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Resumo

Considerada uma drea emergente, o estudo da Interacdo Entre Patégenos (PPl — Pathogen-
Pathogen Interaction, em inglés) tem recebido considerdvel atencdo devido as implicagdes de
saude que ela representa para a populacdo humana. No inicio do desenvolvimento desta pes-
quisa, bidlogos do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
realizaram analises nos genes e proteinas do Papilomavirus humano tipo 16 (HPV 16) contidos
em bancos de dados de sequéncias do NCBI — National Center for Biotechnology Informa-
tion. Essas andlises iniciais resultaram em alinhamentos similares e em sintenia com o genoma
da Chlamydia trachomatis. Como esses patégenos estdo distantes filogeneticamente, pouco
se sabe sobre seu histdrico de interacio e evolucdo a nivel genético. Portanto, uma pesquisa
que avalie as similaridades entre os genomas desses organismos poderia contribuir para uma
melhor compreensio do processo de interagdo entre eles, estabelecendo uma relagdo ecolédgica
e de padrdes evolutivos que podem contribuir para a magnitude da infecao causada por esses
agentes.

Analisar eventos evolutivos entre genomas filogeneticamente distantes envolve procurar
por padrdes que a priori ndo sdo conhecidos em regides conservadas dos genomas, levando em
consideragdo suas caracteristicas especificas. Tendo em vista a ndo disponibilidade de méto-
dos computacionais para tratar deste problema e suas especificidades, o presente trabalho se
propos realizar estudo sobre abordagens atuais para problemas deste tipo e a implementar uma
heuristica, utilizando métodos computacionais classicos de busca por padrdes em sequéncias e
conhecimentos bioldgicos especificos, afim de investigar possiveis relagcdes evolutivas e intera-
coes entre as espécies Alphapapilomavirus 9 e Chlamydia trachomatis através da aplicacdo de
técnicas computacionais e gendmica comparativa.

A implementacgdo da heuristica envolveu gerar informacdes sobre homogeneizacao dos ge-
nomas, uso de codon, propriedades fisico-quimicas dos aminodcidos e descoberta de motifs co-
muns as sequéncias, através da busca exaustiva. Como os resultados resultados obtidos foram
volumosos, eles foram agrupados utilizando o método estatistico de andlise de correspondéncia
para fins de uma melhor visualizacio das relagdes entre as diferentes varidveis de andlise e os
resultados. O agrupamento final trouxe indicios que suportam a hipétese inicialmente levan-
tada pelos bidlogos, dando margens para novas interpretacdes sobre como esses organismos se
relacionam.

Palavras-chave: biologia computacional, interacdo entre patégenos, descoberta de motifs.
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Abstract

Considered an emerging area, the study of Pathogen-Pathogen Interaction has received consi-
derable attention over the recent years because of the health implications it poses to the human
population. At the beginning of this research project, biologists from the Department of Bio-
logy from the Federal Rural University of Pernambuco conducted an analysis on the genes and
proteins of Human papillomavirus type 16 (HPV 16) contained in the National Center for Bi-
otechnology Information (NCBI) sequences databases. The initial analysis resulted in similar
alignments and in synteny with the genome of Chlamydia trachomatis. As these pathogens are
phylogenetically distant, little is known about their history of interaction and evolution at the
genetic level.

The analysis of evolutionary events between phylogenetically distant genomes involves lo-
oking for patterns that are not previously known in conserved regions of the genomes, taking
into account their specific characteristics. Considering the non availability of computational
methods to deal with this problem and its specificities, the present research project intends to
study current approaches to similar problems and to implement a heuristic using classical com-
putational methods for motif fiding and specific biological knowledge in order to investigate
possible evolutionary relationships and interactions between the species Alphapapilomavirus 9
and Chlamydia trachomatis through the application of computational techniques and compara-
tive genomics.

The implementation of the heuristics involved gathering information about genome homo-
genization, codon usage, physiochemical properties of amino acids, and finding motifs com-
mon to the sequences through exhaustive searching. Since the results obtained from the im-
plementation of the heuristic were bulky, it was necessary to cluster them through a statistical
method. The method chosen was correspondence analysis, which helps with data visualiza-
tion and allows the view of relationships between the variables of the analysis and the results
obtained. This clustering of the data gathered in the process provided clues that support the
hypothesis initially raised by the biologists, allowing for the formulation of new interpretations
as of how these organisms interact.

Keywords: computational biology, pathogen-pathogen interaction, motif finding, motifs.
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PARTE 1

Introducao



CAPITULO 1

Apresentacao

"Na triade epidemiologica cldssica, a expressdo clinica das doencas
infecciosas é interpretada como um produto de uma relagcdo intrinseca
envolvendo um agente infeccioso, a resposta imune do hospedeiro e fatores
ambientais. [...] existe um interesse crescente no fato de que agentes
infecciosos frequentemente ndo agem de forma independente; mas seu
potencial de viruléncia é mediado de diversas formas através de seus
relacionamentos com outros patogenos."

—SINGER, 2010

A Biologia Computacional é definida pelo National Institute of Health — NIH (Instituto Naci-
onal de Saude, em portugués) como “O desenvolvimento e aplicagdo de métodos tedricos e de
andlise de dados, modelagem matematica e técnicas de simulacdo computacional para o estudo
de sistemas bioldgicos, comportamentais e sociais” (M. HASELTINE F., 2000). Neste sentido,
a biologia computacional € intrinsecamente multidisciplinar, abrangendo diversos campos das
ciéncias da vida, desde moléculas a ecossistemas, tornando-se indispensavel no avango dessas
ciéncias (BOURNE; BRENNER; EISEN, 2015). Uma das principais contribui¢des da Biologia
Computacional € a recuperacio e descoberta de novas informagdes a partir daquelas armaze-
nadas em diferentes niveis de modelagem, tais como sequéncias e estruturas (NUSSINOV et
al., 2015). Através da Computacgdo, os processos de recuperacdo, extracdo e andlise de dados,
antes muito custosos, tornaram-se baratos e acessiveis, € o desenvolvimento das técnicas de
simulagdo computacional possibilitou encontrar novas interpretagdes, como novas funcoes de
proteinas (SCIACCA, 2009).

Considerada uma drea ainda emergente, o estudo da Interacdo Entre Patégenos (PPI —
Pathogen-Pathogen Interaction, em inglés) tem recebido considerdvel atencdo devido as im-
plicacdes de satide que ela representa para a populacdo humana, sendo assim uma forma de
epidemiologia. A interacdo entre patdgenos tem impacto em muitos fatores, mas principal-
mente nos fatores de viruléncia', o que pode potencializar as patologias causadas pelos agentes
infecciosos no hospedeiro. Estudar a PPI contribui de maneira significativa para a pesquisa,
tratamento e prevengdo das implicagdes resultantes da interacdo sindémica entre patdgenos
(CATTADORI; BOAG; HUDSON, 2008; SINGER, 2010).

!Viruléncia: capacidade de infeccio de um agente, mas nio necessariamente infeccio patégena.

13



1.1 MOTIVACAO 14

1.1 Motivacao

No inicio do desenvolvimento desta pesquisa, bidlogos do Departamento de Biologia da Uni-
versidade Federal Rural de Pernambuco realizaram andlises nos genes e proteinas do Papilo-
mavirus humano tipo 16 (HPV 16) contidos em bancos de dados de sequéncias do NCBI —
National Center for Biotechnology Information. Essas andlises resultaram em alinhamentos
similares e em sintenia> com o genoma da Chlamydia trachomatis. Posteriormente, foi emitida
uma nota no banco de dados indicando que o genoma continha um contaminante. Essa nota,
por sua vez, instigou os bidlogos a realizarem uma investigacdo da coexisténcia evolutiva entre
ambos os patogenos.

O Papilomavirus humano (HPV) € um virus pertencente a familia Papillomaviridae, que
apresenta um histérico intimo de coevolugdo junto ao seu hospedeiro. O virus é um dos princi-
pais agentes causadores de cancer cervical no mundo (CLIFFORD et al., 2003), e atualmente
€ foco de uma campanha de vacina¢do mundial, principalmente entre criancas e adolescentes.
A Chlamydia trachomatis (CT) € uma bactéria gram-negativa, incapaz de sintetizar ATP (ade-
nosina trifosfato — um nucleotideo que € subproduto da respiracao celular e é responsavel
por armazenar energia proveniente da respiracdo celular e fotossintese para consumo imedi-
ato) e necessita viver, obrigatoriamente, no interior da célula do hospedeiro. Esta bactéria é
responsavel pelo desenvolvimento do tracoma e também & o principal responsavel por doengas
sexualmente transmissiveis, como a clamidiase (GAUNT et al., 2003; CHOROSZY-KROL et
al., 2012).

Recentemente, dados sobre a infeccdo causada por esses dois organismos apontam para
uma relacao benéfica mitua entre ambos os patégenos (SIMONETTI et al., 2009; TAVARES
et al., 2014; WOHLMEISTER et al., 2016). Por compartilharem o mesmo ambiente, o interior
de células do colo do utero, permitiu-se levantar a hipotese de que ambos genomas estariam
sujeitos a eventos de transferéncia lateral de genes comuns. Todavia, ndo existe informacao
sobre a ocorréncia destes eventos entre ambos patégenos. Desta forma, uma pesquisa que
avalie as similaridades entre os genomas de ambos os patdgenos poderia contribuir para uma
melhor compreensao do processo de interagdo entre os mesmos e estabelecer além da relacao
ecoldgica, a relagdo de padrdes evolutivos que podem contribuir para a magnitude da infec¢do
causada por esses agentes.

1.2 Problema de Pesquisa

Analisar eventos evolutivos entre genomas filogeneticamente distantes envolve procurar por
padrdes que a priori ndo sdo conhecidos em regides conservadas dos genomas, levando em
consideragdo suas caracteristicas especificas. Atualmente essa andlise € feita utilizando-se al-
gumas ferramentas como o Mauve®, 0o MUSCLE* e o COPid, as quais nio sio adequadas para

2Sintenia: estado no qual dois ou mais genes estio presentes em um mesmo Cromossomo.

3Sistema que constréi alinhamentos miiltiplos considerando processos de rearranjo e inversdo génica.

4Ferramenta utilizada para comparar alinhamentos muiltiplos entre sequéncias de proteinas.

3Servidor web que auxilia na anotacio das fungdes de proteinas, considerando sua composicio, utilizando
parte ou a proteina completa.
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o tipo de andlise que se deseja fazer nos organismos aqui estudados. Os resultados buscados
diferem daqueles que se desejam analisar e apresentam baixa precisdo quando aplicadas ao
conjunto de dados deste trabalho. Um outro problema associado é o grande volume de dados
gerados neste tipo de andlise, visto que, como nao conhecemos os padrdes, todas as possibili-
dades devem ser enumeradas e o cruzamento dos dados, automatizado.

1.2.1 Pergunta de Pesquisa

Este trabalho procura responder a seguinte pergunta de pesquisa:

"Em que medida técnicas de busca e estratégias de andlise podem ser combinadas em uma
heuristica para a descoberta de padroes no problema da andlise de eventos evolutivos entre
genomas filogeneticamente distantes?"

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Tendo em vista a ndo disponibilidade de um método de anélise especifico e automatizado para
tratar deste problema, o presente trabalho se propde a implementar uma heuristica que utiliza
métodos computacionais cldssicos de busca por padrdes em sequéncias e conceitos da biologia
molecular, como a gendmica comparativa, afim de investigar possiveis relacdes evolutivas e
interacdes entre as espécies Alphapapilomavirus 9 e Chlamydia trachomatis.

1.3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa se configuram em:

—

. Estudar as propriedades e restri¢des biologicas das regides analisadas;

2. Definir uma heuristica de andlise através da combinacdo entre técnicas de Computagdo e
Biologia;

3. Implementar o algoritmo de Busca Exaustiva adaptado para o problema, como o objetivo
de encontrar padrdes curtos e repetitivos que sdo comuns as sequéncias analisadas;

4. Obter informacdes sobre a homogeinizacao dos genomas, uso de cddons por cada sequén-
cia e suas propriedades fisico-quimicas;

5. Agrupar os dados obtidos utilizando Estatistica Multivariada.

1.4 Conteuado do Documento

O presente documento encontra-se dividido em trés partes: a Parte I engloba os capitulos I, II,
III e IV que tratam dos conceitos introdutdrios. A Parte II estd distribuida da seguinte forma: o
Capitulo II traz os conceitos necessdrios para entender os elementos buscados, sua importancia,
estruturas e funcdes, do ponto de vista biolégico. No Capitulo III, conceitos da computagdo
necessdrios para a resolugdo do problema sdo explicados brevemente. No Capitulo IV sdo
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apresentados os métodos relevantes na busca por padrdes curtos e repetidos nas sequéncias,
que sao utilizados, criados ou adaptados em trabalhos relacionados. O Capitulo V traz a me-
todologia utilizada na pesquisa tais como suas fases e abordagens utilizadas, e outros aspectos
como a natureza e abordagem da pesquisa sdo definidos. Seguido da metodologia, no capitulo
VI sdo apresentados os resultados obtidos e suas discussoes. Por fim, o Capitulo VII traz a
conclusdo da pesquisa e comenta brevemente sobre os impactos da pesquisa e encerrando-se
com os trabalhos futuros. Os Capitulos VI e VII compdem a Parte I1I deste trabalho, intitulada
Conclusao.



CAPITULO 2

Fundamentos Biologicos

"Do ponto de vista historico, e num contexto contempordneo e técnico, o
lema da genética molecular e da biotecnologia segue sendo ’biologia é
rn

informagdo’.
—THACKER, 2005

Consideracoes iniciais

Procurar e analisar padrdes que indicam interagdes génicas entre patdgenos exigem o conheci-
mento de alguns conceitos das dreas de Biologia Molecular e Genética. Este capitulo traz, de
forma breve, alguns dos conceitos dessas dreas que estdo ligados ao problema de pesquisa aqui
tratado. Se desejar, o leitor € direcionado a consultar (DOUDNA; COX, 2012) e (PIERCE,
2012) para mais detalhes.

2.1 Moléculas Organicas: estruturas, fungoes e processos

O inicio da vida, em termos de moléculas organicas, se deu durante o periodo conhecido como
sopa primordial. Foi durante esse periodo que processos quimicos aleatérios deram origem a
diversas moléculas organicas complexas e grandes, denominadas macromoléculas ou polime-
ros. Essas macromoléculas, formadas por subunidades repetidas chamadas mondmeros, podem
ter denominagdes diferentes baseadas em sua estrutura quimica e fung¢ao, tais como acidos nu-
cleicos, carboidratos, lipidios e proteinas. O foco desta pesquisa estd nos trés polimeros res-
ponsdveis pela manutencdo da informacgdo genética e processos metabdlicos da célula que sdao
essenciais para todas as formas de vida conhecidas: os dcidos nucleicos, DNA e RNA, e as pro-
teinas (Figura 2.1) (CECH, 2012; ROBERTSON; JOYCE, 2012; EIDHAMMER; JONASSEN;
TAYLOR, 2000).

2.1.1 Acidos Nucléicos

Os 4cidos nucléicos sao polimeros essenciais para que os organismos vivos como conhecemos
pudessem surgir e evoluir, desempenhando um papel crucial nos processos de manutencio e
regulacdo das fungdes bioldgicas, e também de heranga de caracteristicas (ACHAR; SATROM,
2015; CECH, 2012).

17
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Figura 2.1: O RNA, precursor das proteinas e do DNA. Mundo RNP (ribonucleoproteina) se
refere ao periodo em que as proteinas surgiram a partir dos processos de sintese de proteina
iniciados gragas ao surgimento do RNA. LUCA, do inglés Last Universal Common Ancestor,
se refere ao ultimo ancestral comum a todas as espécies conhecidas atualmente. Traduzido de:
(ROBERTSON; JOYCE, 2012)

O 4cido ribonucléico (RNA) é uma macromolécula que prosperou durante a fase do sur-
gimento das moléculas orgdnicas complexas ha quase cinco milhdes de anos. O seu apareci-
mento possibilitou que a expressdao de hereditariedade e catalisacdo de reagdes quimicas em
células primitivas fosse possivel. Posteriormente, o RNA deu origem a outras macromoléculas,
o 4cido desoxirribonucléico (DNA) e as proteinas, que assumiram os papeis de armazenar as
informacdes genéticas, no caso do DNA, e de ser um catalisador e componente estrutural das
células, no caso das proteinas. Apesar disso, 0 RNA permanece como mediador e catalisador
em processos fundamentais nas células modernas. Sua fungdo principal € participar da sintese
de proteinas, mas ele também desempenha outras fun¢des como corte e ligagdo de outras mo-
léculas de RNA, e catdlise na formacdo de ligagdes peptidicas nos ribossomos, chamados de
ribozimas (ROBERTSON; JOYCE, 2012; ALBERTS et al., 2002).

O 4cido desoxirribonucléico (DNA) é uma macromolécula que surgiu apds o RNA, se es-
pecializando em armazenar informagdes genéticas que coordenam o desenvolvimento e fun-
cionamento dos seres vivos, incluindo alguns virus (JUNQUEIRA et al., 1998). Por muitos
anos, os cientistas procuraram estabelecer a sua forma espacial sem sucesso. Apenas em 1952,
a cientista britanica Rosalind Franklin, através de difracdo de raios X e cristalografia, obteve
imagens que axuliaram na compreensio da estrutura desse polimero. Em 1953, Watson e Crick,
baseados nos trabalhos de Rosalind e Wilkins, propuseram um modelo de fita dupla tridimen-
sional para o DNA. O conjunto de sequéncias de DNA de um organismo é denominado gene,
e, o conjunto de genes constitui um genoma (INSTITUTE, 2017; PRAY, 2008).

Em se tratando de sua composi¢do quimica, ambos DNA e RNA sdo bastante semelhantes,
sendo constituidos de mondmeros chamados de nucleotideos. Eles, por sua vez, sio compos-
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tos por um grupo fosfato, um agicar (desoxirribose ou ribose) e uma base nitrogenada. Os
nucleotideos sdo divididos em purinas (Adenina e Guanina) e pirimidinas (Citosina, Timina
e Uracila), compostos organicos formados por anéis aromdticos nitrogenados, sendo as puri-
nas maiores do que as pirimidinas e possuindo um um anel de carbono-nitrogénio duplo. Um
fato curioso, observado por Irwin Chargaff, € que as purinas se unem as pirimidinas através
de pontes de hidrogénio buscando maximizar esse tipo de ligagdo para se tornarem estaveis,
favorecendo o emparelhamento de base purina-pirimidina. A diferenca de tamanho também
tem um papel determinante para que esse emparelhamento ocorra sempre entre esses dois com-
postos. Esse fendmeno € conhecido como Regra de Chargaff e os emparelhamentos entre as
bases sdo chamados de pareamentos complementares (DOUDNA; COX, 2012). Para o DNA,
os nucleotideos sao a Citosina (C), Guanina (G), Adenina (A) e Timina (T). No RNA, a Timina
(T) € substituida pela Uracila (U). A estrutura final dessas macromoléculas pode ser vista na
Figura 2.2.

2.1.2 Proteinas

Ap6s os surgimento dos procariotos e eucariotos, as propriedades evolutivas do codigo genético
estabeleceram que os nucleotideos dispostos em trincas dariam origem a estruturas organicas
chamadas de aminoécidos. Os aminodcidos sao os mondmeros das proteinas, macromoléculas
importantes na regulacio das fungdes bioldgicas das células. Elas sdo responsaveis por assu-
mir vérios papeis na célula, dentre eles o de componente estrutural, onde elas provém estrutura
e suporte para as células; anticorpos, que se ligam a particulas estrangeiras, tais como virus
e bactérias; enzimas, que catalisam quase todas as reagdes quimicas que ocorrem na célula;
mensageiros, que transmitem sinais para coordenar processos bioldgicos entre células, tecidos
e Orgdos; e, transporte € armazenamento, onde elas carregam 4tomos e pequenas moléculas
dentro e fora das células (DOUDNA; COX, 2012). Os quatro nucleotideos podem estar dis-
postos em 64 combinacdes de trincas diferentes, formando 20 aminoécidos, dos quais nove sdo
descritos por dois cédons sindnimos', cinco sio descritos por quatro cédons diferentes, trés
s@o codificados por seis cddons e dois aminodcidos sdo codificados por um cédon. Apenas um
aminodcido € codificado por trés cédons, mas o cédon de terminacdo (stop codon) também é
codificado por trés trincas diferentes. Os cddons sindnimos normalmente se diferem por um nu-
cleotideo na terceira posi¢ao, ou na segunda posi¢do, em alguns aminodcidos (SUEOKA, 1961;
GOUY; GAUTIER, 1982). Os c6dons sindbnimos variam entre os genomas, possibilitando a ve-
rificacdo de relacdes evolutivas entre sequéncias diferentes. Um indicador de homogeneidade
em trechos do genoma € a propor¢ao de cdédons constituidos pelos nucleotideos Guanina (G) e
Citosina (C) (contetido-GC), ja que sua presenca em grandes taxas indicam que mutagdes dele-
térias ocorreram com menos frequéncias naquele cédigo genético (LOBRY; CHESSEL, 2003;
LI, 1987; ARCHETTI, 2004).

ICédons sindnimos: cédons que possuem uma leve mudanga em suas bases (geralmente na segunda ou terceira
base) mas que representam o mesmo aminodcido. Um exemplo de c6dons sindnimos seriam os cédons UUU e
UUC, que representam o aminodcido Fenilalanina.
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Figura 2.2: Estrutura dos dcidos nucléicos DNA e RNA. Traduzido de: <https://en.wikibooks.
org/wiki/An_Introduction_to_Molecular_Biology/RNA:The_ribonucleic_acid>

2.1.3 Motifs

Durante a sintese de proteinas (tradugdo), na etapa de iniciagdo, regides da sequéncia do RNA,,
interagem com um complexo de inicializacao que € formado por proteinas e enzimas que auxi-
liam no processo de ligacao do ribossomo ao RNA,,. Essas regides do RNA,, sdo um consenso
de bases que indicam o local de ligacdo do ribossomo para a sintese da proteina. Esse consenso
ou sequéncia de bases (aqui chamados de motif) é denominado de sequéncia reguladora, e esta
associada a expressao génica. Tais motifs estdo presentes em grande nimero nas sequéncias
localizadas no inicio dos genes e se dividem em dois tipos: promotores e reforcadores.
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Figura 2.3: Motifs, promotores e fatores de transcricdo. Fonte: (LEMOS; ARAGAO; CASA-
NOVA, 2003)

Quando os fatores (proteinas e enzimas auxiliares) estdo nas proximidades de um sitio
de ligacdo (motif), o ribossomo ird iniciar o processo de sintese a partir daquele local e ird
seguir a sequéncia até a fase de término. A presenca do cédon de término (stop cddon) e
de motifs reguladores ird determinar o fim da sintese da proteina. Sendo assim, os motifs
possuem um papel importante na sintese de proteinas e expressdo gé€nica, sendo possivel que
um mesmo trecho de uma sequéncia de RNA possa sintetizar mais de uma proteina, como
mostra a Figura 2.4. Portanto, motifs de mesmo comprimento em locais e de sequéncia de
bases semelhantes que estdo presentes em trechos de genomas de dois organismos, podem

indicar que esses organismos sintetizam as mesmas proteinas ou proteinas similares (PIERCE,
2012).

HPV16
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Figura 2.4: Frames de leitura (ORFs) e RNAm do genoma do HPV16. Observe que hd uma
sobreposicao nas regides E2 e E6, o que indica que um mesmo trecho de RNAm sintetiza
proteinas diferentes. Fonte: (SCHWARTZ, 2013).



CAPITULO 3

Fundamentos Computacionais

Consideracoes iniciais

A palavra "algoritmo"é derivada do nome do arabe matemdtico al-Khwarizmi, que viveu du-
rante o século IX. Um algoritmo é um conjunto de instru¢des bem definidas que frequentemente
envolve a repeticao de uma operacao com o propésito de desempenhar uma tarefa especifica,
como calcular o minimo divisor comum entre dois nimeros inteiros ou descobrir padrdes em
sequéncias de DNA (CORMEN, 2009). Como muitos problemas da Biologia Computacional
sdo NP-Completos, este capitulo fala brevemente sobre conceitos de complexidade e uma das
formas de tratar do problema de busca por motifs regulatérios. Caso o leitos ndo esteja fa-
miliarizado com tais conceitos, pode-se consultar (CORMEN, 2009), (FEOFILOFF, 1999) e
(STORMO, 2004) para um entendimento mais aprofundado.

3.1 Complexidade do Problema

Em Ciéncia da Computacdo costuma-se classificar problemas de acordo com sua complexi-
dade, medida em fun¢do do tamanho da entrada, referénciado como n. Problemas para os quais
conhecemos uma solu¢do de complexidade polinomial, considerados tratdveis ou fdceis, sao
classificados como pertencentes a classe P, ou seja, o nimero de operagdes necessarias para
resolvé-lo é descrita como um polindmio em fun¢do do tamanho de entrada n (CORMEN,
2009; FEOFILOFF, 1999).

No entanto, hd uma classe de problemas para os quais nao se conhece uma solu¢do polino-
mial. Porém, ndo foi demonstrada que ela ndo existe. A soluc@o deste conjunto de problemas,
por sua vez, pode ser verificada em tempo polinomial. Estes problemas sao classificados como
pertencentes a classe NP, ou seja, para os quais existe um certificado que pode ser verificado
em complexidade polinomial por um algoritmo deterministico. NP € uma abreviacio para Non-
deterministic Polynomial. Basicamente, pertencer a classe NP implica em poder veririficar, em
tempo polinomial, se uma suposta solu¢do de uma instancia do problema € de fato uma solugao.

Uma mdaquina nao deterministica € uma abstra¢do. Trata-se de um modelo computacional
que sdo constituidos de uma fase onde uma fun¢do de Escolha E escolhe uma possivel solugdo
em um conjunto, e esta solugdo € verificada utilizando comandos de uma méquina determinis-
tica. Se o elemento informado pela fungdo escolha for uma solugdo para o problema a mdquina
ird aceitar a solucdo e, caso contrdrio, a rejeitard. Quando esta verificacdo € feita em tempo
polinomial, o problema é dito Nao-deterministicamente Polinomial, pertencendo, portanto, a
classe NP.

22
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Um outro aspecto também considerado no estudo desta classe de problemas € o conceito de
redutibilidade. Dizemos que um problema A pode ser reduzido a um problema B quando pode-
mos transformar uma instancia de A em uma instancia de B e uma solu¢do de B em uma solugao
de A. Desta forma, se conhecermos uma solucao para B, no caso, um algoritmo polinomial para
B, podemos resolver A através de B, utilizando as transformacdes. Se as transformagdes sdao
feitas em tempo polinomial, dizemos que A € polinomialmente redutivel a B. Um problema
que pertence a classe NP e é polinomialmente redutivel aos demais problemas desta classe é
dito NP-dificil (CORMEN, 2009; FEOFILOFF, 1999).

3.2 Descobrindo Motifs

A 1identificacdo de padrdes conservados entre sequéncias pode dar indicios de que elas estdo
relacionadas funcionalmente e estruturalmente. No entanto, procurar por motifs em biossequén-
cias envolve procurar por padrdes onde had pouca variabilidade e bastante repeticdo, ja que o
codigo genético estd descrito num alfabeto de quatro caracteres para o DNA e o RNA e 20 para
as proteinas (STORMO, 2004).

3.2.1 Busca Exaustiva

Os problemas de descoberta de padrdes sdo NP-dificeis e, portanto, por ndo se conhecer uma
solu¢do polinomial faz-se necessario aborda-lo de modo a encontrar uma melhor solu¢do em
tempo vidvel. Métodos comumente utilizados neste tipo de problema sido baseados na busca
exaustiva. A busca exaustiva, apesar de ter complexidade de tempo exponencial no pior caso,
pode ser utilizada em conjunto com técnicas que diminuem o espago de busca afim de reduzir a
complexidade de tempo. Inicialmente, o método mais simples € enumerar todos os padrdes que
satisfazem as restricdes das sequéncias analisadas, contar suas ocorréncias € comparar se elas
existem em ambas. Esse método é cabivel para padrdes pequenos e simples, como 0s motifs.
Felizmente, muitos sitios de ligagcdo sdo padrdes sem interrup¢des € com pouca variagao, sendo
possivel utilizar a busca exaustiva como abordagem para esse tipo de problema (BREJOVA et
al., ; STORMO, 2004).

Informalmente, o problema da descoberta de motifs é descobrir padrdes relacionados de
um tamanho especificado em uma cole¢do de um fragmento de DNA ou RNA. Seja D =
(Dy,---,Dy) uma colecdo de trechos de DNA sobre um alfabeto de nucleotideos £ = (A,C, T, G),
e, seja |Dj| =n el < n o tamanho do trecho que estamos procurando, o problema pode ser for-
malizado como:

Dada uma colegio de trechos de DNA D = (Dy,---,D;), cada trecho de tamanho n
e um numero inteiro 0 < [ < n, encontre a lista de posi¢des iniciais (alinhamento)
s = (s1,--,5:) que possuem os trechos mais similares possiveis.

E possivel reformular o problema da busca por motifs em um problema mais simples. Con-
sidere o problema da Busca pela String Mediana:

Dados dois l-mers (trechos de tamanho 1) v e w, podemos calcular a distancia de Hamming
entre eles como o niimero de posigoes que diferem entre v e w.
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A distancia de Hamming entre dois trechos v e s € dada por

dn(v,s) = ildH(V»Dj[Sj 28l

Portanto, a distancia total entre um trecho v e a cole¢do D €

DistanciaTotal(v,D) = mindy (v,s).

Logo, o problema da string mediana consiste em achar /-mers que satisfazem a restri¢ao da dis-
tancia de edi¢ao entre dois trechos, dadas posi¢des iniciais nas sequéncias de entrada. Esse pro-
blema se classifica como um problema de minimizacdo: estamos procurando ocorréncias que
minimizem dy (v, w) através de todas as posicodes iniciais de uma sequéncia S = (s1,s2,...,5)
paral <s; <n—I[+1(STORMO, 2004).



CAPITULO 4

Trabalhos Relacionados

Consideracoes Iniciais

Neste capitulo sdo citados e discutidos alguns métodos que se propdem a resolver o problema
da busca por padrdes curtos (motifs) entre sequéncias genéticas, que constitui parte essencial
do problema de pesquisa deste trabalho.

Busca por motifs Regulatorios

No livro An Introduction to Bioinformatics Algorithms, Stormo (STORMO, 2004) discute o
método de busca exaustiva como uma abordagem inicial para tratar a busca por motifs regu-
latérios (regulatory motif finding). Uma outra estratégia proposta por Stormo apresenta um
problema semelhante: a utiliza¢do da string mediana para demonstrar a equivaléncia compu-
tacional entre os dois problemas. O problema da string mediana é utilizado para solucionar
a busca por motifs juntamente com a técnica de poda das Arvores de Busca (search trees),
constituindo uma abordagem por forca bruta.

Montanari (MONTANARI et al., 2016) traz uma solu¢do implementada que esta alinhada
com o problema em questao através de uma implementacao do algoritmo R-MBP (Root-element
Best-matching Problem) utilizando a técnica de Programa¢do Dindmica (DP - Dynamic Pro-
gramming, em inglés). No trabalho, o problema de busca pelos padroes é definido como pontos
de interesse em uma trilha (frack) no qual as regides do genoma sdo reduzidas aos pontos. O
casamento (match) entre a query e uma trilha é definido através de uma func¢do injetora, onde o
custo € definido em funcdo dos matches iniciais. Sendo assim, o problema tratado pelo R-MBP
consiste em encontrar e determinar uma funcdo f* com o menor custo por match para duas
trilhas de entrada.

Fan (FAN et al., 2015) utilizaram uma abordagem promissora adotando uma estratégia de
variacdo no comprimento dos motifs. Através do uso de um framework de Algoritmos Gené-
ticos (GA), os autores desenvolveram um algoritmo chamado de ALDILM. O algoritmo lida
com a busca de motifs 6timos em sequéncias de DNA comparando com um motif 6timo pré-
determinado. Ele considera um motif inicial de tamanho trés e uma populagdo de 64 possiveis
individuos (pois cada sitio do motif apenas assume uma das quatro bases nitrogenadas). A
partir dai, o tamanho dos individuos ird crescer em uma unidade a cada época até que ele atinja
um tamanho méiximo determinado. Para isso, uma fun¢do de escore (scoring) é utilizada para
encontrar o tamanho e o motif 6timos que serdo utilizados na anélise. Pela natureza genética do
algoritmo, trés operagdes sdo utilizadas: mutagdo, adicdo e delecdo. A mutacdo € uma operacao
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importante pois impede a repeticdo de motifs durante as iteracdes do algoritmo (no experimento
ela foi fixada em 0.2% para garantir a individualidade de cada um dos 64 tipos iniciais desta-
cados pelo autor). A operacdo de adicdo confere uma nova andlise de escore para os motifs
através da adicdo aleatdria de uma base ao final de ambos os motifs comparados. Por tltimo, a
delecao apenas garante que os novos motifs obtidos através da operacdo de adicdo possam ser
restaurados a sua forma original. O algoritmo foi testado com dados simulados e dados reais.
Segundo os autores, os resultados sdo consistentes com a realidade e similares com o de trés
métodos conhecidos: Gibbs Sampler, MEME e Weeder. No que diz respeito ao desempenho,
ele possui desempenho similar ou até melhor que os métodos mais utilizados, porém, dada sua
natureza estocdstica, ndo hé garantias de que ele consiga achar o tamanho e motif 6timos em
todas as ocasioes.

Al-Ouran (AL-OURAN et al., 2015) trata o problema com métodos combinatdrios como o
RILP (Relaxed Integer Linear Programming). Nele o problema é abordado como o um outro
problema (Set Cover Problem) onde o problema de selecao de motif € tratado como um um
programa linear inteiro 0-1 e o objetivo € encontrar um vetor 0-1 com tamanho que satisfaca
a restri¢cdo de que, o subconjunto encontrado seja o menor possivel que case com o conjunto
inicial (chamado de conjunto universo). Esse algoritmo utiliza aproximagdo em tempo linear,
ou seja, é possivel obter uma solucao em tempo polinomial no pior caso.

Brown (BROWN, 2012) adotou uma técnica evolucionaria conhecida como mundos multi-
plos (Multiple Worlds), onde agentes da populacao estudada devem evoluir para se especializa-
rem um papel. Ela utiliza uma funcao de fitness para avaliar a adaptacdo da populacao.

Maiti e Mukherjee (MAITI; MUKHERIJEE, 2015) utilizam o método de Monte-Carlo para
maximizar a acurdcia de descoberta de padrdes nas sequéncias, onde hd a selecdo da cadeia
de Markov mais promissora e € introduzido um fator de aleatoriedade. Apds isso, é feita uma
simulacdo para atualizar uma varidvel de entrada 6. Isso ajuda o algoritmo a evitar um maximo
local e o torna mais efetivo na busca pelos padroes. Como conclusio, € feita uma comparagao
entre a abordagem tradicional (sem o fator de aleatoriedade) e a nova abordagem descrita pelos
pesquisadores.

Falah, Maroua e Mourad (FALAH; GHNIMI; ELLOUMI, 2014) discutem um algoritmo
novo, criado pelos préprios autores, chamado SMS_H_CCA. Ele recebe um conjunto de strings,
um limiar e dois qguorums e devolve um conjunto contendo o os padrdes mais especificos com,
no maximo, tamanho /. Os resultados dos experimentos foram conduzidos em dados pseudo-
aleatdrios gerados usando um algoritmo chamado de KISS em dois alfabetos de tamanho quatro
(para simular sequéncias de DNA) e 20 (para simular sequéncias de proteinas). Por tltimo, foi
mensurado o tempo de processamento para os experimentos com DNA e proteinas. Eles con-
cluem que, embora o SM_H_CCA nio consiga lidar com todas as variacdes de padroes como
0 SMS-H-Forbid, o novo algoritmo consegue achar rapidamente os padrdes mais especificos e,
portanto, os mais relevantes.
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Autor Ano  Abordagem Método
Montanari et al. 2016 Programagdo Dindmica RMBP

Fan et al. 2015 Algoritmos Genéticos Meétodo Proprio
Al-Ouran et al. 2015 Andlise Combinatéria RILP

Maiti e Mukherjee 2015 Algoritmos Probabilisticos Monte-Carlo
Falah, Maroua e Mourad 2014 - Método Préprio
Brown 2012 Computagao Evoluciondria Mundos Multiplos
Stormo 2004 Forca Bruta Busca Exaustiva

Tabela 4.1: Tabela de Resumo de Trabalhos Relacionados. Fonte: o autor.

Consideracoes Finais

Os trabalhos relacionados aqui mencionados propdem adaptacdes de métodos e estratégias
classicas para melhor solucionar o problema de busca de motifs entre sequéncias de DNA e
RNA. O problema de pesquisa aqui proposto envolve, também, a descoberta de motifs entre
duas sequéncias de entrada, que pode ser realizada através da busca exaustiva ou por uma
abordagem semelhante aquela proposta no ALDILM, e a subsequente busca por ocorréncias
de tais motifs, que pode ser realizada através dos métodos apresentados nos demais trabalhos
mencionados. Tais abordagens podem aplicadas ao um conjunto de dados aqui utilizado. No
entanto, por se tratar de dados inéditos e, buscando considerar as especificidades do mesmo,
optamos por utilizar a busca exaustiva com o objetivo de alinhar com a técnica computacional,
estratégias habitualmente utilizadas na biologia molecular para esses dados em especifico.
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Materiais e Métodos



CAPITULO 5

Metodologia

"Método cientifico é o conjunto de processos ou operacdes mentais que se
devem empregar na investigacdo. E a linha de raciocinio adotada no
processo de pesquisa.”

—GIL, 1999; LAKATOS;MARCONI, 1993

5.1 Da Natureza da Pesquisa

Este trabalho configura-se como uma pesquisa empirica de natureza quantitativa. A abordagem
¢ dedutiva e de cardter exploratdrio e descritivo, tendo como principal objetivo descobrir e
interpretar dados obtidos a partir de experimentos e observacio (GERHARDT; SILVEIRA,
2009).

5.2 Fases da Pesquisa

Nesta secdo sdo apresentadas as fases da pesquisa, desde a obtencdo do banco de dados até a
andlise final dos dados.

Fase I — Montagem do Banco de Dados de Sequéncias:

A fase inicial consistiu na obten¢ao das sequéncias de entrada de repositérios online. Esta fase
estd detalhada na Secao 5.4.

Fase II — Estudo das Caracteristicas das Sequéncias:

Nesta fase foram realizados estudos e reunides com os bidlogos, afim de entender a biologia
por tras dos patdégenos e propriedades gerais dos genomas e como os mecanismos de evolu¢ao
e transferéncia lateral de genes determinariam as mudangas nas sequéncias analisadas.

Fase III — Definicio da Heuristica de Analise

Durante essa fase foram elaboradas estratégias voltadas para a obten¢do das informagdes que se
desejavam analisar, através da unido de conceitos computacionais e biolégicos definidos numa
heuristica de busca.

Fase IV — Implementacio da Heuristica

Nesta fase foi realizada a implementacdo dos procedimentos de busca utilizando abordagens
computacionais e os materiais definidos nesta metodologia. Esta etapa esta detalhada na Se¢do
5.5.

Fase V — Analise Estatistica dos Resultados

Finalmente, nesta fase os dados obtidos foram analisados utilizando métodos e ferramentas
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estatisticas. Os resultados obtidos serdo apresentados nos proximos capitulos. Esta fase esta
detalhada na Secdo 5.6.

5.3 Materiais

Nesta secao os materiais utilizados na obtenc¢do e andlise dos dados, tais como Python e R, sdo
apresentados de forma breve.

5.3.1 Python

Python é uma linguagem de alto-nivel, interpretada e multi-paradigma. Ela foi pensada com
foco na produtividade e legibilidade, sendo possivel expressar procedimentos de maneira na-
tural e proximo de notacdes matematicas. Sua tipagem € dinamica, forte e duck typing, o que
a torna uma linguagem interessante para o desenvolvimento de aplicagdes rdpidas. Por ser
uma linguagem interpretada, os codigos escritos podem ser diretamente executados no inter-
pretador, dando margem para testes rdpidos. Python conta com uma vasta biblioteca padrao
e suporta modulos e pacotes, o que encoraja modularidade e reuso de codigo. Além disso,
Python também conta com diversos pacotes mantidos por sua comunidade de usudrios, e, den-
tre eles, pacotes voltados a biologia computacional, como o Biopython, que possui diversas
fungdes e médulos prontos para uso, agilizando a implementagdo de solugdes dentro do con-
texto bioldgico, como a funcdo de leitura de cabegalhos de arquivos FASTA (FOUNDATION,
2018a).

532 R

R € uma linguagem funcional. Ela é um dialeto da linguagem S, criada por John Chambers,
que permite o usudrio realizar andlises estatisticas afim de visualizar, transformar e modelar
dados de modo interativo. R pode ser utilizado para plotar curvas, fazer andlise de agrupa-
mentos (clusters), andlise de microarrays, classificacdes, gendmica comparativa, e até mesmo
aprendizado de mdquina, modelagem e simulagdo (FOUNDATION, 2018b).

5.3.3 Pacote Vegan

Vegan € um pacote de fungdes e métodos estatisticos voltados principalmente para ecologistas.
Seus métodos incluem todos os métodos de ordenacdo mais comuns: andlise de componentes
principais, andlise de correspondéncia, andlise de correspondéncia destendenciada e escalona-
mento multidimensional ndo-métrico (OKSANEN, 2015).

5.4 Montagem do Banco de Dados de Sequéncias

A montagem do banco de dados de sequéncias se deu através da obtencdo de arquivos FASTA
referentes as sequéncias de nucleotideos e aminodcidos dos genes do HPV, disponiveis na plata-
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forma Papillomavirus Episteme (<https://pave.niaid.nih.gov/>). Essa plataforma disponibiliza
informacdes genéticas curadas sobre os diferentes tipos de papilomavirus de forma sistematica.
As sequéncias de DNA dos plasmideos da clamidia foram obtidos no banco de dados Genome,
disponibilizado pelo NCBI (<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>) também em formato FASTA.
Posteriormente, os genomas obtidos foram processados em softwares como o MAUVE 2.4.0
e Islandviewer 4.0, afim de identificar ilhas cromossdmicas e regides similares relacionados a
viruléncia e patogenicidade (SILVA, 2017).

5.5 Anadlise Comparativa das Regioes

Para realizar a comparagdo entre as regides homologas dos patdégenos foram obtidos dados
referentes ao conteido-GC (homogeinizagao), propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos,
uso de cédon (taxa de cddons dentro da sequéncia) e motifs comuns as duas sequéncias.

5.5.1 Traducao de Codons e Sintese de Proteinas

Realizar a sintese de aminodcidos € um procedimento simples. Os aminodcidos que irdo com-
por uma proteina sdo determinados pela sequéncia de bases presentes no DNA que sdo trans-
critas para o RNA,,, que serd lido num passo de trés em trés bases pelo ribossomo para realizar
a traducdo na sequéncia de proteinas. Considere que exista uma estrutura semelhante a um
diciondrio que possui dois atributos: uma chave tnica, que identifica um indice no dicionario e
um valor, podendo ser o valor um conjunto de valores, como visto abaixo:

dicionario -> chave:{valor}

Como um conjunto de cédons podem ser traduzidos em um mesmo aminodcido (c6dons
sindnimos), e para cada cédon possivel existe apenas uma correspondéncia de aminoécido, na
estrutura de diciondrio cada aminoacido é uma chave que possui um conjunto de cédons que
traduzem neste aminodcido. Desta forma, o diciondrio terd a seguinte estrutura:

dicionadrio -> Aminodcido:{codon}

As correspondéncias de traduc@o foram determinadas conforme o circulo de traducdo encon-
trado no Apéndice A. O procedimento de defini¢do do diciondrio de aminodcidos utilizou a
técnica de compreensao de listas, suportada pelo Python. A sintaxe de compreensao de lista foi
influenciada pela notacdo matemaética dos conjuntos, onde, matematicamente:

S={x*:x € {0...n}}

o que se traduz como uma lista L e L = [expresdo € executada [se condi¢&o]], em pseudo-
cédigo. Sendo assim, considere um alfabeto de nucleotideos £ = {A,C,G,T} e uma bios-
sequéncia de DNA S tal que S = (s1,52,...,5,) : 5; € . Um diciondrio de aminodcidos pode ser
construido a partir de o ao percorrer uma lista de triplas de nucleotideos e associar cada tripla
a uma chave (aminoacido) do dicionario.
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5.5.2 Analise de Propriedades Fisico-quimicas

Para analisar as propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos dos peptideos resultante da
traducdo das sequéncias, foi utilizado o pacote pepdata 0.7.0 (<https://pypi.python.org/pypi/
pepdata/0.7.0>). Nele, o médulo amino_acid conta com uma variedade de fungdes in-
cluindo a andlise de propriedades fisicas e quimicas para ambos residuos de aminodcidos e
interacdes entre pares de residuos. As propriedades fisico-quimicas analisadas sdo mostradas
na Figura 5.1.

Minusculo PEQUENO

Alifatico

Aromatico

HIDROFOBICO

Figura 5.1: Propriedades fisico-quimicas dos aminodcidos. Cada propriedade estd assicada a
uma fun¢do da proteina resultante. Se, por exemplo, a proteina for formada em sua maioria
por cédons de propriedade hidrofébica, isso pode significar que esta proteina esta associada
com fung¢des estruturais, como a formacao da membrana plasmatica. Fonte: (LIVINGSTONE;
BARTON, 1993)
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5.5.3 Homogeinizacio dos Genomas — Determinando o Conteiiddo-GC

Determinar o conteido-GC ¢ trivial, pois envolve apenas contar as ocorréncias das bases na
biosequéncia e, através de uma razdo simples, determinar o percentual das ocorréncias das
bases desejadas.

Seja um alfabeto £ = {A,C,G,T}. Seja S uma palavra sobre X, tal que S = (s1,52,...,5,) : S; €
Xs.

Seja uma fungdo Q(x) = [{i € N:s; = x}|

O percentual de conteido-GC é dado por:

 0(0)+0©)
Poc = garo© o) rom < 100

No entanto, pela propriedade de pareamento complementar, podemos determinar o conteido-
GC por:

_ _0(G)x2
Pec = Tamanho(S) x 100

Entdo, o conteudo-GC € definido como o percentual de ocorréncias dos simbolos C ou G na
cadeia. Isso pode ser calculado com um percurso na cadeia, em complexidade proporcional ao
comprimento da cadeia.

5.5.4 Encontrando Motifs

Por fim, para descobrir motifs nas sequéncias de DNA e RNA foi aplicado o método de forca-
bruta, o qual consiste em gerar e buscar por todas as possibilidades. Como estamos tratando
do problema de busca por motifs como o Problema de Busca da String Mediana, chegamos ao
seguinte algoritmo descrito em (STORMO, 2004):

Entrada: biossequéncias S de DNA, ¢, n, [

Saida: melhor motif encontrado

1 inicio

2 melhorMotif <- AAA... AA

3 melhorDistancia <- oo

4 para cada [-merde AAA... A até TTT... T faca
5 se DistanciaTotal(l-mer, S) < melhorDistancia entao
6

7

8

9

melhorDistancia <- DistanciaTotal (I-mer, S)
melhorMotif <- [-mer
fim

fim
10 fim
11 retorna melhorMotif

Algoritmo 1: Procedimento para determinar o melhor conjunto de motifs entre um par de
sequéncias.
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Na heuristica definida, decidimos utilizar uma estratégia de frames de leitura, que consis-
tem em analisar as sequéncias de seis modos distintos, como mostra a Figura 5.2. Se existe uma
sequéncia S, onde S = (s1,52,...,5;) € 0 conjunto de posi¢des iniciais dessa sequéncia, sendo o
primeiro frame iniciado na posicdo i = 0 da sequéncia. Os dois frames subsequentes iniciam na
posicdo i + 1 e i + 2 respectivamente. Os trés frames restantes seguem a mesma estratégia, po-
rém com a sequéncia ao inverso. A razao pela qual os cinco frames estdo definidos desta forma
¢ para garantir que motifs que tenham sofrido muta¢do em sua segunda ou terceira base (frames
dois e trés) sejam considerados na busca, e para os frames restantes, a leitura reversa certifica
que os motifs na leitura 3’ -> 5’ foram cobertos (STORMO, 2004). Portanto, o procedimento
acima foi executado seis vezes para cada tamanho / de motif, sendo 3 <[ < 10.

5’ 3

1 JAGEAGG TTTCAGATTTAAATCCGCTTCCACAAGAGAGA)

2 |ABGAGGTTTCAGATTTAAATCCGCTTCCACAAGAGAGA|

3 |ACBAGGTTTCAGATTTAAATCCGCTTCCACAAGAGAGA)

3 5

4 [AGAGAGAACACCTTCGCCTAAATTTAGACTTTGGACCA|

5 |AGAGAGAACACCTTCGCCTAAATTTAGACTTTGGACCA|

6 [ AGRGAGAACACCTTCGCCTAAATTTAGACTTTGGACCA|

Figura 5.2: Os seis frames de leitura. No exemplo, o tamanho do motif procurado foi fixado
em seis bases.

Ap6s identificar todos os motifs das sequéncias de entrada, eles sdo comparados nas sequén-
cias como mostra a Figura 5.3 e armazenados em uma lista, onde suas posi¢oes e quantidades
de repeticdes na sequéncias sdo também armazenadas. Por fim, a lista € transformada numa
tabela e salva numa planilha com as outras informacdes levantadas previamente.
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5 3
...GTCCAT GTTCCGGTTAGTGGTCTTCCT...‘

152 162

Seqi

5 b
ACCAGGAAATCCGCTTCCACAAGAGAG... ‘

3’
Seq

Figura 5.3: Identificando ocorréncias de motifs comuns as sequéncias.

5.6 Analise de Resultados

Estatistica Multivariada — Analise de Correspondéncia

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas para cada sequéncia que armazenava
as informacdes obtidas pelos procedimentos descritos anteriormente. No entanto, devido ao
grande volume de dados levantados, tornou-se invidvel realizar uma anélise univariada e, por-
tanto, decidimos utilizar uma técnica de analise multivariada. A analise multivariada € indicada
para quando existe um maior nimero de varidveis, pois ela consiste em condensar os dados em
componentes principais. Segundo Mingoti (2005), os métodos de estatistica multivariada tem
como propoésito simplificar ou facilitar a interpretacdo dos dados concentrando em um mesmo
plano as informacdes contidas em um universo multidimensional. Para poder fazer esta ané-
lise, no entanto, foi necessdrio mudar a disposicdo dos dados nas planilhas e condensar as 276
planilhas obtidas em seis, uma planilha para cada frame de leitura. O modelo final de planilha
obtido pode ser visto na Tabela 5.1.

Cédons Presentes N° de motifs Econtrados

Sequéncias | %GC UGU T UCU T AUA | . | Tam. 3 | Tam. 4 | Tam. 5

Sequéncia 1
Sequéncia 2
Sequéncia 3

Tabela 5.1: Modelo reorganizado de planilha utilizada para fazer a andlise multivariada.

A anélise de correspondéncia candnica é uma técnica de ordenagdo multivariada que con-
siste na andlise exploratoria de dados categorizados, sendo um método de associacdo entre os
elementos de dois ou mais conjuntos de dados, buscando estabelecer uma estrutura de associa-
¢do dos fatores em questdo. Ela € comumente utilizada por ecologistas afim de identificar agru-
pamentos e relagdes entre espécies e varidveis ambientais, através de graficos que permitem a
visualizac@o da relacdo entre os conjuntos, revelando relagdes que ndo teriam sido percebidas
se a andlise fosse feita aos pares de varidveis (CZERMAINSKI, 2004; LUCIO; TOSCANO;
ABREU, 1999).
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A andlise de correspondéncia foi realizada no R, utilizando o pacote vegan que disponi-
biliza a func@o cca (). Apds importar os dados para o ambiente, os nomes das sequéncias
foram anexados as amostras em uma lista. Optamos por desconsiderar os dados referentes aos
motifs de tamanho trés e quatro, pois observamos que haviam muitas ocorréncias de repeti-
¢des do mesmos devido ao seu tamanho, gerando ruido na analise. Apds organizar as amostras
no R, foi possivel executar a anélise de correspondéncia e representar no grafico a tendéncia
das amostras, considerando as propriedades de homogeinizagdo, uso de cédon e quantidades
de motifs em comum entre as sequéncias. O grafico de resultados foi desenhado com a op-
¢d0 scaling=3, configurada para permitir uma melhor visualiza¢do das amostras agrupadas
(menos espalhamento).
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Conclusao



CAPITULO 6

Resultados e Discussoes

Ap6s realizar a andlise de correspondéncia no R, os grificos gerados mostraram que houve um
agrupamento das amostras em trés grupos. O posicionamento das amostras (e dos agrupamen-
tos) se da pela associagdo das amostras com as varidveis através dos cdlculos de inércia e da
qualidade. A inércia é uma medida de dispersdo entre as varidveis da tabela dada pelo Qui-
quadrado de Pearson, dividido pelo total das frequéncias. A qualidade diz respeito a confiabi-
lidade da representacao dos pontos no sistema de coordenadas definido pelo niimero de dimen-
soes escolhido para a andlise. Ela € definida pela razao entre o quadrado da distancia do espaco
definido pelo niimero de dimensdes escolhidas. Portanto, quanto mais préximo de um, melhor
serd a representacdo do ponto no espago escolhido. Os graficos completos obtidos para os seis
frames podem ser vistos no Apéndice B e também estdo disponiveis em <https://drive.google.
com/drive/folders/1mplUO87kGW VhTA2AZIrj5GPfFVCzcc-C?usp=sharing>. Abaixo, um re-
sumo com cortes dos graficos € apresentado na Figura 6.1.

GC T6

Ctre103
/ . 17

Ctre103

A LN AGU G
e "
T
TR
uuu A
UAL
/ T6
s “Tee |
.
Cire103 T Pp—
B L1
I
A

Figura 6.1: Gréficos resultantes da andlise de correspondéncia para os seis frames de leitura.
Fonte: o autor.

Em se tratando de organismos filogeneticamente distantes, espera-se observar um distan-
ciamento natural entre as suas propriedades genéticas, o que diz respeito as particularidades

38
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de cada espécie. No entanto, os graficos resultantes mostraram que, em todos os frames de
leitura, as regides tendem a se agrupar, com excecdo da CTrel03, que se manteve a uma dis-
tancia razodvel de todos os agrupamentos em todos os graficos. O fato de que estes organimos
coexistem no mesmo ambiente, juntamente com a andlise realizada neste trabalho revela um
forte indicio da existéncia de interacdes a niveis moleculares, como a transferéncia lateral de
genes, entre estes organismos. Os resultados aqui apresentados estdo proximos aos encontra-
dos por (SILVA, 2017), conforme mostra a Figura 6.2, onde, através de investigacdo manual,
ele chegou em um agrupamento que segue os sorotipos E, L2b e L1 do HPV, que também se
repetiram nos agrupamentos da anélise de correspondéncia.

Plasmideos Gene CT Regido (pb) Gene HPV Regido (pb) Sorotipo

CE-103  pGP3  269-374 L1 593-698 E
CwE-547 pGP6  128-303 E6 263-445 g
cre8873  pGP6  128- 303 E6 263-445
ctredk20  pGP6 128 - 303 E6 263-445
32931  pGP6  128-303 Ee  283-4%
6068 pGP6  128-303 E6 263-446
pAmsi  pGP4  79-263 L1 91-972 o
pAms2  pGP4  79-263 L1 91-972 oy
pAms3  pGP4  79-263 L1 91-972 o,
pAms4  pGP4  79-263 L1 91-972 oy
pAms5  pGP4  79-263 L1 §1-972 5y
pctdect  pGP2  492-629 E2 320-458  pec
petdict  pGP2  492-629 E2 320-458  p, ¢
pL2b795  pGP4  79-263 L1 91-972 o
plL2b820007 pGP4 79 - 263 L1 -972 gy
pL2bCan1  pGP4 79 - 263 L1 791-972 5
pL2bCan2 pGP4  79-263 L1 91-972 9y
pL2bCV204 pGP4 79 - 263 L1 791-972 o
pL2bLST  pGP4  79- 263 L1 91-972 o
pL2bUCH2 pGP4 79 - 263 L1 §1-972 9
pL1115  pGP2 460 - 740 gz 784-1079 4
pl1224  pGP2 460 - 740 gz  784-1079 4
pL11322  pGP4  79-263 L1 me-9r2

Figura 6.2: Resultados encontrados por andlise manual. Fonte: (SILVA, 2017).
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Conclusao

O trabalho aqui apresentado trouxe a aplicagdo de um método computacional (busca exaustiva)
em um problema real da biologia, constituindo um trabalho multidisciplinar. Uma heuristica de
busca foi definida, observando as restri¢des dsa caracteristicas do problemas e dos proprios bid-
logos. Apds a implementagdo da heuristica de busca, os dados obtidos foram analisados através
do método estatistico de andlise de correspondéncia e mostraram que houve um agrupamento
das sequéncias que também foi observado em (SILVA, 2017).

7.1 Impacto da Pesquisa

Os resultados obtidos por meio da heuristica implementada podem auxiliar no entendimento e
na valida¢do e e formagdo de novas hipéteses sobre sobre a natureza, caminhos e implicacdes
de satide advindos da interacao entre os patégenos estudados.

7.2 Trabalhos Futuros

Como trabalho futuro, pretendemos fazer anélises mais detalhadas dos resultados através de
implementagdes de solucdes mais sofisticadas, o que nos fornecera dados mais precisos para
uma andlise estatistica mais robusta. Uma andlise biolégica dos dados obtidos também esta
prevista, a partir da qual podemos acrescentar especificidades e explorar as caracteristicas dos
elementos detectados. Por exemplo, apds descobrir todos os motifs de um determinado com-
primento /, é possivel chegar a um motif consenso para aquele tamanho e usar essa informagao
na andlise multivariada. Isso poderia refinar o agrupamento ou até mesmo modificé-lo, oportu-
nizando novas interpretacoes. Além da busca exaustiva, outras técnicas computacionais podem
ser aplicadas no problema, como o ALDILM, visto em (FAN et al., 2015), que aplica a aborda-
gem de algoritmos genéticos para tratar do problema, demostrando boa acuricia na descoberta
de motifs entre sequéncias conforme demonstrado pelos autores.
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APENDICE A

Circulo de Traducao de Codons

O circulo de traducdo é uma forma de se construir os aminodcidos a partir de trincas de bases
nitrogenadas. Para ler o circulo, comece pelo centro e escolha uma base nos préximos dois
niveis. O aminodcido resultante estd representado por uma letra.
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APENDICE B

Resultados da Analise de Correspondéncia
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