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APRESENTACAO

A bioinformatica € um campo interdisciplinar, que busca analisar, interpretar
e processar dados biolodgicos, com foco na aplicacdo de técnicas computacionais
intensivas, tais como: métodos computacionais, teoria de grafos, inteligéncia artificial,
algoritmos matematicos, reconhecimento de padrdes, mineracao de dados, algoritmos
de aprendizado de maquina, processamento de imagens e simulagdo computacional.
Como um campo interdisciplinar, a bioinformatica combina diversas areas do
conhecimento, como: engenharia, matematica, fisica, quimica, estatistica, ciéncia da
computacéao e biologia, entre outras.

A coletanea “Introduction to bioinformatics” € um livro composto por 6 capitulos
gue abordam assuntos atuais, tais como: o adenocarcinoma gastrico que é uma
malignidade com elevada incidéncia e mortalidade no mundo; o virus zika (VZIK) que
€ um Arbovirus que pertence a familia Flaviviridae; As H + -ATPases que s&o proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a capacidade de utilizar a energia quimica
da hidrélise de ATP para expulsar os prétons para o ambiente extracelular, atuando
na manutencdo da homeostase idnica e transporte de solutos; o virus da familia
Geminiviridae que tem sido intensamente estudado devido a gravidade das doencas
causadas em varias culturas importantes como: feijao, algodao, milho, tomate e
mandioca.

Espero que os capitulos deste livro possam contribuir efetivamente na
disseminagdo dos conhecimentos relevantes da bioinformatica, proporcionando uma
visdo ampla sobre este campo de conhecimento.

Assim, desejo a todos uma excelente leitura.

Ernane Rosa Martins
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Gestao e Producao da Informagéo no Brasil

VIRUS ZIKA

RESUMO: O virus zika (VZIK) é um Arbovirus
que pertence a familia Flaviviridae, género
flavivirus, seu primeiro isolamento foi feito de
amostras de macaco Rhesus na floresta de Zika
em Uganda (1947). Durante o periodo de 2014 —
2015 ocorreu uma grande epidemia desse virus
associada a casos graves, como a microcefalia
e sindrome de Guillain — barré, além disso,
outras formas de transmissdo também foram
identificadas, como a transmissao sexual. Além
de outras patologias associadas a infecgcao
pelo virus, que sdo: cegueira e infertilidade,
porém, estas ainda sdo pouco esclarecidas.
No ambito dos avancos tecnologicos de analise
gendmica ocorridos nas ultimas décadas,
possibilitou-se mensurar o perfil de expressao
dos genes que estdo relacionados a diversas
alteracdes, logo, embasar de forma especifica
as estratégias para o desenvolvimento de
medidas profilaticas e terapéuticas. O objetivo
deste trabalho foi observar alteragdo no nivel
dos transcritos durante a infecgdo pelo virus
Zika. Para isso, fizemos uma analise primaria
de sequencias de testiculos oriundas de um
projeto experimental de infeccdo do Virus
Zika em hamsters dourados, cujo organismo
possui uma reposta imune definida, além de
demonstrar alteracbes semelhantes descritaem
humanos, essas sequencias foram analisadas
através da plataforma online Galaxy Project e
foram encontradas a alta e baixa expressao de
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genes no decimo dia de infeccéo, sugerindo a possivel a possivel influencia do virus.
PALAVRAS CHAVES: Zika; hamster dourado;testiculo; transcriptoma.

11 INTRODUCAO

O virus Zika (VZIK) € um arbovirus, sendo este grupo de virus transmitido por
artropodes (Casseb et al.,2013). Este virus vem tornando-se um dos arbovirus de
maior atengdo da comunidade cientifica devido as manifestagdes causadas por
sua infeccéo, principalmente envolvendo neonatos, onde foram descritas criancas
com microcefalia, proveniente de uma afinidade do virus a infectar células neurais
progenitoras prejudicando o crescimento do cérebro, além de poder causar a sindrome
de Guillain-Barré (OLIVEIRA, et al 2016) (MINER, et al 2017).

Outros aspectos também foram de destaque para este virus, como a transmissao
por vias pouco comuns entre os arbovirus, onde é possivel a transmisséao por relagdes
sexuais e por fluidos como a lagrima, e também causar lesdes nos 6rgaos que
contemplam esses sistemas; dependendo da evolugcdo do quadro dos hospedeiros
infectados e da resposta a infecgdo, ha a possibilidade de cegueira e infertilidade
(MINER, et al 2017) (OLIVEIRA, et al 2016).

O VZIK foi isolado pela primeira vez na floresta de Zika em Uganda em 1947,
através do sangue de um macaco Rhesus que apresentava um quadro febril.( DICK, et
al 1952) VZIK pertence a familia Flaviviridae do género flavivirus, € um virus envelopado
com formato icosaedrico, além de possuir um genoma com sentido positivo que
codifica 3 proteinas estruturais (prM, M e E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), semelhante a outros flavivirus conhecidos como os
virus: Virus Febre da Amarela (VFA), VDEN, Virus llhéus (VILH), Virus Rocio (VROC),
Virus da Encefalite de Saint Louis (VESL), Virus do Nilo Ocidental (VNO) e Virus da
Encefalite Japonesa (VEJ) (LOPEZ-DENMAN, et al 2017) (SIROHI, et al 2016).

Durante infec¢des virais em mamiferos sdo desencadeadas diversas respostas
antivirais, e mensurar essas respostas sao de grande importancia para o entendimento
das patogéneses e em consequéncia, fundamentar medidas a serem adotadas para
a terapéutica dessas infec¢des. Para isso, técnicas de biologia molecar associadas
a ferramentas de bioinformatica permitem analisar a expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) através de RT-gPCR, técnicas de arrays e transcriptomas (TRAPNELL, et al
2010) (GU, et al 2017) (MOSER, et al 2018).

Diante disso, este trabalho busca demonstrar através da técnica de transcriptoma
o perfil de expressao dos mRNAs dos testiculos durante a infec¢do pelo Virus Zika,
na tentativa de elucidar a influencia da infec¢éo sobre os processos génicos do 6rgéo,
visto que foram descritos caso de lesdes, atrofia e até infertilidade (MOSER, et al
2018).
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2| TRANSCRIPTOMA

Originalmente o termo transcriptoma foi menciona na década de 1990, onde
foram feitas as primeiras tentativas de construcdo e analise do mesmo, em 1991
foi publicado a primeira captura de transcriptoma com um total 609 sequéncias de
mMRNA de uma amostra de cérebro humano, hoje contamos com plataformas chegam
a gerar cerca de 20 Terabytes (TB) de dados de sequenciamento (TRAPNELL, et al
2010). Isso permite que sejam desenvolvidos projetos mais complexos, abordando
desde vias metabdlicas celulares a influencia de fatores abi6ticos sobre a expressao
de genes, bem elucidado para pesquisas relacionadas a melhoramento na qualidade
de plantacbes. Em humanos a aplicacéo dos estudos de transcriptomas, estao sendo
voltadas para o diagnostico de doengas, como o cancer e para o entendimento da
resposta do sistema imunoldgico contra agentes infecciosos como bactérias, fungos,
virus e outros parasitas (TRAPNELL, et al 2010).

A primeira técnica de transcriptoma desenvolvida foi a de SAGE (analise seriada
de expressao genica) que posteriormente foi melhorada para os microarrays, técnica
baseadaem mensuraraabundanciade transcritos hibridizados para sondas especificas;
e RNA-seq mensura a abundancia através de bibliotecas de cDNA podendo peritir
uma cobertura suficiente para transcritos precisos para humanos que € possivel com
a tecnologia de sequenciamento Solexa/lllumina (San Diego, EUA).

Para se obter bons resultado de RNA-seq, técnica utilizada nesse trabalho, as
amostras precisam passar por algumas etapas, sao elas: extracédo; enriquecimento e
controle de qualidade. A extracdo pode ser feita por diversas metodologias, as mais
utilizadas séo extracao por coluna e beads magnéticas. Durante o processamento
dessas amostras é recomendado paramelhorar a qualidade da extrag&o, utilizartécnicas
para eliminacdo de interferentes como proteinase K que bloqueia a acédo de RNAse,
diminuindo a perda de material, além da utilizagcdo de DNAse para eliminagdo de DNA.
Quanto ao enriquecimento das amostras deve ser seguido o protocolo do fabricante,
respeitando as etapas a ser seguidas de sucessivos testes de controle de qualidade,
como a verificacdo de integridade do material, formagcao de dimeros, quantidade de
adaptadores, fatores esses, que afetam na qualidade do sequenciamento e na analise
de bioinformatica.

31 METODOLOGIA

3.1 Extracao do RNA

As amostras que foram utilizadas sé&o oriundas de um projeto maior intitulado
“‘infeccao experimental do virus zika em hamsters dourados (Mesocricetus auratos)”
do grupo de transmissdo sexual, previamente aprovado pela comissao de ética no
uso de animais (CEUA) do Instituto Evandro Chagas-IEC com o numero de registro n°
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24/2016.

Os hamsters macho, foram inoculados via peritoneal com a cepa do virus zika
(H818308) cepa Asiatica, do estoque da secéo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
do Instituto Evandro Chagas. Para este trabalho foram observados 72hpi a 240hpi, visto
gue a 72hpi ha o pico de carga viral registrado, e aos 240hpi foram observadas les6es
testiculares nas replicatas submetidas a necropsias. Essas amostras posteriormente
foram maceradas para o preparo para extracéo pelo método semi automatizada com
captura por beads magnéticas com o kit tissue simply RNA (Promega) e processadas
na plataforma maxwell 16lev (Promega).

3.2 Construcao da biblioteca e sequenciamento

Os mRNAs extraidos foram submetidos para teste quantitativos e qualitativos.
No aparelho Qubit 2.0 (Thermor Fisher, EUA) foi analisado a quantidade de RNA por
ng/uL, depois foi feito a analise da qualidade do fragmento na plataforma bioanalyzer
2100 (Agilent Technology, EUA) que indica o valor de integridade do RNA (RIN) sendo
necessario para proxima etapa o valor igual ou acima de 8 seguindo os pré-requisitos
do kit de preparo da biblioteca genémica. O preparo da biblioteca gendmica foi feito
utilizando o TruSeq Small RNA Library Preparation Kits (lllumina, EUA), seguindo
o protocolo descrito pelo fabricante e ap6s o preparo da amostra a biblioteca foi
sequenciada na plataforma Nextseq 550 (lllumina, EUA).

3.3 Filtragem no Trimmomatic

O Trimommatic € uma ferramenta de pré-processamento necessaria para
analise de sequenciamento, ela tem como funcéo eliminar sequéncia que por ventura
podem interferir na interpretacdo de dados. A origem dessas sequencias podem ser
de adaptadores utilizados na etapa de pcr na construcéao da biblioteca, que durante o
sequenciamento se anelaram as layer, podendo assim comprometer a qualidade das
amostras ( BOLGER, et al 2014).

A leitura de sequenciamento deste trabalho foi feita por amostras pareadas
gerando dois arquivos R1 (primeiro par) e R2 (segundo par).

Os arquivos de saida deste programa geraram dois arquivos correspondentes
para cada par das amostras pareadas, essas amostras foram submetidas a um teste
de qualidade feita na ferramenta FASTQC ( BOLGER, et al 2014).

3.4 Alinhamento na ferramenta HISAT

Apos a filtragem, os arquivos foram alinhados utilizando a ferramenta HISAT
(Indexacao Hierarquica para Alinhamento de Transcricbes), que alinha os dados de
forma hierarquica seguindo esquema de indexagdo baseado na transformacdo de
Burrows-Wheeler e no indice Ferragina-Manzini (FM) (KIM, et al 2015).
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3.5 Reconstrucao do Transcriptoma e Anotacoes

A reconstrucdo do transcriptoma e anotacées foram feitas nas seguintes
plataformas: Stringtie, foi utilizado para reconstruir os transcritos, calcula 0 numero de
transcritos e o seus respectivos tamanho. Os transcritos reconstruidos posteriormente
foram concatenados com a ferramenta Stringmerge (PERTEA, et al 2015); A ferramenta
Featurescounts, foi usada para a contagem de leituras encontradas no alinhamento,
com objetivo de otimizar as analises estatisticas segundo descrito por LIAO, et al 2014.

3.6 Analise Diferencial

Foi utilizado o método Deseq2 para analise diferencial de dados de contagem
geradas no Featurescounts, com o objetivo de estimar a retracao para dispersdes e
mudancas de dobras (LOVE, et al 2014).

41 RESULTADO E DISCUSSAO

Ao observamos os dados gerados neste trabalho foi possivel detectar que o
numero de leituras totais limpas nao possui uma grande diferenca entre as amostras.
Sendo que mais de 96% das leituras mapeadas para 0 genoma hospedeiro com cerca
de 80% para regioes génicas e 20% para areas intergénicas do genoma do hospedeiro.

A andlise e comparacdo dos perfis de expresséao de mRNA em diferentes
momentos apods a infecgdo VZIK revelou que, no total, 1332 genes tiveram alteragdes
de 2 ou mais vezes em qualquer dire¢do (Figura 01).

Controle

(538) Infectado

(1332)

Figura 1 - Diagrama de Venn representando o nimero de genes codificadores expressos
diferencialmente entre o periodo anterior e posterior a infecgdo. Sendo que a o numero de
genes expressos é significativamente maior em relacdo ao controle néao infectado.

Estudos recentes como os vem demonstrando que durante a infec¢do por Zika o
numero de mRNAs expressos e de duas 2 3 vezes maior que das amostras controles.
Este fendmeno vem sendo descrito como necessario para uma regulacao da replicacao
viral, isto é, facilitando a replicagao viral, uma vez que mais genes acabam por ser
regulados positiva ou negativamente (CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON,
2018; SINGH et al., 2018; STASSEN et al., 2018).

No entanto ao compararmos com outros virus do mesmo género, como Dengue
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e Febre amarela, € importante ressaltar que autores vem demonstrando uma maior
expressao diferenciada de mRNA para codificagcbes de proteinas chaves para a
defesa celular durante a infeccdo por Flavivirus (CASSEB et al., 2016; DOMINGO et
al., 2012; SILVA et al., 2011). Desta maneira a relagdo dos mRNAs com a infec¢des
por Zika tende a se comportar de forma semelhante a de outros virus com genomas
relacionado a eles, no entanto suas fun¢des durante esse processo ainda nao estéo
completamente esclarecida.

E importante ressaltar também que os tecidos testiculares ndo séo 6rgéos muito
comuns para a infeccéo por Flavivirus, no entanto o Zika parece possuir uma maior
afinidade as células que compdem este tecido, tanto que STASSEN, et al 2018 ja
haviam descrito este fenbmeno em seus estudos. Além disso, outros estudos ja vem
descrevendo a transmissao sexual deste virus (JAMIL; WAHEED; DURRANI, 2016;
OSTER et al., 2016).

Além destes resultados foi possivel também estimar a dispersédo da expressao
entre 3 dias apés a infec¢ao por zika (dpi) para o 10 dpi (Figura 2).

Dispersion estimates

1e+00

1e-02

dispersion
1e-04

1e-06

e gene-est
o fitted
A . o final

T T T

1 100 10000

1e-08

mean of normalized counts

Figura 2: Grafico de dispersédo entre o 10 dpi

Surpreendentemente o Zika vem demonstrando uma grande afinidade pelo
tecido testicular e esta regulacdo génica vem sendo observada em varios estudos
por todo o mundo (DASTI, 2016; LEE et al., 2018; WIKAN; SMITH, 2016). Em nosso
estudo foi possivel uma oscilagdo de expressédo entre dias apos infeccéo, desta
maneira colaborando com a possibilidade deste virus regular o processo celular e
assim mantendo sua replicacdo mais eficiente por um maior tempo dentro das células
testiculares (Figura 03).
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Figura 3 - (A) Histograma de frequéncia de mRNAs entre 3 e 10 dpi, onde é demonstrado a
frequéncia e o valor de “p”. (B) Gréfico de dispersdo dos mRNAs entre o 3 e 10 dpi, a linha
vermelha demonstra os genes que nao sofreram variagéo de expresséo entre as duas amostras

Em geral, nossos resultados mostraram grandes mudangas no transcriptoma
anaerébio apés a infeccao por VZIK, tanto na codificagdo quanto nos RNAs néo-
codificantes. No entanto podemos afirmar que a expressao do mRNAs ao longos dos
dias apoés infeccao demonstra que o Zika consegue regular a célula para manter sua
eficiéncia de replicacéo por um longo tempo neste tipo celular, desta maneira levando
a uma possivel relagcdo da infecgéo viral com mudancas nas gonadas masculinas,
portanto sendo possivel causar esterilidade em hamsters dourados (Mesocricetos
auratos).
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