Introduction to
Bioinformatics

— Ernane Rosa Martins
(Organizador)

3 ALY 'n'h BIEINS R S g TR
'ﬁ.u LD \
H21

),
OF AT A “
S 82220008 e ‘.',..43
S Yl
Y
g !
X

Atena

Editora
2019




Ernane Rosa Martins
(Organizador)

Introduction to Bioinformatics

Atena Editora
2019



2019 by Atena Editora
Copyright © da Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao e Edi¢do de Arte: Geraldo Alves e Natalia Sandrini
Revisao: Os autores

Conselho Editorial
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana
Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva - Universidade Estadual Paulista
Prof® Dr® Deusilene Souza Vieira Dall’Acqua - Universidade Federal de Rondonia
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof? Dr? Juliane Sant’Ana Bento - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins
Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagha - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista
Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Vanessa Lima Goncalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Dados Internacionais de Catalogagcao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

161 Introduction to bioinformatics [recurso eletrénico] / Organizador
Ernane Rosa Martins. — Ponta Grossa (PR): Atena Editora, 2019.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia.

ISBN 978-85-7247-113-8

DOI 10.22533/at.ed.138191202

1. Bioinformatica. 2. Inteligéncia artificial. . Martins, Ernane
Rosa.
CDD 570.285
Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422
O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores.

2019
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.
www.atenaeditora.com.br




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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RESUMO: O Virus Zika (VZIK) € um arbovirus
pertencente a familia Flaviviridae, género
flavivirus e necessita de vetores artropodes
do género Aedes (Ae.aegypti e Ae.albopictus)
para manter seu ciclo de replicagdo viral.
Possui RNA de fita simples com polaridade
positiva com informagdes para codificacdo de
proteinas estruturais e nao estruturais. O VZIK
vem se destacando a partir de epidemias nas
Américas e, principalmente, pela capacidade
em causar agravos neuroldgicos severos como
a microcefalia em criangas recém-nascidas e
sindrome de Guillian-Barré em adultos. Além
disso, foi relatada a infertiidade em homens
infectados com o virus, o que evidencia o
tropismo por diferentes 6rgdos. Portanto, tentar
elucidar a relacao virus-hospedeiro através de
RNAs longos n&o-codificantes de proteinas
(IncRNAs) a partir de transcriptoma dos animais
infectados utilizando RNA-seq, € de suma
importéncia para o meio académico cientifico,
uma vez que esses RNAs sao reguladores
da expressao génica e estdo intimamente
relacionados a processos fisioldgicos celulares
importantes, como apoptose e proliferacéo
celular.
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PALAVRAS-CHAVE: ZIKA, LNCRNAS, TRANSCRIPTOMA

11 INTRODUCAO

O Virus Zika (VZIK) teve seu isolamento na Africa 1947, em Uganda na floresta
de Zika, originando o nome dado a esse arbovirus. O isolamento do VZIK foi a partir de
amostras coletadas de macaco do género Rhesus que servia de estudo para o Virus
da Febre Amarela (VFA) na regiéo.

O VZIK possui genoma completo de aproximadamente 10.5 a 11kb de tamanho,
formado por RNA de fita simples com polaridade positiva, responsavel por conter
informacao para codificagdo de proteinas estruturais e ndo-estruturais sendo essas
ultimas responsaveis principalmente pela evasdo contra a resposta imune do
hospedeiro.

Pertencente a familia Flaviviridae e género flavivirus, assim como outros arbovirus
importantes para a saude publica mundial como o Virus Dengue (VDEN) e VFA, o VZIK
necessita de vetores artropodes do género Aedes para manter seu ciclo de replicacéo,
sendo Ae.aegypti e Ae.albopictus seus principais vetores, podendo infectar células
animais hospedeiras e ocasionar uma gama de doeng¢as em humanos.

O termo arbovirus provém do inglés arthropod-borne que foi designado em 1962,
para descrever os arbovirus que infectam animais vertebrados a partir de vetores
artropodes hematofagos. As principais regides que concentram uma grande variedade
de vetores artropodes sdo as de climas temperadas e tropicais, possibilitando um
ambiente propicio para reproducdo desses vetores e causando sua disseminagao no
mundo.

2 | FAMILIA FLAVIVIRIDAE E GENERO FLAVIVIRUS

A familia Flaviviridae e género flavivirus contém a maioria dos arbovirus que
causam problemas de saude publica e social em todo o0 mundo, chamando atencéao
da Organizacdo da Mundial da Saude (OMS) para tomar medidas preventivas contra
epidemias. Essa classe de familia e género é formada por virus que possuem RNA
de fita simples com polaridade positiva, chamando atenc¢do para outros arbovirus que
além do VZIK, sdo capazes de ocasionar agravos neurolégicos como o Virus West
Nile (VWN) e Virus da Encefalite Japonesa (VEJ).

O género Flavivirus possui dois agrupamentos importantes, sendo os virus
transmitidos por carrapatos e os virus transmitidos por mosquitos. A diversidade de
vetores artropodes de acordo com as caracteristicas das doencas por eles provocadas
e ampla distribuicdo geografica, sdo fatores importantes para considerar que ha
necessidade de medidas preventivas uma vez que inumeras populacbées mundiais
residem em areas endémicas.

Introduction to Bioinformatics Capitulo 1




O material genético é lido no sentido 5’ e 3’, possuindo regides que ndo sao
traduzidas (RNT) de aproximadamente 100 a 500 nucleotideos. Seu genoma pode
variar de 10.5kb a 11kb formando proteinas nao-estruturais que auxiliam no processo
de replicacao e proteinas estruturais, importantes nas estratégias virais de infecgao.
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FIGURA 1: Genoma completo de flavivirus, demonstrando a codificagdo de genes relacionados
a morfologia viral e 0os genes ndo-estruturais que estdo responsaveis por auxiliar o processo de
replicacéo e evasao imunoldgica da célula hospedeira.

FONTE: Adaptado de SHI and GAO, 2017.

3 | DINAMICA DE TRANSMISSAO DO ViRUS ZIKA

Para que ocorra a transmissdao do VZIK para seres humanos, ocorre
primeiramente o ciclo silvestre e posterior urbano, através das picadas de mosquitos
fémeas infectadas com o virus, sendo Aedes aegyptie Aedes albopictus, os principais
vetores, assemelhando-se a forma de transmissdo dos VDEN e Virus Chikungunya.
Os mosquitos do género Aedes estao confinados nas regides tropicais e subtropicais,
limitando assim o potencial de transmissao do VZIK.

M it
(S::f\:'-:STRE (L0 peont
Ae. albopictus
URBANO ’ Transmissao sexual,
/ \ \ transfusao de sangue
evertical,

Mosquitos
Ae. africanus

Ae.furcifer-taylori
Ae. dalzielf

Sources: CDC, PLOS, Reuters Credits: David Foster, Laurie Garrett, Doug Halsey, Gabriella Meltzer
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FIGURA 2: Ciclos silvestre e urbano de transmissao do Virus Zika.
FONTE: Adaptado de CDC, PLOS, Reuters

No entanto, estudos demonstraram transmissao perinatal e potencial risco para
a transmissao por transfusdo sanguinea. Aliado a isso, a transmissao sexual do VZIK
foi sugerida por Faye e colaboradores (2011) e posteriormente o virus foi detectado
em amostras de sémen e urina de um paciente com o quadro de hematospermia que
havia apresentado sintomas da infecgcao duas semanas antes da coleta.

A presenca de VZIK na urina, em titulos mais elevados por um periodo mais
longo que em amostras de soro, sugere sua adequagao como amostra para deteccéo
viral e diagnéstico da infecédo, sobretudo, depois de intervalos maiores ap0s o inicio
dos sintomas (entre 10 ou mais de 20 dias).

41 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas resultantes da infec¢do pelo VZIK, estéo relacionadas
com um grande numero de pacientes assintomaticos, aproximadamente 80%, tendo
como contrates as manifestacdes sintomaticas intimamente relacionadas com outras
infeccdes causadas por flavivirus, como VDEN e VCHIK. O VZIK é incubado por cerca
de 12 dias, os pacientes sintomaticos apresentam febre, erupcédo cultdnea mialgia,
artralgia, conjuntivite, disturbios gastrointestinais e dor de cabeca.

A apresentacéo clinica da infec¢ao por VZIK geralmente n&o é especifica e pode
ser confundida com outras arboviroses, mais comumente DENV e CHIKV. Em outubro
de 2015, casos de microcefalia comecaram a ser investigados no nordeste do Brasil
para verificar a hipbtese de uma associacao com o VZIK.

A microcefalia geralmente resulta do desenvolvimento anormal do cérebro. Suas
consequéncias a longo prazo dependem das anomalias fundamentais do cérebro
e podem variar de atrasos leves no desenvolvimento a déficit intelectual e motor,
como paralisia cerebral. Além das infeccbes congénitas, a mesma pode resultar
de anormalidades cromossémicas, exposicao a drogas, alcool ou outras toxinas
ambientais, fusdao prematura dos ossos do cranio (craniossinostose) e determinados
distarbios metabdlicos.

51 EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS ZIKA

A distribuicdo geografica dos arbovirus se estende pelos continentes e por todas
as regioes, em especial nas regides tropicais, devido as condi¢des favoraveis. Apesar
de hospedeiros e vetores existirem durante todo o ano, o ciclo de transmissao é
interrompido em paises de clima temperado na estacao de inverno.

O virus pode ser rapidamente disseminado, uma vez que uma Unica fémea
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de Aedes aegypti pode infectar varios hospedeiros por meio de suas alimentacdes
curtas (CONSOLI & OLIVEIRA, 1998). No inicio do ano de 2015, métodos moleculares
confirmaram a circulagdo do VZIK na Bahia (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015)
e em Sao Paulo, logo em seguida, nos estados do Rio Grande do Norte , Alagoas,
Maranh&o, Para e Rio de Janeiro.

Aliado a isso, durante o surto da infeccdo pelo VZIK reportado recentemente
no nordeste do Brasil no inicio do ano de 2015, as autoridades em saude publica
receberam relatos de médicos a cerca de um aumento no numero de recém-nascidos
com microcefalia. Logo em seguida, o Ministério da Saude do Brasil (MS) confirmou
um crescimento na prevaléncia de nascimentos com microcefalia no nordeste do pais,
comparado as estimativas registradas anteriormente (cerca de 0,5/10.000 nascidos
vivos), que sdo baseadas na revisao das certidées de nascimento e incluem as
descricbes das maiores anomalias congénitas. Desde entdo, o MS estabeleceu um
registro de microcefalia no Brasil, e em novembro de 2015, divulgou 0 aumento no
numero de casos de microcefalia.

Com frequéncia, as infec¢cdes por VZIK se tornaram uma realidade, com
consequéncias inimaginaveis para uma infec¢cao causada por arbovirus. Embora a
ocorréncia de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré seja atribuida ao VZIK, ainda
ha muito a ser investigado. Em 1° de fevereiro de 2016, a OMS declarou agrupamento
de microcefalia e VZIK, principalmente observado nas regides brasileiras, como
“Emergéncia de Saude Publica de Interesse Internacional” (PHEIC), isto € indicativo
da extensdo da emergéncia global.

6 | RNAs LONGOS NAO-CODIFICANTES (IncRNAS)

Os IncRNAs sdo RNAs com 200 nucleotideos ou mais que sdo sintetizados
abundantemente por diversos tipos celulares. Apesar do conhecimento voltado aos
IncBRNAs ainda ser modico, é elucidado que eles sdo encarregados de promover a
regulacao celular, como desenvolvimento, diferenciacdo e metabolismo.

As alteracOes fisiopatologicas ocasionadas pela infecgdo viral nas células do
hospedeiro, estéo relacionadas com a expressao diferencial de RNAs ndo-codificantes
de proteinas responsaveis pela regulacao génica celular, como os IncRNAs (long non-
coding RNAS).

Embora a patogénese do VZIK hoje seja bem elucidada, muitos estudos ainda
s80 necessarios para uma compreensao de forma mais completa de como ocorre
a interacado virus-hospedeiro. Diante disso, uma vasta area de transcritos sao alvos
importantes para ajudar a compreender tal interagéo, uma vez que o virus utiliza de
vias diferenciadas que estéao relacionadas com importantes mecanismos fisioldgicos
celulares - afim de evadir da resposta imune e manter seu ciclo de replicagao - sendo
ativadas a partir da regulacéo génica através de seus mediadores, como os IncRNAs
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7 | MATERIAL E METODOS

7.1 Preparacao da biblioteca e sequenciamento de RNA

As bibliotecas de RNA-seq foram preparadas de acordo com o protocolo sugerido
pelo guia de preparacdo de amostras TruSeq da lllumina. Resumidamente, 3 a 5
Mg de RNA total foram usados para o sequenciamento. O RNA restante foi usado
para a construcdo de ambas as cadeias de cDNA. A biblioteca foi entdo sequenciada
utilizando protocolos e reagentes padrao da lllumina em instrumentagéao NextSeq 550
(Hlumina). Os arquivos Fastq foram gerados pelo software CASAVA 1.8 offline. Analise
de controle de qualidade adicional foi realizada usando FastQC (Ref). A qualidade
média da sequéncia por base para todas as amostras foi superior a 32.

7.2 Analise dos dados

As leituras foram alinhadas ao genoma de referéncia do Mesocricetos auratos
disponivel no NCBI usando o programa Tophat (Ref) com os seguintes parametros “-G
mesocricetos.gtf -1 2000 -i 40 --no-coverage-search UCSC/sacCer3/Bowtie2Index/
genome”. Limites de transcricdo e quantificacdo foram determinados usando o
programa cufflinks (Ref). A visualizagéo de dados foi realizada no programa R Studio
(http://www.R-project.org/).

Os transcritos foram considerados novos se eles ndo se sobrepusessem com
transcritos anotados ou UTRs das extremidades fossem maiores de 50 pb diferentes
dos RNAs néo codificantes previamente relatados SUTs entre outros.

8 | RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Identificacao dos IncRNAs

Para a identificacdo de IncRNAs que foram submetidas cerca de 193 milhdes de
reads aos filtros de controle de qualidade para os efeitos aleatérios da variabilidade
deixando apenas transcritos que estavam presentes ou eram secundarios para RNA-
Seq. Para as leituras filtradas, a montagem de novo foi realizada, e 193.846 contigs
foram gerados com um valor N50 igual a 1,171 e taxa efetiva de leituras mapeadas
de 84,66%. Estes contigs foram usados como sequéncias de referéncia para a
identificacéo de IncRNA putativos em Hamster.

A dificuldade em caracterizar IncRNA em Mesocricetus auratus a falta de um
robusto banco de dados LncRNA e a baixa conservacdo do genoma entre hamsters,
exigiram um processamento em varios estagios dos dados com objetivos especificos.
A primeira foi a remogdo dos transcritos codificadores de proteinas (exclusdo de
transcritos que codificassem proteinas conhecidas). Como resultado, acima de 70K
contigs foram anotados (valor E <10-5) que foram descartados de andlise posterior.
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Em segundo lugar, um filtro altamente rigoroso foi aplicado para cobertura contig.

1dpi
(392)

3 dpi
(183)

5 dpi
(719)

Figura 3: Representacéo da expressao diferencial de IncRNAs

Este filtro permite minimizar o viés da montagem de novo e descarta os contigs
com baixa cobertura (12k contigs com alta cobertura <50 reads / pb). Como novos
transcritos de codificacdo de proteina poderiam se associar a novos transcritos
nao-codificantes no processo de predicao, foi utilizado o Calculador do Potencial de
Codificacao (CPC) entre 28-30 em para avaliar o potencial de codificagdo de proteinas
de novos transcritos e remover transcritos putativos de codificacdo de proteinas. Em
seguida, inspecionamos a presen¢a de quadros de leitura abertos (ORF)> 200 e a
presenca de dominios conservados de proteina putativa entre todos os quadros de
traducéo possiveis. Com base no valor de CPC e na previsdo de ORF, os contigs ndo
mostraram evidéncia de codificacdo de dominios potenciais e putativos conservados
dentro das suas sequéncias de aminoacidos previstas. As transcri¢cdes restantes foram
mapeadas contra o genoma de refeferéncia para garantir a qualidade da montagem.
Desse conjunto, 5.635 nao apresentaram sobreposicao parcial de locos preditos e
representam potenciais INcCRNAs de Mesocricetus auratus.

8.2 Caracterizacao dos IncRNAs

Para examinar se os INcCRNAs identificados neste estudo exibem caracteristicas
tipicas observadas em outros mamiferos (principalmente Hamsters), analisamos
caracteristicas como potencial de codificagdao, comprimento de sequéncia, conteudo
de GC e conservacao de sequéncias com espécies intimamente relacionadas. Como
os IncRNAs eram estritamente definidos por sua incapacidade de codificar proteina,
determinamos a probabilidade de codificacdo de nossos IncRNAs recém-identificados
e 0s comparamos com os conhecidos INcRNA, 3°'UTR, 5’UTR e mRNA codificador de
proteinas. Descobrimos que, a semelhanca de outras sequéncias nao codificantes,
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como o conhecido INcRNA, 3’'UTR e 5’'UTR, nossos novos transcritos de IncRNA tém
probabilidade de codificacdo extremamente baixa quando comparados ao mRNA
codificador de proteinas. Além disso, descobrimos que os novos e conhecidos INcRNAs
(fornecidos por anotacdo genémica de Mesocricetus auratus) eram mais curtos do
que os transcritos codificadores de proteinas. O comprimento médio dos novos e
conhecidos IncRNAs foi de 815 pb e 137727pb respectivamente, enquanto o mRNA
codificador de proteinas tem um comprimento médio de 3220 pb.

Semelhante aos relatos anteriores (LIU; DING, 2017; OUYANG; HU; CHEN,
2016), observamos que o0s IncRNAs identificados neste estudo apresentavam um
conteudo GC menor que os mRNAs codificadores de proteinas. Por exemplo, o
conteudo médio GC de novos IncRNA e mRNA foi de 38,1% e 45,2%, respectivamente.
Por outro lado, o contetdo GC médio da sequéncia 5°UTR e 3"UTR foi de 43,1% e
34,6%, respectivamente. No geral, o conteudo de GC da sequéncia ndo codificadora
foi relativamente menor que a sequéncia de codificacéo.

Ao Determinar os IncRNAs que foram altamente conservados para outras
espécies relacionados as espécies de estudo, semelhante ao estudo anterior
(CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018; OUYANG; HU; CHEN, 2016;
WANG et al., 2017), observamos sequencias com alto grau de semelhanca. Ao
agrupar esses IncRNAs altamente conservados, descobrimos que a maioria deles
compartilhava semelhancas de sequéncia com Hamster domésticos, sugerindo que eles
eram presumivelmente especificos do género. Embora os IncRNAs do Mesocricetus
auratus compartilhe alta similaridade, principalmente Mus musculus, em comparacao
com os IncRNAs totais. Apenas 11% (1.258 dos 11.376 IncRNAs) apresentaram alta
similaridade com espécies evolutivamente mais relacionados.
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