zn 
(Dedo de zinco FOG, acesso COG5048). A proteína normal (A) codificada possuí 
sítios de ligação de dedo de zinco, enquanto a proteína alterada (B) pela deleção 
não possuí. 

 

 

Realizamos a análise por enriquecimento de genes que apresentaram 

pequenas deleções apenas nas amostras tumorais e encontramos vias com alta 

probabilidade de estarem alteradas como, por exemplo, adesão célula-célula (com 

probabilidade posterior de 1,00), via de sinalização mediada pelo interferon-γ (com 

probabilidade posterior de 0,92), cicatrização (com probabilidade posterior de 0,78) e 

processamento de O-glicanos (com probabilidade posterior de 0,65) (Tabela 4.8).  
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Tabela 4.8 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas deleções em amostras 
tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternárias. Abaixo 
encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade posterior maior do 
que 0,5 de estarem suprerrepresentadas . 

GO id Descrição 
Probabilidade 

posterior 

Quantidade de 

Genes 

GO:0098609 Adesão célula-

célula 

1,0 85 

GO:0060333 Via de sinalização 

mediada pelo 

interferon-γ 

0,92 27 

GO:0042060 Cicatrização 0,78 32 

GO:0016266 Processamento de 

O-glicanos 

0,65 22 

 

Analisamos também pequenas deleções em regiões não codificadoras. 

Encontramos duas deleções em regiões 3’ UTR em dois genes associados com a 

via de sinalização mediada pelo interferon-γ. Uma deleção de um nucleotídeo em 8 

pacientes no gene IFNGR1 (em 40 leituras das 98 no paciente 2655, em 12 leituras 

das 312 no paciente 2662, em 10 leituras das 82 no paciente 3396, em 15 leituras 

das 212 no paciente 3398, em 16 leituras das 120 no paciente 6146,  em 15 leituras 

das 132 no paciente 6148, em 18 leituras das 230 no paciente 6776 e em 7 leituras 

das 112 no paciente 6777) (Figura 4.30).  

Encontramos também uma deleção de 1 nucleotídeo em 9 pacientes no gene 

IFNGR2 (em 20 leituras das 310 no paciente 2655, em 13 leituras das 152 no 

paciente 2657, em 22 leituras das 536 no paciente 2662, em 18 leituras das 402 no 

paciente 2668, em 32 leituras das 430 no pacinete 3396, em 18 leituras das 402 no 

paciente 3398,em 13 leituras das 502 no paciente 6145, em 18 leituras das 421 no 

paciente 6776, em 13 leituras das 228 no paciente 6777) (Figura 4.31). 

A deleção encontrada em INFGR1 (Figura 4.31) é na mesma posição 

encontrada nos dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.17). A deleção 

encontrada em INFGR2 também está presente no dbSNP sob o identificador 

“rs756768721” (Figura 4.32). Dentre as amostras tumorais de 14 pacientes do 

TCGA, encontramos 6 deles possuindo a deleção em ambos os genes desta família 

de receptores, 5 deles possuindo a deleção em um dos genes e apenas 3 deles não 
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possuíam deleção em nenhum dos genes (pacientes 6147, 5645 e 6778). Apesar de 

não termos identificado nenhum miRNA que tem como alvo as regiões em que 

ocorrem estas deleções, a sequência de nucleotídeos pode ter sido afetada de uma 

forma de que pudessem ser neste momento novos alvos para miRNA. 

 

 

Figura 4.30 Pequena deleção de um nucleotídeo visualizada em amostra tumoral do 
paciente 2662 e 6148 no gene IFNGR1. 
 

 

 

Figura 4.31 Pequena deleção de um nucleotídeo visualizada em amostra tumoral do 
paciente 2662 e 3398 no gene IFNGR2. 
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Buscamos também potenciais candidatos para mutações germinativas nestas 

amostras. Um total de 583 pequenas deleções foram encontradas ao mesmo tempo 

em amostras normais e tumorais, sendo 451 delas também foram identificadas pelo 

programa Varscan (65% do total identificado por este programa) (Figura 4.32).  

 

 

Figura 4.32 Pequenas deleções identificadas por nossa metodologia utilizando as 
matrizes ternárias (verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas ao mesmo 
tempo em amostras de tecido normal e tumoral de RNA-Seq de 14 pacientes de 
câncer de pulmão de (Collisson et al., 2014). 

 

Uma destas deleções afetou o final da região codificadora do gene VEGFC 

em nove pacientes (em média: 19,5 leituras das 27 no paciente 2655, em 12 leituras 

das 26,5  no paciente 2662, em 11 leituras das 25 no paciente 3396, em 19 leituras 

das 9 no paciente 3398, em 19 leituras das 31,5 no paciente 5645, em  12 leituras 

das 16 no paciente 6145, em 15,5 leituras das 20 no paciente 6148, em 6 leituras 

das 15,5 no paciente 6777 e em 41 leituras das 15,5 no paciente 6778) (Tabela 4.9) 

(Figura 4.33). Este gene codifica um ligante responsável em ligar ao seu receptor 

VEGFR, estimulando o crescimento de novos vasos sanguíneos para irrigar o tumor. 

Esta deleção diminuiu em um aminoácido o tamanho da proteína codificada (Figura 

4.34). Os genes da família VEGF são muito utilizados como alvos terapêuticos e a 

deleção identificada pode servir para aumentar a resistência a essas drogas (Piperdi 

et al., 2014). No entanto a deleção observada afeta apenas o final da proteína e 1 
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aminoácido é perdido. Os domínios dessa proteína estão próximos da extremidade 

N-terminal da proteína e por isso não são afetados (Figura 4.34). De forma análoga 

que encontramos as deleções dos genes CTSA e EI3FA como germinativas para 

pacientes fumantes e não fumantes, encontramos que a deleção no gene VEGFC 

pode ser considerada germinativa e exclusiva para pacientes fumantes. 

 

Tabela 4.9 Deleções identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Collisson 
e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras. 

Gene Localização Amostra 
Total de leituras na região com 

deleção (leiturascom deleções) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 2655N 29 (20) 

2655T 25 (19) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 2662N 21 (8) 

2662T 32 (16) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 3396N 25 (11) 

3396T 29 (12) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 3398N 22 (10) 

3398T 16 (8) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 5645N 27 (18) 

5645T 36 (20) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6145N 15 (8) 

6145T 17 (16) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6148N 20 (10) 

6148T 20 (12) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6777N 19 (5) 

6777T 12 (7) 

VEGFC chr10:28971526-28971526 6778N 23 (16) 

6778T 18 (15) 
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Figura 4.33 Pequena deleção de três nucleotídeos visualizada em amostras 
tumorais e normais de todos pacientes no gene VEGFC. 
 

 

Figura 4.34 Representação do impacto da pequena deleção de três nucleotídeos no 
gene VEGFC na sequência de aminoácidos que possui o domínio PDGF (Domínio 
de ligação ao receptor PDGFR, acesso smart00141). A proteína normal (A) 
codificada possuí um aminoácido a mais do que a proteína alterada (B) pela 
deleção. 

 

O banco de dados TCGA contém dados processados além de conter dados 

brutos de dados de HTS e dentre estes dados, encontramos também dados de 

polimorfismos identificados a partir apenas de corridas de DNA-Seq dos mesmos 

pacientes em que analisamos os dados de RNA-Seq (Collisson et al., 2014). Ainda 

assim, não pudemos utilizar estes dados para comparar com nossos resultados da 
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identificação de pequenas deleções a partir de dados de RNA-Seq, pois nestes 

resultados apenas continham variações de substituição de um único nucleotídeo. 

 

4.1.4 Análise de deleções encontradas exclusivamente em amostras normais, 

tumorais ou presente em ambas 

Encontramos um total de 1.409 (Figura 4.9) deleções exclusivas em amostras 

normais nos dados de Kim e colaboradores (2013a) e 4.232 (Figura 4.24) nos dados 

de Collisson e colaboradores (2014). Como exemplos de deleções exclusivas de 

tecidos normais como a deleção de 12 nucleotídeos no INF2 identificadas em 

pacientes não fumantes (Figura 4.11) e a deleção de um nucleotídeo no gene VCP 

(Figura 4.26) em pacientes fumantes. Os genes INF2 e VCP não apresentaram 

expressão nas respectivas amostras tumorais dos pacientes. 

Deleções foram também encontradas exclusivamente em tecido tumoral, um 

total de 1.492 (Figura 4.10) nos dados de Kim e colaboradores (2013a), como a 

deleção de 15 nucleotídeos no gene EGFR (Figura 4.13), outra de dez nucleotídeos 

no gene TP53BP2 (Figura 4.15), além de também afetar os genes IFNGR1 (Figura 

4.17), BAMBI (Figura 4.18) e PTEN (Figura 4.19). Nos dados de Collisson e 

colaboradores (2014), encontramos 5.644 (Figura 4.25) deleções também exclusivas 

de tecidos tumorais como a deleção nos genes ZFP28 (Figura 4.28), IFNGR1 

(Figura 4.30) e IFNGR2 (Figura 4.31). Em todos os casos descritos acima, 

encontramos a expressão desses genes sem a deleção nas respectivas amostras 

pareadas de tecidos normais desses pacientes. 

Deleções com grande potencial de serem germinativas foram encontradas em 

tecidos normais e tumorais de mesmos pacientes nos genes CTSA (Figura 4.21) e 

EIF3A (Figura 4.23) nos dados de Kim e colaboradores (2013a) como amostras de 

um total de 648 deleções (Figura 4.20). Em pacientes fumantes encontramos uma 

deleção presente em tecido tumoral e normal em todos pacientes no gene VEGFC 

(Figura 4.33) dentre as 583 identificadas (Figura 4.32).  
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4.2 Identificação de pequenas deleções utilizando 66 genomas do 

1000G 

A identificação de deleções em amostras de RNA-Seq utilizando como 

referência 66 genomas humanos diferentes pode ter um elevado gasto 

computacional caso tenha que ser feito o alinhamento do mesmo conjunto de RNA-

Seq para cada um dos genomas para a posterior análise pelo programa Varscan 

para identificação de deleções. Para cada corrida teríamos então 66 arquivos de 

dados mapeados contra cada genoma, gerando alto custo computacional e cada 

mapeamento levaria considerável tempo para ser realizado (Figura 4.35A). Por 

exemplo, o alinhamento de uma única corrida de RNA-Seq demorou mais de 62 

horas utilizando o programa Novoalign para mapeá-lo no genoma humano de 

referência. Assim, levando em consideração que teríamos 66 sequências de 

genomas para alinhar, o gasto computacional de tempo de processamento seria 

elevado. Com a metodologia das matrizes ternárias, o mapeamento do Novoalign é 

realizado uma única vez no genoma humano de referência para auxiliar na 

montagem dos transcritos que são reaproveitados (Figura 4.35B). Por estes motivos 

não utilizamos o Novoalign e o Varscan para identificar pequenas deleções nesta 

nova etapa. Assim, inovamos ao usar os transcritos recriados pelo programa Trinity, 

o seu mapeamento usando o programa BLAT em 66 genomas do 1000G e as 

matrizes ternárias para a identificação de deleções tomando como base dados de 

mapeamento de RNA-Seq no genoma humano de referência.  
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Figura 4.35 Comparação dos dois métodos de identificação de pequenas deleções 
no genoma de referência GRCh37/hg19 e nos 66 genomas do projeto 1000G sendo 
eles: utilização do Novoalign junto com o Varscan (A) e a utilização do Novoalign e 
Trinity para a montagem dos transcritos que depois são mapeados utilizando o BLAT 
e guardados nas matrizes ternárias (B). 

4.2.1 Em amostras da linhagem celular H1975 

Tomando como referência 66 genomas do 1000G, encontramos 1.332 

pequenas deleções de até 100 nucleotídeos utilizando dados de RNA-Seq da 

linhagem celular H1975, sendo apenas 52 delas também foram identificadas no 

genoma de referência GRCh37/hg19. Apenas 834 ocorrem em mais de metade dos 

66 genomas do 1000G e não são identificáveis utilizando o genoma de referência 

GRCh37/hg19. Encontramos 37 deleções com anotação nos bancos de dados 

dbSNP e COSMIC (Tabela 4.10).  

 

 

Tabela 4.10 Tabela representando as deleções identificadas e seu impacto em 
regiões codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC. 

 Matrizes ternárias dbSNP COSMIC 

Regiões não 

codificadoras 

656 24(3,6%) 12 (1,8%) 

Alteram o quadro 

de leitura 

85 0 0 

Não alteram o 

quadro de leitura 

93 0 1(1%) 
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Apenas 178 deleções ocorrem em regiões codificadoras, sendo 85 delas com 

potencial para alterar o quadro de leitura da tradução e 93 não devem alterar o 

quadro de leitura (Figura 4.36). 

 

 

Figura 4.36 Gráfico mostrando a proporção de pequenas deleções identificadas em 
linhagens celulares H1975 em regiões não codificadoras (azul), que não alteram o 
quadro de leitura (laranja) e que alteram o quadro de leitura (cinza). 

 

 

Encontramos uma deleção que possui anotação no COSMIC e que não muda 

o quadro de leitura da tradução da proteína correspondente ao gene DENND4B. 

Esta deleção corresponde à perda de 9 nucleotídeos e afeta uma região rica em poli 

glutamina (3 glutaminas seguidas são perdidas). Encontramos essa deleção 

utilizando 14 genomas de ancestralidade asiática (Figura 4.37). Corroborando o 

nosso achado, esta deleção já tinha sido identificada em adenocarcinoma de pulmão 

(Yin et al., 2014). Esta deleção causa a perda de três glutaminas de um domínio poli 

glutamina da proteína traduzida. Este domínio tem a função de modular a ligação 

desta proteína com seus alvos reguladores como as Rab GTPases responsáveis 

pelo transporte de vesículas pela membrana plasmática (Marat et al., 2011).  
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Figura 4.37. Deleção de nove nucleotídeos no gene DENND4B em um transcrito 
(em amarelo) montado a partir de corridas de linhagem celular H1975 ao mapear 
contra um genoma asiático (HG02402) demonstrando a perda de três glutaminas 
(demarcado vermelho). 

 

 

A deleção que foi encontrada utilizando a maior quantidade de genomas foi 

identificada no gene EPDR1, totalizando 50 genomas do 1000G (12/12 europeias, 

18/27 asiáticas, 7/9 americanas e 12/18 africanas). Este gene codifica uma proteína 

transmembrana associada com adesão celular. Esta deleção ocasionou a perda de 

13 nucleotídeos alterando o quadro de leitura da tradução da proteína (Figura 4.38). 

Uma deleção com o mesmo tamanho foi identificada na mesma região do gene em 

pacientes de câncer de pulmão entre as regiões 37.960.263 e 37.960.275 do 

cromossomo 8 (Lee et al., 2010). No entanto, a deleção identificada por nossa 

metodologia encontrou esta deleção entre as coordenadas 37.960.265 e 37.960.277 

(Figura 4.38). Esta deleção adiantou o códon de parada da tradução em 144 

aminoácidos levando a alterar o domínio de ependimina da proteína (Figura 4.39). A 

proteína com a perda deste domínio pode ter sua capacidade de adesão afetada por 

conta disso. Em pacientes com mieloma, um tipo de câncer que afeta os 

plasmócitos, este gene foi encontrado com baixa expressão que está associada a 

progressão tumoral (Wu et al., 2015). 
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Figura 4.38. Deleção de 13 nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados da linhagem celular H1975 ao mapear contra um genoma europeu 
(HG00151) no gene EPDR1 (demarcado em vermelho) causando uma mutação que 
altera o quadro de leitura da tradução da proteína. 
 

 

 

Figura 4.39 Representação do impacto da pequena deleção de 13 nucleotídeos no 
gene EPDR1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui um domínio Ependimina (Domínio ependimina, acesso pfam00811) 
enquanto a proteína afetada (B) pela deleção mostra este domínio perdido. 
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Outra deleção encontrada utilizando a maior parte dos genomas de 

ancestralidade europeia foi no gene PTK2. O tamanho desta deleção foi de 7 

nucleotídeos (Figura 4.40). Esta deleção foi encontrada utilizando 34 genomas 

(12/12 europeus, 5/9 americanas, 10/27 asiáticas e 7/18 africana) e adianta o códon 

de parada da tradução em 65 aminoácidos. Não encontramos na literatura deleções 

que causem mudança no quadro de leitura em câncer de pulmão na literatura, 

porém uma deleção do mesmo tamanho foi encontrada em pacientes com 

melanoma (Sanborn et al., 2015). O domínio de adesão focal kinase foi o principal 

afetado por este adiantamento do códon de parada (Figura 4.41). Este domínio tem 

associação com a motilidade celular e sua sinalização é importante para a 

metástase (Prutzman et al., 2004). Com isso, podemos deduzir que há chance de 

que a motilidade dessas células possam estar prejudicadas por esta deleção. 

 

 

Figura 4.40 Deleção de sete nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de linhagem celular H1975 ao mapear contra um genoma europeu 
(HG00114) no gene PTK2 (demarcado em vermelho) causando uma mutação que 
altera o quadro de leitura da tradução. 
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Figura 4.41 Representação do impacto da pequena deleção de sete nucleotídeos no 
gene PTK2 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui quatro domínios: B41 (Domínio ERM ou homólogos banda 4.1, acesso 
smart00295), Ferm_C_FAK (Domínio kinase FERM de adesão focal, acesso 
cd13190), PTKc_FAK (Domínio catalítico tirosina kinase de adesão focal, acesso 
cd05056) e Focal_AT (Região alvo de adesão focal, pfam03623). A proteína afetada 
(B) pela deleção perde uma porção do domínio final. 
 
 

4.2.2 Pequenas deleções identificadas em amostras normais e tumorais de 

seis pacientes não fumantes de câncer de pulmão 

 

Encontramos 2.332 pequenas deleções em amostras normais e 3.129 em 

amostras tumorais de pacientes com câncer de pulmão do estudo de Kim e 

colaboradores (2013a) utilizando como parâmetro a presença da deleção em pelo 

menos mais de metade dos genomas do 1000G e que estavam ausentes ao utilizar 

o genoma GRCh37/hg19. Foram encontradas 250 pequenas deleções em amostras 

normais e 282 em amostras tumorais que também foram identificadas no genoma de 

referência GRCh37/hg19. Dentre estes achados, apenas 420 estavam 

simultaneamente presentes em amostras normais e tumorais (Figura 4.42).  
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Figura 4.42 Pequenas deleções identificadas com o uso das matrizes ternárias em 
tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de câncer de 
pulmão (Kim et al., 2013a). Entre parênteses a quantidade de deleções identificadas 
em mais de um paciente. 

 

Encontramos 99 pequenas deleções que ocorriam em regiões não 

codificadoras, 55 que não causaram mudança no quadro de leitura e 23 que 

causaram a mudança no quadro de leitura que possuem anotação no dbSNP ou 

COSMIC (Tabela 4.11). 

 

Tabela 4.11 Tabela contendo as deleções identificadas e seu impacto em regiões 
codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e tumorais de 
pacientes não fumantes de câncer de pulmão. 

 Amostras normais Amostras tumorais 

 
Matrizes 
ternárias 

dbSNP Cosmic 
Matrizes 
ternárias 

dbSNP Cosmic 

Regiões não 
codificadoras 

2.181 7 33 2.867 20 39 

Alteram o quadro 
de leitura 

21 2 6 50 5 10 

Não alteram o 
quadro de leitura 

130 3 15 212 12 25 
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Encontramos a deleção de 75 nucleotídeos no gene MCM7 exclusivamente 

em amostra normal do paciente 5 (Figura 4.43) com o uso do mapeamento de 34 

genomas do 1000G (10/12 europeus, 9/9 americanos, 13/27 asiáticos e 2/18 

africanos). Esta deleção adianta o códon de parada da tradução fazendo a proteína 

ficar truncada e perder um domínio inteiro (Figura 4.44). Este gene está associado a 

regulação do ciclo celular, mais precisamente ativando o “checkpoint” ligado a 

proteína p53 que leva a parada do ciclo celular (Wei et al., 2013). Apesar de ter sido 

descrito esta função que poderia agir como supressor tumoral, a alta expressão 

deste gene já foi associada a baixa taxa de sobrevida em pacientes de NSCLC 

(Toyokawa et al., 2011). Em amostras tumorais esta deleção está ausente apesar de 

haver expressão desse gene (Figura 4.60). Acreditamos nesse caso que o alelo 

contendo a deleção tenha sido silenciado no tecido tumoral. Assim, demonstramos 

que o uso de RNA-Seq é eficaz tanto para a identificação de deleções como para a 

avaliação da expressão delas. 

 

 

Figura 4.43 Deleção de 75 nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de amostras normais do paciente 5 ao mapear contra um genoma 
espanhol (HG01501) no gene MCM7 (demarcado em vermelho) causando uma 
mutação que adianta o códon de parada da tradução. 
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Figura 4.44 Representação do impacto da pequena deleção de 75 nucleotídeos no 
gene MCM7 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui dois domínios: MCM_N (Domínio N-Terminal MCM, acesso pfam14551) 
e MCM (Proteína de manutenção minicromossomo, acesso smart00350) enquanto a 
proteína afetada (B) pela deleção foi encurtada. 
 

A deleção de dois nucleotídeos no gene CDH1 foi identificada nos dados de 

RNA-Seq apenas na amostra tumoral do paciente 4, mas foi identificada usando 

metade dos genomas do 1000G utilizados como referência (6/12 europeus, 9/9 

americanos, 10/27 asiáticos e 5/18 africanos) (Figura 4.45). Este gene codifica a 

proteína E-caderina, que é descrita por desempenhas ação de supressora tumoral, é 

responsável pela adesão célula-célula (Semb and Christofori, 1998) 
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Figura 4.45 Deleção de dois nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de amostras tumorais do paciente 4 ao mapear contra um genoma 
espanhol (HG01602) no gene CDH1 (demarcado em vermelho) causando uma 
mutação que altera o quadro de leitura da tradução. 

 

Esta deleção afetou o quadro de leitura da proteína codificada pelo gene 

CDH1 e todos domínios conhecidos da proteína foram alterados pela produção de 

uma proteína truncada (Figura 4.46). A deleção de dois nucleotídeos ocorre no início 

da região codificadora do gene e por isso adianta o códon de parada produzindo 

uma possível proteína de 56 aminoácidos ao invés de uma normal com os 882 

aminoácidos (Figura 4.46). Por conta disso, a as células com essa mutação podem 

ter sua capacidade de adesão ao tecido do pulmão reduzida podendo levar a uma 

possível metástase. Além disso, após este códon de parada são 61 nucleotídeos até 

o final do éxon, portanto é provável que este mRNA sofra o mecanismo de NMD. Em 

adenocarcinoma de pulmão já foi relatada a baixa expressão do gene CDH1 com o 

mau prognóstico de pacientes em que o tumor se torna invasivo (Kase et al., 2000). 

Encontramos principalmente trabalhos que identificam SNVs no gene CDH1 em 

adenocarcinoma de pulmão. Um deles encontra cinco diferentes localizações de 

SNVs afetando a região codificadora deste gene (Imielinski et al., 2012). No entanto, 

deleções nesse gene já foram identificados em outros adenocarcinomas como de 

mama (Stephens et al., 2012) e cólon (Seshagiri et al., 2012). 

 

 



95 

 

Figura 4.46 Representação do impacto da pequena deleção de dois nucleotídeos no 
gene CDH1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada pelo 
gene possui seis domínios: Pro_caderina (Prodomínio caderina-like, acesso 
pfam08758), CA_like (Domínio de repetição caderina-like, acesso cd00031), três 
domínios Rep_caderina (Domínio de repetição de caderina em tandem, acesso 
cd11304) e Domínio_caderina_C (Região citoplasmática caderina, acesso 
pfam01049) enquanto a proteína afetada (B) pela deleção um encurtamento com 
esses domínios perdidos. 

 

Outro exemplo que podemos citar é a deleção de cinco nucleotídeos no gene 

ENGASE encontrada a partir de dados de RNA-Seq em amostra tumoral do paciente 

3. Encontramos esta deleção om o uso de 35 genomas do 1000G como referência 

(12/12 europeus, 9/9 americanos, 12/27 asiáticos e 2/18 africanos) (Figura 4.47). 

Este gene codifica uma enzima que participa do metabolismo de proteínas 

(Murakami et al., 2013).  

Esta deleção alterou o quadro de leitura da tradução da proteína e sua 

sequência de aminoácidos ficou mais curta com os sítios ativos alterados (Figura 

4.48). Como este domínio é para catalisar reações de hidrolise e de transglicosilação 

(Choragudi et al., 2014), esta mutação pode ter reduzido a afinidade dessa proteína 

em suas moléculas alvo. Foram encontradas deleções que também alteram o 

quadro de leitura da tradução deste gene em melanoma (Van Allen et al., 2014) e 

adenocarcinoma de cólon (Mouradov et al., 2014). 
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Figura 4.47 Deleção de cinco nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado 
a partir de dados de amostra tumoral do paciente 3 ao mapear contra um genoma de 
ancestralidade europeia (HG01501) no gene ENGASE (demarcado em vermelho) 
causando uma mutação que altera o quadro de leitura da tradução. 

 

 

Figura 4.48 Representação do impacto da pequena deleção de cinco nucleotídeos 
no gene ENGASE na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada 
pelo gene possui um único domínio com sítios ativos GH85_Engase (Domínio 
Engase, acesso cd06547) enquanto a proteína afetada (B) pela deleção possui um 
encurtamento com esse domínio afetado, incluindo os sítios ativos 

 

 

Analisamos os dados de RNA-Seq em busca de potenciais candidatos a 

mutações germinativas. Neste sentido, pudemos identificar presente em amostras 

normais e tumorais uma deleção de 5 nucleotídeos no gene SIRPB1. Esta deleção 

foi encontrada em amostras normais e tumorais de dois pacientes (pacientes 3 e 4) 



97 

(Figura 4.49). Este gene traduz uma glicoproteína transmembrana da família das 

imunoglobulinas que por sua vez, regula negativamente a sinalização de tirosina 

kinases (Kharitonenkov et al., 1997). 

Esta pequena deleção foi encontrada a partir de 34 genomas do 1000G como 

referência (1/12 europeus, 9/9 americanos, 8/27 asiáticos e 16/18 africanos). A 

deleção alterou o quadro de leitura da tradução reduzindo o tamanho da proteína 

codificada de 398 para 131 aminoácidos (Figura 4.50). A proteína canônica possui 

três domínios de imunoglobulinas (Figura 4.50A), no entanto a deleção pode ter 

afetado todo o seu funcionamento pois seu tamanho reduziu para 131 aminoácidos 

e todos esses domínios foram afetados (Figura 4.50B). Alterações para controlar a 

expressão desse gene já foram observadas em adenocarcinoma de pulmão, como a 

metilação deste gene (Mullapudi et al., 2015) e a observação de uma deleção que 

causava a mudança do quadro de leitura na tradução da proteína (Imielinski et al., 

2012). Segundo nossas análises, esta mutação poderia ser considerada potencial 

candidata a mutação germinativa e exclusiva de pacientes não fumantes. 

 

 

 

 

Figura 4.49 Deleção de cinco nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado 
a partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes 3 e 4 ao mapear 
contra um genoma de ancestralidade africana (HG02282) no gene SIRPB1 
(demarcado em vermelho) causando uma mutação que altera o quadro de leitura da 
tradução. 
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Figura 4.50 Representação do impacto da pequena deleção de cinco nucleotídeos 
no gene SIRPB1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) codificada 
pelo gene possui três domínios de imunoglobulina: IgV_SIRPT (Domínio 
Imunoglobulina-like SIRP, acesso cd16097), Dominio_2_IgC_SIRP (Domínio 
imunoglobulina-like SIRP 2, acesso cd05772) e Dominio_3_IgC_SIRP (Domínio 
imunoglobulina-like SIRP 3, acesso cd16085). A proteína afetada (B) pela deleção 
tem um encurtamento. 
 

Realizamos uma análise de enriquecimentos de vias e encontramos apenas 

uma via com possibilidade de estar alterada pelas deleções identificadas nas 

amostras tumorais. A via encontrada com super-representação foi a de regulação do 

formato celular (GO:0008360) com probabilidade superior de 0,58. Identificamos 

pequenas deleções em 19 genes que participam dessa via. 

Não encontramos nenhuma deleção que tivesse ocorrido ao mesmo tempo na 

linhagem celular H1975 que também é proveniente de tumores de pacientes não 

fumantes. Isto pode ter acontecido pelo fato das pacientes analisadas por Kim e 

colaboradores (2013a) serem de origem asiática e a linhagem ser de origem de um 

indivíduo caucasiano. Esperamos começar a elucidar a taxa de falsos positivos da 

nossa abordagem assim que tivermos os resultados da validação experimental dos 

resultados para a linhagem de células H1975 que está em andamento. 
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4.2.3 Pequenas deleções identificadas em amostras normais e tumorais de 14 

pacientes fumantes de câncer de pulmão 

 

Encontramos 4.349 pequenas deleções em amostras normais adjacentes ao 

tumor e 5.362 em amostras tumorais de pacientes com câncer de pulmão do estudo 

de Collisson e colaboradores (2014) utilizando como parâmetro a presença da 

delação em pelo menos mais de metade dos genomas do 1000G. Utilizamos como 

critério de exclusão aquelas deleções presentes no genoma GRCh37/hg19. Dentre 

estes achados, 1.137 estavam presentes tanto na amostra normal como na tumoral 

(Figura 4.51). Encontramos 121 pequenas deleções que ocorriam em regiões não 

codificadoras, 40 que não causaram mudança no quadro de leitura e 22 que 

causaram a mudança no quadro de leitura que possuem anotação no dbSNP ou 

COSMIC (Tabela 4.12).  

 

 

Figura 4.51 Pequenas deleções identificadas ao utilizar as matrizes ternárias em 
tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de câncer de 
pulmão (Collisson et al., 2014). Entre parênteses a quantidade de deleções 
identificadas em mais de um paciente. 
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Tabela 4.12 Tabela representando as deleções identificadas e seu impacto em 
regiões codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e 
tumorais de pacientes fumantes de câncer de pulmão. 

 Amostras normais Amostras tumorais 

 
Matrizes 
ternárias 

dbSNP Cosmic 
Matrizes 
ternárias 

dbSNP Cosmic 

Regiões não 
codificadoras 

6.123 11 48 6.665 13 49 

Alteram o quadro 
de leitura 

264 3 6 271 6 7 

Não alteram o 
quadro de leitura 

271 5 10 386 11 14 

  

 

 

Dentre as deleções que ocorreram apenas em amostras normais, 

identificamos uma pequena deleção de 12 nucleotídeos que afeta o gene HCLS1 em 

3 pacientes (2657, 3396 e 3398). Esta deleção foi encontrada a partir do uso de 33 

genomas do 1000G como referência (Figura 4.52). Esta deleção basicamente fez a 

proteína perder quatro aminoácidos afetando o domínio de gametogenetina (Figura 

4.53). 

 

 

Figura 4.52 Deleção de 12 nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de amostra normal do paciente 3398 ao mapear contra um genoma 
de ancestralidade asiática (HG01869) no gene HCLS1 (demarcado em vermelho). 
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Figura 4.53 Representação do impacto da pequena deleção de 12 nucleotídeos no 
gene HCLS1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) possui 486 
aminoácidos e cinco domínios: três domínios Rep_HS1 (Repetição HS1, acesso 
pfam02218), Superfam_GGN (Gametogenetina, acesso cl25800) e SH3_HS1 
(Domínio SH3, acesso cd12073) e a proteína afetada (B) pela deleção possuí quatro 
nucleotídeos a menos. 
 

Utilizando 60 genomas do 1000G como referência, encontramos uma 

pequena deleção de 75 nucleotídeos no gene GPX8 na amostra tumoral de RNA-

Seq do paciente 3398 (12/12 europeus, 9/9 americanos, 21/27 asiáticos e 18/18 

africanos) (Figura 4.54). Este gene é responsável por produzir uma proteína que é 

expressa em resposta ao “stress” oxidativo em células epiteliais (Cortes et al., 2011). 

Esta deleção adiantou o códon de parada da tradução da proteína em que a 

proteína normal possui foi reduzida de 208 para 21 aminoácidos. Este adiantamento 

do códon de parada afetou seu principal domínio em que possui resíduos catalíticos 

(Figura 4.55). Além disso, o códon de parada ocorre 66 nucleotídeos antes do final 

do éxon, portanto este mRNA pode ser degradado pelo mecanismo de NMD. Não 

encontramos eventos de INDELs relacionados a este gene em câncer. No entanto, 

uma substituição de um nucleotídeo foi observada adiantando o códon de parada 

desse gene em câncer de pulmão (Imielinski et al., 2012). 
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Figura 4.54 Deleção de 75 nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de amostra tumoral do paciente 3398 ao mapear contra um genoma 
de ancestralidade africana (HG01879) no gene GPX8 (demarcado em vermelho) 
causando uma mutação que altera o quadro de leitura da tradução. 
 

 

Figura 4.55 Representação do impacto da pequena deleção de 75 nucleotídeos no 
gene GPX8 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) possui 248 
aminoácidos e o domínio Tioredoxina_like (Peroxidase GPX7 da superfamilia 
tioredoxina-like, acesso TIGR02540) e a proteína afetada (B) pela deleção causou a 
perda de seu principal domínio proteico. 

 

 

Outra deleção encontrada apenas em tecidos normais foi a deleção de cinco 

nucleotídeos no gene AKT1 em três pacientes (6776, 6777 e 6778) (Figura 4.56). 

Esta deleção esteve presente em ao utilizar 33 genomas como referência (6/12 

europeus, 2/9 americanos, 25/27 asiáticos e 0/18 africanos). As mutações do gene 

AKT1 são conhecidas em câncer de pulmão, porém na maioria das vezes, essas 

mutações não afetam a proteína codificada. Isto se deve a sua importância para o 
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crescimento e proliferação do tumor mediado pela proteína mutada K-ras (Lee et al., 

2011). 

A deleção afetou o domínio proteína kinase adiantando o códon de parada da 

tradução desta (Figura 4.57). Um outro estudo relacionou que alguns pacientes de 

câncer de pulmão possuíam deleções em AKT1 e por isso a tumorigenese não 

ocorria utilizando a via de K-ras com mutação (Hollander et al., 2011). 

 

 

 

Figura 4.56 Deleção de cinco nucleotídeos em um transcrito (em amarelo) montado 
a partir de dados de amostra tumoral dos pacientes 6776, 6777 e 6778 ao mapear 
contra um genoma de ancestralidade asiática (HG00956) no gene AKT1 (demarcado 
em vermelho) causando uma mutação que altera o quadro de leitura da tradução. 
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Figura 4.57 Representação do impacto da pequena deleção de cinco nucleotídeos 
no gene AKT1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) possui dois 
grandes domínios: Superfam_PH_like (Domínio Akt, acesso cd01241) e 
Superfam_PKc_like (Domínio catalítico Serina/Treonina kinase, acesso cd05594). A 
proteína afetada (B) pela deleção possui um encurtamento que afeta o domínio 
proteína kinase. 

 

A deleção de um nucleotídeo no gene COL3A1 foi encontrada a partir dos 

dados de RNA-Seq de amostras normais e tumorais de três pacientes diferentes 

(5645, 6778 e 6148) (Figura 4.58). Este gene codifica uma proteína colágeno 

importante para a matriz extracelular de vários órgãos, inclusive pulmão (Kuivaniemi 

et al., 1997). 

Esta deleção foi identificada a partir de 39 genomas como referência (12/12 

europeus, 9/9 americanos, 18/27 asiáticos e 0/18 africanos). A deleção de um único 

nucleotídeo ocorreu na região que corresponde o domínio C-terminal da proteína 

que leva a perder 19 aminoácidos deste domínio (Figura 4.59). Este domínio tem 

como função a ligação de vários substratos a esta proteína (Stembridge et al., 2015). 

Duas deleções neste gene já foram relatadas em adiantar  o códon de parada da 

tradução da proteína codificada afetando o domínio C-terminal em pacientes com 

câncer de pulmão (Imielinski et al., 2012). Segundo nossas análises, esta mutação 

pode ser considerada como potencial candidata a mutação germinativa e exclusiva 

de pacientes fumantes de forma antagônica ao que encontramos a deleção do gene 

SIRPB1 como potencial candidata a mutação germinativa e exclusiva de pacientes 

não fumantes. 
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Figura 4.58 Deleção de um nucleotídeo em um transcrito (em amarelo) montado a 
partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes 5645, 6778 e 6148 ao 
mapear contra um genoma de ancestralidade europeia (HG00361) no gene COL3A1 
(demarcado em vermelho) causando uma mutação que altera o quadro de leitura da 
tradução. 
 

 

 

Figura 4.59 Representação do impacto da pequena deleção de um nucleotídeo no 
gene COL3A1 na sequência de aminoácidos. A proteína normal (A) possui 1466 
aminoácidos e seis domínios: VWC (Domínio fator von Willebrand tipo C, acesso 
pfam00093), quatro domínios Colag (Repetição tripla hélice de colágeno, acesso 
pfam01391) e COLFI (Domínio C-terminal de colágeno fibrilar, acesso pfam01410). 
A proteína afetada (B) pela deleção possui um encurtamento de 19 aminoácidos na 
sua porção C-terminal. 
 

O enriquecimento de vias com os genes em que foram encontradas deleções 

usando as matrizes ternárias em amostras tumorais utilizando os 66 genomas do 

1000G resultou no aparecimento de vias com elevada probabilidade de serem 
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alteradas como: adesão célula-célula (probabilidade posterior de 1), adesão 

homofílica via moléculas de membrana plasmática (probabilidade posterior de 1) e 

regulação positiva da macroautofagia (probabilidade posterior de 0,88) (Tabela 

4.13). 

 

Tabela 4.13 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas deleções em 
amostras tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternárias. 
Abaixo as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade com probabilidade 
posterior maior do que 0,5 de estarem suprerrepresentadas. 

GO id Descrição 
Probabilidade 

posterior 

Quantidade 

de Genes 

GO:0098609           Adesão célula-célula 1,00 65 

GO:0007156 
Adesão homofílica via moléculas 

da membrana plasmática 
1,00 33 

GO:0016239 
Regulação positiva da 

macroautofagia 
0,88 11 

GO:0050727 
Regulação da resposta 

inflamatória 
0,67 14 

GO:0030033 Montagem de microvilosidade 0,66 9 

GO:0071230 
Resposta celular ao estímulo de 

aminoácido 
0,64 16 

GO:0048008 Via de sinalização de PDGFR 0,54 12 

 

4.2.4 Análise de deleções encontradas exclusivamente em amostras normais, 

tumorais ou presente em ambas 

Encontramos 1.812 deleções exclusivas de amostras normais no conjunto de 

dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.42) e 3.212 no conjunto de 

amostras normais de Collisson e colaboradores (2014) (Figura 4.51). Dentre elas, 

encontramos uma deleção de 75 nucleotídeos no gene MCM7 nos pacientes não 

fumantes (Figura 4.43) e outra de 12 nucleotídeos no gene HCLS1 nos pacientes 

fumantes (Figura 4.52). Essas deleções não foram encontradas nas amostras 

tumorais desses pacientes, apesar de encontrarmos expressão destes genes no 

tecido tumoral (Figura 4.60). 
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Figura 4.60 Exemplo de transcritos reconstruídos pelo programa Trinity para o gene 
MCM7 para a amostra do tecido normal do paciente 5 (P5N) e para o tecido tumoral 
deste mesmo pacientes (P5T). 

 

Dentre as 2.709 deleções encontradas exclusivamente em tecido tumoral nos 

dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.42) podemos citar como exemplos 

uma pequena deleção no gene CDH1 (Figura 4.45) e outra no gene ENGASE 

(Figura 4.47). Nos dados de Collisson e colaboradores (2014), encontramos 4.225 

deleções, sendo uma delas uma deleção no gene GPX8 (Figura 4.54) e outra no 

gene AKT (Figura 4.56). Essas deleções não foram encontradas nas amostras 

normais desses pacientes, apesar de encontrarmos expressão destes genes no 

tecido normal (Figura 4.61 e Figura 4.62). 

 

 

Figura 4.61 Exemplo de transcritos reconstruídos pelo programa Trinity para o gene 
AKT1 para a amostra do tecido normal do paciente 6776 (6776N) e para o tecido 
tumoral deste mesmo pacientes (6776T). 
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Figura 4.62 Exemplo de transcritos reconstruídos pelo programa Trinity para o gene 
GPX8 para a amostra do tecido normal do paciente 3398 (3398N) e para o tecido 
tumoral deste mesmo pacientes (3398T). 
 

Também encontramos deleções ocorrendo ao mesmo tempo em amostras 

normais e tumorais. Nos dados de Kim e colaboradores (2013a), encontramos 420 

deleções, sendo que uma delas ocorrendo no gene SIRPB1 (Figura 4.49). Nos 

dados de Collisson e colaboradores (2014), encontramos 1.137 deleções e dentre 

elas uma que ocorre no gene COL3A1 (Figura 4.58). 

 

4.3 Comparação dos dados de pacientes fumantes e pacientes não 

fumantes 

4.3.1 Pequenas deleções identificadas a partir do genoma de referência 

GRCh37/hg19 

Encontramos 93 deleções presentes tanto em amostras normais de pacientes 

não fumantes (Kim et al., 2013a) como em pacientes fumantes (Collisson et al., 

2014) utilizando a metodologia das matrizes ternárias (Figura 4.63). Comparamos 

também as deleções encontradas em amostras tumorais nesses dois grupos de 

estudo e encontramos 57 deleções compartilhadas (Figura 4.64). Em todos os 

casos, as deleções foram encontradas em regiões não codificadoras e nenhuma 

delas é compartilhada entre os tecidos normais e tumorais. Entre as deleções 

compartilhadas por amostras tumorais, podemos citar uma deleção de um 
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nucleotídeo na região 3’ UTR do gene IFNGR1 presente em 10 pacientes fumantes 

e em todos os pacientes fumantes (Figura 4.65). 

 

 

Figura 4.63. Pequenas deleções identificadas pelas matrizes ternárias em amostras 
normais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras normais de 
Collisson e colaboradores (2014) (verde). 
 
 

 

Figura 4.64 Pequenas deleções identificadas pelas matrizes ternárias em amostras 
tumorais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras tumorais de 
Collisson e colaboradores (2014) (verde). 
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Figura 4.65 Pequena deleção de um nucleotídeo no gene IFNGR1 visualizada no 
programa IGV em amostra tumoral de paciente fumante (2662) e em paciente não 
fumante (p8). 
 

4.3.2 Pequenas deleções identificadas a partir de 66 genomas do 1000G 

Não encontramos nenhuma deleção compartilhada em tecidos normais ou 

tumorais em pacientes não fumantes (Kim et al., 2013a) e em pacientes fumantes 

(Collisson et al., 2014) quando comparadas às deleções identificadas em 66 

genomas do 1000G a partir dos critérios de exclusão empregados neste estudo. 
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5 CONCLUSÕES 

- A metodologia de matrizes ternárias que foi desenvolvida primeiramente 

para armazenar dados de variantes de “splicing”, pode ser utilizada para identificar 

pequenas deleções de até 100 nucleotídeos em dados de RNA-Seq. Esta 

metodologia usou o genoma de referência GRCh37/hg19 e três conjuntos de dados 

distintos de adenocarcinoma de pulmão: uma linhagem celular, pacientes não 

fumantes e pacientes fumantes. Pudemos identificar deleções na linhagem H1975, 

como por exemplo, as deleções em EPDR1 e PTK2. Estes achados começarão a 

ser validados experimentalmente em breve, uma vez que o nosso laboratório possui 

essa linhagem celular em cultura. 

- Em média 80% das deleções identificadas pela metodologia das matrizes 

foram encontradas tanto com o uso de matrizes ternárias como pelo programa 

Varscan. Dentre as deleções encontradas nesta etapa, podemos citar uma deleção 

no gene EGFR com anotação no dbSNP e identificada em um paciente. Esta 

deleção é um exemplo de deleção já conhecida no câncer de pulmão. No entanto, 

pudemos identificar também deleções não associadas com o câncer de pulmão 

como é o caso da deleção no gene CTSA. 

- Dados de RNA-Seq foram mapeados a 66 genomas do 1000G, sendo que 

três de cada população disponível no projeto. Esta etapa nos mostrou que podemos 

identificar pequenas deleções diferentes daquelas ao utilizar o genoma de referência 

GRCh37/hg19. Com essa estratégia diminuímos o viés da variação genética da 

população humana para identificar novos polimorfismos.  

- Deleções em genes envolvidos de alguma forma com a biologia do câncer 

foram encontradas, como é o caso do supressor tumoral CDH1 e do oncogene AKT1 

em dados de RNA-Seq de amostras de adenocarcinoma de pulmão. 

- O uso de dados de transcriptoma ainda é pouco utilizado com o intuito de 

identificar polimorfismos de sequência de tamanho pequeno. Esses dados são mais 

abundantes em bancos de dados públicos e podemos ainda estudar a expressão 

através deles. Por isso, nosso trabalho é inovador por ter como foco o uso deste tipo 

de dado para a identificação de pequenas deleções. Neste sentido, encontramos 

exemplos de deleções como potenciais candidatas a serem germinativas exclusivas 

de pacientes fumantes ou não fumantes, abrindo oportunidade para a indicação de 
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novos candidatos a biomarcador que separem pacientes destes dois grupos em 

câncer de pulmão. 

- Em nossas análises, não encontramos nenhuma deleção com sobreposição 

de coordenada entre as deleções identificadas a partir dos dados de Kim e 

colaboradores (2013a) e Collisson e colaboradores (2014) não mostrando nenhuma 

evidência de deleções associadas a fumantes e não fumantes.  

- Os nossos achados podem contribuir para o estudo mais a fundo destas 

pequenas deleções de até 100 nucleotídeos e que podem em um futuro serem 

utilizadas como biomarcadores para o diagnóstico, estudo do prognóstico ou até 

para o desenvolvimento de novas drogas para o câncer de pulmão. 
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7 ANEXO 

7.1 Using high-throughput sequencing transcriptome data for 

INDEL detection: challenges for cancer drug discovery 
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