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Resumo

A Bioinformatica é uma &area de pesquisa com raizes na Ciéncia da Computacao,
Estatistica, Biologia Molecular, entre outras. Ela foi criada para lidar com os dados
resultantes de projetos do sequenciamento genomico. Projetos deste tipo visam, por
exemplo, o sequenciamento do DNA e a identificacao dos genes existentes em organismos.
Um volume de dados cada vez maior vem sendo produzido por projetos genoma. A
bioinformatica atua nas tarefas de armazenamento, consulta e manipulacao desses dados,
sendo muitas vezes necessaria a aplicacao de métodos estatisticos capazes de analisar
grandes quantidades de dados bioldgicos.

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) é um método que pode ser utilizado
para a rapida duplicacao de sequéncias de DNA. Para que a amplificacao de uma sequéncia
genética ocorra, segmentos especificos de dcidos nucléicos sao necessarios para inciar
o processo. Estes segmentos sao chamados de primers (iniciadores). Os primers sao
sintetizados de modo a possuir uma sequéncia complementar ao trecho inicial/final da
molécula de DNA que se deseja amplificar.

Muitas das técnicas de Biologia Molecular envolvendo reacoes de PCR dependem da
predigao de um parametro critico envolvido nesta reagao: a temperatura de melting (T),,).
Muitos programas de computador, baseados em diferentes métodos, estao disponiveis para
estimativas tedricas do valor da (T,,) dada alguma sequéncia genética. Entretanto, na
maioria dos casos, significantes diferencas nas estimativas da T,, sao obtidas utilizando-se
diferentes métodos. Por isso, é dificil decidir qual é o mais preciso.

Este trabalho compreende um estudo dos diferentes métodos para o calculo da T, a fim
de desenvolver uma ferramenta computacional que permita comparacoes dos resultados
obtidos por estes.



Introducao

Muitas técnicas utilizadas na analise de moléculas de DNA requerem que a sequéncia esteja
disponivel em grandes quantidades para viabilizar a realizacao de diversos experimentos.
A possibilidade de se criar inimeras cépias de uma molécula de DNA em laboratoério
otimiza este trabalho, uma vez que a molécula em questao nao precisa ser extraida
diretamente do organismo ao qual pertence.

O processo de produgao em laboratério (in wvitro) de cépias de uma molécula de
DNA ¢ possivel através de reagoes de PCR (Polymerase Chain Reaction). Uma das
principais aplicagoes da PCR é na medicina forense, onde pequenas amostras de DNA
retiradas da cena de um crime (pedagos de cabelo, gotas de sangue, saliva ou até mesmo a
mintscula quantidade de DNA deixada em uma impressao digital) podem ser amplificadas
(replicadas) para serem analisadas. A PCR também ¢ rotineiramente utilizada em
experimentos de Biologia Molecular tais como amplificacao e identificacao de patégenos
(por exemplo, virus) presentes nas amostras ou ainda preparagao de fragmentos de DNA
para clonagem.

Na reacao de PCR, em primeiro lugar, deve-se extrair o material genético da célula
ou do material a ser estudado. Depois de extraido, o DNA é submetido a uma mistura
que contém os componentes necessarios para que a duplicacao ocorra. Um dos principais
componentes é o primer, sequéncia iniciadora do processo de sintese e que corresponde a
uma curta cadeia de nucleotideo complementar ao inicio da sequéncia alvo (sequéncia de
DNA que se deseja ampliar).

A PCR corresponde a execugao de uma série de reagdes que ocorrem em diferentes
temperaturas pré-estabelecidas com tempos exatos e especificos para cada fragmento de
DNA a ser amplificado. Cada ciclo é dividido em trés etapas bem definidas. Na primeira
etapa a temperatura é elevada para que haja a separacao da dupla cadeia de DNA
(desnaturagao). Na segunda etapa, a temperatura é reduzida para que os primers se
pareiem com a fita molde de DNA (pareamento). Na tltima etapa do ciclo a temperatura
é elevada para que uma enzima sintetizadora (enzima polimerase) atue na extensao do
primer e assim dar origem a uma da nova molécula (eztensdo). Essas trés etapas sao
executadas ciclicamente um niimero definido de vezes.

Diversos parametros tais como, o numero de ciclos, a temperatura e o tempo de
duracao de cada etapa, bem como a qualidade e a quantidade de primers utilizados
podem interferir na reacao de PCR.

Para cada uma das etapas de uma reagao, (desnaturacao, pareamento e extensao)



existe uma temperatura ideal, na qual o desempenho da reacao é maximo. Define-se
temperatura de melting (T,,), ou temperatura de pareamento, como a temperatura na
qual metade das moléculas estao pareadas e a outra metade nao. Sao encontradas na
literatura diferentes formulagoes para o calculo da T,,, todas elas sendo apenas uma
aproximacao da temperatura de melting real de um primer.

Como ja exemplificado, diversas sao as técnicas/procedimentos de Biologia Molecular
que se baseiam na reagdo de PCR (clonagem, amplificagdo, mutagénese, etc) e,
consequentemente, envolvem tanto o projeto de primers como o célculo da temperatura
de melting.

Este trabalho tem por objetivo geral o estudo e implementacao dos diferentes métodos
de calculo da T,, a fim de avaliar quao divergentes sao os resultados produzidos por eles.
Deste estudo resultard um software cuja funcionalidade especifica é: dado um primer,
o usudrio tera como saida diferentes temperaturas de melting calculadas por diferentes
férmulas, bem como estatisticas como a média, variancia e o desvio padrao dos valores
obtidos. De posse dessas informacoes, o usuario serda capaz de avaliar e decidir qual a
temperatura mais adequada a ser aplicada no experimento ou ainda se outros primers
devem ser avaliados, caso, por exemplo, valores altos para variancia e o desvio padrao
sejam obtidos.

O restante deste texto estd organizado como segue: no Capitulo 1 sao apresentados
os conceitos de Biologia Molecular essenciais para o entendimento do problema do qual
trata o trabalho. No Capitulo 2 sao abordados conceitos de termodinamica que sao
utilizados nas formulacoes de calculo da temperatura de melting. O Capitulo 3 aborda
as formulagbes e suas respectivas classificagoes. O Capitulo 4 descreve a aplicacao web
resultante do trabalho. No Capitulo 5 encontram-se os resultados. Por fim, no Capitulo
6 encontra-se a conclusao do trabalho.



Capitulo 1

Conceitos de Biologia Molecular

Os conceitos apresentados neste capitulo foram, na sua maioria, retirados de [4], [11], [16],
29] e [31].

1.1 Material Genético

O acido Desoxirribonucléico, ou DNA, é uma substancia quimica envolvida na transmissao
de caracteres hereditarios e na producao de proteinas, compostos estes que sao os
principais constituintes dos seres vivos. Uma molécula de DNA é um polimero linear de
nucleotidios conectados entre si via ligagoes covalentes'denominadas ligacoes fosfodiéster.
A seguir serd dada uma breve descricao dos componentes e da estrutura do DNA.

Os nucleotideos, unidades bésicas do DNA| sao constituidos de (Figura 1.1):
e uma base nitrogenada: anel heterociclico de atomos de carbono e nitrogénio;
e uma pentose: acticar com cinco carbonos; e

e um grupo fosfato: molécula com um atomo de fésforo cercado por quatro oxigénios;

Higacao quimica entre 4tomos que tende a ser estavel e mais forte do que outros tipos de ligaces
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Figura 1.1: Estrutura basica de um nucleotideo e sua composicao: uma base nitrogenada,
uma pentose (agicar) e um grupo fosfato.

As bases nitrogenadas sao de dois tipos: puricas (adenina (A) e guanina (G)) e
pirimidicas (timina (T), citosina (C) e uracila (U)). As purinas (bases puricas) sao
constituidas de dois anéis fundidos de cinco e seis atomos e as pirimidinas de um tnico
anel de seis atomos (veja a Figura 1.2). A base uracila ndo esté presente em cadeias de
DNA (apenas no RNA).
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Figura 1.2: Estrutura das bases puricas (a) e das bases pirimidicas (b).

Dois tipos de pentoses (residuos de agicar) sao encontrados nos acidos nucléicos:
ribose e desoxirribose as quais diferem uma da outra pela presenca ou auséncia do
grupo hidroxila no carbono 2 (C2’) da pentose, como mostra a Figura 1.3. E baseado
nesta caracteristica, dentre outras, que os acidos nucléicos recebem o nome de RNA
(ribose) ou DNA (desoxirribose).



O 4cido ribonucleico (RNA) é um polimero de nucleotideos, assim como o DNA,
responsavel pela sintese de proteinas da célula. Porém, geralmente é encontrado em
cadeia simples e possui dimensao muito inferior que o DNA.
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Figura 1.3: Dois tipos de pentoses. A pentose do RNA (a) possui hidroxila (OH) no C2’.
A pentose do DNA (b) nao possui o grupo hidroxila.

Como dito anteriormente, os nucleotideos do DNA sao formados por trés diferentes
tipos de moléculas (uma desoxirribose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada). A
ligacao entre a base e a pentose ¢ feita covalentemente através de uma ligagao N-glicosidica
com a hidroxila ligada ao C1’ da pentose. Ja a ligacao entre o fosfato e a pentose é feita
através de uma ligacao fosfodiéster com a hidroxila ligada ao C5” da pentose. Veja a
Figura 1.4.
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Figura 1.4: Ligacoes em um nucleotideo. Ligacao 1: ligacao fosfodiéster entre o fosfato
e a hidroxila ligada ao C5 da pentose; Ligacao 2: ligagao covalente N-glicosidica entre a
base e a hidroxila ligada ao C1 da pentose.

A estrutura da molécula de DNA é uma dupla hélice cujas cadeias estao unidas por
pontes de hidrogénios estabelecidas entre purinas e pirimidinas das fitas opostas.
As bases nitrogenadas estao localizadas na parte interna da molécula devido a sua
caracteristica hidrofébica (aversdo a molécula de dgua). O pareamento das bases de
cada fita se da4 de maneira padronizada, sendo possivel apenas a ligacao entre A-T e C-G
pela formacao de pontes de hidrogénio entre as bases. A adenina forma duas pontes de



hidrogénio com a timina e a citosina forma trés pontes de hidrogénio com a guanina (veja
a Figura 1.5).
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Figura 1.5: Estrutura bésica da fita dupla de DNA. A base adenina (A) se liga com a
timina (T) através de duas pontes de hidrogénio, enquanto que a citosina (C) se liga com
a guanina (G) através de trés pontes de hidrogénio.

Para a formacao da molécula de DNA é necessario que ocorra a ligacao entre os
nucleotideos. Eles estao ligados covalentemente por ligacoes fosfodiéster formando entre
si pontes de fosfato. O grupo hidroxila do C3’ da pentose do primeiro nucleotideo se
liga ao grupo fosfato ligado a hidroxila do C5” da pentose do segundo nucleotideo através
de uma ligacao fosfodiéster. Devido a esta formacao a cadeia de DNA fica com uma
direcao determinada. Em uma extremidade temos livre a hidroxila do C5’ da primeira
pentose e na outra temos livre a hidroxila do C3” da ultima pentose. Isto determina que
o crescimento do DNA se faga na diregao de 5" para 3. Veja a Figura 1.6.
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Figura 1.6: Direcao da formagao de cadeia de DNA

A replicacao do DNA é o processo de auto-duplicacdo do material genético de um
organismo vivo mantendo assim o padrao de heranca ao longo das geracoes. Para que
a replicacao se inicie é necessario que a enzima DNA helicase ligue-se a cadeia de DNA
e deslize sobre esta, quebrando as ligagoes (pontes de hidrogénio, Figura 1.5) entre as
duas cadeias de nucleotideos, ficando entao as duas cadeias de DNA separadas. Em altas
temperaturas ou pH extremos o DNA também sofre desnaturagao (quebra em duas cadeias
de DNA separadas), isto porque ocorre ruptura das pontes de hidrogénio entre os pares de
bases. Em seguida liga-se as cadeias de DNA, ja separadas, uma enzima chamada RNA
primase que vai sintetizar um primer. Logo apds, a enzima DNA polimerase vai continuar



o processo de sintetizacao onde os nucleotideos livres ligam-se, por complementaridade de
bases, as cadeias de DNA. De uma cadeia original de DNA formam-se entao duas novas
idénticas entre si.

1.2 Reacao de PCR

O processo conhecido como sintese in vitro de DNA se refere a producao, em laboratério,
de diversas cépias de uma molécula de DNA original. Em 1957 foi realizada a primeira
sintese in vitro de DNA, por Arthur Kornberg, Uriel Littauer e equipe [10]. A descoberta
da enzima polimerase I, isolada da bactéria Escherichia coli, viabilizou o desenvolvimento
da técnica uma vez que essa enzima atua na replicacao do DNA.

Para que as enzimas do tipo polimerase atuem na replicagao ou copia de moléculas de
DNA, é necessario a presenca de trés componentes basicos: primers, moldes e os quatro
nucleotideos (adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T)).

Primers sao sequéncias iniciadoras do processo de sintese e correspondem a curtas
cadeias de nucleotideos complementares a regiao inicial (primer forward) e regiao final
(primer reverse) da sequéncia que se deseja copiar, dita sequéncia alvo. Em uma mesma
reagao, primers e sequéncia alvo (a qual deve estar na forma desnaturada, ou seja, fita
simples) se unem por complementaridade entre suas bases. Uma vez formado o complexo
— primer e sequéncia alvo — as enzimas do tipo polimerase ligam-se ao grupo OH da
extremidade do carbono C3’ do primer (extremidade 3° OH) para dar inicio ao processo de
sintese. Para que a nova molécula seja sintetizada, a DNA polimerase utiliza a sequéncia
alvo como molde e, segundo o principio da complementaridade entre as bases, adiciona
novos nucleotideos aos primers. Este processo recebe o nome de extensdao. Ao final
da extensao, uma nova molécula, complementar a sequéncia molde, é produzida. Este
tipo de reagao, quando realizada em laboratério, é denominado PCR (Polymerase Chain
Reaction) ou Reagao Polimerase em Cadeia. Devido a necessidade do grupo 3” OH livre
na sequéncia do primer para que a enzima DNA polimerase se acople, tem-se que a sintese
de uma nova molécula sé ocorre no sentido 5 — 3'. Caso o primer pareie com a sequéncia
de DNA molde de forma que o sentido de extensao necessario seja 3’ — 5, a polimerase
nao atua e, portanto, a extensao nao ocorre. O esquema de atuacao de enzimas do tipo
polimerase é representado na Figura 1.7.
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Figura 1.7: Atuac@o da enzima DNA polimerase na replicacao do DNA. (a) A polimerase
é capaz de estender o Primer! criando uma fita complementar ao molde. (b) A polimerase

nao ¢ capaz de estender o Primer2 — uma extensao nao ocorre a partir da extremidade
5.[Figura retirada de [16]]

O termo amplificagao é utilizado para caracterizar experimentos com vistas ao aumento
(em numero) de uma molécula. A amplificagdo de uma molécula de DNA em laboratério
ocorre por meio de diversos ciclos de extensao por polimerase. No primeiro ciclo, a
molécula de DNA alvo é desnaturada (reveja a se¢ao 1.1) resultando em duas sequéncias
molde, as quais, apds se parearem com o0s primers, servem como molde para extensao dos
mesmos pela polimerase, resultando em duas novas moléculas de DNA idénticas a original.
No segundo ciclo, as duas moléculas resultantes do ciclo anterior sao desnaturadas, dando
origem a quatro moldes que, apds o pareamento com os primers e a extensao, dao origem
a oito novas moléculas de DNA idénticas a molécula original. Assim, apés um ntumero n
de ciclos de PCR (desnaturacao, pareamento e extensao) tem-se, idealmente, 2" moléculas
de DNA idénticas a molécula original. A Figura 1.8 ilustra as trés etapas do ciclo de PCR.
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Figura 1.8: Ciclos de PCR com primers. A cada ciclo uma molécula de DNA da origem
a duas novas moléculas idénticas a molécula original. [Figura retirada [16]]

Diversas variaveis e parametros, tais como o numero de ciclos, a temperatura e o tempo
de duracao de cada ciclo, bem como a qualidade e a quantidade de primers utilizados
podem interferir na reacao de PCR e, consequentemente, o nimero 2" de sequéncias de
DNA resultantes pode nao ser obtido apds a execucao de n ciclos de PCR.

1.3 Projeto de Primers para Reacoes de PCR

A determinacao e escolha de um primer ou par de primers a ser utilizado em um
experimento de PCR, ou baseado em PCR, requer uma série de cuidados quanto ao
tamanho, composi¢ao, temperatura de pareamento (ou melting) e especificidade dos
primers, entre outros. Nao existem valores especificos pré-definidos para os parametros
envolvidos no projeto de primers, contudo, intervalos de valores para esses parametros
sao de senso comum. Segue uma breve descrigao dos parametros envolvidos no projeto
de primers.
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1.3.1 Repeats, Runs e Estruturas Secundarias

A ocorréncia repetida de uma subsequéncia de nucleotideos em posigoes consecutivas
na sequéncia de um primer ¢ chamada repeat. Runs sao definidos como a repeticao
consecutiva de uma unica base na sequéncia do primer. Repeats e Runs devem ser evitados

uma vez que eles podem favorecer o pareamento entre o primer e o template (molécula
de DNA que servird como molde) em posi¢oes nao desejadas (evento também chamado

de misprimer, como mostrado na Figura 1.9)

(a) correto pareamento entre
o primer e o template

template Regido a ser amplificada (alvo)
STTTTI I T I I T I T I I I T T T I T T I T T II11711°3
AGTAGTAGTAGACCTGAATTCTGAACTGGTG
I T s e Y O O A
ATCATCATCTGGACTTAAGAC
YO T e I ™
primer
(b) misprimer entre
o primer e o template
template Regido a ser amplificada (alvo)

STTTTI I T II T I T I I I T T T I I T I T 1111171713
AGTAGTAGTAGACCTGAATTCTGAACTGGTG
LT 11 1 | **k***khkhkrx | *%%%
ATCATCATCTGGACTTAAGAC
O T I I ™

primer

Figura 1.9: Primer com repeats (ATC). Os matches, ou pareamentos corretos (reveja a

Secao 1.1), ocorridos no pareamento entre o primer e o template sdo representados pelo

simbolo “|”, enquanto que os mismatches, ou pareamentos incorretos, sao representados
por “*” [Figura retirada de [16]].

Se os primers forward (F) e reverse (R) (reveja a secao 1.2) apresentarem trechos
complementares entres si, esses podem se parear, em detrimento do pareamento entre
primer e o template, formando uma estrutura secundaria chamada hetero-dimer. Caso
o pareamento ocorra entre dois primers F ou dois primers R, ocorre a formagao de

uma estrutura secundéria denominada self-dimer. Primers longos podem se auto-parear,
resultando em estrutura secundarias denominadas hairpins.

1.3.2 Especificidade e Tamanho do primer

Um primer é especifico se ele se pareia com o template apenas na regiao especifica para a
qual ele foi projetado (ver regiao alvo da Figura 1.9). Primers nao especificos acarretam
a produgao (amplificacdo) de fragmentos de DNA nao correspondentes a regiao alvo.
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O tamanho de um primer influencia a sua especificidade (primers maiores sdo mais
especificos); custo de producao (quanto maior o primer, mais elevado é seu custo);
estabilidade da formacao template-primer (quanto maior o primer, mais fortemente ele
estard unido ao template devido ao maior niimero de pontes de hidrogénio resultantes
desta ligagao); e formacao de estruturas secunddrias (primers maiores sdo mais propensos
a formagao de estruturas secundarias). Nao existe um tamanho fixo 6timo para um
primer. Primers variando entre 18 e 30 bases sao os mais indicados [8].

1.3.3 %CG e Extremidade 3’

O conteudo de bases Citosina (C) e Guanina (G) de um primer determina a temperatura
na qual a reacao de pareamento deve ocorrer basicamente pelo fato do pareamento destas
bases ocorrer devido a formacao de trés pontes de hidrogénio enquanto que o pareamento
entre as bases A e T ocorre pela formacao de duas pontes de hidrogénio. Quanto maior o
numero de bases C e G, mais fortemente “ligados” estarao o primer e o template. Valores
entre 40% e 60% de CG na composicao dos primers sao preferidos.

Preferencialmente, uma base C ou G deve compor a extremidade 3’ de um primer por
ser esta a extremidade na qual a enzima polimerase inicia a extensao do primer. Como
o pareamento C—G é mais estavel, espera-se que a polimerase inicie o processo de sintese
mais eficientemente neste caso.

1.3.4 Temperatura de Pareamento

Cada uma das etapas da reagdo de PCR — desnaturacdo, pareamento e extensao (ver
Figura 1.8) — ocorrem sob temperaturas “ideais”. A desnaturagao, responsavel por
transformar a molécula de DNA de fita dupla em duas moléculas de fita simples ocorre
por volta de 94°C. A temperatura de pareamento é dependente dos primers utilizados e
a temperatura de extensao é dependente do tipo de enzima polimerase utilizada.

A temperatura de melting (T,,) é definida como a temperatura na qual metade dos
fragmentos de DNA estd na forma desnaturada, ou seja, nao pareados, e a outra metade
estd pareada. A temperatura de pareamento ou annealing (T,) é a temperatura na qual
ocorre o pareamento entre primer e template. Tipicamente, a T, difere de 3 a 5°C a
menos da T,, dos primers.

Existem diversas maneiras de se calcular a T, de um primer. De uma maneira geral,
podemos classificar as féormulas para o calculo da T,, como:

1. Bésicas: consideram apenas a composicao do primer;

2. Dependentes do Sal: consideram a concentragao de sal na reagao onde pareamentos
ocorrem; e

3. Baseadas na Termodinamica da reacao: utilizam-se do modelo Nearest Neighbor.
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O objetivo deste trabalho é fazer um levantamento das diferentes formulagoes para o
calculo da T,, bem como a implementacao das mesmas a fim de comparar os resultados.
Antes de apresentar a revisao bibliografica sobre as formulacoes para o calculo da T,, de
primers (o que é feito no Capitulo 3), é necessario que conceitos de termodinamica e do
Modelo Nearest Neighbor sejam apresentados (Capitulo 2) ja que diversas formulagoes
para o céalculo da T,, baseiam-se nestes conceitos.

13



Capitulo 2

Conceitos de Termodinamica e o
Modelo Nearest-Neighbor

Neste capitulo serao apresentados conceitos relacionados a termodinamica que, segundo
o Modelo Nearest Neighbor (NN), regem os eventos de pareamentos entre nucleotideos de
fitas complementares de DNA. Tais conceitos sao necessarios ao entendimento de formulas
para o calculo da T,, que se utilizam do modelo NN e que sao apresentadas mais adiante
no Capitulo 3.

O modelo Nearest-Neighbor (vizinho mais proximo) descreve a contribuigao da entalpia
e da entropia de cada par de bases vizinhas existentes em uma regiao de pareamento.
Como referéncia bésica para a descricao dos conceitos de termodinamica apresentados a
seguir utilizou-se os trabalhos detalhados em [16] e [21].

2.1 Termodinamica

A termodinamica é um ramo da fisica que estuda as relacoes entre trabalho e calor. Dentre
os principais conceitos da termodinamica estao os conceitos de entalpia e entropia de um
sistema.

A entalpia H mede o conteido de energia térmica de um sistema, cuja variagao (AH ),
mede o calor liberado ou absorvido por este sistema para uma dada transformacao ocorrida
sob pressao constante. A entropia S mede a desordem de um sistema e sua variagao (AS)
revela se o sistema sofreu aumento ou diminuicao da desordem apds a ocorréncia de
determinada reacao. As variagoes de entalpia e entropia de um sistema ou reacao sao
estabelecidas pelas equagdes (2.1) e (2.2), respectivamente.

AH = Hprodutos - reagentes (21)

AS = Sprodutos — Mreagentes (22)

nas quais:
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AH = variacao da entalpia do sistema
AS = variagao da entropia do sistema
Hprodqutos = entalpia dos produtos
H,cqgentes = entalpia dos reagentes
Sprodutos = entropia dos produtos
Sreagentes = entropia dos reagentes

Com base nos valores das equagoes (2.1) e (2.2) tem-se:

AH <0, indicativo que a reacao libera calor, e por isso ¢ dita exotérmica
AH >0, indicativo que a reagao absorve calor, e por isso ¢ dita endotérmica
AS <0, indicativo que o sistema, apds a reagao, se torna menos desordenado
AS >0, indicativo que o sistema, apds a reacao, se torna mais desordenado

Uma reagao ocorre mais espontaneamente sempre que:
— mais calor liberar, ou seja, quanto menor for seu AH,;

— mais desordenado se tornar o sistema apds a reacao, ou seja, quanto maior for seu

AS.

E importante notar, entretanto, que a espontaneidade de uma reacao depende da
entropia total, isto é, da entropia do sistema e de sua vizinhanca, e nao apenas da
variacao associada ao sistema. Se for considerado, por exemplo, o universo como
vizinhanca, o calculo se torna impraticavel. Como solugao, considera-se que as reagoes
ocorrem sob pressao e temperatura constantes pois, desta forma, a entropia da vizinhanca
depende somente da quantidade de calor transferido da reacao para a vizinhanca e da
temperatura na qual esse calor é transferido, representados pelas variaveis calor absorvido
pela vizinhanca (calor_viz) e temperatura (7'), como mostra a eq. (2.3).

calor_viz
A‘S'vizinhcmca == T (23)
Sob pressao e temperatura constantes, o calor absorvido pela vizinhanca correspondera
ao calor liberado pelo sistema. Se o sistema libera calor para a vizinhanca, AH é negativo.
Desta forma, a eq. (2.3) pode ser reescrita como a eq. (2.4).
_AHsistema

ASm'zinhanca - # (24)

Assim, é possivel calcular a entropia total como a soma das entropias do sistema mais
a entropia da vizinhanca:

AStoml - ASsistema +A5vizmhanca

AHsistema

AStoml - ASsistema - T
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- TAStoml - A]{sistema —Tx* ASsistema (25)

A fim de facilitar a definicao de reacao espontanea, utiliza-se a funcao de Energia Livre
de Gibbs, denotada por G, que estabelece uma relacao entre entalpia e entropia:

G=H-TxS (2.6)

Define-se a variacao de energia livre de Gibbs (AG) como:
AG = R«*T xIn(T) (2.7)

Onde T é a temperatura expressa em Kelvin e R é a constante dos gases fixada em 1.987
cal/K*mol.

E possivel agora definir a espontaneidade de uma reacao com base apenas no
valor da variacao de sua energia livre. As relagoes entre variacao de energia livre e
espontaneidade de uma reagao, considerando-se pressao (P) e temperatura (7') constantes,
estao sumarizadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Relagao entre a variagao da energia livre de Gibbs e a espontaneidade de uma
reagao.

AG (P e T constantes) Reacao
<0 Espontanea
=0 FEm equilibrio
>0 Nao Espontanea

Uma vez definida a energia livre de Gibbs, é possivel apresentar o modelo de
Nearest-Neighbor (NN). O modelo NN, descrito para acidos nucleicos, assume que a
estabilidade da ligacao entre um determinado par de bases depende da identidade e da
orientagao dos pares de bases vizinhos a este em uma regiao de sobreposicao [22]. Segundo
o modelo, dois pares de bases vizinhos contribuem com um determinado valor de variagao
de entalpia (AH) e entropia (AS) para o cdlculo da energia livre total correspondente a
regiao de pareamento. Mais precisamente, de acordo com o modelo NN, a energia livre
deve ser calculada como a soma de trés termos distintos [6]:

— a energia livre de iniciagcao de uma hélice (fita dupla de DNA) associada com a
formacao do primeiro par de base da fita dupla;

— soma da energia livre associada com cada um dos pares de bases subsequentes, sendo
este evento denominado propagacao; e

— energia associada a simetria das moléculas, ou seja, se estas sao ou nao
complementares entre si.

Considere os pares de bases complementares A-T e C-G (segdo 1.1). A notagao

7. A~ . . / / .~ o o~
utilizada para representar a ocorréncia consecutiva , ’;’_;g 2, em uma regiao de sobreposi¢ao

(fita dupla de DNA) é AC/TG. Dadas as quatro bases A, C, G e T que compéem
a molécula de DNA, se uma base se alinhar com uma base ndo complementar (A-C
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(a) pares de bases vizinhos (b)

1A, [l
5 CTCTGGACT 3 § ATAGCGCT &
3GACCTIGA/CTCG 5 3 CGAC &
T I L
v=7 v=3

Figura 2.1: Duas regioes de sobreposicao entre dois pares de fragmentos de DNA distintos.
Os pares de bases vizinhos e consecutivos estao indicados pelos simbolos M e L.

ou A-T por exemplo), ocorre o que chamamos de mismatch. Dezesseis pares de bases
distintos e perfeitamente pareados, isto é, sem mismatchs, podem ocorrer em uma regiao
de sobreposigao considerando as bases A, C, G e T, sdo eles: AA/TT, TT/AA, AT/TA,
TA/AT, CA/GT, TG/AC, GT/CA, AC/TG, CT/GA, AG/TC, GA/CT, TC/AG,
CG/GC, GC/CG, GG/CC e CC/GG. Pares de bases com mismatches também podem

ocorrer em uma regiao de pareamento.

A Figura 2.1 apresenta dois exemplos de regides de sobreposicao entre dois pares de
fragmentos de DNA distintos, nas quais os pares de bases vizinhos que contribuem para
a estabilidade do pareamento estao destacados dois a dois.

Seja v o tamanho de uma regiao de pareamento entre duas sequencias de fita simples
de DNA. A variagao de energia livre de Gibbs para este pareamento é dada pela eq. (2.8):

v—1
AG - Z(AHZ',H-I - TASZ',H—I) + (AHiniciacao - TASiniciacao) + (AHsistema - TASSimeh"ia)
i=1
(2.8)
A Tabela 2.2 apresenta os valores de AS e AH propostos por Allawi e Santalucia
(1997), Sugimoto et al. (1996), Santa Lucia et al. (1996) e Breslauer (1986), para uma
temperatura constante de 310K (ou 37°C) e 1M NaCl para os dezesseis pares de bases
sem mismatchs. A Tabela 2.2 traz ainda os valores sugeridos em cada uma das referéncias
para os parametros iniciacao e simetria que sao utilizados nas formulas apresentadas no
proximo capitulo. Valores de AS e AH para pares de bases com mismatchs podem ser
encontrados nas seguintes referéncias: [6] e [22].

Como exemplo, considere o célculo da energia livre da regiao de sobreposi¢ao mostrada
na Figura 2.1(a), considerando que a reagao ocorre a temperatura de 310K e pressao
constante, e os valores de AS e AH sugeridos por Allawi e SantaLucia (1997).

AG = (AHeriga — T * AScriga) + (AHpgiac — T * ASrajac) +

(AHgaico =T x AScajoc) + (AHgajer =T * AScajor) + (AHacyra — T * ASac/re) +

(AHCT/GA — T x ASCT/GA) + (AHim’ciacao — T x A‘S'iniciacao) + (AHsimetria — T x ASsimetria)
— (=7800 — 310 % —21,0) + (—8500 — 310 % 22,7) + (—8000 — 310 % —19,9) +

(—8200—310% —22,2) + (—8400 — 310%22, 4) -+ (— 7800 — 310%21, 0) + (100 — 310% —2, 8) +

(0— 310 —1,4)
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= —8982 cal = —8,982 kcal
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Tabela 2.2: Valores de variacao de entropia (AS) e entalpia (AH) para os 16 pares de
bases vizinhos sem mismatches.

ALLAWT; SUGIMOTO et | SANTALUCIA et | BRESLAUER et
SANTALUCIA | al., 1996 al., 1996 al., 1986
1997
Par NN AH AS AH AS AH AS AH AS
AA/TT 7.9 22,2 8,0 21,9 8.4 23,6 9,1 24,0
TT/AA
AT/TA 7,2 20,4 5,6 15,2 6,5 -18,8 8,6 23,9
TA/AT 7,2 21,3 6,6 18,4 6,3 18,5 6,0 -16,9
CA/GT 8,5 22,7 8,2 21,0 74 19,3 5,8 12,9
TG/AC
GT/CA 8.4 22,4 94 25,5 8,6 23,0 6,5 17,3
AC/TG
CT/GA 7,8 21,0 6,6 -16,4 6,1 -16,1 7,8 -20,8
AG/TC
GA/CT 8,2 22,2 8,8 23,5 7 20,3 5,6 13,5
TC/AG
CG/GC 106 27,2 | -11,8 290 | -10,1 25,5 11,9 -27,8
GC/CG 9,8 244 | -105 264 | -11,1 28,4 11,1 26,7
GG/CC 8,0 199 | -10,9  -284 6,7 -15.,6 11,0 -26,6
CC/GG
Iniciacdo 0,1 2,8 0,6 9,0 0  -59+08 0 -16,77
C/G
Iniciacio 2,3 4,1 0,6 9,0 0  -90+32 0 20,13
T/A
Simetria* 0 14 0 14 0 14 0 1,34

Unidade dos parametros: AH é dado em kcal/mol e AS é dado em cal/Kmol.
*a simetria sé se aplica a sequéncias que sao complementares entre si (self-complementares).
Caso contrario o valor do parametro simetria é zero.
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Capitulo 3

Calculo da Temperatura de Melting

Neste capitulo, diferentes formulacoes sao apresentadas para calcular a T,, de primers.
Essas formulagoes sao organizadas em trés classes distintas: Baésicas, Dependente de Sal
e Baseadas na Termodinamica.

3.1 Basicas

Os célculos basicos para o calculo da T,, consideram apenas a composicao do primer, ou
seja, apenas a quantidade de cada base que compoe o primer. Marmur e Doty (1962)
propuseram a seguinte férmula para o calculo da T,,:

|G|+ |C| —16.4 )
Ty, = 64.9 + 41.0 < (3.1)
Al + [T+ [G] +[C]
A férmula sugerida por Wallace e colaboradores (Wallace et al., 1979) é:
T =2x(|Al+|T|) +4*(|C| + |G|) (3.2)

Ambas as equagoes (3.1) e (3.2) assumem que o pareamento ocorre em condigdes
padrao de 50 nM de concentragao de primers, 50 mM de concentragao de sal (Na™) e
pH préximo de 7.0. Em ambas, |A], |C|, |T| e |G| representam a quantidade de bases
Adenina, Citosina, Timina e Guanina, respectivamente.

3.2 Dependente de Sal

Formulacoes dependentes do sal consideram a concentragao de sal no buffer da reagao de
PCR.

Howley e colaboradores (HOWLEY et al., 1979) apresentaram a seguinte férmula para
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o calculo da T,,:

G| + |C] — 16.4 ) ( 820.0 )
T,, = 100.5+41.0*( - +16.6xlog([Na'])
Al + |T| + |G| +|C] Al +[T|+ |G +|C] e

O termo 16.6*log([Nat]) ajusta a T, para mudangas na concentragao de sal.

3.3 Baseadas na Termodinamica

As formulagoes para o calculo da T,, que se baseiam no modelo NN consideram a
composicao da sequéncia do primer em termos das interagoes entre os pares de bases

vizinhos definidas pelos valores de variagao de entalpia e entropia, como descrito na secao
2.1.

Santalucia e colaboradores (1996) descrevem a seguinte férmula para o cédlculo da T,

o AH + AHmiciacao
- AS + ASiniciacao + ASsimetria + R * ln%

+16.6 * log([Na™]) (3.4)

m

onde AH e AS é a soma da variacao da entalpia e da entropia, respectivamente,
sobre todos os pares de bases internos; ASgmeria ¢ a penalidade da entropia por
sequéncias auto-complementares (simetria na Tabela 2.2) € AHjniciacao € ASiniciacao SA0
as somas iniciais de variagoes entalpias e entropias, respectivamente (Tabela 2.2); R é
a constante dos gases (fixada em 1.987 cal/K*mol) e C' é a margem de concentracao
do primer na solucao dada em mol. A constante b recebe o valor 4 para sequéncias
nao-autocomplementares ou valor a 1 para autocomplementares.

Rychilik e colaboradores (1990) propuseram a seguinte férmula para o calculo da T,,:

B AH
~ AS+ RxInlY]

— 273,15 + 16.6 * log([Na™]) (3.5)

m

onde AH, AS, R e C sao definidos como no paragrafo anterior.

Note que as férmulas (3.4) e (3.5) podem ser aplicadas para os pares de bases
vizinhos propostos por (ALLAWI; SANTALUCIA 1997), (SUGIMOTO et al., 1996),

(SANTALUCIA et al., 1996) e (BRESLAUERet al., 1986) de acordo com a Tabela 2.2.
Proporcionando assim, oito resultados distintos.
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Capitulo 4

Aplicativo Web

Apés a pesquisa dos diferentes métodos para se obter uma aproximacao da temperatura
de melting foi realizada a construcao de uma aplicacao web onde é possivel obter os
resultados das férmulas estudadas neste trabalho para um primer dado como entrada.

O desenvolvimento da aplicagao foi realizado nos sistemas operacionais Windows
XP Professional e Ubuntu 10.04. Para implementagao das férmulas utilizou-se a
linguagem de programagcao web javascript e a interface foi construida através da linguagem
de formatacao HTML. Além disso, foram utilizados IDE’s e programas auxiliares na
confeccao do projeto web, tais como: Microsoft Expression Web, Corel Draw e NetBeans
IDE.

4.1 Utilizando o aplicativo

O projeto web esta organizado para facilitar a navegacao e realizagao de calculos. Ao
lado esquerdo da janela encontra-se um menu com todas as paginas acessiveis pelo site e
todo o contetido do trabalho (com excecao dos resultados) separado em botoes. Pode-se,
opcionalmente, baixar o trabalho em formato PDF no tltimo botao do menu (Download).

Para se efetuar algum calculo é preciso clicar no segundo botao do menu 'Célculo da
Tm’, e a pagina de calculo como a da Figura 4.1 ira se abrir. Em seguida o usuario deve
digitar trés entradas: um primer, a concentragao de sal (dada em mM), e a concentracao
do primer (dada em nM).
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TEMPERATURA DE MELTING

UM ESTUDO COMPARATIVO

—Entradas:
Cilculo da Tm Sequéncia (5->3'); ACAGACTGACCGGTCA
Introdugio Concentracéo de Sal (mM): 50 Concentracéo do Primer (nh): 200
Conceitos Basicos el fERE i lEg
Reagdo de PCR Complemento (3'->5"): TGTCTGACTGGCCAGT

Complemento Reverso (9->3"); TGACCGGTCAGTCTGT
Termodinamica Tamanho do primer: |16 %GC: 56.25

Formulas Quantidade de bases C + G:|9 Quantidade de bases A+ T.7

Download

Figura 4.1: Aplicacao web. Ao lado esquerdo encontra-se o menu de navegacao e ao centro
os respectivos contetdos acessados através dele.

Apos digitadas as entradas, pressiona-se o botao ’Calcular’ situado ao lado direito
da pagina. Como resultado, logo abaixo das entradas, sao apresentados detalhes do
primer, tals como: complemento, complemento reverso, tamanho, %CG, dentre outros.
Logo abaixo encontram-se os calculos das Tm’s para todas as formulas dispostos em uma
tabela. Para facilitar a visualizacao e comparacao das temperaturas, um grafico de barras
com os valores das Tm’s e a média entre eles é plotado, como pode ser visto na Figura
4.2. Além disso, encontra-se no final da pagina de resultados, uma segunda tabela com
as médias, desvios padrao e variancias para as temperaturas, as entropias e as entalpias,
igual a mostrada na Figura 4.3.

Para se obter mais informacoes de como sao feitos os cédlculos, o usuario pode clicar
sobre os links das férmulas na tabela de resultados (Figura 4.2), ele serd levado para
a pagina onde sao mostradas quais formulas foram utilizadas. Além disso, na mesma
tabela, existem os links para se visualizar os valores de entalpia e entropia sugeridos por
diferentes autores.
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m ‘ Cluantidade de bases C + G:?Q Cluantidade de bases A+ T.\7

Resultados

Tipos de Formula Tm AH Fits]
Basica 1 4594 |
- Basica 2 %50.00 d

FACOM

Dependente do Sal 3 5_8_:5_9_
Baseadas na Termadindmica 4 (Breslauer) 545.5:1 - 1
_ FogFl 270
Baseadas na Termaodinadmica & (Breslauer) |B5.63 |
u FMS Baseadas na Termodindmica 4 (Sugimoto) ;44.18 - |
; :.-135.40 | 5—354.10
Baseadas na Termaodindmica & (Sugimoto) |54.67 |
Baseadas na Termaodinamica 4 (SantalLucia) 244.41 o |
; g_—115.4D | §—299.?D
Baseadas na Termodindmica 2 (Santalucia) |51.69 |
Baseadas na Termaodindmica 4 (Allawai,'Santalucia) 544.5?
1-125.90 . 5—333.30

Baseadas na Termaodinadmica & (Allawai,'Santalucia) 548.58

45.94/60.00/0.69] 45.54 | 6563 4416|5467 44.41/51.69 4457 4858 4601 ]
Tl | Tm2 [ Tm3 | Tmd | Tm& | T | Tm? | Tm8 | Tm8  Trot0 Tmi1 | Média |

Figura 4.2: Aplicagao Web. Resultados obtidos ao se efetuar um célculo.

Temperatura de Melintg

Média: 4581 Variancia: |174.11 Desvio Padrao: 13.20

Media: -121.60 Variancia: |97.25 Desvio Padrao: 9.86
Entropia (AS)
Media: -314.52 Variancia: |1008.22 Desvio Padrao: 31.75

Figura 4.3: Aplicacao Web. A média, o desvio padrao e a variancia sao mostrados para
a temperatura de melting, a entropia e a entalpia.
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Capitulo 5

Resultados

Neste capitulo encontram-se os resultados de diferentes experimentos realizados, todos
com o objetivo de comparar os diferentes valores e comportamentos das Tm’s. As onze
formulas avaliadas sao enumeradas de acordo com a Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Nomenclatura das férmulas avaliadas

‘ Representacao H Férmula

Tml Basica (3.1)

Tm?2 Basica (3.2)

Tm3 Dependente do Sal (3.3)

Tm4 Termodinamica (3.4) utilizando-se AH e AS propostos por Breslauer

Tmb Termodinamica (3.5) utilizando-se AH e AS propostos por Breslauer

Tm6 Termodinamica (3.4) utilizando-se AH e AS propostos por Sugimoto

Tm7 Termodinamica (3.5) utilizando-se AH e AS propostos por Sugimoto

Tm8 Termodinamica (3.4) utilizando-se AH e AS propostos por Santal.ucia

Tm9 Termodinamica (3.5) utilizando-se AH e AS propostos por Santalucia

Tm10 Termodinamica (3.4) utilizando-se AH e AS propostos por Allawai; SantaLucia
Tm1ll Termodinamica (3.5) utilizando-se AH e AS propostos por Allawai; SantaLucia

O capitulo esta dividido em duas segoes. A Secao 5.1 apresenta os resultados em
relagdo a variagao do tamanho dos primers e a Segao 5.2 sao os resultados dos mesmo
experimentos da secao 5.1 porém, em relacao a concentracao de %GC nos primers. Além
disso, cada secao esta dividida em outras duas subsecgoes: os resultados das médias das
diferencas entre as formulas e a correlacao entre cada par de férmulas.

5.1 Experimentos com diferentes tamanhos de
primer

Para os experimentos a seguir foram gerados mil primers com tamanhos: 15, 20, 25, 30
e 35 pares de bases, totalizando-se cinco mil primers gerados. As concentracoes de sal
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e do primer foram fixadas 50mM e 200nM respectivamente. A concentracao de GC dos
primers gerados é arbitraria. Em seguida, para cada primer foram calculados os valores
de cada uma das as onze Tm’s de acordo com a Tabela 5.1. Os valores médios de cada
Tm dentro de cada conjunto de primers avaliado, bem como os desvios padrao calculados
sao apresentados nos graficos das Figuras 5.1 e 5.2, respectivamente.

T T T T T T T T T T T
120 primer de tamanho 15 |
primer de tamanho 20 ===
100 primer de tamanho 25—
primer de tamanho 30
primer de tamanho 35 —3 -

80
60

Media

40

20

Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tm10 Tm11
Formulas

Figura 5.1: Comparacao das médias das Tm’s em relacao ao tamanho dos primers

12 T T T T T T T T, T T T
primer de tamanho 15—
10 primer de tamanho 20 === |
primer de tamanho 25—
primer de tamanho 30 mmmm |
primer de tamanho 35 —=3

Desvio Padrao
[0)]

Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tm10 Tmi1
Formulas

Figura 5.2: Comparacao dos desvios padrao das Tm’s em relagao ao tamanho dos primers

Na Figura 5.1, as médias das temperaturas calculadas pelas Tm’s em relacao ao
tamanho dos primers mostram que as formulas apresentam o mesmo comportamento:
maiores temperaturas para primers maiores. Podemos observar também que, para
primers de tamanho 15, a Tm3 é a férmula que apresenta valores mais distantes de
resultados da outras Tm’s, e para primers de tamanho 35, a Tm2 também nao apresenta
uma média proxima das outras formulas.

Ja a Figura 5.2 mostra os desvios padrao em relagao a média para o mesmo conjunto
de dados. Assim, vemos que a Tm2 apresenta um comportamento diferenciado das outras
formulas, pois quanto maior o tamanho do primer maior o seu desvio padrao. J4a as outras
formulas apresentam um menor desvio padrao para primers maiores, ou seja, quando
maior o primer, mais as temperaturas convergem para préximo da média.
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5.1.1 Meédias das diferencas entre as Tm’s para primers de
diferentes tamanho

A média da diferenca entre duas Tm’s é calculada de forma muito simples. Por exemplo,
Sejam t1 e t2 as temperaturas calculadas para um dos primers de tamanho 15, pela Tm1
e Tm2 respectivamente. A média da diferenca entre a Tml e a Tm2 para primers de
tamanho 15 nada mais é do que a média aritmética dos valores [t1-t2| calculados para
cada um dos primers de tamanho 15. Esse valor nos mostra quais féormulas apresentam
temperaturas mais proximas das outras. A Tabela 5.2 apresenta o valor médio da diferenca
entre as onze Tm’s sendo avaliadas. Esses valores sao representados graficamente na
Figura 5.3.

Tabela 5.2: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 15
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml0 | Tmll |

Tml || 0,00 | 3,11 | 40,66 | 3,99 | 20,66 | 3,28 | 7,96 | 3,03 | 520 | 255 | 2,05
Tm2 || 3,11 | 0,00 | 43,76 | 4,39 | 1,76 | 6,28 | 4,86 | 597 | 3,34 | 556 | 2,16
Tm3 || 40,66 | 43,76 | 0,00 | 42,64 | 61,33 | 37,49 | 48,62 | 37,00 | 45,83 | 38,21 | 42,55
Tmd || 3,99 | 4,39 | 42,64 | 0,00 | 18,69 | 5,70 | 6,38 | 483 | 3,46 | 483 | 2,61
Tmb || 20,66 | 1,76 | 61,33 | 18,69 | 0,00 | 23,84 | 12,71 | 23,43 | 15,49 | 23,12 | 18,78
Tm6 || 3,28 | 6,28 | 37,49 | 5,70 | 23,84 | 0,00 | 11,14 | 224 | 834 | 1,31 | 5,06
Tm7 || 7,96 | 4,86 | 48,62 | 6,38 | 12,71 | 11,14 | 0,00 | 10,73 | 3,85 | 10,42 | 6,08
Tm8 || 3,03 | 5,97 | 37,90 | 4,83 | 2343 | 224 | 10,73 | 0,00 | 7,03 | 1,17 | 4,65
Tm9 || 5,20 | 3,34 | 45,83 | 3,46 | 1549 | 834 | 3,85 | 7,93 | 000 | 7.63 | 3,29
Tml10 | 2,55 | 5,56 | 38,21 | 4,83 | 23,12 | 1,31 | 1042 | 1,17 | 7,63 | 0,00 | 4,34
Tmll || 2,05 | 2,16 | 42,55 | 2,61 | 18,78 | 5,06 | 6,08 | 465 | 3,29 | 434 | 0,00
Total || 92,50 | 81,19 | 438,99 | 97,52 | 219,80 | 104,68 | 122,74 | 101,88 | 104,37 | 99,13 | 91,57
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Figura 5.3: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 15

Na Tabela 5.2 pode-se observar que a coluna da Tm3 apresenta os maiores valores
de diferenca em relacao as outras Tm’s. A Tm) também apresenta valores um pouco
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distantes das outras féormulas, porém mais proximos que a Tm3. Estes comportamentos
podem ser mais facilmente observados nas linhas do grafico apresentado na Figura 5.3.
Enquanto a Tm2 é a que mais se aproxima de todas as outras.

De forma similar ao que foi feito para primers se tamanho 15, seguem as tabelas e os
graficos que apresentam os resultados para os demais tamanhos de primers considerados.

Tabela 5.3: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 20
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tmll |
Tml [ 0,00 | 810 [ 27,00 | 523 | 19,69 | 320 | 544 [ 2,32 | 426 | 3,51 | 1,00
Tm2 || 8,10 | 0,00 | 3510 | 3,54 | 11,59 | 11,26 | 2,77 [ 10,06 | 3,98 | 11,60 | 826
Tm3 [ 27,00 | 35,10 [ 0,00 | 32,01 | 46,69 | 23,84 | 32,44 | 25,04 | 31,22 | 23,50 | 26,84
Tm4 || 523 | 3,54 [ 32,01 | 0,00 | 14,68 | 820 | 3,01 | 6,97 | 1,77 | 852 | 521
Tm5 [ 19,69 | 11,59 | 46,69 | 14,68 | 0,00 | 22,85 | 14,25 [ 21,65 | 15,47 | 23,19 | 19,85
Tm6 || 320 | 11,26 | 23,84 | 820 | 22,85 | 0,00 | 860 [ 2,51 | 7,39 | 146 | 3,02
Tm7 || 544 | 2,77 | 3244 | 3,01 | 14,25 | 8,60 | 0,00 | 747 | 3,08 | 894 | 562
Tm8 | 2,32 | 10,06 | 25,04 | 6,97 | 21,65 | 251 | 747 | 0,00 | 6,19 | 1,67 | 1,96
Tm9 || 426 | 3,98 | 31,22 | 1,77 | 1547 | 7,39 | 3,08 | 6,19 | 0,00 | 7,73 | 4,39
Tml10 || 3,51 | 11,60 | 23,50 | 852 | 2319 | 1,46 | 894 | 1,67 | 7,73 | 0,00 | 3,34
Tmll | 1,00 | 826 | 26,84 | 521 | 19,85 | 3,02 | 562 | 1,96 | 4,39 | 3,34 | 0,00
Total | 79,74 | 106,26 | 303,68 | 89,14 | 209,91 | 92,31 | 91,61 | 85,85 | 85,46 | 93,45 | 79,50
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Figura 5.4: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 20

Em relagao a Tabela 5.3 para primers de tamanho 20, os valores das diferencas entre
a Tm3 e as outras férmulas diminui. Como podemos ver na Figura 5.4, a Tm3 se
aproxima mais das outras férmulas mas ainda possui a maior diferenca em relacao as
demais, enquanto que a TmbH continua com um comportamento semelhante ao da Figura
5.3. E interessante observar que a Tm3 e a Tmb apresentam os resultados mais distantes
entre si, isso ocorre porque a Tm3 apresenta os menores valores para a temperatura de
melting para primers pequenos enquanto que a Tmb apresenta os maiores valores, isso
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pode ser observado na Figura 5.1. Além disso, a Tabela 5.3 mostra que a Tml e a Tml11
apresentam as menores diferencas para primers de tamanho 20.

Tabela 5.4: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 25
\ | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml0 [ Tml1 |

Tml || 0,00 | 17,67 | 18,79 | 7,33 | 19,33 | 3,10 | 3,95 | 1,77 | 4,06 | 3,86 | 1,29
Tm2 || 17,67 | 0,00 | 36,46 | 10,35 | 2,22 | 20,73 | 13,76 | 18,70 | 13,64 | 21,52 | 18,82
Tm3 || 18,79 | 36,46 | 0,00 | 26,11 | 38,12 | 15,73 | 22,70 | 17,75 | 22,82 | 14,93 | 17,64
Tmd || 7,33 | 10,35 | 26,11 | 0,00 | 12,01 | 10,38 | 3,99 | 8,36 | 3,36 | 11,18 | 8,47
Tmb | 19,33 | 2,22 | 38,12 | 12,01 | 0,00 | 22,38 | 15,42 | 20,36 | 15,29 | 23,18 | 20,47
Tm6 || 3,10 | 20,73 | 15,73 | 10,38 | 22,38 | 0,00 | 6,97 | 2,04 | 7,09 | 1,69 | 2,15
Tm7 || 3,95 | 13,76 | 22,70 | 3,99 | 15,42 | 6,97 | 0,00 | 5,29 | 2,91 | 7,76 | 5,0
Tm8 || 1,77 | 18,70 | 17,75 | 8,36 | 20,36 | 2,94 | 529 | 0,00 | 5,07 | 2,82 | L,11
Tm9 || 4,06 | 13,64 | 2282 | 3,36 | 15,29 | 7,09 | 2,91 | 5,07 | 0,00 | 7,89 | 5,18
Tml10 || 3,86 | 21,52 | 14,93 | 11,18 | 23,18 | 1,60 | 7,76 | 2,82 | 7,89 | 0,00 | 2,71
Tmll | 1,29 | 18,82 | 17,64 | 8,47 | 20,47 | 2,15 | 5,09 | 1,11 | 5,18 | 2,71 | 0,00
Total || 81,14 | 173,36 | 231,06 | 101,52 | 188,78 | 93,15 | 87,83 | 84,17 | 87,31 | 97,54 | 82,93
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Figura 5.5: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 25

Na Tabela 5.4 para primers de tamanho 25, a diferenca entre a Tm3 para as demais
férmulas diminuiu um pouco mais, enquanto que a Tm2 comecou a apresentar maiores
valores de diferencas. Isso pode ser visto na Figura 5.5, onde a representante da Tm3
estd mais proxima e a Tm2 comeca a se afastar das demais Tm’s. A Tml e a Tml1
ainda apresentam as menores diferengas, representando resultados que podem ser mais
confiaveis.
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Tabela 5.5: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 30
\ | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 [ Tm9 | Tml0 | Tmll |
Tml 0,00 | 29,48 | 13,33 8,58 18,78 | 3,05 | 2,93 | 1,3 | 3,73 4,24 1,98
Tm2 || 29,48 | 0,00 42,81 | 20,90 | 10,70 | 32,50 | 26,64 | 30,07 | 25,78 | 33,72 | 31,45
Tm3 || 13,33 | 42,81 0,00 2191 | 32,11 | 10,31 | 16,18 | 12,75 | 17,03 | 9,09 11,36
Tmd | 8,58 | 20,90 | 21,91 | 0,00 | 10,20 | 11,60 | 5,82 | 9,17 | 4,89 | 12,82 | 10,55
Tmb | 18,78 | 10,70 | 32,11 | 10,20 | 0,00 | 21,80 | 15,93 | 19,36 | 15,08 | 23,02 | 20,75
Tm6 3,05 | 32,50 10,31 11,60 | 21,80 | 0,00 | 5,87 | 3,12 | 6,74 1,83 1,70
Tm7 | 2,93 | 26,64 | 16,18 | 582 | 1593 | 587 | 0,00 | 4,05 | 2,78 | 7,08 | 4,84
Tm8 | 1,53 | 30,07 | 12,75 | 9,17 | 19,36 | 3,12 | 4,05 | 0,00 | 428 | 3,65 | 1,55
Tm9 3,73 | 25,78 | 17,03 4,89 15,08 | 6,74 | 2,78 | 4,28 | 0,00 7,94 5,67
Tm10 || 4,24 | 33,72 9,09 12,82 | 23,02 | 1,83 | 7,08 | 3,65 | 7,94 0,00 2,27
Tmll || 1,98 | 31,45 | 11,36 | 10,55 | 20,75 | 1,70 | 4,84 | 1,55 | 5,67 2,27 0,00
Total || 87,63 | 284,06 | 186,89 | 116,43 | 187,72 | 98,51 | 92,10 | 89,53 | 93,92 | 105,66 | 92,12
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Figura 5.6: Médias das diferengas entre as Tm’s para primers de tamanho 30

Na Tabela 5.5 para primers de tamanho 30, podemos observar que a Tm2 continua
se afastando das demais férmulas enquanto que a Tm3 apresenta valores mais coerentes
com as outras Tm’s. Isso indica que para primers maiores a Tm2 pode nao apresentar
valores muito confiaveis. Compare a Figura 5.6 com a 5.5.
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Tabela 5.6: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 35
\ | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml0 | Tmil |

Tml || 0,00 | 42,38 | 943 | 953 | 18,39 | 280 | 2,36 | 1,42 | 343 | 449 | 255
Tm2 || 42,38 | 0,00 | 51,80 | 32,85 | 23,98 | 45,25 | 40,18 | 42,67 | 38,98 | 46,86 | 44,92
Tm3 || 9,43 | 51,80 | 0,00 | 18,95 | 27,82 | 6,56 | 11,62 | 9,13 | 12,83 | 4,94 | 6,88
Tmd || 9,53 | 32,85 | 18,95 | 0,00 | 887 | 12,40 | 7.35 | 9,83 | 6,13 | 14,02 | 12,07
Tmb || 18,39 | 23,98 | 27,82 | 8,87 | 0,00 | 21,26 | 16,20 | 18,69 | 14,99 | 22,88 | 20,94
Tm6 || 2,80 | 45,25 | 6,56 | 12,40 | 21,26 | 0,00 | 5,06 | 3,17 | 6,28 | 2,03 | 151
Tm7 || 2,36 | 40,18 | 11,62 | 7.35 | 16,20 | 5,06 | 0,00 | 3,34 | 2,75 | 6,68 | 4,76
Tm8 || 1,42 | 42,67 | 9,13 | 9,83 | 18,69 | 3,17 | 3,34 | 0,00 | 3,70 | 4,19 | 2,27
Tm9 || 3,43 | 38,98 | 12,83 | 6,13 | 14,99 | 6,28 | 2,75 | 3,70 | 0,00 | 7.89 | 5,95
Tml10 || 4,49 | 46,86 | 4,94 | 14,02 | 2288 | 2,03 | 6,68 | 4,19 | 7.89 | 0,00 | 1,94
Tmll || 2,55 | 44,92 | 6,88 | 12,07 | 20,94 | 151 | 4,76 | 227 | 595 | 1,94 | 0,00
Total || 96,87 | 409,87 | 159,95 | 131,99 | 194,04 | 106,40 | 100,31 | 98,40 | 102,92 | 115,91 | 103,79
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Figura 5.7: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers de tamanho 35

A Tabela 5.6, de médias das diferencas para primers de tamanho 35, mostra que a
Tm?2 se afasta completamente das outras Tm’s e que seu resultado pode apresentar valores
incorretos de temperatura de melting para um primer. Ja a Tm3, agora, se aproxima
bastante das outras férmulas, podendo ser um bom referencial para esse tamanho de
primer. Podemos ver em todos os gréaficos desta secao que a Tm5 mantém um mesmo
comportamento, ela nao se aproxima completamente das outras férmulas, mas nao se
afasta o suficiente para concluirmos se ela faz um boa predicao.
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5.1.2 Correlagcao entre Tm’s para diferentes tamanhos de
primers

Correlacao, também chamada de coeficiente de correlagao, indica a forca e a direcao do
relacionamento linear entre duas varidveis aleatérias. Varios coeficientes sao utilizados
para situacgoes diferentes. O mais conhecido, e utilizado aqui, é o coeficiente de correlacao
de Pearson, o qual é obtido dividindo a covariancia de duas variaveis pelo produto de seus
desvios padrao. Apesar do nome, ela foi apresentada inicialmente por Francis Galton [25].

Seguem as tabelas de correlagao, bem como as suas representagoes graficas, para os
primers de tamanhos de 15 a 35 pares de bases e o conjunto das onze temperaturas
avaliadas.

Tabela 5.7: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 15
| | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tmb | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tm11 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,91 | 0,01 | 0,02 | 0,91 | 0,97 | 0,97 | 0,96 | 0,96
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,91 | 0,01 | 0,02 | 0,91 | 0,97 | 0,97 | 0,96 | 0,96
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,91 | 0,01 | 0,02 | 0,91 | 0,97 | 0,97 | 0,96 | 0,96
Tm4 || 0,91 | 0,91 | 0,91 | 1,00 | 1,00 | 0,03 | 0,01 | 0,97 | 0,96 | 0,97 | 0,97
Tmb || 0,91 | 0,91 | 0,91 | 1,00 | 1,00 | 0,04 | 0,92 | 0,97 | 0,96 | 0,97 | 0,97
Tm6 || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 0,93 | 0,904 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,93 | 0,97 | 0,97
Tm7 || 0,91 | 0,91 | 0,91 | 0,91 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,92 | 0,91 | 0,95 | 0,95
Tm8 || 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,07 | 0,05 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm9 || 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,96 | 0,06 | 0,03 | 0,91 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm10 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,97 | 0,07 | 0,07 | 0,95 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,97 | 0,97 | 0,07 | 0,95 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00
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Figura 5.8: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 15

A Tabela 5.7 apresenta a correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 15.
Podemos observar que os valores sao elevados (préximos de 1), ou seja, as Tm’s se
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comportam de maneira semelhante, como mostra a Figura 5.8. Apesar de vermos
na subsecao 5.1.1 que algumas Tm’s apresentam grandes diferengas com relagao as
outras, por exemplo na Figura 5.3 onde vemos a Tm3 destacada das demais, ela mostra
um comportamento linear muito proximo das demais, ou seja, quando todas as Tm’s
apresentam um valor maior, ela provavelmente mostrard um valor maior e proporcional.

Tabela 5.8: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 20
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tm11 |
Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,92 | 0,92 | 0,91 | 0,89 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,97
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,92 | 0,92 | 0,91 | 0,89 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,97
Tm3 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,92 | 0,92 | 0,91 | 0,89 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,97
Tm4 || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,90 | 0,96 | 0,95 | 0,97 0,97
Tmb || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,91 | 0,96 | 0,95 | 0,97 0,97
Tm6 || 0,91 | 0,91 | 0,91 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,90 | 0,89 | 0,95 0,94
Tm7 | 0,89 | 0,89 | 0,89 | 0,90 | 0,91 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,86 | 0,93 0,92
Tm8 || 0,08 | 0,98 | 0,98 | 0,96 | 0,96 | 0,90 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm9 || 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,95 | 0,95 | 0,89 | 0,86 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tml0 || 0,07 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,95 | 0,93 | 0,99 | 0,08 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,04 | 0,92 | 0,99 | 0,98 | 1,00 | 1,00
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Figura 5.9: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 20

A Tabela 5.8 nos mostra a correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 20.
Podemos ver que os valores ainda sao elevados, porém na Figura 5.9 a Tm6 e a Tm7
comecam a se afastar ligeiramente das demais, ou seja, para primers de tamanho 20 seu
comportamento comeca a se diferir linearmente das demais féormulas.
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Tabela 5.9: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 25
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm?7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,92 | 0,90 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,02 | 0,00 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,02 | 0,90 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm4 || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,01 | 0,89 | 0,95 | 0,94 | 0,97 | 0,97
Tmb || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,02 | 0,89 | 0,94 | 0,93 | 0,97 | 0,97
Tm6 || 0,90 | 0,90 | 0,90 | 0,91 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,86 | 0,85 | 0,93 | 0,92
Tm7 || 0,87 | 0,87 | 0,87 | 0,89 | 0,89 | 1,00 | 1,00 | 0,84 | 0,82 | 0,90 | 0,90
Tm8 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,95 | 0,04 | 0,86 | 0,84 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,99
Tm9 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,94 | 0,03 | 0,85 | 0,82 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tm10 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,97 | 0,03 | 0,90 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,02 | 0,90 | 0,99 | 0,98 | 1,00 | 1,00
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Figura 5.10: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 25

A Tabela 5.9 de correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 25, nos mostra
uma tendéncia da Tm6 e a Tm7 apresentarem valores de correlagao menores para primers
maiores. Essa tendéncia pode ser vista na Figura 5.10, onde as representantes da Tm6 e
da Tm7 comecam a se afastar das demais principalmente da Tm8 e da Tm9. Ou seja, seu
comportamento pode comegar a variar em relagao as outras Tm’s para primers grandes.
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Tabela 5.10: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 30
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm?7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,93 | 0,89 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,93 | 0,89 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,03 | 0,89 | 0,87 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,98
Tm4 || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,88 | 0,94 | 0,94 | 0,97 | 0,97
Tmb || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,88 | 0,94 | 0,93 | 0,97 | 0,97
Tm6 || 0,89 | 0,89 | 0,89 | 0,90 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,84 | 0,83 | 0,91 | 0,91
Tm7 || 0,87 | 0,87 | 0,87 | 0,88 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,82 | 0,80 | 0,89 | 0,88
Tm8 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,94 | 0,04 | 0,84 | 0,82 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tm9 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,94 | 0,03 | 0,83 | 0,80 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tm10 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,01 | 0,89 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,07 | 0,01 | 0,88 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00
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Figura 5.11: Correlagao entre as Tm’s para primers de tamanho 30

A Tabela 5.10 nos da a correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 30. Nela
podemos observar que os valores das correlagoes da Tm6 e da Tm7 diminuem ainda mais.
Na Figura 5.11 vemos que suas representantes se afastam um pouco mais em relacao a
Figura 5.10. Isto nao indica que essas férmulas apresenta um valor invalido, apenas que
ela varia de forma diferente das demais.
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Tabela 5.11: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 35
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm?7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,92 | 0,87 | 0,85 | 0,98 | 0,97 | 0,98 | 0,98
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,02 | 0,87 | 0,85 | 0,98 | 0,97 | 0,98 | 0,98
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,02 | 0,87 | 0,85 | 0,98 | 0,97 | 0,98 | 0,98
Tm4 || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,85 | 0,93 | 0,92 | 0,97 | 0,97
Tmb || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,85 | 0,92 | 0,92 | 0,96 | 0,96
Tm6 || 0,87 | 0,87 | 0,87 | 0,88 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,30 | 0,79 | 0,88 | 0,38
Tm7 || 0,85 | 0,85 | 0,85 | 0,85 | 0,85 | 1,00 | 1,00 | 0,78 | 0,76 | 0,86 | 0,36
Tm8 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,93 | 0,02 | 0,80 | 0,78 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tm9 || 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,92 | 0,02 | 0,79 | 0,76 | 1,00 | 1,00 | 0,97 | 0,98
Tm10 || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,96 | 0,88 | 0,86 | 0,98 | 0,97 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,96 | 0,88 | 0,86 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00
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Figura 5.12: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 35

A Tabela 5.11 nos da a correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 35. Ela
nos mostra que os valores das colunas da Tm6 e da Tm7 diminuem um pouco mais.
Isso pode ser melhor visualizado na Figura 5.12. Perceba que apesar destes valores
diminuirem, eles ainda s@o elevados (acima de 76%), ou seja, todas as férmulas apresentam
um comportamento linear semelhante, a maioria atingindo valores de correlagao acima
de 90%. Assim, quando uma das Tm’s apresenta um valor maior para algum primer,
entao provavelmente as outras também mostraram valores maiores e proporcionais para
este primer.

5.2 Experimentos com variacoes na concentracao de
GC dos primers

Para os testes a seguir foram gerados mil primers com tamanho fixo de 20 pares de bases
para cada uma das seguintes concentracoes de GC: 0% a 20%, 20% a 40%, 40% a 60%,
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60% a 80% e 80% a 100%. Totalizando cinco mil primers gerados. Em seguida para cada
primer, foram calculados os valores para as onze Tm’s de acordo com a Tabela 5.1.

Os graficos das Figuras 5.13 e 5.14 apresentam os valores de média e desvio padrao
calculados para os resultados obtidos.

' ' ' ' ' ' ' 0% a 20% de GC mmmmm
120 | 20% a 40% de GC ===
40% a 60% de GC mmmm
100 60% a 80% de GC mmmmm |
80% a 100% de GC =—=
s 80 1
B
S 60
40
20
0

Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tm10 Tm11
Formulas

Figura 5.13: Comparagao das médias das Tm’s em relacao a concentragao de GC nos
primers

12 T T T T T T T T T T
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10 F 20% a 40% de GC === |
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g L 60% a 80% de GC mmmmm |
80% a 100% de GC =—=

Desvio Padrao
0]
T
1

Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tm10 Tm11
Formulas

Figura 5.14: Comparacao dos desvios padroes das Tm’s em relagao a concentragao de GC
dos primers

A Figura 5.13 nos da a comparacao entre as médias das temperaturas calculadas
pelas diferentes formulas em relagao as diferentes concentragoes de GC nos primers.
Podemos ver que o comportamento de todas as Tm’s é semelhante, do mesmo modo que o
experimento em relagao ao tamanho do primer (Figura 5.1), quanto maior a concentragao
de GC maior a temperatura calculada pelas Tm’s. Vale notar que a Tm3 apresenta valores
em média menores que as demais Tm’s.

A Figura 5.14 nos mostra os desvios padrao para os dados utilizados no calculo
das médias da Figura 5.13. Assim, as unicas Tm’s que apresentam desvios padrao
significativamente diferentes sdao a Tm4 e a Tmb.  Para concentragoes de GC
intermedidrias (40 a 60%) essas Tm’s variam mais em relacao a média. Ja as outras
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Tm’s possuem uma distribuicdo mais uniforme, mesmo que se varie a concentracao de
GC no primer.

5.2.1 Meédias das diferencas entre as Tm’s para primers com
diferentes concentracgoes de GC

A seguir sao apresentadas as médias das diferencas entre as Tm’s na forma de tabelas e
graficos, assim como o experimento da subsecao 5.1.1 que considera o tamanho do primer.
Porém, agora, utilizando-se diferentes concentracoes de GC nos primers.

Tabela 5.12: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 0% a 20% de GC
\ | Tml | Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml0 [ Tmll |
Tml 0,00 | 12,91 18,79 | 3,38 | 14,22 | 0,95 7,16 7,70 3,38 5,b8 3,04
Tm2 || 12,91 | 0,00 | 31,70 | 9,92 | 2,42 | 13,63 | 5,75 | 20,61 | 16,27 | 18,49 | 15,95
Tm3 || 18,79 | 31,70 0,00 | 21,78 | 33,01 | 18,08 | 25,95 11,09 | 15,44 | 13,21 | 15,76
Tmd || 3,38 | 9,92 | 21,78 | 0,00 | 11,23 | 3,78 | 421 | 10,69 | 6,35 | 857 | 6,03
Tmb || 14,22 | 2,42 | 33,01 | 11,23 | 0,00 | 1493 | 7,06 | 21,92 | 17,57 | 19,80 | 17,25
Tm6 0,95 | 13,63 | 18,08 | 3,78 | 14,93 | 0,00 7,88 6,99 2,65 4,87 2,32
TmT7 7,16 5,75 25,95 | 4,21 7,06 7,88 0,00 14,86 | 10,562 | 12,74 | 10,20
Tm38 7,70 | 20,61 11,09 | 10,69 | 21,92 | 6,99 | 14,86 0,00 4,35 2,12 4,67
Tm9 3,38 | 16,27 | 1544 | 6,35 | 17,57 | 2,65 | 10,52 4,35 0,00 2,23 0,55
Tml10 || 5,58 | 18,49 | 13,21 | 8,57 | 19,80 | 4,87 | 12,74 2,12 2,23 0,00 2,55
Tmll || 3,04 | 15,95 | 15,76 | 6,03 | 17,25 | 2,32 | 10,20 | 4,67 | 055 | 2,55 | 0,00
Total || 77,11 | 147,65 | 204,81 | 85,94 | 159,41 | 76,06 | 106,33 | 105,00 | 79,30 | 90,16 | 78,31
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Figura 5.15: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 0% a 20% de GC

Na Tabela 5.12 das médias das diferencas para primers com 0% a 20% de GC, podemos
ver que a Tm3 possui as maiores médias das diferencas seguida da Tm2 e da Tmb. O

38



restante possui valores aproximados umas das outras. Isso pode ser visualizado no gréafico
da Figura 5.15 onde a representante da Tm2, Tm3 e Tmb se destacam das outras.

Tabela 5.13: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 20% a 40% de GC
| | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 [ Tm10 | Tmll |
Tml [ 0,00 [ 1472 [ 1879 [ 338 | 1491 [ 0,99 | 6,95 | 595 | 1,67 [ 5,02 | 244
Tm2 [ 14,72 | 0,00 | 33,51 [1194| 229 | 1537 | 7,77 | 20,67 | 16,11 | 19,73 | 17,15
Tm3 [ 18,79 | 33,51 | 0,00 [21,57 | 33,70 | 18,14 | 25,74 | 12,84 | 17,39 | 13,78 | 16,36
Tmd [ 338 | 11,94 | 21,57 | 0,00 | 12,13 | 3,63 | 425 | 873 | 419 | 7,79 | 521
Tm5 [ 1491 | 229 | 33,70 [ 12,13 | 0,00 | 1556 | 7,96 | 20,86 | 16,30 | 19,92 | 17,33
Tm6 [ 0,99 | 1537 | 18,14 | 3,63 | 1556 | 0,00 | 7,60 | 530 | 1,23 | 4,36 | 1,79
Tm7 [ 6,95 | 777 | 2574 | 425 | 796 | 7,60 | 0,00 | 12,90 | 835 | 11,97 | 9,38
Tms8 [ 595 | 20,67 | 12,84 | 873 | 20,86 | 530 | 12,90 | 0,00 | 456 | 0,99 | 3,52
Tm9 | 1,67 | 16,11 | 17,39 | 419 | 16,30 | 1,23 | 835 | 456 | 0,00 | 3,62 | 1,06
Tml0 || 5,02 | 19,73 | 13,78 | 7,79 | 19,92 | 436 | 11,97 | 0,99 | 3,62 | 0,00 | 2,59
Tmll || 244 | 17,15 | 16,36 | 521 | 17,33 | 1,79 | 938 | 3,52 | 1,06 | 2,59 | 0,00
Total || 74,81 | 159,27 | 211,81 | 82,83 | 160,95 | 73,97 | 102,87 | 96,32 | 74,48 | 89,76 | 76,84
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Figura 5.16: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 20% a 40% de GC

A Tabela 5.13 nos déa as médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 20%
a 40% de GC em sua composi¢ao. Ela nao apresenta grandes diferengas em relagdo a
tabela anterior. Podemos observar que ambas as Figuras 5.15 e 5.16 apresentam dados
semelhantes assim como o restante das tabelas e graficos desta subsecao, o que indica que
as diferentes concentragoes de GC nao caracterizam uma mudanga significativa nas médias
das diferencas entre as Tm’s, ou seja, para um aumento na concentracao de GC, todas
as Tm’s aumentam proporcionalmente. Entretanto, vale ressaltar que estes experimentos
consideram apenas primers com 20 pares de bases, e que possivelmente os resultados
obtidos poderiam ser diferentes para primers de diferentes tamanhos.
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Tabela 5.14: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 40% a 60% de GC
\ | Tml | Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml10 | Tmll |

Tml || 0,00 | 16,48 | 18,79 | 5,73 | 18,01 | 1,34 | 6,21 | 3,60 | 1,50 | 4,17 | 1,63
Tm2 || 16,48 | 0,00 | 35,27 | 10,85 | 2,50 | 17,51 | 10,27 | 20,07 | 15,36 | 20,65 | 18,03
Tm3 || 18,79 | 35,27 | 0,00 | 24,42 | 36,80 | 17,75 | 25,00 | 15,10 | 19,91 | 14,62 | 17,24
Tmd || 5,73 | 10,85 | 24,42 | 0,00 | 12,38 | 6,70 | 2,37 | 9,23 | 4,55 | 9,80 | 7,19
Tmb || 18,01 | 2,50 | 36,80 | 12,38 | 0,00 | 19,05 | 11,80 | 21,61 | 16,89 | 22,18 | 19,56
Tm6 || 1,34 | 17,51 | 17,75 | 6,70 | 19,05 | 0,00 | 7,25 | 2,72 | 2,32 | 3,14 | 1,02
Tm7 || 6,21 | 10,27 | 25,00 | 2,37 | 11,80 | 7,25 | 0,00 | 9,81 | 5,10 | 10,38 | 7,76
Tm8 || 3,60 | 20,07 | 15,19 | 9,23 | 21,61 | 2,72 | 9,81 | 0,00 | 4,72 | 0,78 | 2,05
Tm9 || 1,50 | 15,36 | 19,91 | 4,55 | 16,89 | 2,32 | 5,10 | 4,72 | 0,00 | 529 | 2,67
Tml10 || 4,17 | 20,65 | 14,62 | 9,80 | 22,18 | 3,14 | 10,38 | 0,78 | 5,29 | 0,00 | 2,62
Tmll || 1,63 | 18,03 | 17,24 | 7,19 | 19,56 | 1,02 | 7,76 | 2,05 | 2,67 | 2,62 | 0,00
Total || 77,46 | 166,98 | 225,00 | 93,21 | 180,80 | 78,79 | 95,96 | 89,78 | 78,31 | 93,63 | 79,77
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Figura 5.17: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 40% a 60% de GC

A Tabela 5.14 nos da as médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 40%
a 60% de GC. Ela mostra um pequeno aumento nas diferencas da Tm2, Tm3 e Tmb.
Porém o resultado encontrado é semelhante ao das tabelas 5.11 e 5.12. A Figura 5.17
mostra-se muito préxima das figuras 5.15 e 5.16.
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Tabela 5.15: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 60% a 80% GC

\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tml0 | Tmll

Tml 0,00 | 18,27 | 18,79 9,65 21,55 | 2,22 | 473 | 1,33 | 4,00 | 3,03 0,81

Tm2 | 18,27 | 0,00 37,06 8,63 3,38 | 20,38 | 13,55 | 19,12 | 14,27 | 21,30 | 18,64

Tm3 | 18,79 | 37,06 0,00 28,44 | 40,34 | 16,69 | 23,52 | 17,94 | 22,79 | 15,76 | 18,42

Tm4 || 9,65 8,63 28,44 0,00 11,90 | 11,75 | 5,00 | 10,49 | 5,65 | 12,68 | 10,02

Tmbd || 21,55 | 3,38 40,34 | 11,90 0,00 | 23,65 | 16,82 | 22,39 | 17,55 | 24,57 | 21,91

Tm6 || 2,22 | 20,38 | 16,69 | 11,75 | 23,65 | 0,00 | 6,83 | 2,19 | 6,11 | 1,50 | 1,93

Tm7 || 4,73 | 13,565 | 23,52 5,00 16,82 | 6,83 | 0,00 | 5,63 | 2,39 | 7,75 5,10

Tm8 || 1,33 | 19,12 | 17,94 | 10,49 | 22,39 | 2,19 | 5,63 | 0,00 | 4,85 | 2,19 | 0,95

Tm9 || 4,00 | 14,27 | 22,79 | 5,65 | 17,55 | 6,11 | 2,39 | 4,85 | 0,00 | 7,03 | 4,37

Tml10 || 3,03 | 21,30 | 15,76 | 12,68 | 24,57 | 1,50 | 7,75 | 2,19 | 7,03 | 0,00 | 2,66

Tmll | 0,81 | 18,64 | 18,42 | 10,02 | 21,91 | 1,93 | 5,10 | 0,95 | 4,37 | 2,66 0,00

Total || 84,38 | 174,61 | 239,75 | 114,20 | 204,05 | 93,24 | 91,31 | 87,07 | 89,00 | 98,47 | 84,81
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Figura 5.18: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 60% a 80% de GC

Na Tabela 5.15 temos as médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 60% a
80% de GC. Podemos ver que as médias das diferencas aumentaram em relagao a Tabela
5.14 de maneira uniforme para todas as Tm’s para concentracoes de 60% a 80% de GC.
Porém, esse aumento é pouco significativo. A Figura 5.18 representa graficamente os
resultados da Tabela 5.15.
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Tabela 5.16: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 80% a 100% de GC
\ | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | Tm5 | Tm6 | Tm7 [ Tm8 | Tm9 | Tml0 | Tmll |

Tml || 0,00 | 20,09 | 18,79 | 12,54 | 23,37 | 4,16 | 2,51 | 1,05 | 6,69 | 1,79 | 1,01
Tm2 || 20,09 | 0,00 | 38,88 | 7,55 | 3,28 | 24,24 | 17,80 | 18,31 | 13,40 | 21,88 | 19,19
Tm3 || 18,79 | 38,88 | 0,00 | 31,33 | 42,16 | 14,64 | 21,00 | 20,58 | 25,48 | 17,00 | 19,69
Tmd || 12,54 | 7,55 | 31,33 | 0,00 | 10,83 | 16,69 | 10,34 | 10,75 | 5,88 | 14,33 | 11,64
Tmb || 23,37 | 3,28 | 42,16 | 887 | 0,00 | 27,52 | 21,16 | 21,58 | 16,68 | 25,16 | 22,46
Tm6 || 4,16 | 24,24 | 14,64 | 12,40 | 27,52 | 0,00 | 6,36 | 5,09 | 10,84 | 2,58 | 5,06
Tm7 || 2,51 | 17,80 | 21,00 | 7.35 | 21,16 | 6,36 | 0,00 | 2,94 | 481 | 4,06 | 2,17
Tm8 || 1,95 | 18,31 | 20,58 | 9,83 | 21,58 | 5,99 | 2,94 | 0,00 | 491 | 3,58 | 1,32
Tm9 || 6,69 | 13,40 | 25,48 | 6,13 | 16,68 | 10,84 | 481 | 491 | 0,00 | 848 | 5,79
Tml10 || 1,79 | 21,88 | 17,00 | 14,02 | 25,16 | 2,58 | 4,06 | 3,58 | 8,48 | 0,00 | 2,70
Tmll | 1,01 | 19,19 | 19,60 | 12,07 | 22,46 | 5,06 | 2,17 | 1,32 | 5,79 | 2,70 | 0,00
Total || 92,91 | 184,71 | 249,55 | 122,08 | 214,20 | 118,08 | 93,22 | 91,90 | 102,96 | 101,56 | 91,03
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Figura 5.19: Médias das diferencas entre as Tm’s para primers com 80% a 100% de GC

Na Tabela 5.16, para primers com 80% a 100% de GC, pode-se ver que, da mesma
maneira que a Tabela 5.15, com o aumento da concentracao de GC as médias da
diferencas aumentam de maneira proporcional para todas as Tm’s. Assim, a diferenca
desproporcional da Tm2, Tm3 e Tm) em relacao as outras Tm’s esta mais ligada ao
tamanho do primer, no caso 20, do que com a concentracao de GC. Para experimentos
realizados com primers de outros tamanhos (15, 25, 30 e 35) as diferengas entre as Tm’s
se altera, porém permanecem similares alterando-se a concentracgao de GC. Comparando
a Figura 5.19 com as outras figuras desta subsecao, observa-se que, para diferentes
concentragoes as féormulas possuem médias de diferencas semelhantes.
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5.2.2 Correlagao entre as Tm’s para diferentes concentracoes de

GC

A seguir sao apresentados os indices de correlacao entre as Tm’s para diferentes
concentragoes de GC e primers de tamanho 20 na forma de tabelas e graficos. O calculo
da correlagao entre as Tm'’s ¢ feito da mesma forma que na subsecao 5.1.2.

Tabela 5.17: Correlacao entre as Tm’s para primers de 0% a 20% de GC
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tm11 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,64 | 0,71 | 0,95 | 0,96 | 0,90 | 0,91 | 0,94 | 0,94
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,64 | 0,71 | 0,05 | 0,96 | 0,90 | 0,91 | 0,94 | 0,94
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,64 | 0,71 | 0,95 | 0,96 | 0,90 | 0,91 | 0,94 | 0,94
Tmd || 0,64 | 0,64 | 0,64 | 1,00 | 0,99 | 0,82 | 0,79 | 0,89 | 0,88 | 0,85 | 0,84
Tmb || 0,71 | 0,71 | 0,71 | 0,99 | 1,00 | 0,86 | 0,84 | 0,92 | 0,92 | 0,89 | 0,89
Tm6 || 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,82 | 0,86 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98 | 0,99 | 0,99
Tm7 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,79 | 0,84 | 1,00 | 1,00 | 0,97 | 0,97 | 0,99 | 0,99
Tm8 || 0,90 | 0,90 | 0,90 | 0,89 | 0,02 | 0,08 | 0,97 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm9 || 0,91 | 0,91 | 0,91 | 0,88 | 0,02 | 0,08 | 0,97 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm10 || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,85 | 0,89 | 0,09 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,84 | 0,89 | 0,09 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00

1,00 -
——Tm1
0,90 - —-—Tm2
—h—Tm3
0,80 - =>=Tm4
0,70 =ie=Tm5
=®=Tm6
0,60 Tm7
Tm8
0,50 Tm9
0,40 o Tm10
Tml Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tmé Tm7 Tm8 Tm9 Tml0 Tmil Tmill

Figura 5.20: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 0% a 20% de GC

Na Tabela 5.17 de correlacao entre as Tm’s para primers com 0% a 20% de GC,
vemos que a Tm4 e a Tmb possuem menores indices de correlacao com as outras Tm’s
principalmente com a Tml1, Tm2 e a Tm3. Isso pode ser observado no grafico da Figura
5.20, onde a linha representante da Tm4 e da Tmb se destacam das outras. Assim, a Tm4
e a Tm)H podem apresentar um comportamento desproporcional em relagao as outras
Tm’s. Ou seja, quando as Tm’s apresentarem um aumento de temperatura para algum
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primer, a Tm4 e a Tmb apresentaram também um aumento, porém seu aumento pode
estar desproporcional das outras Tm'’s.

Tabela 5.18: Correlacao entre as Tm’s para primers de 20% a 40% de GC
| | Tml | Tm2 | Tm3 | Tm4 | TmH | Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tm11 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,76 | 0,79 | 0,04 | 0,93 | 0,93 | 0,94 | 0,94 | 0,94
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,76 | 0,79 | 0,04 | 0,93 | 0,93 | 0,94 | 0,94 | 0,94
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,76 | 0,79 | 0,04 | 0,93 | 0,93 | 0,94 | 0,94 | 0,94
Tmd || 0,76 | 0,76 | 0,76 | 1,00 | 1,00 | 0,87 | 0,85 | 0,91 | 0,90 | 0,90 | 0,90
Tmb || 0,79 | 0,79 | 0,79 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,87 | 0,93 | 0,92 | 0,92 | 0,92
Tm6 || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,87 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,96 | 0,96 | 0,97 | 0,97
Tm7 || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 0,85 | 0,87 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,95 | 0,96 | 0,96
Tm8 || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 0,91 | 0,03 | 0,06 | 0,95 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm9 || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,90 | 0,02 | 0,06 | 0,95 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99
Tm10 || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,90 | 0,02 | 0,07 | 0,96 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,90 | 0,92 | 0,07 | 0,96 | 0,99 | 0,99 | 1,00 | 1,00

1,00
== Tm1
0,90 == Tm2
== Tm3
080 == Tm4
=== Tm5
0,70
=@=Tm6
0,60 Tm7
Tm8
0,50 Tm9
Tm10
0,40 T T T T T T T T T T 1
Tm11l
Tml Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tml0 Tmill

Figura 5.21: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 20% a 40% de GC

A Tabela 5.18 nos dé a correlacao entre as Tm’s para concentragoes de 20% a
40% de GC nos primers. Ela nos mostra que o indice de correlacao entre a Tm4 e a
Tmb aumentam em relacao as outras Tm’s, enquanto que as Tm6, Tm7, Tm8 e Tm9
apresentaram valores de correlacao ligeiramente menores em relacao as outras Tm’s. Isso
pode ser melhor observado no grafico da Figura 5.21.
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Tabela 5.19: Correlacao entre as Tm’s para primers de 40% a 60% de GC
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,85 | 0,85 | 0,00 | 0,88 | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,95
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,85 | 0,85 | 0,00 | 0,88 | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,95
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,85 | 0,85 | 0,00 | 0,88 | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,95
Tm4 || 0,85 | 0,85 | 0,85 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,86 | 0,93 | 0,92 | 0,94 | 0,94
Tmb || 0,85 | 0,85 | 0,85 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,86 | 0,93 | 0,93 | 0,95 | 0,95
Tm6 || 0,90 | 0,90 | 0,90 | 0,88 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,90 | 0,89 | 0,94 | 0,94
Tm7 || 0,38 | 0,88 | 0,88 | 0,86 | 0,86 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,87 | 0,93 | 0,92
Tm8 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,93 | 0,03 | 0,00 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,99
Tm9 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,92 | 0,03 | 0,89 | 0,87 | 1,00 | 1,00 | 0,98 | 0,98
Tm10 || 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,94 | 0,95 | 0,04 | 0,93 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,94 | 0,95 | 0,04 | 0,92 | 0,99 | 0,98 | 1,00 | 1,00

1,00 - —— S L
\, ——Tm1
l\ /
0,90 - = ST meTm2
VIRV o e faan | a3
0,80 —=Tmé
=ie=Tm5
0,70

=0=Tm6
0,60 Tm7
Tm8
0,50 Tm9
Tm10

0,40 T T T T T T T T T T 1
Tml Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tmé Tm7 Tm8 Tm9 Tml0 Tmil Tm11

Figura 5.22: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 40% a 60% de GC

A Tabela 5.19 nos mostra a correlacao entre as Tm’s para primers com 40% a 60%
de GC. Todas as Tm’s possuem um alto indice de correlagdo para esse intervalo de
concentracao de GC. Assim, as Tm'’s apresentam comportamento linear préximos e valores
para temperatura de melting proporcionais. Veja que, na Figura 5.22, as representantes
estao todas com valores proximos de 1 (todas maiores que 0.85).
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Tabela 5.20: Correlacao entre as Tm’s para primers de 60% a 80% de GC
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,90 | 0,88 | 0,83 | 0,80 | 0,96 | 0,95 | 0,96 | 0,96
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,90 | 0,88 | 0,83 | 0,80 | 0,96 | 0,95 | 0,96 | 0,96
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,90 | 0,88 | 0,83 | 0,80 | 0,96 | 0,95 | 0,96 | 0,96
Tm4 || 0,90 | 0,90 | 0,90 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,85 | 0,90 | 0,89 | 0,96 | 0,96
Tmb || 0,88 | 0,88 | 0,88 | 1,00 | 1,00 | 0,87 | 0,84 | 0,89 | 0,87 | 0,95 | 0,95
Tm6 || 0,83 | 0,83 | 0,83 | 0,88 | 0,87 | 1,00 | 1,00 | 0,75 | 0,72 | 0,87 | 0,87
Tm7 || 0,30 | 0,80 | 0,80 | 0,85 | 0,84 | 1,00 | 1,00 | 0,71 | 0,68 | 0,84 | 0,34
Tm8 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,90 | 0,89 | 0,75 | 0,71 | 1,00 | 1,00 | 0,97 | 0,97
Tm9 || 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,89 | 0,87 | 0,72 | 0,68 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,96
Tm10 || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,87 | 0,84 | 0,97 | 0,95 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,95 | 0,87 | 0,84 | 0,97 | 0,96 | 1,00 | 1,00

1,00 - s — —
‘ \ ] == Tm1
0,90 AW\V‘ #,F ]% = Tm?2
o ./ r} \!\, T3
0,80 \ A T e>e=Tmd
==ie=Tm5
0,70 ~ -
=@=Tm6
0,60 Tm7
Tm8
0,50 mo
Tm10
0,40
Tml Tm2 Tm3 Tm4 TmS Tmé Tm7 Tm8 Tm9 Tm10 Tmll Tmil

Figura 5.23: Correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 60% a 80% de GC

A Tabela 5.20, de correlacao entre as Tm’s para primers de 60% a 80% de GC, nos
mostra que a Tm4 e a Tmb5 deixam de ser as férmulas com menores indices de correlagao
(comportamento observado nos gréficos das Figuras 5.17, 5.18 e 5.19) e as Tm6, Tm?7,
Tm8 e Tm9 passam a apresentar os menores indices de correlacao em relacao as demais
Tm’s. Observe o grafico da Figura 5.23, onde as representantes das Tm6, Tm7, TmS8 e
Tm9 estao abaixo das demais.
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Tabela 5.21: Correlacao entre as Tm’s para primers de 80% a 100% de GC
\ | Tml [ Tm2 | Tm3 [ Tm4 | Tm5 [ Tm6 | Tm7 | Tm8 | Tm9 | Tm10 | Tml1 |

Tml || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,03 | 0,76 | 0,72 | 0,94 | 0,92 | 0,99 | 0,99
Tm2 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,03 | 0,76 | 0,72 | 0,94 | 0,92 | 0,99 | 0,99
Tm3 || 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,95 | 0,03 | 0,76 | 0,72 | 0,94 | 0,92 | 0,99 | 0,99
Tmd || 0,95 | 0,95 | 0,95 | 1,00 | 1,00 | 0,88 | 0,85 | 0,83 | 0,80 | 0,97 | 0,96
Tmb || 0,93 | 0,93 | 0,93 | 1,00 | 1,00 | 0,89 | 0,86 | 0,81 | 0,77 | 0,95 | 0,95
Tm6 || 0,76 | 0,76 | 0,76 | 0,88 | 0,89 | 1,00 | 1,00 | 0,53 | 0,49 | 0,79 | 0,78
Tm7 || 0,72 | 0,72 | 0,72 | 0,85 | 0,86 | 1,00 | 1,00 | 0,49 | 0,44 | 0,76 | 0,74
Tm8 || 0,94 | 0,94 | 0,94 | 0,83 | 0,81 | 0,53 | 0,40 | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,94
Tm9 || 0,92 | 0,92 | 0,92 | 0,80 | 0,77 | 0,49 | 0,44 | 1,00 | 1,00 | 0,91 | 0,92
Tm10 || 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,97 | 0,95 | 0,79 | 0,76 | 0,93 | 0,91 | 1,00 | 1,00
Tmll || 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,96 | 0,95 | 0,78 | 0,74 | 0,94 | 0,92 | 1,00 | 1,00

1,00 -
——Tm1

0,90 =—Tm2
=fe=Tm3

0.80 1 —==Tm4
0,70 ==ie=Tm5
=0=Tm6

0,60 Tm7
Tm8

0,50 Tm9
Tm10

0,40 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! Tmll

Tml Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tmé6 Tm7 Tm8 Tm9 Tml0 Tmll

Figura 5.24: correlacao entre as Tm’s para primers de tamanho 80% a 100% GC

Por fim, a Tabela 5.21, nos d4 a correlacao entre as Tm’s para primers com 80% a
100% de GC em sua composicao. Observe que a Tm6, Tm7, Tm8 e a Tm9 apresentam
indices de correlacao inferiores as demais. Sendo que os menores indices ocorrem entre a
Tm6 e a Tm7 em relacao a Tm8 e Tm9. Assim, para primers com alta concentracao de
GC, essas Tm’s podem apresentar um comportamento muito desproporcional das demais.
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Capitulo 6

Conclusao

Uma vez realizada a pesquisa e estudo de diferentes métodos de cédlculo da temperatura
de melting para curtas cadeias de DNA, foram realizados varios testes e experimentos que
resultaram em uma série de dados estatisticos dispostos em tabelas e graficos para que as
formulas fossem comparadas, e para alguns casos sugerir quais férmulas podem ser mais
ou menos confiaveis.

Como resultado pratico do projeto, uma aplicacao web foi desenvolvida, onde todos
os métodos estudados foram implementados. O usuério pode entrar com o primer e obter
os diferentes resultados calculados por diferentes formulas e dados estatisticos retirados
desses valores. Com essas informagcoes o usuario pode avaliar e decidir qual a temperatura
mais adequada para seu experimento. Por exemplo, escolhendo um resultado proximo da
média, ou descartando uma Tm com valores muitos distantes das demais.

A temperatura de melting é um fator extremamente importante em experimentos que
envolvem PCR, pois com um valor distante da temperatura ideal pode-se gerar resultados
indesejaveis, como por exemplo a baixa taxa de replicacao. E mesmo utilizando-se as
férmulas apresentadas neste trabalho, a temperatura real pode ser distante da calculada.
Assim é importante a busca de novos métodos para se encontrar temperatura de melting
ideal e este trabalho fornece uma base para novas pesquisas e comparagoes entre os
métodos existentes.
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