Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto Ciéncias Biologicas

Departamento de Genética, Ecologia e Evolugdo

Programa de P6s-Graduacao em Genética

Sarah Aparecida Soares de Oliveira Henz

Impacto da Existéncia de Miltiplas Isoformas da Proteina RAD51D na Avaliacio da
Conservaciao Evolutiva dos Residuos de Aminoacidos e, consequentemente, na

Classificacao de suas Variantes Genéticas quanto a Patogenicidade

Belo Horizonte, 2025



Sarah Aparecida Soares de Oliveira Henz

Impacto da Existéncia de Multiplas Isoformas da Proteina RADS1D na Avaliacido da
Conservacdo Evolutiva dos Residuos de Aminoacidos e, consequentemente, na

Classificacio de suas Variantes Genéticas quanto a Patogenicidade

Dissertagao de Mestrado apresentado ao
Programa de Pos-Graduacao em Genética da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obten¢do do titulo de

mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Raquel Santos

Carvalho

Belo Horizonte, 2025



043

Henz, Sarah Aparecida Soares de Oliveira.

Impacto da Existéncia de Multiplas Isoformas da Proteina RAD51D na
Avaliagao da Conservagao Evolutiva dos Residuos de Aminoacidos e
consequentemente, na Classificacio de suas Variantes Genéticas quanto a
Patogenicidade / Sarah Aparecida Soares de Oliveira Henz. — 2025.

126 f.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Raquel Santos Carvalho.

Dissertagac (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Instituto de Ciéncias Biolégicas. Programa de Pds-Graduagao em Genética.

1. Genética. 2. Mutagdes genéticas. 3. Sindrome Hereditaria de Cancer

de Mama e Ovario. |. Carvalho, Maria Raquel Santos. Il. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biologicas. IIl. Titulo.

CDU: 575

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Jéssica Patricia Silva de Sa - CRB & - 3430




w o N TR A

A
ﬂ,{:}n_d“_ﬁ."
RETIER

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ICB - COLEGIADO DE POS-GRADUACAD EM GENETICA - SECRETARIA

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO

ATA DA DEFESA DE DISSERTA(;;E.D 37212025
entrada
1712023

SARAH APARECIDA SOARES DE OLIVEIRA HENZ CPF:
130.660.70&-
03

As guinze horas do dia 04 de julho de 2025, reuniu-se a Comissdc Examinadora de
Dissertacdo, indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho
intitulado: "Impacto da Existéncia de Multiplas Isoformas da Proteina Rad51d na Avaliacio
da Conservacao Evolutiva dos Residuos de Aminoacidos E, Conseguentemente, na
Classificacio de Suas Variantes Genéticas Quanto A Patogenicidade”, requisito para
obtencido do grau de Mestre em Genética. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Dra.
Maria Raquel Santos Carvalho, apos dar a conhecer aos presentes o teor das Mormas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a4 candidata, para apresentagac de seu
trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos Examinadores, com a respectiva defesa da candidata.
Logo apds, a Comissio se reuniu, sem a presenca da candidata e do publico, para julgamento e
expedicio de resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicacbes:

Prof./Pesq. Instituicao Indicacao

Dra. Maria Ragquel Santos Carvalho UFMG APROVADA
Dr. Wasco Arston Carvalho de Azevedo UFMG APROVADA
Dra. Célia Regina Moreira Lanza UFMG APROVADA,

Pelas indicacdes, a candidata foi considerada: APROVADA

O resultado final foi comunicado publicamente 4 candidata pela Presidente da Comissio. Nada
mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reuniao e lavrou a presente ATA, que sera
assinada por todos os membros participantes da Comissio Examinadora.

Belo Horizonte, 04 de julho de 2025.

Dra. Maria Raguel Santos Carvalho - Orientadora
Dr. Vasco Ariston Carvalho de Azevedo




Dra. Célia Regina Moreira Lanza

Assinatura dos membros da banca examinadora:

' Documento assinado eletronicamante por Vasco Ariston de Carvalho Azevedo, Professor
SEII- |‘ﬁ do Magistério Superior, em 08/07/2025, 4s 09:56, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
P erve ki fundamento no art. 5° do Decrelo n® 10.543, de 13 de novembro de 2020,

' Documento assinado eletronicamente por Celia Regina Moreira Lanza, Professora do
Se.l' Ili‘I Magistério Superior, em 0N0T7/2025, 4s 14:36, conforme horano oficlal de Brasilia, com
el e fundamento no ar. 5° do Decrelo n° 10,543, de 13 de novembro de 2020,

SEiI Documento assinado eletronicamente por Maria Ragquel Santos Carvalho, Membro, em
it Iliil 11/07/2025, &s 13:12, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5 do
ebetrinica Decreto n* 10,543, de 13 de novembro de 2020,

Referénecia: Processo n 23072, 240657/2025-26 SEIr® 4344300



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

"Impacto da Existéncia de Maltiplas Isoformas da Proteina Rad51d na Avaliacio da
Conservacio Evolutiva dos Residuos de Aminoacidos E, Consequentemente, na
Classificacio de Suas Variantes Genéticas Quanto A Patogenicidade"

Sarah Aparecida Soares de Oliveira Henz

Dissertacao aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Profa Maria Raguel Santos Carvalho - Orientadora
UFMG

Prof. Vasco Anston Carvalho de Azevedo
UEMG

Profa Célia Regina Moreira Lanza
UFMG

Belo Homnzonte, 04 de julho de 2025.

il Documento assinado eletronicameante por Vasco Ariston de Carvalho Azevedo, Professor
SEI' . |'.,j do Magistério Superior, em 08/07/2025, 4s 09:57, conforme hordro oficial de Brasilia, com
thatrinics fundamento no art. 5° do Decrelo n* 10.543, de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicameante por Celia Regina Moreira Lanza, Professora do



i "~ ) Magistério Superior, em 0%07/2025, s 14:36, conforme hordro oficlal de Brasilia, com
SEI} 1 |tundamento no ant. 5° do Decreto 0° 10.543. de 13 de novembeo de 2020,

'l Documents assinado eletronicamente por Maria Raguel Santos Carvalho, Membro, em
SEL I[L‘I 11/07/2025, &s 13:12, conforme hordnio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
rlelrinica Decreto n® 10.543, die 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n® 23072, 240657/2025-26 SEIn® 4344316



“Dedico este trabalho aos meus pais, que
sempre me apoiaram e¢ me deram a melhor

educacao possivel”.



Agradecimentos
Agradego primeiramente a Deus, que me permitiu chegar até aqui. A caminhada foi longa e
dificil, mas ele me fortaleceu todos dias para continuar firme.
Gostaria de agradecer minha mae, que sempre me apoiou na minha jornada académica e me
apoiou incondicionalmente para a realizagao desse sonho. Ao meu pai, agradeco também pelo
apoio que tive durante tantas dificuldades, principalmente no Gltimo ano. A maior heranga
que um pai e uma mae podem deixar para um filho é o conhecimento. Obrigado pai e mae por
terem investido durante toda minha vida na melhor educacdo possivel, além de apoio e amor.
Ao meu companheiro, melhor amigo, meu marido, Alexandre meu agradecimento por estar
sempre ao meu lado nos momentos de alegria e dificuldade, na satide e na doenga. Trazendo
luz aos meus dias mais dificeis, sendo meu apoio incodicional em tudo que precisei até aqui.
Essa vitoria € nossa, vocé € minha base, que trouxe equilibrio nos dias mais dificeis. Te amo.
Aos meus irmaos que tanto amo. Matheus, que vocé tenha orgulho da irma e que siga
crescendo cada dia mais lindo e inteligente, sei que terei cada vez mais orgulho de vocé
também. Gabi, obrigada por toda paciéncia e por estar ao meu lado sempre. A voces,
Jhonathan, Kimberly e agora Helena o meu muito obrigada. A minha tia Bel e a minha vo, o
meu muito obrigado por todo amor e apoio que sempre me deram, me fazendo ser quem sou
hoje.
Aos meus tios, primos, Brenda e Hugo, obrigada por tornarem momentos dificeis em mais
leves, por estarem aqui sempre que eu precisei.
Aos meus amigos Alicia, Ana, Giselle, Nayara, obrigada por todo apoio. Em especial quero
dedicar um agradecimento ao Matheus Vieira e a Nadiny que nos momentos mais dificeis
estiveram comigo e me ajudaram muito a chegar até aqui também.
A Carol Trevelin e a Gabrielle Mapa, minhas amigas que o mestrado me deu, agradeco por
compartilhar tantos momentos dificeis, me ajudarem nos momentos de aflicdo e preocupacao
que sabemos que ¢ o peso que o mestrado traz. Vocés foram muito importantes nesta
caminhada.
Agradego ao Laboratorio de Genética Humana e Médica da UFMG, onde fui muito bem
recebida. Agradeco a Marlene, técnica do laboratorio, por toda ajuda. Agradego também ao
Arthur e Tamires pela ajuda com Bioinformatica.
Gostaria de agradecer também a minha mentora académica de vida, Maria Lecticia, que desde

a faculdade me ajuda em tudo que preciso e me dd muito apoio também. Obrigada.



A minha orientadora, Maria Raquel, quero agradecer pelo voto de confianca em me orientar,
por toda ajuda e paciéncia que teve comigo em todo este periodo que ndo foi facil. Mas
conseguimos, aprendi muito com vocé e levarei comigo todo este aprendizado para vida.
Também agradeco aos professores Frederico e Marcelo por me auxiliarem durante todo o
mestrado em tudo que precisei.

Ao programa de Pos Graduagao em Genética e a UFMG, meu muito obrigada.

Por fim, agradeco a bolsa CAPES pelo o investimento neste projeto, tornando-o possivel.



Resumo

O gene RADS5 1D esta envolvido nas vias de reparo das quebras da dupla fita de DNA durante
a replicacdo, fazendo parte das vias dos genes BRCAI e BRCAZ2. Variantes genéticas
patogénicas em RADS5 1D tém sido associadas aos canceres de mama e de ovario e apresentam
alta penetrdncia. A classificagdo das variantes genéticas quanto a patogenicidade ¢
fundamental, pois permite nortear as condutas clinicas. Variantes genéticas sao classificadas
em benignas (B), provavelmente benignas (PB), variantes de significado incerto (VUS),
provavelmente patogénicas (PP) ou patogénicas (P). Os principais critérios para classificagao
de uma variante genética sdo: 1. envolvimento do gene com o fendtipo; 2. frequéncia alélica
da variante na populacdo em geral e em amostras de pacientes; 3. Conservagao evolutiva do
residuo (aminodcido) afetado pela variante; 4. Impacto funcional predito nos niveis de RNA e
proteina; 5. segregacao da variante em familias e estudos funcionais avaliando o impacto da
variante. A existéncia de isoformas dificulta a avaliacdo da conservagdo evolutiva dos
residuos, uma vez que os programas de alinhamento multiplo (por exemplo, BLAST e
CLUSTAL Omega) nio separam as isoformas antes de fazerem o alinhamento. O RADS51D
apresenta pelo menos 8 isoforma proteicas e a presenca destas isoformas, ou qual ¢ a isoforma
canoOnica, varia conforme a espécie/classe. O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a
conservagdo evolutiva de cada residuo da isoforma candnica humana da proteina RADSID, e
outras isoformas relevantes clinica ou evolutivamente.

Palavras-chave: RADS5 1D; cancer; conservagao evolutiva.



Abstract

The RADS51D gene is involved in the repair pathways of double-strand breaks in DNA during
replication and is part of the BRCAI and BRCA?2 gene pathways. Pathogenic genetic variants
in RADS1D have been associated with breast and ovarian cancers and have high penetrance.
Classification of genetic variants according to pathogenicity is essential, as it allows guiding
clinical conduct. Genetic variants are classified as benign (B), probably benign (PB), variants
of uncertain significance (VUS), probably pathogenic (PP), or pathogenic (P). The main
criteria for classifying a genetic variant are: 1. involvement of the gene with the phenotype; 2.
allele frequency of the variant in the general population and patient samples; 3. evolutionary
conservation of the residue (amino acid) affected by the variant; 4. predicted functional
impact on RNA and protein levels; 5. Variant segregation in families and functional studies
evaluating the impacts of the variant. The existence of isoforms makes it difficult to assess the
evolutionary conservation of residues, since multiple alignment programs (e.g., BLAST and
CLUSTAL Omega) do not separate isoforms before performing the alignment. RADS51D has
at least 8 protein isoforms and the presence of these isoforms, or which one is the canonical
isoform, varies according to the species/class. The objective of the present study is to evaluate
the evolutionary conservation of each residue of the human canonical isoform of the

RADS51D protein and other clinically or evolutionarily relevant isoforms.

Keywords: RADS51D; cancer; evolutionary conservation.
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1. Introduciao

O desenvolvimento dos métodos de Biologia Molecular tem permitido grandes avangos na
compreensdo dos mecanismos subjacentes as doencas e das suas aplicagdes. Isto ¢
particularmente verdadeiro em relacdo ao cancer. Os primeiros genes relacionados ao cancer
identificados foram Rb e TP53, que permitiram identificar as primeiras sindromes de canceres
familiares. Atualmente, sdo centenas de genes e vias metabolicas conhecidas, abrindo
caminho para o desenvolvimento de novos métodos para diagndstico e terapia. A contribui¢ao
da Genética varia de acordo com o subtipo de cancer e com diversos fatores epidemiologicos,
como idade de inicio e recorréncia familiar. A seguir, serdo discutidos aspectos gerais do
cancer, seus mecanismos celulares e genético-moleculares. O foco do trabalho serd nos
canceres de mama e ovario e a contribui¢do do gene RADS5 1D, com enfoque na dificuldade de
classificagdo de variantes genéticas quanto a patogenicidade, em funcdo da existéncia de

isoformas.

1.1 O céancer

O cancer ¢ definido como o crescimento descontrolado e progressivo de células que, ao
longo do tempo, perdem suas caracteristicas de diferenciacdo e adquirem a capacidade de
invadir tecidos adjacentes e metastatizar para 6rgaos distantes. De forma simplificada, esse
processo corresponde a formagdo tumoral e, consequentemente, ao desenvolvimento da

neoplasia maligna (INCA).

Historicamente, o cancer era considerado uma doenga predominante em individuos idosos.
Contudo, nas ultimas décadas, observou-se um aumento significativo da incidéncia em
todas as faixas etarias, incluindo criangas, adolescentes e adultos jovens. Tal fendmeno
esta associado, em parte, as mudangas nos habitos de vida e a maior exposicao a fatores
ambientais e comportamentais que favorecem alteracdes genéticas, especialmente em
proto-oncogenes e genes supressores tumorais. Esses eventos moleculares desencadeiam

uma cascata de mutagdes que afetam multiplas vias de regulacao celular.
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Durante a tumorigénese, as células neoplasicas adquirem propriedades bioldgicas que

favorecem sua sobrevivéncia e expansdo. Hanahan (2022) descreve um conjunto de
caracteristicas fundamentais — denominadas “marcas do cancer” — que transformam uma
célula normal em uma célula maligna. Entre essas caracteristicas estdo: (i) capacidade de
sustentar sinais proliferativos; (ii) evasdo de mecanismos supressores de crescimento; (iii)
resisténcia a morte celular; (iv) potencial replicativo ilimitado; (v) indug¢do de angiogénese;
(vi) ativagdo da invasdo e metéstase; (vii) reprogramagdo do metabolismo celular; e (viii)
evasao da deteccao e destruicdo pelo sistema imunologico (HANAHAN, 2022). A Figura

1 ilustra essas marcas do cancer.

No mesmo artigo, Hanahan (2022) descreve o conceito de “caracteristicas habilitadoras”,
que correspondem as condigdes neopldsicas que permitem aos tumores adquirir € manter
suas caracteristicas funcionais essenciais. Entre essas condi¢des estdo: desbloqueio da
plasticidade fenotipica, reprogramacdo epigenética ndo mutacional, microbiomas

polimdrficos e presenga de células senescentes.

A plasticidade ¢ a capacidade de adaptacdo a diferentes mudangas. No contexto
oncoldgico, a plasticidade fenotipica ¢ um componente critico da patogénese do cancer,
pois envolve a perda da capacidade de diferenciagdo celular ou até mesmo a
desdiferenciagcdo. Hanahan (2022) cita como exemplo de desdiferenciacdo a carcinogénese
do cancer de colon, em que a diferenciacdo celular ¢ interrompida pela ag¢do de dois fatores
de transcricdo do desenvolvimento: HOXA5 (ENSG00000106004) e SMAD4
(ENSG00000141646). Outro exemplo ¢ a desdiferenciagdo de melanocitos, ocasionada

pela supressdo da atividade do regulador mestre MITF.

Ainda no contexto da diferenciagdo celular, destaca-se o fendmeno da transdiferenciagao,
ou metaplasia tecidual, que ocorre quando células adquirem um fenétipo diferente daquele

que lhes ¢ caracteristico. Um exemplo classico ¢ o esofago de Barrett.

A regulacdo epigenética durante a fase embriondria ja ¢ amplamente reconhecida. No
cancer, ha evidéncias que sustentam a hipdtese de que alteragdes epigenéticas contribuem
para a aquisicdo de propriedades celulares que favorecem a progressdo maligna. Além
disso, o microambiente tumoral, formado de maneira heterogénea por células cancerigenas

e outros componentes, desempenha um papel crucial no desenvolvimento do cancer, pois
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diferentes caracteristicas fisicas e bioquimicas presentes nesse microambiente podem

induzir alteragcdes no epigenoma.

A senescéncia celular, ou envelhecimento celular, corresponde a parada irreversivel do
ciclo celular, ou seja, a interrup¢ao permanente da proliferacao celular. Trata-se de um
mecanismo de defesa contra o surgimento de neoplasias. Essa condi¢ao ¢ acompanhada
por alteragdes morfoldgicas, mudangas no metabolismo e ativagdo de um fendtipo secretor
associado a liberacdo de diversas proteinas bioativas. Diversas modalidades terapéuticas,
como quimioterapia e radioterapia, utilizam a indugdo da senescéncia como estratégia para

suprimir a progressao tumoral (HANAHAN, 2022).

FIGURA 1 Marcas do Cancer

Instabilidade do genoma Evasdo de supressores de
crescimento

Sustentagdo de sinalizagdo

liferats Potencial replicativo
proliferativa

ilimitado

Reprogramacgio do metabolismo das Ativagdo dc_: sistema imune
células mato

- - Invasdo e metastase
Destruigio imunolégica

Resisténcia a morte apoptose

Indugdo da angiogénese celular prog da
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FONTE: Imagem adaptada pela autora de HANAHAN, Douglas. Hallmarks of cancer: new
dimensions.  Cancer  discovery, V. 12, n. 1, p. 3146, 2022. Doi:
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059.

Em um tecido normal, a progressdao do ciclo celular ¢ regulada por sinalizadores que
controlam o crescimento e a divisdo celular. Quando se torna indiferenciada, a célula
cancerigena passa a manter o controle dessa funcdo com o objetivo de sustentar sua

propria proliferacao.
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As células neoplasicas podem garantir essa capacidade proliferativa por meio da producao

de ligantes de fatores de crescimento, o que possibilita a estimulagdo proliferativa
autdcrina. Além disso, a sinalizacdo pode ser corrompida pelo aumento da expressdo de
proteinas receptoras na superficie da célula tumoral, intensificando a resposta a sinais de

crescimento (HANAHAN, 2011).

Um dos mecanismos de defesa contra a sinalizacdo desregulada € o feedback negativo. Um
gene relevante nesse processo ¢ a oncoproteina RAS, cuja fun¢do, quando comprometida,
afeta sua atividade como GTPase. Essa atividade estd associada ao mecanismo intrinseco
de feedback negativo que, em condigdes normais, assegura que a transmissao ativa do sinal

seja transitoria (HANAHAN, 2011).

Outro fator que permite as células cancerigenas controlar sua propria sinalizagdo ¢ a
capacidade de contornar a a¢do de genes reguladores negativos da prolifera¢do celular —
os genes supressores de tumor. O mais importante entre eles ¢ o TP53
(ENSG00000141510), que desempenha papel central na tomada de decisdes relacionadas a
proliferacdo celular, ativacdo da senescéncia e/ou inducdo da apoptose (HANAHAN,

2011).

Outro gene supressor relevante € o NF2 (ENSG00000186575), cujo mecanismo de agao
envolve a inibi¢do do ciclo celular por meio do contato célula-célula. A perda desse gene

esta associada ao desenvolvimento da neurofibromatose.

Além disso, ¢ importante destacar os proto-oncogenes — genes que, em condigdes
fisiologicas, estimulam a divisdo celular e atuam como fatores de crescimento,
transdutores de sinais e reguladores da transcricdo. Quando sofrem mutagdes, esses genes
tornam-se oncogenes, levando a proliferacdo celular exacerbada. Nos genomas de aves e
mamiferos, além dessas fun¢des usuais, os oncogenes também desempenham papel no

controle da diferenciacao celular (KONTOMANOLIS et al., 2020).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que, em 2025, sejam
diagnosticados mais de 700 mil casos de cancer no Brasil, sendo o cancer de pele ndo
melanoma o mais incidente, seguido pelo cancer de mama feminino, que representa 10,5%

dos casos.
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1.2 Os canceres de mama e de ovario

O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais prevalente entre as mulheres em todo o
mundo. Aproximadamente 1 em cada 10 casos de cancer em mulheres corresponde ao
cancer de mama (MENON et al., 2024). Em 2018, mais de 630 mil mulheres morreram em
decorréncia dessa doenca, e, no mesmo periodo, foram diagnosticados mais de 2 milhdes

de novos casos.

A frequéncia do cancer de mama ao longo da vida ¢ estimada em 12,5% na populagdo
feminina e 0,1% na populagdo masculina. Em cerca de 80% dos casos, a doenca acomete
principalmente mulheres com mais de 50 anos. J4 o cancer de ovario apresenta uma
frequéncia estimada de 1 a 2% ao longo da vida das mulheres (CASAUBON et al., 2023;
OBEAGU; OBEAGU, 2024; KATSURA; OGUNMWONYI; KANKAM; SAHA, 2022).

Quase 85% dos casos de cancer de mama apresentam-se na forma de adenocarcinoma,
acometendo ductos mamarios e epitélio lobular (KATSURA; OGUNMWONYT;
KANKAM; SAHA, 2022).

Para o diagndstico do cancer de mama, ¢ fundamental a realizacdo de exames radiologicos,
bem como analises histoldgicas, como bidpsia e citologia, visando um tratamento mais
eficaz e direcionado. As opgdes terapéuticas incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia
e terapia enddcrina, cuja indicacdo depende dos achados histologicos e genéticos

(KATSURA; OGUNMWONYT; KANKAM; SAHA, 2022).

O fator hereditario exerce papel significativo na ocorréncia do cancer de mama, estando
presente em aproximadamente 10 a 15% dos casos de céancer relacionados a mutagdes
genéticas germinativas que se segregam em familias. Em mulheres jovens, com até 30

anos, essa propor¢ao pode chegar a até 25% dos casos (MENON et al., 2024).

Os principais genes associados ao cancer de mama s3o os genes supressores de tumor
BRCAI (ENSG00000012048) e BRCA2 (ENSG00000139618). Variantes germinativas
patogénicas nesses genes conferem um risco aproximado de 85% para o desenvolvimento
da doenga nas mulheres portadoras. O gene BRCAI estd associado a cerca de 35% dos
casos hereditarios de cancer de mama, enquanto o BRCA2 corresponde a aproximadamente

25% desses casos (CASAUBON et al., 2023).
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O processo inicia-se na linhagem germinativa, envolvendo genes como BRCA1/2, CHEK?2

(ENSG00000183765), PALB2 (ENSG00000083093) e TP53, que apresentam
susceptibilidade moderada a alta para a doeng¢a. Em seguida, ocorre a inativagdo de genes

supressores tumorais, incluindo ATM, BRCA1/2, CHEK?2 e PALB2 (XIONG et al., 2025).

Genes ativos na via de sintese de estrogénio, como CYP17, CYP19, GSTMI
(ENSG00000134184) e NQO2 (ENSG00000124588), também sdo alvo de estudos para

identificar possiveis polimorfismos associados ao cancer de mama.

O cancer de mama pode ser classificado em carcinoma invasivo e carcinoma lobular, além

de mais de 18 subtipos histologicos (XIONG et al., 2025).

Situagdo semelhante ocorre no cancer de ovario (OBEAGU; OBEAGU, 2024), onde
variantes germinativas patogénicas nos mesmos genes aumentam o risco para tipos

especificos de malignidades epiteliais (CASAUBON et al., 2023).

Sabe-se que a incidéncia do cancer de ovario varia estatisticamente entre diferentes etnias,
embora a causa dessa diferenga ainda seja desconhecida. Algumas hipdteses indicam que
fatores como o uso de contraceptivos orais, laqueadura tubaria e ooforectomia reduzem o
risco de desenvolvimento do cancer de ovario, enquanto o uso de terapia hormonal na

menopausa pode aumentar esse risco em cerca de 20% (TORRE et al., 2018).

O cancer epitelial de ovario ¢ o tipo mais comum entre as mulheres e pode ser subdividido
histologicamente em carcinomas serosos, endometridides, mucinosos e de células claras.
Esses tumores também podem ser classificados como tipo I ou tipo II, conforme sua
instabilidade genética. Os canceres epiteliais tipo I sdo geralmente de baixo grau, enquanto
os tipo II apresentam comportamento agressivo e alto grau, apresentando baixa taxa de
sobrevida quando diagnosticados tardiamente. Os canceres de ovario ndo epiteliais tendem

a SCr menos agressivos.

Os tumores de alto grau estdo frequentemente associados a mutagdes nos genes BRCAI e
BRCA2, presentes em aproximadamente 40% dos casos, assim como nos genes RADS51C
(ENSGO00000108384) e RADS51D (ENSG00000185379). Esses genes estdo relacionados a
mutagdes raras de penetrancia moderada, envolvendo a intera¢do entre os genes BRCAI,

BRCA?2 e a helicase C-terminal 1.
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O diagnostico do cancer de ovario depende significativamente do subtipo tumoral, bem

como da etnia do paciente. O diagnostico precoce ¢ fundamental para melhorar o
prognostico; contudo, essa etapa ¢ dificultada pela auséncia de sintomas evidentes nos

estagios iniciais da doenga (TORRE et al., 2018).
1.2.1 Reparo por recombinacio homologa

As vias de reparo por recombinacdo homodloga sdo mediadas por diversos genes, incluindo
0 RADS5ID. As proteinas BRCAI e BRCA2 formam um complexo que recruta a proteina
RADS1 aos locais de ruptura da dupla fita do DNA. A proteina BRCA?2 ¢ responsavel pela
montagem do filamento de nucleoproteina da RADS51 na extremidade ressecada do DNA
(WASSING; ESASHI, 2021). Esse processo também ¢ mediado por proteinas da familia
RADS52 (ENSG00000002016) (LI et al., 2019).

Dessa forma, a funcao principal da familia RADS51 € promover a protecao contra o estresse
da replicacao celular, desacelerando e estabilizando a abertura da dupla fita e a formagao
das forquilhas de replicacio do DNA. Essas ac¢des sdo essenciais para garantir a
integridade do reparo por recombinacdo homologa ao longo da vida celular (BONILLA et

al., 2020; WASSING; ESASHI, 2021).

O reparo por recombinagdo homologa pode ser subdividido em quatro etapas principais

(BONILLA et al., 2020):

1. Reversao das forquilhas;

2. Protecao das forquilhas invertidas;

3. Reparo e reinicializa¢do das forquilhas de replicagao;

4. Preenchimento das lacunas pos-replicacao.

A reversao das forquilhas de replicagdo auxilia no enfrentamento do estresse replicativo,
por meio do reanelamento das fitas molde e da gerag¢ao de duplex de DNA. Qualquer

desregulacdo desse processo pode desencadear centenas de doengas humanas. Além disso,
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a paralisacdo prolongada das forquilhas pode levar a morte celular (ADOLPH; CORTEZ,

2024).

Essa reversao faz com que o numero de vias de jungdo aumente de trés para quatro, como,
por exemplo, as jungdes de Holliday. Esse processo envolve diversos genes, entre eles a

familia RADS51, conforme ilustrado na Figura 2 (ADOLPH; CORTEZ, 2024).

FIGURA 2 Genes envolvidos no processo de reversao da forquilhas
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A reversdo da forquilha de replicacdo insere uma lesdo de DNA molde de volta no DNA duplex. Esse

processo requer RADS1 e € mediado por translocases dependentes de ATP.

Fonte: ADOLPH, Madison B.; CORTEZ, David. Mechanisms and regulation of replication
fork reversal. Dna Repair, [S.L.], v. 141, p. 103731, set. 2024. Elsevier BV.

http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2024.103731. Adaptado pela autora.

O principal gatilho para a reversdo da forquilha de replicacdo ¢ o desacoplamento das
atividades da helicase e da polimerase, o que resulta na exposi¢do de DNA de fita simples

(ssDNA) (ADOLPH; CORTEZ, 2024).

A protegao da forquilha replicativa ocorre por meio da estabilizagdo do filamento de
RADS51, mediada pelo gene BRCA2, que previne a degradacdo dos nucleotideos causada
pela abertura e pela formagao das forquilhas paralisadas (BONILLA et al., 2020).

1.3 Origem e evoluciao das familias RAD e RADS1

Os genes que compdem a familia RAD pertencem a uma nova classe de proteinas
ligadoras de GTP. Esses genes exibem uma dependéncia nica de magnésio para se

ligarem a guanina, processo este regulado por uma GTPase especifica para o RAD. A
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expressdao do gene RAD ¢ particularmente elevada em tecidos como coragao, pulmao e

musculo esquelético (MOYERS; BILAN; ZHU; KAHN, 1997).

A superfamilia RADS5] originou-se de um ancestral comum aos dominios Archaea e
Eukarya, tendo sido identificada a partir do estudo do gene RecA em Escherichia coli. O
gene RADS5I ¢ o homologo eucaridtico do gene bacteriano RecA. Essas proteinas
apresentam dominios altamente conservados, como os motivos Walker A e Walker B,

relacionados a ligagdo e hidrolise de ATP (LIN et al., 2006).

A partir da andlise de conservagdo evolutiva, a superfamilia foi dividida em trés grandes

grupos: recA, RADoa e RADS (BONILLA et al., 2020).

O grupo recA esté presente em genes de diversos reinos, como Monera, Protista, Fungi e
Plantae. O grupo RADa inclui as recombinases primarias dos eucariotos (RAD51 e DMCI)
e Archaea. Por fim, o grupo RADpS compreende os paralogos eucarioticos canonicos do
RADS51 — entre eles, RAD5IC, RADS5ID, XRCC2 (ENSG00000196584), XRCC3
(ENSG00000126215) — além do gene radB de Archaea.

A hipotese proposta para explicar a diversidade dentro dessa familia ¢ que, entre Archaea e
eucariotos, ocorreram duplicagdes nos genes ancestrais do grupo RADp, resultando nas
diferencas observadas nas proteinas RADS51 entre os reinos Animalia, Plantaec e Fungi.
Também se sugere a ocorréncia de transferéncia horizontal por meio de eventos

endossimbidticos (LIN et al., 2006; BONILLA et al., 2020).

A familia RADa apresenta maior conservagao evolutiva em comparagdo a familia RADS.
Alguns genes do grupo RADS sofreram perdas evolutivas em fungos e em alguns

invertebrados (LIN et al., 2006).

Focando no grupo de interesse, RADf, observa-se uma subdivisdo adicional dentro da
familia RADS1, que inclui os genes RADS5I (também denominado RADS51A4), RADS51B,
RADSIC e RADSID. O gene RADS5ID aparentemente surgiu mais recentemente nos
organismos eucariotos ¢ ¢ o membro mais divergente dessa familia (LIN et al., 2006;

BONILLA et al., 2020).
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Segundo Lin e colaboradores (2006), os genes da familia RADS51 compartilham pouca

homologia sequencial, o que resulta em proteinas distintas entre diferentes grupos de
organismos. Em vertebrados, a proteina RAD51D conserva cerca de 74% de identidade
com as sequéncias encontradas em organismos como leveduras e plantas. A sequéncia
canonica humana da RADS51D, composta por 328 aminoacidos, pode apresentar até 99%

de similaridade com a de camundongos.

1.4 O gene RAD51D

O gene RADS5ID ¢ o homologo 4 da familia génica RADS51 e foi descrito na levedura
Saccharomyces cerevisiae, juntamente com outro gene, o DMCI. Estes dois genes sao
estruturalmente semelhantes aos de E. coli (JIANG et al., 2018).

O gene RADS51D mapeia em 17ql2, nas coordenadas chr17:35,092,221-35,119,860, ocupa
27.640 bp (GRCh38/hg38), estando localizado na fita minus (UCSC Genome Browser, acesso
em 25/2/2025). Esta ¢ uma regido rica em genes (Figura 3). Upstream ao RADS5I1D, esta o
gene RFFL (ENSGO00000092871), para o qual estd descrito um produto readthrough
RADS51D-RFFL.

FIGURA 3. Posi¢ao cromossomica ¢ estrutura do RADS51D
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FONTE: Criada pela autora com base na imagem do UCSC Genome Browser (acesso em
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Outro gene proximo da regido ¢ o FNDCS8 (ENSG00000073598) (hg38,
chr17:35.121.615-35.130.732), localizado na fita plus, estd 1755 pb do RADS5ID, com
potencial para formar overlapping gene com RADS5ID (RAD5ID-FNDCS8), do tipo

cabega-cabeca, com compartilhamento de elementos regulatorios a 5°-UTR (Figura 4).
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FIGURA 4 Contexto gendmico no entorno do RADS51D
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Capturas de imagem da regido no entorno do gene RAD51D no UCSC Genome Browser, com
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apresentada em maior resolugdo. o transcrito do readthrough composto pelos genes
RADS51D-RFFL esté identificado por um retangulo vermelho (ENSG00000267618). A regiao
dos overlapping genes RAD5SID-FNDCS8 estd identificada por um circulo verde. Sao
overlapping genes na orienta¢do cabega-cabeca.

FONTE: Criada pela autora com base na imagem do UCSC Genome Browser (acesso em

27/2/2025)
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O RADS5SID se localiza em uma regido muito rica em genes, apesar da regido 17ql2 ser

heterocromatica, no caridtipo com bandamento G. Nesta regido, se encontram, por exemplo,
os genes, TMEM132E (ENSG00000181291) proteina transmembrana altamente conservada
em mamiferos e peixes expressdo coclea de camundongos cérebro, rim, pulmao e figado,esta
altamente ligada alguns tipos de surdez. UNC45 (ENSG00000140553) trata-se de uma
proteina chaperona ligada a proliferacdo celular e fusdo de mioblastos. Além disso, nesta
regido estdo os clusters dos genes CCL, TBC.

Esta regido € importante em outras neoplasias como a leucemia, cuja iniciag@o € associada aos
produtos de fusdo RARA-PLZF, RARA-PML e TIF1A com RARA (ENSG00000131759) e
BRAF (ENSG00000157764) geram producao de oncoproteinas.

FIGURA 5 - Genes na regiao 17q12
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Segundo as bases de dados UniProt e GTex, o RAD51D possui como isoforma candnica uma
proteina composta por 328 aminoacidos (O75771-1)e mais sete isoformas em humanos. A
isoforma canonica € composta por 11 exons e ¢ bastante expressa em células de linfocitos,
testiculo, rins, tiredide, utero, tecido vaginal, tecido mamadrio, ovario e em varias regides do
cérebro, entre outras. Os principais exdns expressos nestes tecidos sdo 10 e 11. Sabendo disso,
podemos pressupor que uma alteracdo nestes exdns podem ter mais chances de alterar a

funcdo (Figura 6).
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FIGURA 6 Splicing e splicing alternativo no gene RAD51D
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Segundo o Gtex esses sdo os exons presentes no RADS51D e as diversas possibilidades de splicing alternativo.

FONTE: captura de imagem do Gtex adaptada pela autora.

B) Estrutura da isoforma canonica
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Segundo o Gtex esses sdo o0s exons presentes no RADS5 1D, isoforma candnica.

FONTE: captura de imagem do Gtex adaptada pela autora.

C) No nivel da proteina, na isoforma canonica, destacando-se o primeiro aminoacido de cada

cxon.
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Sequéncia de éxons da isoforma candnica do gene RADS51D evidenciando o aminodacido inicial para cada éxon.

FONTE: imagem criada pela autora
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1.5 A proteina RAD51D

O RADS5I constitui um peptideo ligante e um dominio da RecA. Esses dominios Walker A e
Walker B participam da troca de fita de ATP e superficies de ligacdo de DNA/proteina (TOH;
NGEOW, 2021).

Pouco estudada, o gene RAD51D apresenta variantes benignas, patogénicas e VUS (variante
de significado incerto). De acordo com o banco de dados Varsome (acesso em 02/04/2025) o
RADSID tem 228 variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas, 989 VUS e 388
benignas ou provavelmente benigna. (Banco de dados Varsome consultado 02/04/2025)

A proteina RAD15D, em sua isoforma canonica, se caracteriza por apresentar os dominios
Walker A e Walker B (Figura 7). O Walker A ¢ responsavel pela ligacdo de ATP e esta
localizado nas posi¢oes 107 a 114. O Walker B ¢ responsdvel pela hidréolise de ATP e esta
localizado nas posicoes 219 a 223, que sdo altamente conservados. A importancia destes

dominios ¢ que sdo cruciais para reversao da forquilha de replicacao.

FIGURA 7 Dominios RADS51D
Walker A Walker B

RADS51 B RecAfold N

Localizagdo dos dominios Rad51
Fonte: ADOLPH, Madison B.; CORTEZ, David. Mechanisms and regulation of replication
fork reversal. Dmna Repair, [S.L.], v. 141, p. 103731, set. 2024. Elsevier BV.

http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2024.103731. Adaptado pela autora

A proteina RADS51D estd envolvida nas vias de varios genes relacionados a reversdo da

forquilha de Holliday, tais como SMARCALI, ZRANB3, HLTF e FBH].

O RADS51D desempenha diversas fungdes; sua inativagao pode bloquear completamente a
reversdo da forquilha de replicacdo. Atua como mediadora na inversdo da fita e na
formac¢ao do lago D durante a recombinacdo homoéloga de quebras de fita dupla, formando

filamentos de nucleoproteina em substratos. Juntamente com a BRCAZ2, promove a


http://dx.doi.org/10.1016/j.dnarep.2024.103731
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nuclea¢dao do filamento e inibe a atividade ATPase do RADS51, estabilizando o filamento

(ADOLPH; CORTEZ, 2024).
1.6 Variantes genéticas e cincer

O gene RADS5 1D esta envolvido na via de reparo por recombinagdo homodloga, responsavel
pela corregao de quebras na dupla fita do DNA durante a replicagdo. Esse gene esta
associado ao cancer de mama e de ovéario, devido a sua atuagdo nas vias de reparo

mediadas pelos genes BRCAI e BRCA2 (YOSHIDA; MIKI, 2004).

Entre as fungdes da RADS51D destaca-se o papel fundamental na recombinacdo homologa
(HR), essencial para a manutengdo da estabilidade do DNA e prevencao do
desenvolvimento do cancer. Contudo, embora a inibi¢do da familia RADS51 possa causar
danos genOmicos € aumentar a propensao ao cancer, a regulagdo positiva e a indugdo das
proteinas dessa familia também tém sido associadas a resisténcia terapé€utica e a

progressao metastatica (GRUNDY; BUCKANOVICH; A BERNSTEIN, 2020).
1.7 Classificacao de variantes

Pessoas portadoras de mutagdes classificadas como patogénicas nos genes RADSID e
RADS51C apresentam maior risco de desenvolver cancer de mama e ovario. A funcdo do
RADS5SID pode ser afetada por diversos fatores, incluindo metilagdo do promotor e
mutagdes de diferentes tipos, como alteragdes no numero de copias, por exemplo, delecdes

(GRUNDY; BUCKANOVICH; BERNSTEIN, 2020).

Entretanto, variantes genéticas sdo comuns em todos os genes € nem sempre implicam em
repercussdes funcionais. Por isso, ¢ fundamental destacar a importancia da classificacdo

das variantes do gene RADS5ID.

As variantes genéticas sdo classificadas em cinco categorias, conforme critérios
estabelecidos pelo American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e pela
American Association of Pathology (APA):

e Benignas (B);
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e Provavelmente benignas (PB);

e Variantes de significado incerto (VUS);

e Provavelmente patogénicas (PP);

e Patogénicas (P).

Essa classificacdo baseia-se nos seguintes critérios (RICHARDS et al., 2015):

1. Evidéncia da frequéncia populacional obtida em diversos bancos de dados;

2. Estudos funcionais realizados em cultivo celular ou modelos animais;

3. Analise bioinformatica, que inclui conservagao evolutiva do residuo, tipos de
variantes previamente descritas para determinada posi¢do e predicao de impacto

funcional por meio de diversos algoritmos;

4. Estudos de segregacdo, demonstrando co-segregacao do alelo com o fen6tipo em

familias;

5. Relatos de caso descrevendo a variante em individuos afetados;

6. Impacto no splicing alternativo, entre outros.

1.8 Importancia da conservacido evolutiva na classificacio de cada residuo quanto a

patogenicidade

O RADSID foi recentemente incluido em painéis multigénicos devido a sua associacio
com o aumento do risco para cancer de mama e ovario. Regides ou aminoacidos altamente
conservados indicam que uma mutacdo pontual nessas posi¢des pode gerar variantes

potencialmente patogénicas.
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A importancia desse estudo reside em identificar quais residuos de aminoacidos sdo mais

ou menos conservados, inclusive até espécies distantes como peixes, para melhor

compreender a classificacdo das variantes relacionadas a esse gene.

1.9 Impacto das isoformas na avaliacio da conservacgio evolutiva

O gene RADS5ID apresenta multiplas isoformas em humanos e, ao longo da evolucao,
possui diferentes isoformas canodnicas distribuidas entre diversas classes de organismos. A

isoforma humana possui 328 aminoacidos.

Este trabalho tem como objetivo classificar as variantes do gene com base na conservagao
evolutiva. Contudo, um desafio importante ¢ realizar essa analise considerando a grande

diversidade de isoformas existentes.

Por exemplo, nos mamiferos, ha uma isoforma com 329 aminodcidos presente em
roedores, a qual também pode ser encontrada em outras classes, como aves, répteis e
peixes. Outra isoforma provavel ¢ a isoforma 8, com 348 aminoacidos, observada em
alguns primatas. A isoforma 4, com 213 aminoécidos, ¢ encontrada em varias classes.
Além disso, existe uma isoforma ndo descrita no ser humano, com sequéncia de 312 e 313

aminodcidos, principalmente em aves.

Quando a conservagao evolutiva ¢ avaliada considerando diferentes isoformas
simultaneamente, hd um risco significativo de erro na determinacdo da profundidade da

conservagao de residuos especificos de aminoacidos.

1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo geral

Investigar o impacto das isoformas na avaliagdo da conservagdo evolutiva dos residuos de

aminoacidos da proteina RADS51D, que afetam na aplicagdo clinica na classificacdo de

variantes genéticas quanto a patogenicidade.
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1.10.2 Objetivos especificos

Desenvolver um mapa da profundidade de conservagdo evolutiva de cada aminoécido
considerando  separadamente as isoformas ENST00000345365.6 (canoOnica, 328

aminoacidos), (329 aminoacidos, roedores € morcegos).

1.10.3 Justificativa e relevancia

Tipicamente, a avaliagdo da conservacdo evolutiva ¢ feita considerando-se todas as
sequéncias disponiveis nas bases de dados, ou seja, mistura as diferentes isoformas
conhecidas em humanos e em outros organismos. A conservagao evolutiva tem muito peso na
classificacdo de variantes e, sozinha, direciona a classificacdo de uma substituicdo de
aminoacidos qualquer para benigna. Isto leva a uma subestimativa da potencial

patogenicidade das substituigdes de aminoacidos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Como as sequéncias foram obtidas?

O NCBI (National Center for Biotechnology Information) € a principal plataforma
utilizada para ampliar a busca e encontrar o maior nimero possivel de isoformas do gene
RADSID. Para os alinhamentos, foram utilizados os softwares Clustal Omega e MEGAX.

A metodologia adotada neste trabalho foi dividida em trés etapas:

Primeira etapa:

Foi realizada uma busca no NCBI utilizando o BLASTP da isoforma candnica para obter
as primeiras sequéncias. Como critérios iniciais de exclusdo, foram descartadas sequéncias
preditas, hipotéticas e aquelas com homologia inferior a 70%. Priorizaram-se para analise
as sequéncias candnicas e aquelas com tamanho préximo, como a isoforma de 329
aminoacidos. Considerando a sequéncia canonica, foram contabilizadas 16 sequéncias de

mamiferos, 16 de aves, uma de répteis, trés de peixes e nenhuma de anfibios.

Segunda etapa:
Esta etapa consistiu na coleta da lista completa de ortdlogos do RADS5 1D disponivel no

NCBI. Foram contabilizadas ao todo 584 sequéncias: 218 de mamiferos, 191 de peixes,
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123 de aves, 41 de répteis e 11 de anfibios. Inicialmente, ndo foi aplicado nenhum critério

de exclusdo. Apos o primeiro alinhamento realizado com Clustal Omega, estabeleceram-se
os seguintes critérios para filtragem das sequéncias: remoc¢do de gaps centrais Unicos;
exclusao de sequéncias com inicio tardio, que poderiam ser readthrough; e exigéncia de

que as sequéncias tivessem 328 e 329 aminoacidos.

Terceira etapa:

Esta etapa teve como objetivo identificar a isoforma tipica de cada classe taxondmica.
Para isso, foi utilizado o modelo de cada classe como referéncia para realizar buscas via
BLASTP no NCBI. Os organismos escolhidos para referéncia foram: Danio rerio para
peixes; Gallus gallus para aves; Caretta caretta para répteis; e Xenopus tropicalis para
anfibios. Esta metodologia ndo foi aplicada para mamiferos, pois seria semelhante a da
primeira etapa. Para esta etapa, também foram aplicados os critérios de exclusdo:
homologia inferior a 70%, sequéncias preditas e hipotéticas; e a selecdo das sequéncias foi

interrompida quando houve mudanca de classe na lista fornecida pelo NCBI.
2.2 Como as sequéncias foram analisadas?

Para a analise das sequéncias, foram realizados diversos alinhamentos visando a maxima
exploracdo do conteudo disponivel. Para isso, utilizamos as ferramentas BLAST do NCBI,
MEGAX e Clustal Omega. Apos a obtengdo da lista final, dentro dos critérios
estabelecidos, a analise passou a ser realizada por posi¢do, avaliando a profundidade de
conservagdo de cada residuo dentro de cada classe taxonOmica, e, em algumas situagoes,

por espécie e isoforma.
Para essa analise detalhada, utilizamos os softwares MEGAX, Alpha Minsesse ¢ ConSurf.

A seguir, na Tabela 1, sdo apresentados os bancos de dados utilizados nesta metodologia,

bem como sua finalidade dentro do projeto.

Tabela 1 Programas e bancos de dados utilizado nas analises

SOFTWARE/SITES | FINALIDADE LINK

Mega X Alinhamento e analise | PROGRAMA
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Clustal omega Alinhamento https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo
NCBI Alinhamento e busca de| https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
sequéncias
GTex Busca de exon https://gtexportal.org/home/gene/RADS51D#gen
transcript-browser-block
ENSEMBLE Busca de isoformas https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Tran
ript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG000001
379;r=17:33426811-33448541;t=ENST0000034
276
UNIPROT informagdes do RADS51] https://www.uniprot.org/uniprotkb/O75771/entr
O075771-5
Varsome Busca por variantes https://varsome.com/gene/hg38/Rad51d
AlphaMissense patogenicidade de acord https://alphamissense.hegelab.org/hotspot
com a posicao
ConSurf trocas de aminoacidos | https://consurf.tau.ac.il/barak/progress.php?numn
er=1736449221
Tax-on-tree teste de arvore Programa
filogenética
ClinVar Busca por variante https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Fonte: Feito pela autora

2.3 Analise dos resultados

A tltima etapa da andlise consistiu na constru¢do de tabelas comparativas utilizando os

dados obtidos pelo MEGAX, ferramenta que avalia a conservacdo evolutiva. Foram

elaboradas tabelas especificas para mamiferos, primatas e para as demais classes (aves,

répteis, anfibios e peixes).
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Observou-se que determinadas regides apresentavam maior conservagao do que outras. Por

esse motivo, foi necessario utilizar uma ferramenta da Thermo Fisher

(https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/genome-editing/invitrogen-truedes

ign-genome-editor.html) para o estudo dos éxons e introns conservados.

Com base nesses dados, construimos uma linha do tempo evolutiva para o estudo.
3.0 Resultados e Discussao

O RADS5ID possui diversas isoformas, e essa diversidade ¢ ainda maior entre diferentes
classes taxonomicas. Em outras classes, a maior homologia nem sempre € com a isoforma
candnica humana; algumas sequéncias apresentam maior semelhanca com a isoforma 8
(348 aminoacidos) ou com a isoforma 4 (283 aminoécidos). A maioria dessas isoformas ¢
gerada por splicing alternativo (Figura 13), sendo que, por exemplo, a isoforma §
apresenta a adicdo de um éxon. Embora a isoforma 8 nio tenha sido o foco principal do
nosso estudo, ela ¢ encontrada especialmente em primatas e também em uma sequéncia de

aves, sugerindo que essa variante € de ocorréncia natural na evolugao.

3.1 Quais as isoformas da proteina RADS1D estio presentes em humanos? Quais as

diferencas e qual o0 mecanismo de origem de cada uma delas?

Na tabela 2, sdo listadas principais caracteristicas das isoformas da proteina RADSID

descritas em humanos.


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/genome-editing/invitrogen-truedesign-genome-editor.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/genome-editing/invitrogen-truedesign-genome-editor.html

Tabela 2 - Isoformas de RADS51D em humanos

isoformas

candnica

Isoforma 2

Isoforma 3

Isoforma 4
Isoforma 5

Isoforma 6

Isoforma 7

Isoforma 8

Quantidades
de residuos
de
aminoacidos

328

49

216

283
328
118

212

348

Principais diferen¢as com a candnica

49-49: A— S
50-328: AUSENTE

50-161: AUSENTE

116-160: AUSENTE
88-101: SLDKLLDAGLYTGE — RQKLSGGSRWCMHL

88-118: SLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCL —
RHGGRTQVGTWEDCSCLRSPQGDRGVGSGML
119-328: AUSENTE

193-212: VIGSSGTVKVVVVDSVTAVV —
DGIPEHLNHIPHCLHVHLPC
213-328: AUSENTE

49-

41

B_LALVALRRVLLAQFSAFPVNGADLYEELKTSTALILSTGIG

S

TWRAHSSGNLGGLQLPQVPAGRSWSGVRNALKKAGLGH

GGTDGLSLNAFDERGTAVSTSR

FONTE: Tabela criada pela autora, utilizando dados da UniProt (acesso em marco de 2023).

A isoforma canoOnica ¢ a principal isoforma do gene RADS5ID encontrada em humanos
contendo 328 aminoacidos. Além desta, estdo registradas outras sete isoformas encontradas
em humanos, com tamanhos e homologias diferentes. No quadro 2, sio mostradas as

isoformas da proteina RADS51D, de acordo com uniprot, com respectivos tamanhos e

diferencas entre cada uma delas € a candnica.

Realizando um alinhamento par-a-par entre a isoforma candnica e cada uma das demais

isoformas, conseguimos observar as principais diferencas entre elas. Na maioria, o

mecanismo observado € o splicing alternativo e/ou presenca ou auséncia de éxon terminal.

A isoforma numero dois, O75771-2, tem 49 aminoacidos e foi gerada por stop codon

prematuro.
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FIGURA 8 Alinhamento isoforma canonica X isoforma 2

sp|075771-2|RA51D_HUMAN Isoform 2 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748211 Length: 49 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 49 Graphics

Score Expect Metheod Identities Positives Gaps Go to previous match #0 for Icl|Query_2748211
100 bits(250) 5e-31 Compositional matrix adjust.  48/49(98%) 49/49(100%) 0/49(0%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKA 49

MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYK+
Sbjct 1  MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKS 49

Alinhamento da candnica com a isoforma 2, na qual a isoforma 2 ¢ gerada por um stop cdédon prematuro

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

A isoforma trés, O75711-3 possui 216 aminoacidos ¢ formada por splicing alternativo.O
alinhamento com a isoforma candnica ¢ dividido, da posi¢ao 1° a posi¢cdo 83°, se alinham
primeiro com a candnica e depois voltam a se alinhar na posi¢do 160°, ou seja, cerca de 80
aminoacidos estdo fora do alinhamento. Esta falha pode corresponder a um éxon inteiro que

esta presente na isoforma trés € ndo se alinha com a canonica (Figura 9).

FIGURA 9 Alinhamento isoforma candnica X isoforma 3

spl075771-3|RA51D_HUMAN Isoform 3 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748212 Length: 216 Number of Matches: 2

Range 1: 48 to 216 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps
338 bits(866) le-121 Compositional matrix adjust. 168/169(99%) 169/169(100%) 0/169(0%)

Query 160 QAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQ 219
+AEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQ
Sbjct 48 KAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVWVWWDSVTAVWSPLLGGY 187

Query 220 QREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLD 279
QREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLD
Sbjct 108 QREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLD 167

Query 280 TIEGAGASGGRRMACLAKSSROQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328
TIEGAGASGGRRMACLAKSSROPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT
Sbjct 168 TIEGAGASGGRRMACLAKSSROPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 216

Range 2: 1 to 83 Graphics A Previous Match 4 First Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps

109 bits(272) 2e-32 Compositional matrix adjust. 61/86(71%) 69/86(80%) 4/86(4%)

Query 1  MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRV-LLA 59
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKA ALRR+ ++

Sbjct 1  MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKA-EALRRIQVVH 59

Query 60 QFSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTG 85

F F+ D+ +EL+ + A TG
Sbjct 60 AFDIFQM--LDVLQELRGTVAQQVTG 83

Alinhamento candnica com a isoforma 3, na qual possui a auséncia do éxon nimero 4

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI
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A isoforma 4 possui 283 aminoacidos (O75711-4) e ao se alinhar com a isoforma canonica ¢é
notavel um splicing alternativo proximo a posi¢ao 110° (Figura 10)

A isoforma 5 também possui 328 aminoacidos (075711-5) e € a mais parecida com a isoforma
canodnica. Isto €, ndo parece sofrer splicing alternativo e sim apenas mudangas pontuais de
aminoacidos. ( Figura 11)

A isoforma 6 possui 118 de aminoacidos (O75711-6) e se alinha com a isoforma canénica até

a posicao 87 apenas. ( Figura 12).

FIGURA 10 Alinhamento isoforma canonica X isoforma 4

spl075771-4|RA51D_HUMAN Isoform 4 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748213 Length: 283 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 283 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
544 bits(1401) 0.0 Compositional matrix adjust. 283/328(86%) 283/328(86%) 45/328(13%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 6@
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
Sbjct 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60

Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM 120
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQ
Shjct 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQ----- 115

Query 121 AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQUVHAFDIFQMLD 180
AEALRRIQVVHAFDIFQMLD
Shjct 116 - oo AEALRRIQUVHAFDIFQMLD 135
Query 181 VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD 240
VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVWSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD
Sbjct 136 VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD 195
Query 241 LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR 300
LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWS FVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR
Sbjct 196 LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR 255
Query 301 QPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328

QPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT
Sbjct 256 QPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 283

Alinhamento candnica e isoforma 4, na qual apresenta um GAP no éxon niimero 4 e o término da proteina é no
exon numero 9

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

FIGURA 11 Alinhamento isoforma candnica X isoforma 5
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sp|075771-5|RA51D_HUMAN Isoform 5 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748214 Length: 328 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 328 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
619 bits(1597) 0.0  Compositional matrix adjust. 316/329(96%) 317/329(96%) 2/329(0%)
Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
Sbjct 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60
Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGE-VTEIVGGPGSGKTQVCLC 119
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIG KL + VTEIVGGPGSGKTQVCLC
Sbjct 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGR-QKLSGGSRWCMHLVTEIVGGPGSGKTQVCLC 119
Query 120 MAANVAHGLQQONVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQML 179
MAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQML
Sbjct 120 MAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQML 179
Query 180 DVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLAR 239
DVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLAR
Sbjct 180 DVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLAR 239
Query 240 DLGMAVVWTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSS 299
DLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSS
Sbjct 240 DLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSS 299
Query 300 RQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328

RQOPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT
Sbjct 300 RQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328

Alinhamento isoforma candnica com isoforma 5. Ambas tém 328, ndo ha splicing alternativo, apenas mudancas
pontuais de aminoacidos.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

FIGURA 12 Alinhamento isoforma canonica X isoforma 6

sp|075771-6|RA51D_HUMAN Isoform 6 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748215 Length: 118 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 87 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
174 bits(441) 1e-58 Compositional matrix adjust. 87/87(100%) 87/87(100%) 0/87(0%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
Sbject 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60

Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIG 87
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIG
Sbjct 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIG 87

Alinhamento isoforma candnica com a isoforma 6, na qual a isoforma 6 s6 alinha até o aminoacido 87,0u seja,
até o éxon numero 3.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

A isoforma 7 possui 212 aminoacidos (O75711-7), quando alinhada com a isoforma candnica,
assim como a isoforma seis, ndo se alinha por completo. O alinhamento ocorre da posicao 1°

até a posicao 192°. (Figura 13)

FIGURA 13 Alinhamento isoforma canonica X isoforma 7
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spl075771-7|RA51D_HUMAN Isoform 7 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748216 Length: 212 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 192 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
385 bits(988) 4e-140 Compositional matrix adjust. 192/192(100%) 192/192(100%) 0/192(0%)
Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60

MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVWDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
Sbjct 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 60
Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM 120

FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM
Sbjct 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM 1280
Query 121 AANVAHGLQONVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD 180

AANVAHGLQONVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD
Sbjct 121 AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD 18@
Query 181 VLQELRGTVAQQ 192

VLQELRGTVAQQ
Sbjct 181 VLQELRGTVAQQ 192

Alinhamento da isoforma candnica com a isoforma 7, na qual o alinhamento vai até o aminoacido 192, ou seja,
até o éxon de numero 6.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

Tanto a isoforma 6 quanto a isoforma 7 parecem ter um ultimo éxon que ndo ¢ presente na
isoforma candnica.

A isoforma 8 possui 348 aminoacidos (O75711-8) e ¢ comumente vista em primatas. Quando
alinhada com a isoforma candnica podemos observar um splicing alternativo ocorrendo na
isoforma canodnica, ou seja a isoforma 8 possui uma regido a mais que a isoforma 328 ndo

tem. (Figura 14)

FIGURA 14 Alinhamento isoforma canonica X isoforma 8

sp|075771-8|RA51D_HUMAN Isoform 8 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=RAD51D
Sequence ID: Query_2748217 Length: 348 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 348 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
535 bits(1378) 0.0  Compositional matrix adjust. 294/350(84%) 299/350(85%) 24/350(6%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSVKALVALRRVLLAQ 60
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVDLVSADLEEVAQKCGLSYK A
Sbjct 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDkVSADLEEVAQKCGLSYKTNRAHSSGNLGG 60

Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTATLSTGTIGE- - - - - = - == -=-mmmm o= Y DKLLDAGLY 98
+ o+ A+ GHGY ALDKLLDAGLY
Sbjct 61 LQLPQVPAGRSWSGVR - -NALKKAGLGHGGTOGLSLNAFDERGTAVSTSRLDKLLDAGLY 118

Query 99 TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCMAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEE 158
TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCMAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEE
Sbjct 119 TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCMAANVAHGLQONVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEE 178

Query 159 EQAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGG 218
EQAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVWSPLLGG
Sbjct 179 EQAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVWSPLLGG 238

Query 219 QQREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILL 278

QQREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVWTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILL
Sbjct 239 QQREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVWWTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILL 298
Query 279 DTIEGAGASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328

DTIEGAGASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT
Sbjct 299 DTIEGAGASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 348

Alinhamento da isoforma canénica com a isoforma 8, na qual podemos observar o splicing alternativo sendo

iniciado proéximo ao aminoacido 48 ( éxon 3 ¢ 4 ) ¢ sofrendo um GAP no éxon niimero 4.
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FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI e adaptado pela autora

3.2 Qual a diferenca entre as isoformas 328 e 329?

Neste estudo, o objetivo € focar, principalmente, nas isoformas 328 e 329. Além disso, sdao
vistas mais 56 substitui¢des de aminoacidos na isoforma 329, mas parecem ndo comprometer
a parte funcional da proteina ao ponto de ser visto como uma variante genética.(Figura 15).
Estas substituicdes aparecem distribuidas ao longo da sequéncia, sugerindo que ndo se trate de
splicing alternativo.

Nas nossas buscas pelo NCBI, Uniprot e outras bases de dados, ¢ perceptivel que a isoforma
candnica (328 aminoacidos) € a principal isoforma presente na classe dos mamiferos, estando
pouco representada nas demais classes. Ao contrdrio, a isoforma 329 se encontra bastante
presente nas demais classes e pouco presente em mamiferos. Em mamiferos, a isoforma 329
so foi encontrada em algumas espécies de roedores € em um morcego (Sturnira hondurensis).
Dentre tantas isoformas do RADS5ID escolhemos a isoforma 328 por ser a candnica de
humanos e a 329 por ser a isoforma comprovadamente existente com mais similaridade com a
isoforma candnica, pois mesmo com alteragdes pontuais de aminoacidos, a diferenga mais
marcante ¢ adicdo de uma arginina na posi¢ao 288°.

A isoforma 329 se apresenta com mais frequéncia nas classes de aves, peixes, e répteis e
anfibios, ndo necessariamente sendo a candnica das espécies e classes. Observamos que em
aves a sequéncia com maior predominancia foram sequéncia que nao sdo alvos deste estudo,
as sequéncias com 312/313 aminoacidos, por exemplo. Em répteis e anfibios, as sequéncias

339 aminodacidos se apresentaram bastante presentes também.

FIGURA 15 Comparagao da Isoforma canonica em humana com a isoforma 329
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puery: unnamed protein product Query ID: lcl|Query 44281 Length: 328

>NP_@01100499.1:1-329 DNA repair protein RAD51 homolog 4 [Rattus norvegicus]
Sequence ID: Query_44283 Length: 329

Range 1: 1 to 329

Score:555 bits(1429), Expect:e.0,

Method:Compositional matrix adjust.,

Identities:275/329(84%), Positives:299/329(90%), Gaps:1/329(@%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 6@
Shbjct 1 selis cfdcoooooooe 105 05 &R oo oo ol soc0cccccccoonsssoocoonoos 60

Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM 120
Sbjct 61 ..., T T T T Levevrannnnnnnnaas v o 12e

Query 121 AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD 18@
Sbjct 121 ...... Sooooo00000000 Moooooooooac Becooo [0 08 olboocac Sooooocac 180

Query 181 VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD 240
Shbjct 181 M..D....M...AAL. ..., | I A iiiiiiiiii e I.... 240

Query 241 LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASG-GRRMACLAKSS 299
Shbjct 241 ..v....... Lecoooc HolFecoooooonn00000000 EVF....TL.RSQ.TVR.I..P 300

Query 300 RQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328
Shjct 301 ..... L..VI....L..E...PE.P.K.. 329

Alinhamento pairwise da isoforma candnica com a 329.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo NCBI

3.3 Como a isoforma presente em humanos aparece nas outras classes?

3.3.1 Mamiferos

A isoforma canonica do RADS1D estd amplamente presente em mamiferos e € pouco
representada nas demais classes. Em roedores, foi identificada uma isoforma semelhante,
contendo 329 aminoécidos, altamente conservada dentro do grupo, com cerca de 99% de

homologia entre as diferentes espécies de roedores (BONILLA et al., 2020).
Nossa analise foi realizada por classe taxondmica, conforme descrito a seguir:

Metodologia 1: Baseou-se em um BLASTP utilizando a isoforma candnica
(ENST00000345365.6) como sequéncia de consulta. No primeiro levantamento, foram
encontradas 101 sequéncias. Alinhamentos subsequentes foram realizados para avaliar
similaridade e homologia em relacdo a sequéncia candnica. Aplicando os critérios de
exclusdo para sequéncias preditas, hipotéticas e aquelas com homologia inferior a 70%, o
conjunto foi reduzido a 66 sequéncias. Destas, 16 representaram as isoformas em estudo,

sendo 9 isoformas com 328 aminoacidos € 7 com 329 aminoacidos.
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Metodologia 2: Consistiu na analise da lista de ortdlogos, aplicando critérios rigorosos de

exclusdo, como remocdo de sequéncias com gaps centrais e/ou Unicos, inicio tardio ou
precoce, e sequéncias readthrough, independentemente da classe. Inicialmente, 104
sequéncias foram excluidas por apresentarem muitos gaps ou por estarem muito distantes
da isoforma canonica. Posteriormente, a analise foi realizada por classe, considerando os
mesmos critérios. Para mamiferos, havia inicialmente 218 sequéncias, das quais 9 foram

excluidas por inicio precoce e 3 por gaps Unicos.

Com foco nas isoformas de 328 e 329 aminodcidos, restaram 77 sequéncias da isoforma

328 e 22 da isoforma 329.

Metodologia 3: Baseada em BLASTP do principal modelo para cada classe, ndo foi

aplicada para mamiferos, pois seria redundante com a metodologia 1.

Assim, ao final da andlise, contamos com um total de 86 sequéncias da isoforma 328 e 29

sequéncias da isoforma 329 para mamiferos.
3.3.2 Aves

Na metodologia 1, foi realizado um BLASTP filtrando para que a busca incluisse apenas a
classe Aves. Foram encontradas 279 sequéncias. Aplicando os critérios de exclusdo

previamente estabelecidos e realizando os seguintes alinhamentos:

e 328/329 aves x canOnica;

e 329 aves x 329 mamiferos (Rattus norvegicus, modelo);

e 312/313/315 aves X canonica;

e Isoforma 283 aves x candnica;

e J[soforma 348 aves x candnica.
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Apos o refinamento, obtiveram-se 14 sequéncias com 328 aminoacidos e 2 sequéncias com

329 aminoacidos.

Na metodologia 2, apos a divisdo de classes da lista de ortdlogos, havia inicialmente 118
sequéncias. Apds o alinhamento e aplicacdo dos critérios de exclusdo, restaram 45

sequéncias, todas com 329 aminoacidos.

Na metodologia 3, utilizou-se como modelo Gallus gallus (galo doméstico). Seguindo os
critérios de exclusdo, obtiveram-se 298 sequéncias de aves. Parte dessas sequéncias
corresponde a isoformas distintas, sendo as mais comuns as de 312, 313 e 315
aminoacidos, amplamente presentes em aves. Ao final, restaram 28 sequéncias de 329

aminoacidos e 2 de 328 aminoacidos.

Total geral para Aves: 16 sequéncias de 328 aminoacidos e 75 sequéncias de 329

aminoacidos.
3.3.3 Répteis

Na metodologia 1, o BLASTP foi filtrado para selecionar apenas sequéncias da classe
Reptilia. Foram inicialmente obtidas 11 amostras. Apos a aplicagdo dos critérios de
exclusdo previamente definidos, o conjunto foi reduzido para 7 sequéncias. Entre estas,
observou-se um problema de homologia: muitas eram mais semelhantes a outros membros

da familia RADS51 do que ao RADS1D.

Dessa forma, restaram apenas 3 sequéncias, todas com 329 aminoacidos, que foram

utilizadas nos seguintes alinhamentos:

e 329 répteis X candnica;

e 329 répteis x 329 mamiferos;

e 3 sequéncias x 328 candnica;

e 329 répteis x demais sequéncias de répteis.
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Apenas uma dessas sequéncias apresentou correspondéncia com os critérios do estudo,

sendo de 329 aminoacidos.

Na metodologia 2, apds a separagdo por classes, foram obtidas 41 amostras de répteis.
Aplicando os critérios de exclusdo, 5 sequéncias foram removidas. Entre as 36 sequéncias

restantes, identificou-se apenas 1 com 328 aminoacidos € 18 com 329 aminoacidos.

Na metodologia 3, utilizou-se Caretta caretta (tartaruga-comum) como modelo para o
BLASTP. Foram encontradas 27 sequéncias, das quais apenas 2 eram compativeis com as

isoformas de interesse (328 e 329 aminodacidos), sendo ambas de 329 aminodacidos.

Total geral para Répteis: 23 sequéncias de 329 aminodcidos e 1 sequéncia de 328

aminoacidos.
3.3.4 Anfibios

Na metodologia 1, foi realizado um BLASTP filtrando apenas para a classe Amphibia.
Foram inicialmente encontradas 59 amostras, das quais 20 foram selecionadas apos a
aplicacdo dos critérios de exclusdo. No entanto, muitas dessas sequéncias correspondiam a
outras isoformas com baixa similaridade ao RADS51D, chegando a apresentar maior
homologia com outros membros da familia RADS51. Por essa razdo, nenhuma sequéncia

foi aproveitada nesta metodologia.

Na metodologia 2, apds a separagdo por classes, foram identificadas 11 sequéncias de

anfibios. Entre estas, apenas 1 sequéncia correspondia a isoforma de 328 aminoécidos.

Na metodologia 3, utilizou-se Xenopus tropicalis (ra tropical) como modelo para o
BLASTP. Entretanto, os resultados retornados ja se iniciavam com sequéncias da classe

Reptilia, ndo sendo identificada nenhuma sequéncia de interesse para anfibios.

Total geral para Anfibios: 1 sequéncia de 328 aminoacidos e nenhuma sequéncia de 329

aminoacidos.
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3.3.5 Peixes

Na metodologia 1, o BLASTP foi filtrado para buscar apenas sequéncias da classe dos
peixes, resultando em 120 sequéncias iniciais. Apos a aplicagdo dos critérios de exclusdo
previamente definidos, restaram 58 sequéncias. Ao remover as isoformas que nao eram de
interesse para este estudo, permaneceram apenas 3 sequéncias correspondentes a isoforma

de 329 aminoécidos.
Para andlise, foram realizados os seguintes alinhamentos:

e 329 peixes x candnica;

e 329 peixes x 329 mamiferos (modelo: Rattus norvegicus);

e 329 peixes X 348 mamiferos.

Na metodologia 2, ap6s a separagdo por classes, foram obtidas 191 sequéncias de peixes.
Seguindo os critérios de exclusdo, 8 amostras foram descartadas. Entre as sequéncias
restantes, apenas 2 sequéncias correspondiam a isoforma de 328 aminoacidos e 2

sequéncias a isoforma de 329 aminoacidos.

Na metodologia 3, utilizou-se Danio rerio (peixe-zebra) como modelo para o BLASTP.
Ap0s aplicar os critérios de exclusdo, obteve-se um conjunto de 140 amostras, das quais

apenas 2 sequéncias correspondiam a isoforma de 329 aminoacidos.

Total geral para Peixes: 2 sequéncias de 328 aminoacidos e 7 sequéncias de 329

aminoacidos.

34 Como é o alinhamento das sequéncias da isoforma candénica humana (328

aminoacidos) com suas correspondentes em outras espécies?

Utilizando todas as sequéncias obtidas nas trés metodologias, foi realizado um
alinhamento das sequéncias com 328 aminodacidos, abrangendo 86 mamiferos, 2 peixes, 1

réptil, 1 anfibio e 16 aves.
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Com excecdo dos mamiferos, as demais classes sdo compostas, em sua maioria, por outras

isoformas que ndo serdo investigadas neste estudo.

O alinhamento mostrou-se uniforme, sem gaps significativos, inicios tardios e precoces,
apresentando boa conservagdo em parte da proteina, com cerca de 132 residuos
conservados até peixes. Observou-se maior divergéncia no final das sequéncias,

especialmente nos ltimos 30 residuos.

No mesmo alinhamento, comparando-se a isoforma candnica, identificou-se uma alteragao
caracteristica de splicing alternativo, presente em 16 espécies — todas passeriformes —
iniciando-se na posi¢do 161° e estendendo-se até a posi¢dao 177°. O gap complementar a
essa alteracdo ocorre nas Ultimas 16 posi¢des da proteina. Parte das substituicdes de
aminoacidos identificadas nesse alinhamento ¢ considerada benigna e/ou de baixo impacto

funcional (Figura 16).

FIGURA 16 Alinhamento 328

XP_033834654.1 PDRSTHSFSSLRSATLIKSSRQPCHVRVEFOLSHHSRSKEVPSAKRKHS ~ XP_833834654.1 AN ETALTR QLS T O TR G T S PR
XP_043910077.1 KDEARSVRSAKRIATLLKSSRQPIRTSKDFOLEDCGFMEEHPTDTDAGR iz—g;;iégg:; i Et:‘;:m::tgﬁtﬁgzﬁ:ngttg_“gg:&:g -
XP_029468865.1 KEGCQGNGTNQRIATLSKSPRQPAGLCVALETGSSGVLEENPVLSKEGL  \i—po0ccocoo”y R R
XP_020659597.1 __SKDSAGKATTFRKAYLMKSPROPAGIOVWLNLEMDQTEOTLEISCEG?  [1ppagac. 1 CLOTAASVSLGLKQHVLF LDSTGGFTASRLYQHLRAQTEDEEEQARQILGRL-RLCFVLQ
NWRAB469. 1 REATWEKTTTQRAASLAKSPRLPTGIQVELDIG- - NXNE3091. 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLOSTGGF TASRLHQMLQARTEDEE EQARQVLGRL-RLCFVLQ
NXNG3891.1 KEATHDKATTQRAATLAKSPRQPTGFQVELDIG L NWRE4180., 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLQARTEDEEEQARQVLGRL -RLCSVLQ
NWR©4180. 1 KEATHDKASTQRAATLAKSPRQPTGIQVELDIG NXR49687.1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYEMLRAQTEDEEEQARQULGRL -RLCFVLY
NXR49687 .1 KEATHEKATTQRAASLVKSPROPTGIQVELDLG: NX041541.1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQ
NX041541. 1 REGTWEKGTTQRAASLAKSPRQPTGIQVELDIG- - MXE5419., 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLRAQTEDEE EQARQVLGRL -GLCFVLQ
NX65419 .1 REGTWEKATTQRAASLAKSPRQPTGIQVELDIG- - V46519, 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTAGF TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQVLGRL-RLCFVPQ
NV46519. 1 REATWEKATTQRIASLAKSPROPTGIQVELDIG- NXMS1848., 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLQARTEDEEEQARQVLGRL-RLCFVLQ
NM51848. 1 KEATHOKATTQRAATLAKSPROPTGIQVELDTG- - 0033842, 1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQILRAQTEDEE EQARQGLGRL -RLCFVLY
NXX33842.1 KEATWGKGTTQRAASLAKSPRQPTGIQVELDIG- - 10076011, 1 CLGIAASVSLGLRQHVLFLDSTGGF TASRLYQILRAQTEDEEEQARQULGRL -KLCFVLYQ
NXW76011.1 KEATWEKATTQRAASLVKSPRQPTGIQVELDIG “’é::;:g' 1 E Lgim::l-gt'f&wwt:Lg;;:;;ﬂ::Lnglgg::g::‘:& Ilé:Ti’: Pls.gﬂg
X -1 L LGLK LFLI ASRL L LGRL-RLSFVLI
e thagg T Ny L MIGEL I (1780411 CLGIAASVSLGLKQHVVF LDSTAGF TASRLYQHLQAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQ
Q45909 .1 REGSWERGTTHRAASLAKSPROPTGIQVELDIG
S REATMOKATTRRVASLAKSPRQPTGIQVELDTG NXB20062.1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLQAQTEDEEEQARQVLGRL-RLCFVPQ
NX)29801.1 CLGIAASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLQAQTEDEEEQARRVLGRL -RLCFVPQ
NXB20062. 1 KEATWEKATTQRLASLSKSPRQPTGIQVELDIG- - NXH32278 .1 CLGIAASVSLGLKQYVLFLDSTGSFTASRLYQMLGAQTEDEEEQARQVLGRL-RLCFVPQ
NX)29801.1 KEATWEKATTQRVASLAKSPRQPTGIQVELDIG- - - =
NXH32278.1 KEATWEKATTORVASLAKSPROPTGIQVELDIG-- -~~~ XP_020861786.1 CLCTAANVAYSLGONVLYIDSTGGLMASALLQLLQARTEDEEEQA.
XP_001373739.2 REGSQUPH - ﬁcnv.tsu.rusnnqamlqzwzmsmmLspsr_eumcp XP_036621911.1 CLCTAANVAYSLGQNVLYIOSTGGLTASRLLQLLQARTEDEEEQA
XP_020861786.1 REGPGAPA-GCRVASLTKSPRQPTGIQEVIEIGSCGTPEQNSSLEGSKP XP_@06890969.1 CLCTAANVAHSLQQONVLYIDSSGGLTASRLLQLLQARTQDEEEQA.
XP_036621911.1 RGGSGAPH - GCRVASLTKSPROPTGIQELVEIGSCGTAEQSSSLEGSKP XP_003469653.1 CLCVAAHVAHSLHQNVLYIDSNGGL TASRLLQLLQCRTRDEEEQA- -
XP_0@6890969. 1 GEGAGLLG-SHRVACLTKSSROATGIQETVDIGSWGIPEQSSVLOGNQT — XP_098570833.1 CLCVAANVAYGLQQNILYTDSKGGL TASRLLQLLQARTQDEEEQA === - == == = === ===

Alinhamento 328, observa-se 2 gaps, um a partir da posicdo 161° e o outro no final da proteina. Gaps formados por
sequéncias de passeriformes.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo Clustal Omega e adaptado pela autora

3.5 Qual a profundidade de conservacio evolutiva em mamiferos na isoforma canénica?



53
ApOs a realizacao das trés metodologias desta analise, foram selecionadas 86 sequéncias

de mamiferos para o alinhamento multiplo na plataforma MEGAX. Nesse alinhamento,

132 posi¢des mostraram-se totalmente conservadas entre as 86 espécies de mamiferos.

Entretanto, algumas posigdes apresentaram variagdo. Por exemplo, a Val66 da sequéncia
canodnica foi substituida, em diversas espécies, por leucina, fenilalanina, cisteina, serina ou

isoleucina.

Observou-se também um padrdo caracteristico entre as espécies que possuem a isoforma
328. Um exemplo ¢ o Phascolarctos cinereus (coala), que diverge em varias posigoes.
Outras espécies com divergéncia acentuada incluem Cricetulus griseus, Monodelphis

domestica e Trichosurus vulpecula, todos representantes da ordem dos roedores.

Além disso, verificou-se que, em alguns casos, familias de espécies apresentam variagdes
de forma correlacionada. Por exemplo, sempre que Loxodonta africana (elefante-africano)
apresenta uma alteracdo, Elephas maximus indicus (elefante-indiano) também exibe a

mesma modificagdo no mesmo aminoacido.

3.6 Qual o grau de profundidade da conservacdo evolutiva isoforma candnica de

humanos em outras classes?

A isoforma candnica do gene RADS5ID em humanos, com 328 aminodacidos, ¢
predominantemente encontrada em mamiferos e apresenta alto grau de conservagdo
evolutiva quando o alinhamento ¢ realizado apenas dentro dessa classe. Entretanto, quando
comparada a outras classes, o nivel de conservagdo diminui. A classe Aves apresenta um
padrao conservado, embora possua um gap significativo nas sequéncias de passeriformes,
localizado entre as posi¢cdes 161° e o final da proteina. Como mostrado na Figura 17, a
conservagdo varia de acordo com a posi¢do do residuo. A isoforma candnica ¢ pouco
frequente em espécies de anfibios e peixes. No alinhamento multiplo que inclui aves,
répteis, anfibios e peixes, foram analisadas apenas 21 sequéncias, das quais 107 posi¢des

mostraram-se totalmente conservadas.

Parte da reducdo na conservagdo se deve a abertura de um gap entre as posi¢des 161° e
177° nas sequéncias de aves. As regides conservadas sdo semelhantes as observadas no

alinhamento de mamiferos, especialmente nas posig¢des iniciais da proteina.Seguindo o
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mesmo critério aplicado aos mamiferos, verificou-se que existe um grau de conservagao

até peixes, porém ele ndo ¢ integral: as poucas sequéncias de répteis (Pogona vitticeps), de
anfibios (Rhinatrema bivittatum) e de peixes (Periophthalmus magnuspinnatus e
Protopterus annectens) apresentam multiplas substituicoes de aminoacidos. Assim,
conclui-se que, entre as demais classes, Aves ¢ a que apresenta maior conservagao em
relagdo a isoforma canonica humana. A Figura 17 resume os resultados da andlise da

conservagao evolutiva por residuo.

FIGURA 17 Grau de profundidade da isoforma candnica

>sp|075771|RA51D_HUMAN DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RAD51D PE=1 SV=1

MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKT----V\/ DLVSADLEEVAQ/CGLSYKAL /ALRRVLLAQ
FSAFPV/ GADLYE' L/ TSTAILSTGIG LDKLLDAGLYTGEVTEIVGG"G>GKTQVC CM
AAVAHGLQQ!'V! YVD-NGGLTASRLLQLLOAK QD EFQ AE- e ALRRIQ/\'HAFD
IFQM! DV LQELRGTVA() OVTGSS VVVVDSVTAVVSP! LGGO(R EGLALM/Ql A
RELKTL”RD! GMA"//VTNHIT"DRD:GR! KPALG"SWS" /P TRILLDTI  GAG-ASGGRR

MACLAKSSRQ PTCFQEMVDIGTW TS QSATLQGDQT1

Proteina RAD5 1D isoforma canonica ( 328), profundidade por posi¢do de aminoacido.

FONTE: Feito pela autora com base de dados em alinhamentos MEGAX

LEGENDA

Letras em preto: Posi¢oes conservadas

Letras em vermelho: Posi¢coes nao conservadas
Letras em rosa: Conservada até mamiferos
Letras em azul: Conservada até aves

Letras em roxo: Conservadas até réptil

Letras em amarelo: Conservadas até anfibios
Letras em verde: Conservacio em peixes

Letras sublinhadas: Tabela 3
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Tabela 3
Posicao significado
16,17 e 18 Conservado em aves € ndo em mamiferos
31 Nao conservado em répteis e aves
36 Nao conservado em répteis e peixes
38 Nao conservado em aves e peixes
41 Nao conservado em anfibios
60 Nao conservado em anfibios
63 Nao conservado em répteis
83 Nao conservado em aves
123 Anfibios conservado
129 Répteis conservado
133 Conservado em répteis e anfibios
141 Nao conservado em anfibios
143 Nao conservado em répteis
145 Nao conservado em mamiferos
148 Conservado em répteis e anfibios
162 Nao conservado em anfibios
173 Nao conservado em aves
175 Peixes conservado
177 ¢ 179 Nao conservado em aves
180 Conservado em répteis e anfibios
183 Nao conservado em mamiferos
192 Nao conservado em répteis
196 Conservado em anfibios e répteis
197 e 198 Conservado em anfibios e aves
199 Conservado em anfibios
201 Nao conservado em aves
217 Nao conservado em répteis
221 Nao conservado em anfibios
228 ndo conservado em répteis
230 Nao conservado em aves
231, 235, 238 e 239 Nao conservado em répteis e peixes
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236 Nao conservado em anfibios

240 Conservado em anfibios

241 Conservado em répteis

243 Nao conservado em anfibios

246 Nao conservado em répteis

249 Nao conservado em répteis e aves
253 e 257 Nao conservado em anfibios

256 Conservado em anfibios

275 Nao conservado em peixes e aves
281 Conservado em anfibios e aves
282 Conservado em anfibios

285 Conservado em mamiferos

295 Conservado em aves

300 Nao conservado em mamiferos
313 Conservado em anfibios

3.7 Qual a classe tem a isoforma semelhante candnica de humanos mais bem

conservada?

Realizamos também uma andlise individual por classe, na qual verificamos que a classe
mais bem preservada foi a das aves. Conforme ilustrado na Figura 18, dezesseis sequéncias
apresentaram alto grau de conserva¢do ao longo de todo o alinhamento, em contraste com
as demais classes, que exibiram multiplas substituigdes de aminoacidos e menor

preservagao fora das regides correspondentes ao dominio funcional.

Apesar de ser a classe mais conservada, Aves ¢ também uma das que apresentam maior
diversidade de isoformas. Um exemplo ¢ o galo-comum (Gallus gallus), que possui sete
isoformas distintas, com diferentes comprimentos, a maioria ndo correspondendo as
isoformas de 328 e 329 aminodcidos observadas em mamiferos — que sdo o foco deste

estudo.
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FIGURA 18 - Parte inicial do alinhamento do grupo de aves

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple seausnse aligoment

NWR484565.1 MWLRAGLCPGLTEDMIQLLRDDGIRTVWVDFYSSDLEHVAQKCS LSYKALVAVRRVLLAQ
NxNe3e9l.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NwWRE4156.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXR49687 .1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
Nx¥041541 .1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NWX65419.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NiWv46519.1 MWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWVDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXM51848.1 MWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWVDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NxXX33842.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXW/e811.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NWU23788.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXQ45989 .1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRAHGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXI78@41.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRASGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NxXB2@as2.1 MWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWVDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NxX129881.1 MWLRAGLCPGLTEDMIQLLRASGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ
NXH32278.1 MVWLRAGLCPGLTEDMIQLLRANGIRTVWDFVSSDLEDVAQKCSLSYKALVAVRRVLLAQ

L L
NWR48469.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGELTELMGAPGSGKTOVCLGT
NxNe3@91.1 FSAFPANGADLYEELKGSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NWR@4158.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLY TGEVTELMOGAPGSGKTOVCLGT
NXR49687.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLY TGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
N¥041541.1 FSAFPTHNGADLYEELKSSTAILPTGSPGLDKLLDSGLYTGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NWXe5419.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NWWV45519.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NXM51848.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NxX33842.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NXW76811.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLY TGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NWU2378E.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLY TGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT
NXQ45989.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NXI7ge4l.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NXB2@@52.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NXJ129881.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMOAPGSGKTOVCLGT
NXH32278.1 FSAFPANGADLYEELKSSTAILPTGSPSLDQLLDSGLYTGEVTELMGAPGSGKTOVCLGT

dede ok : tttt**tt**‘ tttt**ttt*‘ £l : EE 2Tt : EREREEEERE R R R R R
NWR48459.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQILGRL -RLCFVLQLEAL
NxNe3e9l.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLHQMLQARTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQLEAL
NWRE4156.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLOQARTEDEEEQARQVLGRL -RLCSVLQLEAL
NXR49687.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYEMLRAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQLEAL
Nx¥041541 .1 AASYSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQLEAL
NWX65419.1 AASVSLGLKQHVLFLDS TGO TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQVLGRL -GLCFVLQLEAL
MWv465159.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTAGF TASRLYQMLRAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVPQLEAL
NxM51848.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGFTASRLYQMLQARTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQLEAL
NxXX33842.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGFTASRLYQILRAQTEDEEEQARQGLGRL -RLCFVLQLEAL
NXW76811.1 AASVSLGLROHVLFLDSTGGFTASRLYQILRAQTEDEEEQARQVLGRL -KLCFVLQLEAL
NWU23788.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLOAQTEDEEEQANCLILWTPEPLCXPQLEAL
NXQ45989 .1 AASYSLGLKQHVLFLDSTGGF TASRLYQMLOQAQTEDEEEQARQVLGRL -RLSFVLQLEAL
NXI78841.1 AASVSLGLKQHVWFLDSTAGF TASRLYQMLQAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVLQLEAL
NxXB2@852.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTOGOF TASRLYQMLQAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVPQLEAL
Nx129881.1 AASVSLGLKQHVLFLDSTOOF TASRLYQMLOQAQTEDEEEQARRVLGRL -RLCFVPQLEAL
NXH32278.1 AASVSLGLKQYVLFLDSTGSFTASRLYQMLGAQTEDEEEQARQVLGRL -RLCFVPQLEAL

FhEFHEER Kk kREEE  kERERK .k ok, RERREERE - PEEE Y

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo Clustal Omega e adaptado pela autora
Sendo a classe mais bem conservada, também ¢ umas das que mais possuem isoformas. Vejamos a espécie do
galo comum Gallus gallus, possui 7 isoformas diferentes, com diferentes tamanhos e que ndo necessariamente

possuem relag@o aos residuos 328 e 329 dos mamiferos que estdo presentes neste estudo.

e Alinhamento Gallus gallus
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Neste alinhamento temos duas sequéncias de 402 aminoacidos, duas de 370 aminodacidos e

duas de 327 aminoacidos. As isoformas maiores possuem um inicio distinto e precoce das de
327 aminoacidos. Em outras palavras, considera-se entdo, que as quatro maiores isoformas
possuem um inicio alternativo, um éxon a mais em relacdo as sequéncias de 327 aminoécidos.

(Figura 19)
FIGURA 19 Parte do alinhamento Gallus gallus

Alignments:

Query 1 MAAGVVWVALKGHPLGVTRHHCSVGGPMGMLRAVCPHGPPWYPRVRYGTPWVPIPSPHRS 60
Query_676558 1 MAAGVVWVALKGHPLGVTRHHCSVGGPMGMLRAVCPHGPPWYPRVRYGTPWVPIPSPHRS 60
Query_676559 1 MAAGVVWVALKGHPLGVTRHHCSVGGPMGMLRAVCPHGPPWYPRVRYGTPWVPIPSPHRS 60
Query 676560 1 MAAGVVWVALKGHPLGVTRHHCSVGGPMGMLRAVCPHGPPWYPRVRYGTPWVPIPSPHRS 60
Query_676561 1 MAAGVVWVALKGHPLGVTRHHCSVGGPMGMLRAVCPHGPPWYPRVRYGTPWVPIPSPHRS 60

Query 61 LRFHPRSAPSHSAGAMVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 120
Query_676558 61 LRFHPRSAPSHSAGAMVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 120
Query_676559 61 LRFHPRSAPSHSAGAMVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 120
Query_676560 61 LRFHPRSAPSHSAGAMVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 120
Query_676561 61 LRFHPRSAPSHSAGAMVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 120
Query_676562 1 MVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 45

Puery_676563 1 MVVLRAGLCPGLTEEMIQLLRANNIRTVVDFVSSDLEDVAQSCSL 45

Alinhamento das isoformas Gallus gallus, onde observamos o inicio tardio em duas das isoformas presentes
neste alinhamento que possuem 327 aminoacidos.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo Clustal Omega

Também pode-se observar um pequeno splicing alternativo no meio do alinhamento nas

isoformas de 370 aminoacidos (Figura 20)

FIGURA 20 Parte do alinhamento Gallus gallus.
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Query 181 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEEQLEALQ 240
Query_676558 181 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEEQLEALQ 240
Query_676559 181 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEEQLEALQ 240
Query_676560 181 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEE------ 234
Query_ 676561 181 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEE------ 234
Query_676562 106 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEEQLEALQ 165
Query_676563 106 AGAPGSGKTQVCLSIAASVSLGLRQHVFFLDSTGGFTASRLYQMLQARVEDKEEQLEALQ 165
Query 241 RVQVVRMFDIYEMLRALHEVRDCLSQQVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 300
Query_676558 241 RVQVVRMFDIYEMLRALHEVRDCLSQQVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 300
Query_676559 241 RVQVVRMFDIYEMLRALHEVRDCLSQQVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 300
Query_676560 235 -------------------------- QVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 268
Query_676561 235 ---------------------—--—-—-- QVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 268
Query_676562 166 RVQVVRMFDIYEMLRALHEVRDCLSQQVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 225
Query_676563 166 RVQVVRMFDIYEMLRALHEVRDCLSQQVESSAGPLKAVLIDSVSAVLSPLLGGRQSEGLA 225

Alinhamento das isoformas Gallus gallus, onde observamos um GAP nas isoformas de 370 aminoacidos.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo Clustal Omega

Mesmo que tenham sido encontradas estas divergéncias, o alinhamento € limpo e as isoformas
sdo extremamente semelhantes entre si, mais um vez comprovando , que embora seja uma
classe com variadas isoformas, poucas sdo as mudancas em relacdo a profundidade e

conservacao.

3.8 Como € o alinhamento da isoforma 329 de roedores e qual o grau de profundidade de

conservacao evolutiva?

O resultado das trés metodologias, resultou em 134 sequéncias da isoforma de 329
aminoacidos. Realizando o alinhamento multiplo no MEGAX, foram identificados gaps e
apenas 34 posi¢des que sao totalmente conservadas até os peixes.

Foi visto a necessidade de realizar uma “limpeza” no alinhamento, logo algumas sequéncias
foram retiradas para obtencdo de um alinhamento mais coeso, em termos de profundidade
evolutiva da isoforma 329.

Os critérios de exclusdo utilizados foram os mesmos que utilizou-se para as amostras 328:
retirada de gaps centrais, gaps Unicos, inicio precoce e inicio tardio. Foram retiradas as
seguintes sequéncias:

o #XP 028564325.1 Podarcis muralis (lagartixa-dos-muros)

e #XP 053223437.1 Podarcis raffonei (lagarto de parede elia)
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#XP_028838360.1 Denticeps clupeoides (peixe)

#CAGO07273.1 Tetraodon nigroviridis (baiacu verde pintado)

#NXT65740.1 Chaetops frenatus- salta rochas do cabo ( ave)

#NWI42167.1 Picathartes gymnocephalus - picartatstes da guine ( ave)

Apds as amostras retiradas, foram selecionadas 128 sequéncias e um alinhamento mais
qualificado para andlise. Observou-se que 69 posi¢des da isoforma 329 de Rattus norvegicus

sdo conservadas até peixes.

3.9 Qual o grau de conservacgio entre os roedores?

Com base em alinhamentos feitos no Clustal 6mega ¢ no MEGAX obtivemos um
alinhamento limpo e bem conservado, mais especificamente o grau de profundidade em
roedores mostra que 189 posigdes ha conservacao total dos aminoacidos. Demonstrando que

o grupo de roedores possui uma 6tima conservacao (Figura 21).

FIGURA 21 - Alinhamento multiplo, usando-se a isoforma 329 do gene RADS51D



XP_@55476374.1 MGKLRAGLCPGLSEEIVRLLRDRKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@51el14a88.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
CAHB785769.1 MGEVLRVGLCPGLTEETVQLLKGQRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKGLVALRRVLLAQ 68
XP_@51@3572@.1 MGEVLRVGLCPGLTEETVQLLKGQRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKGLVALRRVLLAQ 68
EGV94391.1 MGEVLRVGLCPGLTEEIVQLLKGQRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@52615754.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLKGRRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@5912556@8.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLKGRRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@8s998137.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLKGRRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_828722829.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLKGRRIKTVADLAAANLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@852851345.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@3128911@.1 MGMLRAGLCPGLTEETVQLLRORKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@B2les8@99.1 MGEVLRAGLCPGLTEETVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
EDL15681.1 MGMLRAGLCPGLTEETVQLLRGREKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_821833215.1 MGMLRAGLCPGLTEETVQLLRORKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
NP_@835365.1 MGMLRAGLCPGLTEETVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
AAGA2287.1 MGMLRAGLCPGLTEETVQLLRORKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
NP_@ellead4sa .l MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRGREKIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@32769739.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_828615243.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRORKIKTVADLAAADLEEVAQKCSLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_834363899.1 MGMLRAGLCPGLTEEIVQLLRGREIKTVADLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@e4594@853.3 MEVLRVGLCPGLSQEMIELLRSCGIRTVWVDLASADLEEVAQKSGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@48857277.1 MGEVLRVGLCPGLSQEMIELLRSCGIRTVWVDLASADLEEVAQKSGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@12868628.1 MGVLRAGLCPGLTEEMVQLLRSVGVE TVMDLAAADLEEVAQKCSLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@42543222.1 MGVLRAGLCPGLTEEMVQLLRSVAGVE TVMDLAAADLEEVAQKCSLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_826267675.1 MGVLRAGLCPGLTQEMVQLLKSRGIKTVWVDLAAADLEEVAQKCSLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@e474808674.1 MGEVLRAGLCPGLTQEMVQLLRSRGIKTVWVDLAAADLEEVAQKCSLSYKALVALRRVLLAQ 68
KF025943.1 MGVLRAGLCPGLTEEMVQLLRSRAIKTVWVDLATADLEEVAQRCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
XP_@a5482921.1 MGVLRAGLCPGLTEEMVQLLRGGAIRTVWVDLAAADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68
% Kk kkkkkk, ok o Kk, . .kk kkk,k,kkkkkk,  kkkk kkkkkkkkkkk
XP_@55476374.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLONLLDAGLY TGEVTEFVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_@51el48858.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIAGCPGSGKTOWVCLCY 128
CAHE785769.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDPGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 1z@
XP_@51@3572@.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDPGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128
EGQV94391.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_@852615754.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDRLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128
XP_@5912556@.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDRLLDAGLY TGEVTELVGGPGSGKTQWVCLCY 128
XP_@8s998137.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_@28722829.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
XP_@52851345.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_@3128911@.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIAGGPGSGKTQVCLCY 128
XP_@B2les8@99.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
EDL15681.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_821@33215.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
NP_@835365.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128
AAGA2287.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
NP_ealleadsa.l FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGELTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128
XP_@32789739.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGELTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
XP_828615243.1 FSAFPINGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
XP_834363899.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
XP_@e4594@853.3 FSAFPINGADLYEELKTSTAILSTGIGGLDKLLDAGLYTGEVTEIVGAPGSGKTOWVCLCY 128
XP_@48857277.1 FSAFPINGADLYEELKTSTAILSTGIGGLDKLLDAGLY TGEVTEIVGAPGSGKTOWVCLCY 128
XP_@12868628.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIESLDKLLDAGLY TGEVTEVVGGPGSGKTQLCLCY 128
XP_@42543222.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIESLDKLLDAGLY TGEVTEVVGGPGSGKTQLCLCY 128
XP_B26267675.1 FSAFPSNGADLYEEMKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128
XP_@47480674.1 FSSFPSNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTOVCLCY 128
KF025943.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCY 128
XP_@a5482921.1 FSAFPLNGADLYEELKTSTAILSTGIASLDKLLDAGLY TGEVTEIVGGPGSGKTQWVCLCY 128

Fk o kE kkkkEEdk, kERERRREEEE  kE kkk kEFkkk,kE ok kEEdkkkE, FkkE
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Parte inicial do alinhamento multiplo em roedores. Foi usada na busca a sequéncia de 329
aminoacidos de R. norvegicus XP_055476374.1. Essa sequéncia ndo tem ortdlogo em humanos, sendo
mais parecida com a isoforma O75771-1 (canonica de humanos), que tem 328 aminoacidos.

FONTE: Captura de tela do alinhamento no Clustal 6mega, adaptado pela autora.



62
3.10 Quais as principais posicoes suscetiveis a trocas de aminoacidos na RADS1D?

No alinhamento de mamiferos com a isoforma canonica humana, foram identificadas
substituigdes em cerca de 30 posi¢des, sendo que em cada uma delas ocorrem quatro ou
mais aminodcidos distintos (posi¢des destacadas em negrito na Tabela 4). Com base nos
dados do AlphaMissense, elaborou-se uma tabela detalhando as principais substituigdes de
aminodcidos por posi¢do e as espécies em que essas alteracdes ocorrem. Além disso,
utilizando o Consurf, foi realizada a predicdo da porcentagem de substituicdes observadas
para cada posicao, incluindo a frequéncia de cada substitui¢do especifica. Ao analisar as
cinco posi¢des mais divergentes no alinhamento multiplo da isoforma 328, observou-se
que algumas substitui¢des registradas ndo eram previstas pelo Consurf ou apareciam com
baixa frequéncia. Por exemplo, para a posicdo Lis42, verificou-se substituicdo por
isoleucina (ndo prevista), glutamina (2% de frequéncia observada), arginina (12%) e

treonina (2%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Conservacgao e profundidade em mamiferos por aminoacido

Posicao Substituicoes Profundidade da conservac¢ao evolutiva
observadas

Ml -

G2 -

V3 L,M ndo conservado em muitas espécies

L4 -

R5 -

Vo6 A, D, P, M A maioria da espécies tém A

G7 A ndo conservado em elefantes

L8 -




C9 -

P10 -

Gl11 -

L12 -

T13 S ndo conservado em muitas espécies
El14 Q,H,R,L,P nao conservado em muitas espécies
El5 D,N ndo conservado em muitas espécies
M16 LT,V ndo conservado em muitas espécies
117 V,A ndo conservado em muitas espécies
Q18 H,L,G nao conservado em muitas espécies
L19 Q nao conservado em muitas espécies
L20 -

R21 G, K nao conservado em roedor, primata e felino
S22 G,N nao conservado em muitas espécies
H23 R,A,C,M,I nio conservado em muitas espécies
R24 G nao conservado em muitas espécies
125 Vv Canis lupus familiaris ( cachorro)
K26 R,S ndo conservado em muitas espécies
T27 -

V28 -

V29 A ndo conservado em hamster € morcego
D30 A Pipistrellus Kuhlii ( morcego-de-kuhl)
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L31 -

V32 A nao conservado em roedores € caninos

S33 A nao conservado em roedores

A34 S Phascolarctos cinereus ( coala)

D35 N nao conservado em roedores

L36 -

E37 -

E38 AD ndo conservado em muitas espécies

V39 A,LL ndo conservado em muitas espécies

A40 S Phascolarctos cinereus ( coala)
Monodelphis domestica ( catita-roedor) Trichosurus
vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)

Q41 LR ndo conservado em muitas espécies

K42 LQ,R,T.E,N nio conservado em muitas espécies

C43 G,R Carlito syrichta

G44 A,C,S Phascolarctos cinereus ( coala)

L45 -

S46 -

Y47 -

K48 -

A49 Vv Desmodus rotundus ( morcego vampiro)

Globicephala melas (' baleia )

L50
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Vsl -

AS52 S Phascolarctos cinereus ( coala)

L53 V,Q ndo conservado em muitas espécies

R54 K Cavia porcellus ( porquinho da india )

R55 -

V56 -

L57 -

L58 -

AS59 Vv Phascolarctos cinereus ( coala)
Monodelphis domestica ( catita-roedor)

Q60 R Propithecus coquereli (Sifaka-de-coquerel)

Fo61 L nao conservado em muitas espécies

S62 A Cavia porcellus ( porquinho da india ) Mesoplodon
densirotrisaquatico (baleia-bicuda-de-Blainville)

A63 S Phascolarctos cinereus ( coala)
Monodelphis domestica ( catita-roedor)
Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)

F64 -

P65 -

V66 L,F,C,S,I nio conservado em muitas espécies

N67 S Mesoplodon densirotrisaquatico
(baleia-bicuda-de-Blainville)

Go68 -

A69 S Equus quagga ( zebra)
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D70 -

L71 VvV Loxodonta africana (elefante-da-savana),
Elephas maximus indicus (elefante-indiano)
Trichechus manatus latirostris (peixe-boi-marinho)

Y72 -

E73 -

E74 D Galeopterus variegatus ( colugo)

L75 -

K76 -

T77 S Orycteropus afer afer ( porco formigueiro)

S78 T Elephantulus edwardii ( musaranho-elefante )

T79 -

A80 -

181 -

L82 -

S83 A Tupaia chinensis ( musaranho chinés)
Phascolarctos cinereus ( coala)
Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)

T84 -

G85 -

186 LMV nao conservado em muitas espécies

G87 AR QE nao conservado em muitas espécies

S88 R Loxodonta africana (elefante-da-savana),

Elephas maximus indicus ( Elephas maximus indicus)

66



Trichechus manatus latirostris ( peixe boi da Florida)

Monodelphis domestica ( catita-roedor)

L89

D90

K91

Elephantulus edwardii (musaranho-elefante)

L92

L93

D94

A95

nao conservado em muitas espécies

G9%6

L97

Choloepus didactylus ( preguica real)

YO8

T99

G100

E101

V102

Jaculus jaculus (jerboa-pequeno)

T103

E104

1105

F,L

ndo conservado em algumas espécies

V106

A,T,S,I

nio conservado em algumas espécies

G107

G108

A5,V

ndo conservado em algumas espécies
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P109 -

G110 AR Tupaia chinensis
Phascolarctos cinereus ( coala)
Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)
Monodelphis domestica ( catita-roedor)

S111 -

G112 -

K113 -

T114 -

Q115 -

V116 LL ndo conservado em algumas espécies

C117 -

L118 -

C119 FY,R,H nao conservado em muitas espécies

M120 T,V ndo conservado em muitas espécies

Al121 S Nao conservado em camelos

Al122 I Propithecus coquereli (Sifaka-de-coquerel)

N123 H Nao conservado em camelos e Cavia porcellus (
porquinho da india )

V124 M Carlito syichta

Al125 -

H126 Y nao conservado em muitas espécies

G127 D.,S nao conservado em muitas espécies
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L128 -

Q129 H.R.G nao conservado em algumas espécies

Q130 -

N131 -

V132 I ndo conservado em algumas espécies

L133 Vv ndo conservado em algumas espécies

Y 134 -

V135 I ndo conservado em muitas espécies

D136 -

S137 -

N138 S, T.K nao conservado em muitas espécies

G139 -

G140 -

L141 M,LF nao conservado em elefantes, Cricetulus griseus
(Hamster chinés)
Jaculus jaculus (jerboa-pequeno)

T142 S.M Tupaia chinensis ( musaranho chinés) , Phascolarctos
cinereus ( coala)
Orycteropus afer afer ( porco formigueiro)

Al43 G Ceratotherium simum simum ( rinoceronte branco do

sul)
Equus caballus ( cavalo)

Equus guagga ( zebra)

S144
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R145 -

L146 LT nao conservado em muitas espécies

L147 -

Q148 -

L149 -

L150 F Choloepus didactylus ( preguica real)

Al51 E Otelemur garnetti ( galago de orelhas pequenas)
Nycticebus coucang (16ris lento)

K152 T,C ndo conservado em algumas espécies

T153 R ndo conservado em muitas espécies

T154

Q155 E,PR nao conservado em muitas espécies

D156 AE nao conservado em muitas espécies

E157

E158 G Desmodus rotundus (Desmodus rotundus)

E159 K,V ndo conservado em algumas espécies

Q160

Al6l

E162 G,R ndo conservado em muitas espécies

A163 -

L164 -

R165 R Loxodonta africana (elefante-da-savana),
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Elephas maximus ( elefante-asiatico)

Cavia porcellus ( porquinho da india )

R166 K,S Gulo gulo luscus (glutao)
Monodelphis domestica ( catita-roedor)
Meles meles ( texugo-europeu)
Mustela Lutreola (doninha-europeia)
1167 -
Q168 H nao conservado em algumas espécies
V169
V170 AT nao conservado em algumas espécies
H171 R)YY ndo conservado em muitas espécies
Al172 A" ndo conservado em algumas espécies
F173 Y Equus quagga ( zebra)
D174 -
1175 A% ndo conservado em algumas espécies
F176 -
Q177 E,H,R ndo conservado em algumas espécies
M178 -
L179 -
D180 A,G,N,Q,S nio conservado em algumas espécies
V181 AM,R, T nio conservado em algumas espécies
L182 I nao conservado em camelos
Q183 H Cavia porcellus ( porquinho da india )
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E184 D nao conservado em muitas espécies
L185 F,C nao conservado em algumas espécies
R 186 -
G187 S ndo conservado em algumas espécies
T188 S,A ndo conservado em muitas espécies
V189 LM.,I ndo conservado em muitas espécies
A190 S, T,V ndo conservado em muitas espécies
Q191 -
Q192 R Equus quagga (zebra)
V193 S Criscetulus griseus (Hamster chinés)
T194 ILN,S nao conservado em muitas espécies
G195 D,S,L,N nio conservado em muitas espécies
S196 AG nao conservado em muitas espécies
S197 L Tupaia Chinesis (musaranho-chinés)
G198 A VM nao conservado em muitas espécies
T199 ALLP nao conservado em muitas espécie
V200 A, LM, T nao conservado em muitas espécies
K201 R Pongo abelii (Orangotango-de-sumatra)
Carlito syrichta
V202 AM,I ndo conservado em algumas espécies
V203 LI Meles Meles ( texugo-europeu), Tupaia chinesis

(musaranho-chinés)
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V204 LM nao conservado em algumas espécies

V205 -

D206 -

S207 -

V208 -

T209 A,S Monodelphis domestica ( catita-roedor)
Phascolarctos cinereus ( coala)
Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)
Cholopus didactylus ( preguica real)

A210 -

V211 -

V212 I Cricetulus griseus (hamster chinés)
Molossus molossus ( morcego de cauda grossa)
Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)

S213 A ndo conservado em algumas espécies

P214 -

L215 I Tupaia chinesis (musaranho chinés)

L216 -

G217 -

G218 -

Q219 -

Q220 Y,H Monodelphis domestica ( catita-roedor)

Phascolarctos cinereus ( coala)

Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)
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R221 S,T nao conservado em algumas espécies

E222 -

G223 v Orycteropus afer afer ( porco formigueiro )

L224 F Propithecus coquereli (Sifaka-de-coquerel)

A225 -

L226 -

M227 -

M228 I Propithecus coquereli (Sifaka-de-coquerel)

Q229 H,R Desmodus rotundus ( morcego vampiro) e choloepus
didactylus ( preguica real)

L230 M ndo conservado em felinos (gatos ndo domesticos)

A231 G,S Mesoplodon densirotrisaquatico ( baleia)
Puma yagouaroundi ( jaguarundi)
Puma concolor (onga-parda)

R232 L,Q ndo conservado em algumas espécies

E233 -

L234 -

K235 -

T236 I Cricetulus griseus (hamster chings)

L237 v Elephantulus edwardii ( musaranho-elefante )

A238 -

R239 K, W,Q nao conservado em algumas espécies

D240 E nao conservado em algumas espécies
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L241 LV nao conservado em algumas espécies

G242 A,S nao conservado em algumas espécies

M243 LLLT,V nao conservado em muitas espécies

A244 -

V245 L ndo conservado em algumas espécies

V246 LM ndo conservado em muitas espécies

V247 -

T248 -

N249 -

H250 -

1251 LM, T,V nio conservado em muitas espécies

T252 I nao conservado em algumas espécies

R253 C Galeopterus variegatus ( colugo)

D254 V.E nao conservado em algumas espécies

R255 W Pipistrellus kuhlii ( morcego-de-kuhl)

D256 E Trichosurus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)

S257 G,N, T nao conservado em algumas espécies

G258 R Pongo abelii ( Orangotango-de-sumatra) Cricetulus
griseus (hamster chinés)

R259 K.E,D,V,Q,N nao conservado em muitas espécies

L260 F ndo conservado em algumas espécies

K261 R ndo conservado em algumas espécies
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P262 -

A263 -

L264 -

G265 -

R266 CH,L Callithrix jacchus ( sagui-de-tufo-branco) , Monodon
monoceros( narval)
Molossus molossus ( morcego de cauda grossa)

S267 -

W268 -

S269 -

F270 -

V271 -

P272 -

S273 N Elephantulus edwardii ( musaranho-elefante )

T274 -

R275 -

1276 L,VF nao conservado em muitas espécies

L277 FH,V ndo conservado em algumas espécies

L278 -

D279 AE,G,N.,S nio conservado em muitas espécies

T280 A,LS,L,V nao conservado em muitas espécies

1281 S, T,V,,D,G,E,R,C | ndo conservado em muitas espécies
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E282 D,G.K,Q,N nio conservado em muitas espécies
G283 E Carlito syrichta

Pteropus alecto ( raposa voadora)

Pteropus giganteus ( morcego gigante)
A284 E.PS,T.I nio conservado em algumas espécies
G285 E,R,Q nao conservado em algumas espécies
A286 T,V,M,L nio conservado em algumas espécies
S287 A,L,P ndo conservado em algumas espécies
G288 A,D,S,H nao conservado em algumas espécies
G289 C,R,S ndo conservado em muitas espécies
GAP G,S GAP
R290 -
R291 C,H,Q,W,E nao conservado em muitas espécies
M292 -
A293 T,V,R, LS nio conservado em muitas espécies
C294 M,V nao conservado em muitas espécies
L295 Y,R,S nao conservado em algumas espécies
A296 -
K297 T,M,I nao conservado em muitas espécies
S298 -
S299 -
R300 P ndo conservado em muitas espécies
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Q301 -

P302 L nao conservado em muitas espécies

T303 A Orcinus orca ( orca) e Elephantulus edwardii
(musaranho-elefante)

G304 -

F305 -

Q306 LL,V,S nao conservado em muitas espécies

E307 R Carlito syrichta

M308 K Callithix jacchus ( sagui-de-tufo-branco)

V309 T,V,P ndo conservado em algumas espécies

D310 I ndo conservado em algumas espécies

1311 E Monodelphis domestica ( catita-roedor) Trichosurus
vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes)
Phascolarctos cinereus ( coala)

G312 T,L ndo conservado em algumas espécies

T313 R,E Cavia porcellus (porquinho da india)
Molossus molossus (morcego de cauda grossa)

W314 LS ndo conservado em algumas espécies

G315 L,C nao conservado em algumas espécies

T316 A nao conservado em algumas espécies

S317 PI ndo conservado em algumas espécies

E318 AP T,E nio conservado em algumas espécies

Q319 K,\V,G,Q nio conservado em algumas espécies
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S320 P.E.H,L. K nio conservado em algumas espécies
A321 G,R,N nao conservado em algumas espécies
T322 P,S,A,Q.M,E.R nao conservado em muitas espécies
L323 LS,V ndo conservado em muitas espécies
Q324 R.M,S ndo conservado em muitas espécies
G325 D,E.P,.K,H nao conservado em algumas espécies
D326 A,E,V,,R nao conservado em muitas espécies
Q327 E.HK.N.Y,S,G nao conservado em muitas espécies
T328 K,P.H ndo conservado em muitas espécies

NOTA: Finalizado dia 13/12/2024. Tabela referente a classe de mamiferos. Linhas em negrito representam as posi¢des com
possiveis trocas de aminoacidos com quatro opgdes ou mais)

Fonte: Feito pela autora

Tabela 5-Conservagao e profundidade em aves, répteis, anfibios e peixes por aminoacido

Posicao Substitui¢coes | Profundidade da conservacao evolutiva
observadas

Ml -

G2 M, V A maioria das espécies tem V

V3 F, 1 Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

RS -

Vo6 E A A maioria das espécies tem A
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G7 H Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

L8 M Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

C9 -

P10 -

Gl11 -

L12 -

T13 E Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

El4 AL, S Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

El5 D,Q A maioria das espécies tem D

M16 L,V Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

117 V,M ndo conservado em algumas espécies

Q18 C,R A ndo conservado em algumas espécies

L19 A,D Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

L20 -

R21 K Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

S22 N, A, D, E, T | A maioria das espécies tem A
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H23 N, S, D, A, Q | A maioria das espécies tem N

R24 S,G,H,D A maioria das espécies tem G

125 A% Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

K26 E,R,S A maioria das espécies tem R

T27 -

V28 -

V29 E, L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

D30 E Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

L31 F A maioria das espécies tem F

V32 -

S33 A Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

A34 S A maioria das espécies tem S

D35 -

L36 LV Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

E37 -

E38 D,H, A A maioria das espécies tem D

V39 ILL A maioria das espécies tem L

A40 -

Q41 R Rhinatrema bivittatum ( cobra)
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K42 Q Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
C43 S Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
G44 C S A maioria das espécies tem S
L45 V, 1 nao conservado em algumas espécies
S46 -
Y47 -
K48 -
A49 MT,G Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
L50 -
V51 L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
AS2 -
L53 Vv, 1 A maioria das espécies tem V
R54 -
R55 -
V56 -
L57 -
L58 -
A59 -
Q60 E Rhinatrema bivittatum ( cobra)
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Fo61 Y,H Rhinatrema bivittatum ( cobra)e Protopterus annectens ( peixe
pulmonado africano)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

S62 T Periophthalmus magnuspinnatus

A63 S Pogona vitticeps

F64 -

P65 -

V66 S, T, A A maioria das espécies tem A

N67 S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

G68 -

A69 -

D70 E Rhinatrema bivittatum( cobra)

L71 -

Y72 -

E73 -

E74 D Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

L75 -

K76 L,M Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

T77 G,N, S A maioria das espécies tem S

S78 -

T79 A" Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
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A80

181

L82

S83

A maioria das espécies tem P

T84

G85

186

N,S, LT,V

A maioria das espécies tem S

G87

R,P,K, S

A maioria das espécies tem P

S8&8

G,R,N

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Locustella ochotensis ( passarinho)

L89

D90

K91

A maioria das espécies tem Q

L92

L93

D94

A95

A maioria das espécies tem S

G96

L97

Y98

T99
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G100 -

E101 -

V102 L ndo conservado em algumas espécies
T103 -

E104 -

1105 F,L A maioria das espécies tem L

V106 AM,S, T A maioria das espécies tem M

G107 -

G108 A A maioria das espécies tem A

P109 A Rhinatrema bivittatum ( cobra)

G110 -

S111 T Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
G112 -

K113 -

T114 -

Ql15 -

V116 L Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
C117 -

L118 F Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
CI119 S,G,N A maioria das espécies tem G

M120 LV A maioria das espécies tem [
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Al21 -

Al122 A" Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

N123 S,H A maioria das espécies tem S

V124 I Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Al25 S, T A maioria das espécies tem S

H126 LY A maioria das espécies tem L

G127 H,E, S Periophthalmus magnuspinnatus
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps(drago barbudo)

L128 -

Q129 K, R A maioria das espécies tem K

Q130 -

N131 H, Y, G,D A maioria das espécies tem H

V132 -

L133 Vv, 1 Rhipidura dahli ( fantail de Bismarck)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Y 134 F A maioria das espécies tem F

V135 L A maioria das espécies tem L

D136 -

S137 T Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
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N138 T, S A maioria das espécies tem T

G139 A Rhipidura dahli ( fantail de Bismarck)
Daphoenositta chisoptera (trepadeirinha-australiana)

G140 S Platysteira castanea ( barbela-de-garganta-castanha)

L141 F, 1 A maioria das espécies tem F

T142 M Rhinatrema bivittatum ( cobra)

Al43 -

S144 T Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

R145 -

L146 -

L147 FH Y A maioria das espécies tem Y

Q148 E Hippolais icterina (felosa-icterina)

L149 M, 1 A maioria das espécies tem M

L150 \Y Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Al51 K, R, G A maioria tem R

K152 S, T,G Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragio barbudo) e Rhinatrema bivittatum ( cobra)

T153 R,QE A maioria tem Q

T154 S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Q155 E,S,D A maioria tem E

D156 E,S,C,N Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
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Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo) e Rhinatrema bivittatum ( cobra)
E157 L, I Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe) e Protopterus annectens (
peixe pulmonado africano)
E158 -
E159 D Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Q160 -
Al6l V,[M Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
E162 R,N,D A maioria tem R
GAP 16 posigdes
A163 v Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Li64 M Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
R165 K, Q A maioria tem Q
R166 -
1167 \Y Rhagologus leucotigma ( passarinho)
Platysteira castanea ( barbela-de-garganta-castanha)
Q168 E,H Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
V169 L, 1 Regulus satrapa ( estrelinha-de-coroa-dourada)
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Hirundo rustica ( andorinha-das-chaminés)

Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

V170 F Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

H171 R, K, Q A maioria tem R

Al72 L,V A maioria tem V

F173 -

D174 N, S Mudanga apenas em aves

1175 V, A Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

F176 Y A maioria tem Y

Q177 E,K, S A maioria tem E

M178 L A maioria tem L

L179 M Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

D180 R,S,G Mudanga apenas em aves

V181 A, C A maioria tem A

L182 F Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

Q183 C Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

E184 F Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

L185 Y Hirundo rustica

R 186 D,C,R,S A maioria tem D
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G187 R,S,N A maioria tem R

T188 L,F,G A maioria tem L

V189 L,S,P A maioria tem S

A190 N Protopterus annectens

Q191 P E Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Rhagologus leucotigma ( passarinho)

Q192 I Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

V193 L, VA, M A maioria é V

T194 S, V,N A maioria é S

G195 PAG Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Regulus satrapa ( estrelinha-de-coroa-dourada)

S196 V, T, M, A, G Variado

C

S197 AT Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

G198 P, C Maioria é P

T199 LA Maioria é L

V200 R Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

K201 M, A A maioria é M

V202 L Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
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Rhinatrema bivittatum ( cobra)

V203 ILL A maioria é L

V204 ILL A maioria é L

V205 L A maioria é L

D206 -

S207 -

V208 Al Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

T209 S,C,P A maioria é S

A210 -

V211 -

V212 I A maioria é [

S213 Y, A A maioriaéyY

P214 -

L215 A% Platysteira castanea (barbela-de-garganta-castanha) Protopterus
annectens (peixe pulmonado africano)

L216 -

G217 -

G218 T, S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Q219 R, K A maioria tem R
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Q220 H Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

R221 S,T,A,P A maioria tem S

E222 D Rhinatrema bivittatum ( cobra)

G223 -

L224 N Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

A225 S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

L226 -

M227 -

M228 T Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Q229 H Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Sinosuthora webbiana ( passarinho)

L230 V, 1 Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

A231 S Mudanga apenas em aves

R232 A, L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe) e Pogona vitticeps

E233 L,D Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe) e Pogona vitticeps

L234 M Hirundo rustica (andorinha-das-chaminés)
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K235 -

T236 A, S, M Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

L237 M Rhinatrema bivittatum ( cobra)

A238 A" Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

R239 K Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

D240 E A maioria E

L241 F A maioria é F

G242 S, N A maioria € S

M243 LLV A maioria é L

A244 \'% Rhinatrema bivittatum ( cobra)

V245 A Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

V246 L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

V247 L Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

T248 -

N249 -

H250 QY A maioria é Q

1251 A" A maioria é V

T252
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R253 H Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
D254 N Rhinatrema bivittatum ( cobra)
R255 S,A, G A maioria € S
D256 S,N,V A maioria € S
S257 T,G,D A maioria é T
G258 S Rhinatrema bivittatum ( cobra)
R 259 P,S,A,L A maioria é P
L260 V,M Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
K261 R Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
P262 -
A263 -
L264 -
G265 -
R266 \Y Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
S267 A Hippolais icterina ( felosa-icterina)
W268 -
S269 -
F270 H Y Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
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V271 L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

P272 -

S273 R,N Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

T274 A% Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

R275 -

1276 L,V A maioria é V

L277 -

L278 -

D279 E,Q A maioria é Q

GAP NA S,G,H,Q A maioria é S

CANONICA

T280 K,R,P, S A maioria é Ke R

1281 E,D,K A maioria é E

E282 AR, G, D A maioria é A

G283 S,T,A,C A maioria é T

A284 W,Q, T,R A maioria é W

G285 E,D,H,S A maioria é E

A286 K,N,S,V A maioria é K

S287 A, G, ER T [|Amaioriaé¢ AeG

G288 T, S A maioria é T
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G289 T,S,N, A A maioria é T

R290 QLK F A maioria é Q

R291 -

M292 A,V,L A maioriaé AeV

A293 -

C294 S,T,Y A maioria é S

L295 -

A296 S,V,LLM VARIADO

K297 -

S298 -

S299 P A maioria é P

R300 -

Q301 L Regulus satrapa (estrelinha-de-coroa-dourada)

P302 -

T303 A, C 1 Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

G304 H,R Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

F305 LL M A maioria é |

Q306 CR,S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
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Rhinatrema bivittatum ( cobra)

E307 V, K A maioria é V

M308 E,A,D,V A maioria E

V309 L,F A maioria é L

D310 E,N Rhinatrema bivittatum ( cobra)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

1311 L Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Hippolais icterina ( felosa-icterina)

G312 E,S Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

T313 S, W, D, M) | Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

INICIO GAP Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
AVES) Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

w314 S,C Rhinatrema bivittatum (cobra)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

G315 S,D Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

T316 V,R,F,Q Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

S317 LM, T Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Pogona vitticeps (dragdo barbudo)
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Rhinatrema bivittatum ( cobra)

E318

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Q319

E,D

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

S320

N,VH, T

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

A321

P, L

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

T322

V,S, F

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

L323

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)

Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Q324

S, K, T

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

G325

K,R,D,C

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

D326

E,K, A

Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
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Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

Q327 G, H Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)
Protopterus annecten (peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps(dragéo barbudo)
Rhinatrema bivittatum ( cobra)

T328 L,R,S,P Periophthalmus magnuspinnatus ( peixe)

Protopterus annectens ( peixe pulmonado africano)
Pogona vitticeps (dragdo barbudo)

Rhinatrema bivittatum ( cobra)

Tabela finalizada dia 04/05/2025. Tabela referente a outras classes (aves, répteis, anfibios e peixes)

sem ser mamiferos

FONTE: criado pela autora

Tabela 6-Conservagao e profundidade em primatas por aminoacido

Profundidade evolutiva no

Posicdo Substituicdes Substituigdes observadas em: alinhamento

M1 - conservado em primatas
G2 - conservado em primatas
V3 ) conservado em primatas
L4 - conservado em primatas
RS - conservado em primatas
V6 -

G7 - conservado em primatas
L8 - conservado em primatas
C9 - conservado em primatas
P10 - conservado em primatas
Gl1 - conservado em primatas
L12 - conservado em primatas
T13 -

conservado em primatas
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El4 Q A maioria é Q
E15 -
M16 A%
Nycticebus coucang (16ris lento)
Propithecus coquereli
117 A" (Sifaka-de-coquerel)
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte)
Otelemur garnetii
QI8 L H (galago-grande-do-norte)
L19 -
L20 - conservado em primatas
Propithecus coquereli
R21 G
(Sifaka-de-coquerel)
Callithrix jacchus (
S22 N
sagui-de-tufo-branco)
H23 R Na maioria é R
R24 G Na maioria ¢ G
125 - conservado em primatas
K26 -
T27 - conservado em primatas
V28 - conservado em primatas
V29 . conservado em primatas
D30 - conservado em primatas
L31 - conservado em primatas
V32 . conservado em primatas
S33 - conservado em primatas
A34 - conservado em primatas
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D35

Otelemur garnetii

(galago-grande-do-norte)

L36

conservado em primatas

E37

conservado em primatas

E38

V39

Pongo abelii

(Orangotango-de-sumatra )

A40

conservado em primatas

Q41

K42

conservado em primatas

C43

conservado em primatas

G44

conservado em primatas

L45

conservado em primatas

S46

conservado em primatas

Y47

conservado em primatas

K48

conservado em primatas

A49

conservado em primatas

L50

conservado em primatas

Vsl

conservado em primatas

AS52

conservado em primatas

L53

conservado em primatas

R54

conservado em primatas

R55

conservado em primatas

V56

conservado em primatas

L57

conservado em primatas

L58

conservado em primatas

AS9

conservado em primatas

Q60

Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)

Fol

conservado em primatas
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S62 - conservado em primatas
A63 - conservado em primatas
F64 - conservado em primatas
P65 - conservado em primatas
V66 LL F Maioria F

N67 - conservado em primatas
G68 - conservado em primatas
A69 - conservado em primatas
D70 - conservado em primatas
L71 - conservado em primatas
Y72 ) conservado em primatas
E73 - conservado em primatas
E74 - conservado em primatas
L75 - conservado em primatas
K76 - conservado em primatas
T77 - conservado em primatas
S78 - conservado em primatas
T79 - conservado em primatas
A80 - conservado em primatas
181 - conservado em primatas
L82 - conservado em primatas
S83 - conservado em primatas
T84 R conservado em primatas
G85 - conservado em primatas
186 - conservado em primatas

Otelemur garnetii
G87 A
(galago-grande-do-norte)

988 B conservado em primatas
L89 - conservado em primatas




103

D90

conservado em primatas

K91

conservado em primatas

L92

conservado em primatas

L93

conservado em primatas

D94

conservado em primatas

A95

Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte), Propithec|
coquereli (Sifaka-de-coquerel)

Nycticebus coucang (16ris lento)

G9%6

conservado em primatas

L97

conservado em primatas

Y98

conservado em primatas

T99

conservado em primatas

G100

conservado em primatas

E101

conservado em primatas

V102

conservado em primatas

T103

conservado em primatas

E104

conservado em primatas

1105

conservado em primatas

V106

conservado em primatas

G107

conservado em primatas

G108

conservado em primatas

P109

conservado em primatas

G110

conservado em primatas

S111

conservado em primatas

G112

conservado em primatas

K113

conservado em primatas

T114

conservado em primatas

Q115

conservado em primatas
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Otelemur garnetii
V116 I (galago-grande-do-norte) Nycticebus

coucang (16ris lento)
C117 - conservado em primatas
L118 ) conservado em primatas
C119 - conservado em primatas
M120 v A maioria é V
Al21 ) conservado em primatas
Al . Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)
N123 - conservado em primatas
V124 - conservado em primatas
Al25 B conservado em primatas
HI126 -

Saimiri boliviensis boliviensis

(Macaco-de-cheiro-boliviano)

Sapajus apella ( macaco prego das
G127 S Guianas)

Cebus imitator

(macaco-prego-de-cara-branca do

Panama)
L128 } conservado em primatas
Q129 B conservado em primatas
Q130 - conservado em primatas
N131 ) conservado em primatas
V132 -
L133 -
Y 134 ) conservado em primatas

Otelemur garnetii
V135 I (galago-grande-do-norte) Nycticebus

coucang (16ris lento)
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D136

conservado em primatas

S137

conservado em primatas

N138

G139

conservado em primatas

G140

conservado em primatas

L141

conservado em primatas

T142

conservado em primatas

A143

conservado em primatas

S144

conservado em primatas

R145

conservado em primatas

L146

L147

conservado em primatas

Q148

conservado em primatas

L149

conservado em primatas

L150

conservado em primatas

A151

Otelemur garnetii

(galago-grande-do-norte) Nycticebus

coucang (16ris lento)

K152

A maioria é T

T153

Otelemur garnetii

(galago-grande-do-norte)

Nycticebus coucang (16ris lento)

Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)

T154

conservado em primatas

Q155

conservado em primatas

D156

conservado em primatas

E157

conservado em primatas
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conservado em primatas

E158 -
E159 - conservado em primatas
Q160 - conservado em primatas
Al6l - conservado em primatas
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
El162 R, G coucang (16ris lento),
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
Al163 - conservado em primatas
L164 - conservado em primatas
R165 Q A maioria é Q
R166 - conservado em primatas
1167 - conservado em primatas
Q168 - conservado em primatas
V169 - conservado em primatas
Otelemur garnetii
V170 AT (galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (10ris lento)
H171 Y, R A maioria é Y
Propithecus coquereli
Al172 A" (Sifaka-de-coquerel)
F173 - conservado em primatas
D174 ; conservado em primatas
1175 B conservado em primatas
F176 } conservado em primatas
Q177 - conservado em primatas
M178 - conservado em primatas

L179

conservado em primatas
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Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)

D180 Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
V181 ) conservado em primatas
L182 - conservado em primatas
Q183 - conservado em primatas
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
E184 D Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebu
coucang (16ris lento)
L185 . conservado em primatas
R 186 - conservado em primatas
Otelemur garnetii
G187 S (galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
T188 } conservado em primatas
V189 . conservado em primatas
A190 S,V A maioria é V
Q191 ) conservado em primatas
Q192 } conservado em primatas
V193 i} conservado em primatas
T194 - conservado em primatas
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
G195 S Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
S196 - conservado em primatas
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S197

conservado em primatas

G198

conservado em primatas

T199

Nycticebus coucang (16ris lento)

V200

K201

Pongo abelli (Orangotango-de-suma

)

V202

conservado em primatas

V203

conservado em primatas

V204

conservado em primatas

V205

conservado em primatas

D206

conservado em primatas

S207

conservado em primatas

V208

conservado em primatas

T209

conservado em primatas

A210

conservado em primatas

V211

conservado em primatas

V212

conservado em primatas

S213

conservado em primatas

P214

conservado em primatas

L215

conservado em primatas

L216

conservado em primatas

G217

conservado em primatas

G218

conservado em primatas

Q219

conservado em primatas

Q220

conservado em primatas

R221

conservado em primatas

E222

conservado em primatas
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G223

conservado em primatas

L224

Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)

A225

conservado em primatas

L226

conservado em primatas

M227

conservado em primatas

M228

Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)

Q229

conservado em primatas

L230

conservado em primatas

A231

conservado em primatas

R232

conservado em primatas

E233

conservado em primatas

L234

conservado em primatas

K235

conservado em primatas

T236

conservado em primatas

L237

conservado em primatas

A238

conservado em primatas

R239

Nycticebus coucang (10ris lento)

D240

conservado em primatas

L241

conservado em primatas

G242

conservado em primatas

M243

Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte)

Nycticebus coucang (16ris lento)

A244

conservado em primatas

V245

conservado em primatas

V246

conservado em primatas
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conservado em primatas

V247 -
T248 - conservado em primatas
N249 i} conservado em primatas
H250 ) conservado em primatas
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
1251 T, M coucang (16ris lento)
Pongo abellii
(Orangotango-de-sumatra )
T252 - conservado em primatas
R253 - conservado em primatas
D254 - conservado em primatas
R255 ) conservado em primatas
D256 ; conservado em primatas
S257 - conservado em primatas
Pongo abelii (Orangotango-de-suma
G258 R & ( solng
)
R 259 - conservado em primatas
L260 - conservado em primatas
K261 _ conservado em primatas
P262 - conservado em primatas
A263 B conservado em primatas
1264 } conservado em primatas
G265 } conservado em primatas
Callithrix jacchus (
R266 H
sagui-de-tufo-branco)
S267 - conservado em primatas
W268 - conservado em primatas
S269 - conservado em primatas

F270

conservado em primatas
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V271 - conservado em primatas
P272 - conservado em primatas
S273 - conservado em primatas
T274 - conservado em primatas
R275 - conservado em primatas
Otelemur garnetii
1276 L (galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
Otelemur garnetii
L277 F (galago-grande-do-norte)
Nycticebus coucang (16ris lento)
L278 - conservado em primatas
D279 - conservado em primatas
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte)
T280 I Nycticebus coucang (16ris lento)
Cholorocebus sabaeus ( macaco do
velho mundo)
1281 - conservado em primatas
E282 K,D,N A maioria é D
G283 } conservado em primatas
A284 _ conservado em primatas
Otelemur garnetii
G285 E,R (galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
A286 ) conservado em primatas
S287 } conservado em primatas
G288 A A maioria é A
G289 S R Propithecus coquereli

(Sifaka-de-coquerel)
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Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus

coucang (16ris lento)

R290 QLW A maioria é Q
R291 } conservado em primatas
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
M292 T, R Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
A293 \Y Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte)
Nycticebus coucang (16ris lento)
C294 - conservado em primatas
L.295 } conservado em primatas
A296 T,1 A maioria é T
K297 B conservado em primatas
S298 ) conservado em primatas
S299 P A maioria é P
R300 - conservado em primatas
Q301 . conservado em primatas
P302 - conservado em primatas
T303 - conservado em primatas
G304 - conservado em primatas
Propithecus coquereli
F305 L

(Sifaka-de-coquerel)

Q306

conservado em primatas
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Callithrix jacchus
E307 K
(sagui-de-tufo-branco)
M308 - conservado em primatas
V309 - conservado em primatas
D310 B conservado em primatas
Pongo abelii
1311 T
(Orangotango-de-sumatra)
G312 - conservado em primatas
Saimiri boliviensis boliviensis
T313 S
(Macaco-de-cheiro-boliviano)
w314 - conservado em primatas
conservado em primatas
G315 -
T316 - conservado em primatas
Propithecus coquereli
(Sifaka-de-coquerel)
S317 P, A Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
coucang (16ris lento)
E318 } conservado em primatas
Otelemur garnetii
(galago-grande-do-norte) Nycticebus
Q319 P,H g
coucang (16ris lento)
Pan troglodytes ( chimpanzés)
S320 - conservado em primatas
A321 P T
T322 A, M, E
Nycticebus coucang (16ris lento)
L323 M 4 &

Q324

conservado em primatas
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G325 v

D326 -

conservado em primatas

Q327 -

conservado em primatas

Callithrix jacchus (
T328 M

sagui-de-tufo-branco)

Nota : Tabela finalizada dia 04/05/2025

Fonte: criado pela autora

Com base nas tabelas 4,5 e 6 e nos alinhamentos realizados, observou-se que a partir de

posigoes especificas da proteina, a conservagao evolutiva diminui. Este ponto para primatas ¢

na posic¢ao 276, para roedores, 279 ( Figuras 22 e 22A e 23). Ja na tabela 5 e no alinhamento

com outras classes, devido a presenga dos exemplares de répteis, peixes e anfibios, a

conservagao vai até aproximadamente a posi¢do 118 (FIG 24 E 24A).

FIGURA 22 Localizagao do éxon niumero 9

AGCTCTGTCCCTGTCGCCCTCCGA
R)DJRID)S GJRI L

Intron 8

35101376 35101356 35101336 35101316 35101296

T 35101256 35101236 35101216

Regido no éxons onde a ocorre a perda da conservagdo evolutiva em primatas e roedores

de

Fonte: captura
(https:
ml), adaptado pela autora. Acesso em 22/05/2025

tela

FIGURA 22A) Ponto de diminui¢ao de conservagao evolutiva em primatas

1. NP 002869.3 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform 1 Homo sapiens
¥i2. XP 005583508.2 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Macaca fascicularis . . . .
¥i3. XP 039331887.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Saimiri boliviensis boliviensis - B
4. NP 0011253211 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Pongo abelii

5. PNI47316.1 RADS1D isoform 1 Pan troglodytes L T B B
6. XP 002748405.2 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Callithrix jacchus X . . N
¥7. XP 0125041291 PREDICTED: DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Propithecus coguereli .

¥i8, XP 017746380.1 PREDICTED: DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Rhinopithecus bieti

9. XP 010377855.2 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Rhinopithecus roxellana

¥10.XP 011745656.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Macaca nemestrina L N N

¥ 11. XP 008009236.2 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Chlorocebus sabaeus s LA

¥12. XP 032136774.1 DNA repair protein RADST homolog 4 Sapajus apella e B
¥13. XP 050621606.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Macaca thibetana thibetana -B . .
¥I14. XP 053426979.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Nycticebus coucang A LF. .1 .K..E

¥15. XP 003797244.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Otolemur gamettii I W 3

¥16. XP 017389717.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Cebus imitator N . . R . Bio B

EE R

T P

LH.

K .
L P

P. P

AP

35101196
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Captura de tela do programa MEGA X, que mostra no alinhamento multiplo da proteina RADS51D em primatas,

na qual diminui a conservagdo evolutiva a partir da posi¢do 276 da proteina.

FONTE: Captura de tela do programa MEGA X

FIGURA 23 - Ponto de diminuicao de conservagao evolutiva em roedores

1.NP 001100499.1 DNA repair protein RADS1 hamolog 4 Rattus norvegicus A P B

¥12. KF025943.1 DNA repair protein RADS1 like protein 4 Fukomys damarensis v DSI1D.T.AS L.MAC. T M s W s v.a.E
¥13. CAH6785769.1 Rad51d Phodopus roborovskii D. 1K . G . c.T A
14, EGV94391.1 DNA repair protein RADS1-like 4 Cricetulus griseus DL TK 6 H U B B DEEEE DI A
¥I5. NP 035365.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform 1 Mus musculus D. T . .Hs c.T. Y

¥I6. EDL15681.1 RAD51-like 3 (S. cerevisiae) isoform CRA h Mus musculus D. T s c.T M.

¥I7. AAGA2287.1 RAD5113 Mus musculus .D . T B 4 4 B M

¥18. XP 0045940533 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Ochotona princeps v G1 P AV .SR....C.T..s (Y AW.PA.LG.A.QEE
19, XP 005402921.1 PREDICTED: DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Chinchilla lanigera v DS AS.G. . .MAC.T v AW S.LG.V.Q.cE
10, XP 0069901371 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Peromyscus maniculatus bairdii D .1 LS. ..v.cCc.T A
11.XP 0128686281 PREDICTED: DNA repair protein RADS1 homolog 4 Dipodomys ordii LD T RAS.SCL..AC.T...... F.Q. Vv W.FQ.E.LVVL.E
12.XP 0210332151 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Mus caroli o. T .S c.T LM

¥I13. XP 021068099.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Mus pahari D . T . SR c.T T

114, XP 026267675.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Urocitellus parryii LD LT AS LS L Lo T F .V WE.P....VFQ.E
/15, XP 0286152431 DNA repair protein RADS1 hamolog 4 isoform X1 Grammormys surdaster D .1 . s LT 1 3 .

¥I16. XP 028722829.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Peromyscus leucopus D .1 .S V.Cc.T. . S A
17.XP 031209110.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Mastomys coucha DT LS. L. .AC.T M. . 3
¥/18. XP 0327697391 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Rattus rattus. P Ho.L . .

¥119. XP 0343638991 DNA repair protein RAD51 homolog 4 isoform X1 Arvicanthis niloticus ....D .1 ..#s - -B c.T [ .

120, XP 040857277.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Ochotona curzoniae V. .G P AA.SRR...C.T s - B | v SW.PA.LG.A.QEE.
121, XP 0425482221 DNA repair protein RADS 1 homolog 4 Dipodomys spectabilis DIT.E.RAS.S5CL AcC. T F.aq.v W.FQ.E.LVVL.E
¥122. XP 0474006741 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Sciurus carolinensis D.T.D AS .S c.T F v WE . P.E v.a.E
¥123. XP 0510140881 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Acormys russatus B0 . T. . ... Bsc. . . clTEE. B R . . D . D
124 XP 0510357201 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Phodapus roborovstii D . 1K . .6 .. c . . A
¥125. XP 052051345.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Apodemus sylvaticus v DLP .. 5. c MM . .. N

¥126. XP 0526157541 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Peromyscus califomicus insignis D.....A.S.56..V.C.T A
¥127. XP 0554763741 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Psammomys obesus LD .1 E s@s . . B A M B

128 XP 059125560.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 Peromyscus eremicus D .1 LS .S6. . v.C.T A

Captura de tela do programa MEGA X que mostra no alinhamento multiplo da proteina RAD51D em roedores,
porgao final da proteina na qual se perde parte da conservacdo evolutiva a partir da posi¢ao 279 da proteina.

FONTE: Captura de tela do programa MEGA X

FIGURA 24 Localizagao no éxon niamero 5

Intron 4 Intron 5

35107140 35107120 35107100 35107080 35107060 35107040 35107020 35107000 35106980 35106960

Regido no exons onde a perda da conservagdo evolutiva de aves, répteis, anfibios e peixes ocorre

Fonte: captura de tela do

https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/genome-editing/invitrogen-truedesign-genome-editor.ht

ml), adaptado pela autora. Acesso em 22/05/2025

FIGURA 24A Ponto de inicio da diminuicdo da conservagdo evolutiva em aves,répteis,

anfibios e peixes
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¥1.NP 002869.3 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform 1 Homosapiens . . . . L L L L L e

2. NWR04180.1 RAS1D protein Sinosuthora webbiana 1 S.SL..K.H FL..T..F Y.M. . .R.E R-QVLGRLRLCSYV
¥13. NWR48469.1 RAS1D protein Regulus satrapa | S.SL..K.H FL..T..F. Y.M.R.Q.E R-QILGRLRLCFV
¥i4. NWU23788.1 RAS1D protein Platysteira castanea | S.SL..K.H FL..T F. Y. M Q. E NCLILWTPEPLC?
¥I5. NWV46519.1 RAS1D protein Daphoenositta chrysoptera 51 S.SL..K.H FL..TA.F Y.M.R.Q.E R-QVLGRLRLCEFV
6. NWX65419.1 RAS1D protein Promerops cafer 51 S.SL..K.H FL..T..F Y.M.R.Q.E R-QVLGRLGLCFV
7. NXB20062.1 RAS1D protein Rhagologus leucostigma 1 S.SL..K.H FL..T..F Y.M...Q.E R-QVLGRLRLCFYV
8. NXH32278.1 RAS1D protein Myiagra hebetior . .s.sL..K.Y FL..T.SF. Y.M.G.Q.E R-QVLGRLRLCFV
19, NXI78041.1 RAS1D protein Rhipidura dahli 1 S.SL..K.H.VFL..TA.F Y. M Q. E. R-QVLGRLRLCEFV
¥110. NXJ29801.1 RAS1D protein Dicrurus megarhynchus 51 S.SL..K.H FL..T F. Y. M Q. E R-RVLGRLRLCFV
©11. NXMS51848.1 RAS1D protein liladopsis cleaveri 51 S.SL..K.H FL..T..F Y.M...R.E R-QVLGRLRLCFV
12, NXN03091.1 RAS1D protein Sylvia borin | S.SL..K.H FL..T..F. H.M. . .R.E R-QVLGRLRLCFV
¥113. NXO41541.1 RAS1D protein Locustella ochotensis 51 ..85.SL. .K.H FL..T..F. Y.M.R.Q.E. R-QVLGRLRLCFV
114, NXQ45909.1 RAS1D protein Catharus fuscescens 51 S.SL..K.H FL..T F Y. M Q. E R-QVLGRLRLSFV
¥I15. NXR49687.1 RAS1D protein Hippolais icterina 51 S.SL..K.H FL..T F YEM.R.Q.E R-QVLGRLRLCFV
©16. NXW76011.1 RAS1D protein Hirundo rustica 51 S.SL..R.H FL..T..F Y. 1 .R.Q.E R-QVLGRLKLCFV
¥117. NXX33842.1 RAS1D protein Nicator chloris B S.SL..K.H FL..T..F. Y. 1 .R.Q.E R-QGLGRLRLCFYV
118, XP 0206595971 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Pogona vitticeps S 328 V1. .HIT.S...D M. T, F . T .. .GR.EN B
119, XP 029468865.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Rhinatrema bivittatum 328 501 . v S.5 . K . 1 T FM F vV.s E LV e e e
120. XP 033834654.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Periophthalmus magnuspinnatus 5 V . V. H | . L H . K . G . | F I . T T | T H.M..TESSSL PA - = - e e e e e e
121. XP 043910077.1 DNA repair protein RADS1 homolog 4 isoform X1 Protopterus annectens 5V .V . L SYE K. | S .. F MVKSR.DCI .D.MD= -« -« - -«

Captura de tela do programa MEGA X, mostrando o alinhamento multiplo da proteina RAD541D em aves,
répteis, anfibios e peixes, a partir do residuo 118, depois do que se observa a diminui¢ao da conservagdo
evolutiva.

FONTE: Captura de tela do programa MEGA X

A partir disso e considerando todos os alinhamentos realizados em todas classes
individualmente e em primatas e roedores, pode-se tracar uma linha do tempo, mostrando os

principais pontos de conservagdo da proteina RADS51D por milhares de anos. (Figura 25)

FIGURA 25-Linha do tempo de acordo com a isoforma candnica

Conservagdao em primatas e roedores
Conservacao de 50 milhoes de anos

A

@ —0— @ o & 0
100 150 200 250 300 328

|

Conservagao em
aves ( repteis,
anfibios e peixes)
Conservagao de 66
milhdes de anos

3.11 Qual plataforma podemos utilizar para discriminar as isoformas?

TAX ON TREE
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Para a analise filogenética, na tentativa de utilizar um software que pudesse contornar o

problema das diferentes isoformas, empregamos o TaxOnTree, uma ferramenta de
construcdo de arvores taxondmicas. O objetivo foi testar se a sequéncia candnica obtida no
UniProt poderia gerar uma arvore filogenética confidvel, excluindo demais isoformas. No
entanto, concluimos que o programa nao ¢ adequado para nossos objetivos, pois
apresentou duas isoformas distintas — uma com 297 aminoacidos e outra com 296
aminodcidos (Figura 26). Apesar da alta similaridade entre essas duas isoformas e outras
sequéncias obtidas pela plataforma, observamos que o alinhamento gerado cobre apenas
até o aminoacido 312 da sequéncia canonica. Dessa forma, o TaxOnTree ndo sera utilizado
para avaliacdo filogenética nesta pesquisa. Ainda assim, vale destacar que, na regido

alinhada, foi observada uma homologia de cerca de 95% em relagdo a isoforma candnica.

FIGURA 26- Isoforma 297

Sequence ID: Query_7674805 Length: 297 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 297 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
555 bits(1430) 0.0 Compositional matrix adjust. 297/312(95%) 297/312(95%) 15/312(4%)

Query 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 6@
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
Sbjct 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ 68

Query 61 FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM 128
FS PVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKT VCLCM
Sbjct 61 FS--PVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKT-VCLCM 117

Query 121 AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD 188
AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQ EALRRIQVVHAFDIFQMLD
Sbjct 118 AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQ-EALRRIQVVHAFDIFQMLD 176

Query 181 VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD 248
VLQELRGTVAQQVTG GTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD
Sbjct 177 VLQELRGTVAQQVTG--GTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD 234

Query 241 LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR 3@@
LGMAVVVTNHITRD DS RLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGA GRRMACLAKSSR
Sbjct 235 LGMAVVVTNHITRD-DS-RLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGA--GRRMACLAKSSR 298

Query 301 QPTGFQEMVDIG 312

QP MVDIG
Sbjct 291 QP----- MVDIG 297

Alinhamento pairwise da isoforma candnica com um exemplar das amostras dadas pelo tax on tree.

FONTE: Captura de tela do alinhamento realizado pelo BLASTP
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Até o momento parece nao haver uma plataforma com a finalidade de fazer filogénia

excluindo por isoforma.Logo a necessidade da criagdo de uma plataforma que considere
isoforma e que consiga realizar a exclusdo delas, para andlise filogenética apenas das
isoformas candnicas das espécies. Isto facilitaria a anélise de conservagdo evolutiva para um

resultado preciso da classificacao de variantes genéticas.

3.12 Conservacao E Classificaciao

Mutacdo de ponto e polimorfismo sdo amplamente usados para definir qualquer alteracao que
ocorra no DNA, uma vez que mutagdo ¢ uma mudanca definitiva no DNA e o polimorfismo
trata-se de uma variante com frequéncia populacional acima de 1%. Por esta razdo,
recomenda-se 0 uso de variante para definir tais trocas de aminoacidos nas proteinas.
(RICHARDS et al., 2015)

A classificagdo destas variantes referentes a heranga mendeliana podem ser patogénicas,
provavelmente patogénicas, significado incerto ou VUS, provavelmente benigna ou benigna.
O que ira definir isto sdo critérios rigorosos. Os relatorios laboratoriais que abordam essa
classificagdo devem conter a sequéncia da variante no nivel de DNA, também a codificacdo e
nomenclatura de proteinas (RICHARDS et al., 2015).

Todas essas isoformas complicam a analise de conservagdo evolutiva, uma vez que nao
sabemos se posi¢des ndo conservadas sdo derivadas de outra isoforma ou apenas sad regido
realmente ndo conservadas, por esta razdo focamos em apenas duas, a 328 ¢ 329.

A conservagado evolutiva ¢ um método de anélise para classificagdo de variantes, quando uma
regido ¢ bem conservada e uma variagdo ocorre, esta variante pode ser considerada mais
patogénica.

Pelo AphaMissense é possivel observar por posi¢do, as possiveis trocas de aminoacido que
favorecem o surgimento de uma variante patogénica. Mas de acordo com as tabelas 4,5 ¢ 6,
foi observado que estas posi¢des cuja a troca podem originar uma variante patogénica, sao na
maioria conservados na isoforma candnica em seres humanos.

Na figura 27 podemos ver que as isoformas presentes em seres humanos em um alinhamento

multiplo para observar as regides ndo conservadas sao derivados de splicing alternativo.

Figura 27 - Alinhamento multiplo de todas as isoformas presentes em seres humanos
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Isoforma 1 1 MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLYSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRY-LLA 59
Isoforma 5 L e e e e e e e e e e e e e -... 59
Isoforma 4 e e e e e e e e e e aae e -... 59
Isoforma 8 L e e e e e e e e e et aeaaeaasaaeaaaaa e TWR.HSSG-N.G 59
Isoforma 7 e e e e e e e e e e aae e -... 59
Isoforma 3 L e e e e e e e e aeaeaaae e -E IQVVH 59
Isoforma 6 L e e e e e e e e e e e e e -... 59
Isoforma 2 L e e e e e e e e e e e eaa e S 49
Isoforma 1 60 QFSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGS---- - - - - -—--—-—--—--—---—-—- LDKLLDAGL 97
Isoforma 5 B e e e e [eccc=ccccccenccscccesas Q..SGGSR 96
Isoforma 4 N 97
Isoforma 8 60 GLQLPQ.PAGRSWSGYR--N.LKKA.L.HGGTDGLSLNAFDERGTAVSTSR. ... .. ... 117
Isoforma 7 L 97
Isoforma 3 60 A.DI.QM--L.VLQ..RGTV.QQV.. 83
Isoforma 6 . 87
Isoforma 1 98 YTGE-VTEIVGGPGSGKTQVCLCMAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQD 156
Isoforma 5 97 WOMHL .« . o et e et e et et e et aa e 156
Isoforma 4 98 ettt e 115
Isoforma 8 A8 et i e e e e e e 176
Isoforma 7 98 e e e e e e e e e e e et 156
Isoforma 1 157 EEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLL 216
Isoforma 5 T 216
Isoforma 4 dB mmm e e e e e e e e e 171
Isoforma 8 1 236
Isoforma 7 T 192
Isoforma 3 48 Y 104
Isoforma 1 217 GGQQREGLALMMQLARELKTLARDLGMAVYVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRI 276
Isoforma 5 7 276
Isoforma 4 17 et e e e e e e e e e e e 231
Isoforma 8 7 1 296
Isoforma 3 L 164
Isoforma 1 277 LLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT 328

Isoforma 5 72 L L 328

Isoforma 4 23 i e e e e e e e e 283

Isoforma 8 7 I 348

Isoforma 3 1 216

4. Conclusao

Com base em todos os alinhamentos e tabelas analisados neste trabalho, conclui-se que a
existéncia de isoformas da proteina RADSID existentes afeta a avaliacdo da conservacao
evolutiva da proteina e dos seus residuos individualmente. Observamos que a isoforma
candnica varia conforme a classe e dentro das classes, conforme a espécie. Por exemplo, a
isoforma candnica em humanos e outros primatas ¢ a 328. Ja, em roedores, a isoforma
canodnica ¢ a 329, mas ha espécies que apresentam a 328 e a 329. A isoforma 329 nio ¢ vista
em primatas. Em aves, as isoformas encontradas com maior frequéncia tém 313, 314 ¢ 315. A
partir de anfibios, répteis e peixes a conservagao evolutiva € menor € mais restrita ao inicio da

proteina.
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6.0 Sequéncias

>sp|O75771|RAS1D_HUMAN DNA repair protein RADS51 homolog 4 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RAD51D PE=1 SV=1
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM
AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD
VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD
LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR
QPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT


https://varsome.com/gene/hg38/Rad51d
http://dx.doi.org/10.1111/j.1349-7006.2004.tb02195
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>sp|075771-2|[RA51D_HUMAN Isoform 2 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens

0X=9606 GN=RADS5I1D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKS

>sp|075771-3]RA51D HUMAN Isoform 3 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RAD51D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKAEALRRIQVVHA
FDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMOQLAR
ELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRM
ACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT

>sp|075771-4RA51D_HUMAN Isoform 4 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RADS51D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQAEALR
RIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLA
LMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAG
ASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT

>sp|O75771-5RA51D_HUMAN Isoform 5 of DNA repair protein RADS51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RAD51D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGRQKLSGGSRWCMHLVTEIVGGPGSGKTQVCLCM
AANVAHGLQQNVLY VDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD
VLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQREGLALMMQLARELKTLARD
LGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDTIEGAGASGGRRMACLAKSSR
QPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT

>sp|075771-6RA5S1D_HUMAN Isoform 6 of DNA repair protein RADS51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RADS51D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGRHGGRTQVGTWEDCSCLRSPQGDRGVGSGML
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>sp|075771-7RA51D _HUMAN Isoform 7 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RAD51D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKALVALRRVLLAQ
FSAFPVNGADLYEELKTSTAILSTGIGSLDKLLDAGLYTGEVTEIVGGPGSGKTQVCLCM
AANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQAEALRRIQVVHAFDIFQMLD
VLQELRGTVAQQDGIPEHLNHIPHCLHVHLPC

>sp|075771-8§RA5S1D_HUMAN Isoform 8 of DNA repair protein RAD51 homolog 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RADS1D
MGVLRVGLCPGLTEEMIQLLRSHRIKTVVDLVSADLEEVAQKCGLSYKTWRAHSSGNLGG
LQLPQVPAGRSWSGVRNALKKAGLGHGGTDGLSLNAFDERGTAVSTSRLDKLLDAGLYTG
EVTEIVGGPGSGKTQVCLCMAANVAHGLQQNVLYVDSNGGLTASRLLQLLQAKTQDEEEQ
AEALRRIQVVHAFDIFQMLDVLQELRGTVAQQVTGSSGTVKVVVVDSVTAVVSPLLGGQQ
REGLALMMQLARELKTLARDLGMAVVVTNHITRDRDSGRLKPALGRSWSFVPSTRILLDT
IEGAGASGGRRMACLAKSSRQPTGFQEMVDIGTWGTSEQSATLQGDQT
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