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Resumo: O wuso de técnicas de alinhamento e
distanciamento proporcional via banco de dados
UniProtKB é usado para fornecer suporte adicional em
carater cientifico.

Existem muitos estudos experimentais envolvendo
comparacOes de pelos de animais distintos com a fibra
capilar humana. Sabe-se que as familias de proteinas
associadas a queratina (KAP) estdo presentes em toda
fibra capilar e também em pelos humanos e animais,
sendo a maior responsavel pela estrutura da fibra. As
sequéncias de aminoécidos das proteinas de familias
KAP de alguns animais estdo descritas no UniProtKB,
porém é de grande importancia uma validagdo da
utilizacdo destes dados no modelamento animal e
também no uso experimental, pois, fornecem
caracteristicas Unicas, e esta comparacdo pode ndo ser
possivel. Neste trabalho serdo estudadas as Familias
KAPS5-5 e KAP19-5 de diferentes animais.
Palavras-chave: KAP, alinhamento, distanciamento.

Abstract: Using alignment techniques and proportional
spacing via UniProtKB database amino acids sequences
are used to provide additional support for scientific
studies. There are many experimental studies involving
comparisons of the different animals with human hair
fiber. It is known that the families of keratin-associated
proteins (KAP) are present in the human’s hair fiber and
also in animal’s ones, being responsible for the largest
fiber structure. In order to animal application in
experiments the computational validation is a very
useful tool. In this context, we study the families KAP5-
5 e KAP19-5 of hair for different animals analysis.
Keywords: KAP, alignment, spacing

Introducéo

O cabelo ou o pelo é fortemente queratinizado e
formado dentro do foliculo. O crescimento do cabelo
tem origem em células proliferativas situadas no bulbo.

Quando essas células saem do compartimento
germinativo passam através da zona de queratinizagao,
por conseguinte, ocorre a diferenciacdo destas células
tornando-se entdo uma fibra.

Esta fibra é composta por cuticula, cortex, e
ocasionalmente, medula. No cortex, os arranjos de
filamentos intermedidrios de queratina (KIF) séo
observados no citoplasma das células corticais. Cada
KIF tem cerca de 8-10 nm de didmetro e esta rodeado
por um espaco amorfo chamado matriz.
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Os principais componentes estruturais da fibra sdo a
queratina e KAP (proteinas associadas a queratina). As
queratinas formam o KIF nos queratindcitos. As KAP
estdo localizadas na matriz em torno do KIF podendo
ser responsavel pela rigidez da haste através de ligacbes
cruzada de dissulfureto com o KIF, e, por conseguinte,
sdo também chamadas proteinas de matriz. As KAP’s
sdo codificadas por um grande nimero de familias
multigénicas e sdo proteinas relativamente pequenas,
hidrofobicas, e tém, frequentemente, estruturas de
repeticdo caracteristicas [1, 2].

Célula Cortical

Macrofibrilas

Microfibrilas

Figura 1: Esquema representativo do cabelo humano
e a localizacdo das proteinas.

As Kap’s sdo classificadas basicamente em trés
grupos de acordo com os aminoacidos caracteristicos
envolvidos, proteinas com elevado Teor de Enxofre
(HS- high-sulfur) com familias Kap’s 1 a 3, 10 a 16, ¢
23, proteinas com teor de enxofre extremamente
elevado (UHS-ultrahigh-sulfur) com familias Kap’s 4, 5,
9 e 17 e também as proteinas com alto teor de glicina e
tirosina  (HGT-high-glycine/tyrosine) com familias
Kap’s6a8e 18 a22.

A nomenclatura das Kap’s segue como “KAPf-n”;
onde “f” refere-se a familia e “n” refere-se a um nimero
de identificacdo do componente [3]. Muitas Kap’s
foram isoladas a partir de ovelhas, camundongos,
coelhos e humanos, classificadas em um total de 23
familias. Estas proteinas foram modeladas e
disponibilizadas em centrais de informacdes
experimentais. O UniProtKkB é uma central de
informacdes experimentais e computacional sobre
proteinas, incluindo principalmente: sequéncia de
aminoacidos, dados taxondmicos, citacGes, nome e
discricdo da proteina. As sequéncias armazenadas nesse
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banco de dados sdo obtidas da base de dados do
EMLBANK/ Gen Bank/ DDBJ [4].

Esta central de informacbes é dividida em duas
secdes: UniProtKB/TrEMBL e o UniProtKB/SwissProt.
Sendo o primeiro, um banco de dados néo revisado que
abrange sequéncias de proteinas unidas a caracterizacao
funcional em larga escala e outras anotacBes geradas
computacionalmente, enquanto que o0 segundo é
revisado e abrange dados de sequéncias de proteinas ndo
redundantes, experimentos cientificos, conclusfes
cientificas e recursos computacionais (UniProtKB
Consortium)[4].

Materiais e métodos

No presente estudo, foram obtidas do banco de
dados UniprotKB as sequéncias das proteinas KAP5-5
dos seguintes animais: homem (Homo sapiens),
camundongo (Mus musculus), Chimpanzé (Pan
troglodytes), da ovelha (Ovis aries). Sendo também
obtidas as sequéncias de aminoacidos da KAP19-5 dos
seguintes animais: homem (Homo sapiens), dois
camundongos (Rattus novergicus e Mus musculus),
chimpanzé (Pan troglodytes), Orangotango (Pongo
abelii) e Nomascus (Nomascus leucogenys).

Em seguida, alinhou-se as sequéncias utilizando
CLUSTAL do UniProtKB (software que alinha as
sequencias de nucleotideos e aminoacidos) e calculou-se
a distdncia proporcional, tomou-se como base as
informagdes contidas no site Science in School (2010)
[5].Com isto comparou-se o numero de diferengas
existentes de um animal para o outro.

Os resultados das Tabelas 2 e 3, foram conseguidos
através de um célculo ultilizando as informacdes do
préprio banco de dados UniProtKB ilustrado na Tabela
1. Este raciocinio é descrito na equacéo 1.

Tabelal: Total
KAP5-5 em cada animal

de aminoacidos existentes KAP19-5 e

Aminoacidos Total

N° Espécie KAP Cod. de entrada KAP Cod. de entrada
19-5 UniProntKB 5-5 UniProntKB
| Homo sapiens 72 Q3L172 237  Q701N2
2 Pan troglodytes 72 H2QKX5 209  H2RBJ4
3 Pongo abelii 72 H2P2X1 - -
4 Nomascus leucogenys 72 G1SAS55 - -
5 Mus musculus 62 008632 241 Q2TA51
6  Rattus novergicus 66 F1LZRO - -
7 Ovis aries - - 197 Q28584

O ndmero de aminoacidos diferentes (D) é calculado
através da equacdo 1 onde, N4, € 0 numero de
aminoacidos total e Ny, € 0 nimero de amino&cidos
idénticos.

D = Ny — Nay @

Nas Tabelas 4 e 5 os resultados foram obtidos

efetuando célculo linha a linha, utilizando as equaces 2
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e 3.

a
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a
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Onde My, é a média de aminoacidos totais, N,
nimero de aminoacidos totais de cada espécie estudada,
i é a identificagdo da espécie e a refere-se a quantidade
de animais.

— XE(Pni+Man)
a—-1

Py 3)

Para a equacdo 3 temos que P, é a distancia
proporcional por linha, D é o ndmero de aminoacidos
diferentes (equacdo 1), My, é a média de aminoacidos
totais (equacéo 2) e a 0 nimero de animais envolvidos.

Os dados utilizados foram referentes as Tabelas 2 e 3
levando em consideracdo 0s animais que apresentaram
menor nimero de diferencas em direcdo aos que
apresentaram maior nimero de diferencas, seguiu-se
esta regra até que o Ultimo animal participasse do
célculo.

Tendo como base dois animais que menos se
diferenciavam um do outro, efetuou-se o célculo da
distancia proporcional. Considerou-se ainda, um
terceiro animal, o qual apresentou menor quantidade de
diferencas em relacdo aos outros dois; com isto,
efetuou-se o calculo da distancia proporcional entre o
terceiro e os outros dois.

Resultados

Tomando como base a descricdo da metodologia e a
Tabela 1, foram realizados os célculos, e seus resultados
organizados em tabelas, onde primeiro foi efetuado o
calculo comparativo das diferencas dos aminoacidos,
Tabela 2 para a KAP19-5 e Tabela 3 KAP5-5, seguido
das tabelas com os dados dos célculos das médias dos
aminodcidos e distancia proporcional, Tabela 4 para a
KAP19-5 e Tabela 5 KAP5-5.

Com os resultados obtidos nas tabelas foi possivel
ilustrarmos as arvores filogenéticas das KAP’s (Figuras
1 e 2) a qual nos auxiliara na escolha do melhor modelo.
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Tabela 2: Calculos comparativos das diferencas de aminoacidos existentes na KAP19-5 de um animal para o outro.

Grupos Ram.ls Homo Sapiens Mus Pan Troglodytes Pongo Abelii Nomascus
novergicus musculus

Rattus novergicus 0 66-44=22 62-55=7 66-44=22 66-44=22 66-43=23
Homo Sapiens 22 0 62-46=16 0 72-71=1 72-70=2
Mus musculus 7 16 0 16 16 17
Pan troglodytes 22 0 16 0 1 2
Pongo abelii 22 1 62-46=16 1 0 72-71=1
Nomascus 23 2 62-45=17 2 1 0

Tabela 3: Célculos comparativos das diferencas de aminoacidos existentes na KAP5-5 de um animal para o outro.

Grupos Homo Saniens Pan Troglodytes Ovis aries Mus Musculus
Homo Sapiens 0 12 70 83
Pan troglodytes 209-197=12 0 75 57
Ovis aries 197-127=70 197-122=75 0 96
Mus musculus 237-154=83 209-152=57 197-101=96 0

Tabela 4: Calculos de médias de aminoéacidos e distancia proporcional da KAP19-5

Medias de Distincia Proporcional
Grupos L
Aminoacidos (My,) @)
Homo sapiens e Pan troglodytes. 72 0,000
H iens, Pan troglodyt:
omo sapiens, Pan fwg odytes e 7 0,014
Pongo abelil.
Homo sa_;-r;-rzens, Pan troglodytes, 7 0.023
Pongo abelii e Nomascus leucogenys.
Homo sapiens, Pan troglodytes,
Pongo abelii, Nomascus leucogenys e 70 0,232

Mus musculus.
Homo sapiens, Pan troglodytes,
Pongo abelii, Nomascus leucogenys , 69,33 0,278
Mus musculus e Rattus novergicus.

Tabela 5: Célculos de médias de aminoacidos e distancia proporcional da KAP5-5

G Medias de Distincia Proporcional
rapos Aminodcidos (M, ) ®)
Homo sapiens e Pan troglodytes. 223 0,054
Homo sapiens, Parf troglodytes e 21433 0337
Ovis aries.
Homo Sapz_ens, Pan troglodytes, Ovis 191 0.356
aries e Mus musculus.

Figura 2: Arvore filogenética da KAP19-5 Figura 3: Arvore filogenética da KAP5-5
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Discussao

Possuir pelos é uma caracteristica exclusiva dos
mamiferos, sendo que os citados neste trabalho sdo
pertencentes a classe dos Eutheria, dos quais, quatro
deles sdo da ordem dos primatas.

O Homo sapiens e o Pan troglodytes tendem a serem
mais semelhantes, tanto para o alinhamento quanto para
o distanciamento proporcional que o Pongo abelii ou
outros macacos em arvores filogenéticas, pois ambos
sdo classificados como hominideos [6].

Observou-se na Tabela 2 que em relagdo a KAP19-5,
0 Homo sapiens e o Pan troglodytes nédo se
diferenciam nos calculos (aminoacidos), sendo entéo, o
grupo de maior similaridade, ja que para sua
proporcionalidade (Tabela 4) a distancia é zero; assim
0s préximos grupos serdo 0 Pongo abelii com distancia
de 0,014, seguido do Nomascus leucogenys com 0,023.

Os calculos demonstraram que o grupo Rattus
novergicus e Mus musculus, apresentam distancias
proporcionais de 0,232 e 0,278 respectivamente, ou
seja, maior diferenca da média dos amino4cidos quando
comparado ao grupo Homo sapiens.

A Figura 2 ilustra o esquema de uma A&rvore
filogenética da KAP19-5 para os mamiferos
relacionados na Tabela 2.

Na Tabela 3, observou-se que, em relacdo a KAP5-5,
0 grupo Homo sapiens e o Pan troglodytes se
diferenciam nos céalculos da média dos aminodcidos,
porém, mesmo assim, se destacam, sendo entéo, o grupo
de  maior similaridade, j& que para sua
proporcionalidade (Tabela 5) a distancia é 0,054.

Os célculos demonstraram também que 0s grupos
Ovis aries e Mus musculus apresentam distancias
proporcionais de 0,337 e 0,356 respectivamente, ou
seja, maior diferenca da média dos aminoacidos quando
comparado ao grupo Homo sapiens.

A Figura 3 ilustra o esquema de uma arvore
filogenética da KAP5-5 para os mamiferos relacionados
na Tabela 3.

Observa-se neste estudo, que o uso de camundongos
e ovelhas para realizacdo de testes relacionados as
proteinas associadas a queratina KAP19-5 e KAP5-5
podem ndo ser tdo eficiente devido a diferenca de
amino&cidos das proteinas. Conclui-se entdo que, nestes
casos, 0s melhores modelos a serem utilizados seriam o
do préprio Homo sapiens, ou ainda primatas hominideos
como é o caso do Pan troglodytes cuja similaridade é de
98,6%, ja que os demais apresentam cerca de 80 a 85%
de similaridade, induzido a um erro de 20 a 15%
aproximadamente.

Este relato é de suma importancia, pois as KAP's
estudadas aparecem no cortex e nas camadas da cuticula
da fibra capilar ligadas a outras KAP's de familias
diferentes ou da mesma familia [7], podendo também
induzir a ideia de que outras KAP's de animais ndo
primatas hominideos ndo seriam vélidas para
desenvolvimento de experimentos e testes, tomando
como base a distancia proporcional relatada neste
trabalho.
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Isto pode levar a um acréscimo no que diz respeito a
escolha da proteina tanto no estudo de modelamento
molecular utilizando calculos computacionais, quanto
na parte de testes laboratoriais. Seguindo esta linha de
pensamento podemos julgar que é extremamente
desnecessario a retirada de espécie silvestre de seu
habitat natural, tal como o Pan troglodytes, para se fazer
testes cosméticos.

No estado de Sao Paulo, por exemplo, foi
sancionado o projeto de Lei 777/2013, que proibe a
utilizacgho de animais para  desenvolvimento,
experimentos e testes de produtos cosméticos, higiene
pessoal, perfumes, e seus componentes [8].

Concluséo
Deste modo, através destas evidéncias, tanto
biologicamente  quanto  politicamente,  torna-se

preferivel a utilizacdo de amostras (modelos) do proprio
Homo sapiens, uma vez que estd respaldada de forma
legal pelo cédigo de ética, e que os estudos sdo
referentes aos pelos e cabelos, ou seja, fibras que
provem de células que ndo tem vida, ndo causando
nenhum tipo de dano a espécie [9].
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