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REsumo

CORREA, B.R.S. Analise Computacional do Genoma e Transcritoma de
Plasmodium vivax: Contribuicoes da Bioinformatica para o Estudo da Malaria
2012 [Dissertagcdo de mestrado]. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto, Departamento de Computacdo e Matematica, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirado Preto, 2012.

Plasmodium vivax é o parasita causador de malaria humana com maior
distribuicdo global, responsavel pela redu¢cao da qualidade de vida de milhdes de
pessoas ao redor do mundo. O objetivo geral do trabalho foi contribuir, através de
metodologias estatisticas e de bioinformatica, para o entendimento do mecanismo
de escape da eliminacao pelo bago do hospedeiro utilizado por P. vivax. Para isso,
primeiramente realizou-se a analise estatistica de um experimento de transcritdmica,
através de microarrays. Esse experimento foi conduzido previamente pelo grupo de
colaboradores do presente estudo, utilizando um modelo animal, Aotus lemurinus
griseimembra, com o objetivo de identificar genes de P. vivax expressos somente em
parasitas retirados de macacos que possuiam o0 baco intacto. Em uma segunda
fase, foi projetado um tiling array contendo todos os éxons e as regides 5’UTR e
3'UTR disponiveis do genoma de P. vivax, que sera utilizado para a realizacédo de
mais investigacdes a respeito da influéncia da presenca do bago na expressao
génica de P vivax. Na ultima etapa, foi conduzida uma melhoria na anotagao
funcional do genoma de P. vivax, através de uma metodologia automatica, com o
objetivo de adicionar informagbes para auxiliar na interpretagdo bioldgica dos

resultados obtidos anteriormente e em estudos futuros.

Palavras-chave: Bioinformatica, Transcritoma, Plasmodium vivax, Anotagdo Funcional.



ABSTRACT

CORREA, B.R.S. Computational Analysis of the Plasmodium vivax
Transcriptome and Genome: Bioinformatics Contributions for the Malaria
Investigation 2012 [Master Thesis]. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Departamento de Computacdo e Matematica, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

Plasmodium vivax is the parasite that causes the human malaria type with the
largest global distribution and it is responsible for quality of life impairment of millions
of people around the world. The general purpose of this study was contribute to
understand the mechanism used by P vivax to scape from the host spleen
elimination, through statistical methodologies and bioinformatics. First of all, we
carried out statistical analysis of a microarray experiment conducted earlier by the
collaborators of this study, using Aotus lemurinus griseimembra as model organism,
in order to identify genes of P. vivax expressed only in parasites extracted from
monkeys with intact spleen. In the second step, we designed a tiling array containing
5'UTR, 3'UTR and all the exons of the P. vivax genome, which will be used to perform
more experiments to investigate the role of the spleen on the parasite gene
expression. In the last step, we add information to the functional annotation of P.
vivax genome, through an automated methodology, to improve the biological

interpretation of the results previously obtained and in future studies.

Keywords: Bioinformatics, Transcriptome, Plasmodium vivax, Functional Annotation.
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1. INTRODUGAO
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1.1 Plasmodium vivax e malaria

1.1.1. Aspectos gerais e distribuicdo

Plasmodium vivax € um dos parasitas responsaveis por causar malaria em
seres humanos. Apresenta a maior distribuigao global (Figura 1) em comparacao as
outras espécies do género Plasmodium, havendo 2,85 bilhdes de pessoas no
planeta sob areas de risco de infecgao (Guerra et al.,, 2010). No Brasil, segundo
dados do Ministério da Saude (http://portal.saude.gov.br/), sdo registrados mais de
300 mil casos de malaria por ano, 85% deles causados por P. vivax e concentrados,

em sua maioria, na regiao Amazénica (Pereira et al., 2011).

Figura 1 — Mapa do risco de malaria por infec¢do de P. vivax — estimativa inicial. A coloracdo foi aplicada
conforme a incidéncia anual de P. vivax no local (PvAPI). As areas em vermelho foram definidas
como “estaveis” (com PvAPI = 0,1 por 1.000 pessoas por ano), com risco constante e permanente.
As areas em rosa como “instaveis” (PvAPI < 0,1 por 1.000 pessoas por ano) e as areas em cinza

como “sem risco”. Fonte: Guerra et al., 2010.
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Apesar da ampla distribuicdo, o estudo desse parasita € muitas vezes

negligenciado em relagéo a P. falciparum, causador da malaria humana do tipo letal.
Isso se deve principalmente ao fato de que o cultivo continuo in vitro de P. vivax é
limitado (Udomsangpetch et al., 2008; Carlton et al., 2011) e por esse parasita ser
considerado gerador de uma forma de malaria com menor gravidade. Porém, sua
infeccdo pode afetar de diferentes formas 6rgdos como bacgo, figado, rins, pulmdes,
cérebro, causando severos sintomas e sindromes clinicas graves, e, segundo
publicagdes recentes, até mesmo levar a morte (Barcus et al., 2007; Price et al.,
2007; Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008; Anstey et al., 2009; Kochar et al., 2009;
Parakh et al., 2009; Bassat et al., 2011; Singh et al., 2011).

Além do evidente interesse biomédico relacionado a malaria, existem também
questdes bioldgicas intrigantes a respeito de aspectos unicos de P. vivax, como a
formagdo e metabolismo de seus diferentes estagios de vida, mecanismos de
invasdo celular, estratégias de escape do sistema imune do hospedeiro, entre
outras, que necessitam ser investigadas para uma maior compreenséo da biologia

singular desse parasita (Mueller et al., 2009).

1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida de P. vivax (Figura 2) compreende uma fase sexuada, que
ocorre em mosquitos do género Anopheles, e uma fase assexuada em hospedeiros
humanos.

O inseto vetor inocula de 15 a 200 parasitas na corrente sanguinea do

hospedeiro, no estagio de esporozoitos, formas infectantes extracelulares do
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plasmodio. Essas formas permanecem durante alguns minutos na corrente

sanguinea do hospedeiro e em seguida invadem os hepatocitos. Multiplicam-se
entdo por reprodugdo assexuada através do processo de esquizogonia, originando
0s esquizontes, que posteriormente se diferenciam em milhares de merozoitos
hepaticos. O desenvolvimento nas células do figado dura cerca de uma semana.
ApoOs esse periodo, os hepatocitos sdo rompidos € os merozoitos liberados na
corrente sanguinea do hospedeiro, na forma de merossomas, onde posteriormente
irdo penetrar as hemacias.

Os parasitas se desenvolvem nas hemacias, diferenciam-se em trofozoitos
que se reproduzem por esquizogonia, formando os esquizontes, 0s quais provocam
o rompimento das hemacias, liberando mais merozoitos na corrente sanguinea que
irdo invadir outras hemacias. Nas infeccdes por P. vivax, 0 mosquito vetor inocula
populagcdes geneticamente distintas de esporozoitos. Algumas delas se
desenvolvem rapidamente enquanto outras ficam em estado de laténcia nos
hepatécitos, denominadas hipnozoitos, responsaveis pelas recaidas tardias da
doenca. No caso de P. vivax, preferencialmente hemacias imaturas, chamadas de

reticuldcitos, sao infectadas (Kitchen, 1938).
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Figura 2 — Ciclo de vida de P. vivax no hospedeiro humano e no mosquito vetor. Fonte: Modificado de

Westemberger et al., 2010.

ApOs algumas geracgdes de reproducéo assexuada, ocorre a diferenciagdo em
estagios sexuados, os gametocitos, que seguirdo seu desenvolvimento no mosquito
vetor. Os gametdcitos se desenvolvem dando origem ao macrogameta feminino e a
oito microgametas masculinos, através do processo de exflagelagao.

No vetor, ocorre a fecundagédo, formando o zigoto que se desenvolve e origina
0 oocineto. Esse oocineto atinge a parede do intestino médio do mosquito, onde se
encista, passando a ser chamado de oocisto. Nesse local, ele sofre divisdes e,
dentro de alguns dias, o cisto se rompe e os esporozoitos séo liberados. Eles s&o
disseminados por todo o corpo do inseto pela hemolinfa e atingem as glandulas
salivares. A partir dai, o inseto, ao picar um ser humano, injeta os esporozoitos no

hospedeiro, reiniciando o ciclo de vida do parasita.
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1.1.3. Aspectos gendbmicos gerais

Em 2008, Carlton e colaboradores publicaram os resultados do
sequenciamento do genoma nuclear da linhagem “Salvador I’ de P. vivax e
realizaram também um estudo comparativo com outras espécies do género
Plasmodium. Um resumo das principais caracteristicas genémicas de P. vivax pode
ser visto na Tabela 1.

O resultado desse esforgo internacional esta disponivel para toda a
comunidade cientifica no GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov/genbank), sob o numero
de acesso AAKMO00000000 e no banco de dados PlasmoDB (Aurrecoechea et al.,
2009; http://plasmodb.org).

O parasita apresenta 14 cromossomos hapldides, assim como outras
espécies do mesmo género, com um genoma de 26,8 Mb, cerca de 3 Mb maior que
o de P. falciparum, diferenga essa que corresponde principalmente a regides n&o-
codificantes. O numero de genes de P vivax €& bastante semelhante ao de P.
falciparum. Entre os genes com fungdo conhecida em P. falciparum, 82% estéo
presentes em P. vivax e os outros 18% s&o unicos para cada espécie (Das et al.,
2009). O conteudo de A+T (adenina e timina) é a maior diferenga observada nos
genomas das duas espécies: representa 76,3% do genoma de P. falciparum e 53,5%
de P vivax, além disso, a distribuicdo das regides ricas em A+T € limitada as

porcdes subteloméricas em P. vivax.



1.2

Tabela 1 - Caracteristicas gerais do genoma nuclear de P. vivax

Caracteristica P. vivax
Genoma

Tamanho [Mb) 26,8

Namero de cromossomos 14

Cobertura (fold) 10

Conteddo G+C (%) 42,3
Genes

Ndamero de genes 5.433F

Tamanho médio dos genes™™* 2. 1pq*=*=

Densidade dos genes (pb por gene) 4.462 9F**

Porcentagem codificante™®* 43 5%**

Genes com introns (%) 52,1%**
Exons

Nimero médio por gene 2,5%**

Conteddo G+C (%) 4p,5%**

Tamanho médio (pb) g57*E*=*
introns

Conteddo G+C (%) 48 gF**

Tamanho médio [pb) 192%*=*
Regifes intergénicas

Conteddo G+C (%) 42 5%**

Tamanho médio [pb) 1.994%*=*
RNAs

Namero de genes de tRNA 44

Namero de genes de rRNA 55 3

Nimero de genes de rRNA 5.85/185/285 7

* Incluindo pseudogenes e genes parciais, excluindo genes de RNAs nao-codificantes

** Excluindo introns

*** Excluindo genes de 2745 pequenos contigs ricos em (A+T)

Fonte: Modificado de Carlton et al., 2008.

O bacgo e a expressao génica de P. vivax

17

O bacgo é o maior 6rgéo linféide do corpo humano, rico em células do sistema

imune, capaz de produzir, controlar e armazenar ceélulas sanguineas, além de

eliminar células vermelhas anormais, particulas presentes no sangue e agentes

infecciosos, como os parasitas causadores da malaria (Mebius et al., 2005; Porto et

al., 2010).

A malaria é capaz de induzir alteragdes estruturais variaveis no baco. A
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importancia desse 6rgao para o combate da doenca foi demonstrada em estudos

com humanos, macacos e roedores esplenectomizados (Portillo et al., 2011).
Durante os estagios eritrociticos, em que os parasitas causadores da malaria estao
dentro das hemacias, o bago € o principal 6érgédo responsavel pela defesa do
organismo e eliminagdo das células infectadas (Engwerda et al., 2005), destruindo
os parasitas e modulando a expressado dos antigenos de P. vivax expressos nessas
células (Bachmann et al., 2009).

O grupo de pesquisa liderado pelo parasitologista molecular Dr. Hernando del
Portillo do Centro Internacional de Saude de Barcelona - CRESIB, colaborador do
presente trabalho, identificou um grupo de genes, denominados genes da familia vir
(Portillo et al., 2001), que teriam papel fundamental no escape do parasita do
sistema imune do hospedeiro (Fernandez-Becerra et al., 2009). A familia vir é
composta por 346 genes, com diferentes numeros de éxons, variando de 1 a 5, e
com tamanhos entre 156 a 3.434 pares de bases (Carlton et al., 2008). Essa familia
génica é dividida em diferentes sub-familias e contém genes que podem gerar
produtos que apresentam diferentes localizagbes sub-celulares (Bernabeu et al.,
2011) e potencialmente participar de fungdes como variagdo antigénica (Portillo et
al., 2001), citoaderéncia ao bago (Portillo et al., 2004), aderéncia aos pulmdes
(Anstey et al., 2009) e aderéncia de reticulécitos infectados a receptores de células
endoteliais in vitro (Carvalho et al., 2010).

Uma questdo que ainda nao foi completamente solucionada é como P. vivax é
capaz de escapar da eliminacdo através do baco, podendo assim estabelecer
infeccbes cronicas. Com base em analises da estrutura e fungcdo desse 6rgao

durante a malaria, além da expressao de variantes génicas geradoras das proteinas
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VIR, foi proposta uma hipétese para explicar o mecanismo de escape (Figura 3).

No lado esquerdo da Figura 3, € apresentada a circulagdo aberta normal em
que o bacgo libera sangue na malha reticular, onde os reticulécitos infectados por P.
vivax sao destruidos por macrofagos. No lado direito, o modelo proposto é
apresentado, no qual a patologia induz mudangas na arquitetura do bago. Os
reticuldcitos infectados por P. vivax, induzem a formacdo de uma barreira celular
nesse orgao, resultado da proliferagdo de fibroblastos. Os reticuldcitos infectados
citoaderem a barreira celular através de proteinas VIR (e/ou outros ligantes até
entdo desconhecidos), ficam fisicamente protegidos e escapam da eliminagdo dos

macrofagos presentes no bago (Portillo et al., 2004; Fernandez-Becerra et al., 2009).

Figura 3 — Modelo de escape do parasita da eliminagdo pelo bago. O lado esquerdo apresenta a circulagao
normal no bago do hospedeiro e o lado direito mostra o modelo proposto. Abreviaturas: A, artéria; S,
lumen do seio venoso; RC, células reticulares; rtc, reticuldcitos; rbc, glébulos vermelhos; irtc,
reticuldcitos infectados; md, macrofagos; BC, barreira celular. Fonte: Fernandez-Becerra et al.,
2009.
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Um estudo recente realizado em camundongos infectados com linhagens

distintas de P. yoelli, apresenta resultados que suportam a formagéao dessa barreira
celular no bago de hospedeiros infectados com uma linhagem que causa malaria
nao-letal (Martin-Jaular et al., 2011), assim como geralmente ocorre nas infecgdes
por P. vivax. Entretanto, para que essa hipotese seja confirmada também em P.
vivax, sdo necessarias mais investigacoes.

E no contexto desta importante questdo cientifica, relacionada ao mecanismo
utilizado por P. vivax para escapar da eliminacdo do baco do hospedeiro, que o

presente trabalho se insere.

1.3  Microarrays e Tiling arrays

Os microarranjos de DNA, conhecidos como microarrays (Schena et al.,
1995), sdo amplamente utilizados em estudos de expressdo génica ha varios anos.
Nesse tipo de experimento, s&o selecionados genes de interesse e, a partir de sua
sequéncia, sdo desenhadas uma ou mais sondas (do inglés, probes), moléculas de
DNA de fita simples que servem como detectores da expressdo de um determinado
gene. Essas sondas sdo imobilizadas em |aminas de vidro (ou chips), contendo
milhares de spots, onde cada grupo de sondas com uma mesma sequéncia é fixado.

Para a realizagdo do experimento, geralmente é feita a extragdo de RNA das
amostras de interesse e essas moléculas sdo convertidas em cDNA, através de
transcrigdo reversa, devido a sua maior estabilidade. Para a sintese do cDNA, séo

utilizados nucleotideos modificados, contendo fluoréforos (como Cy3 e Cyb), para
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possibilitar a futura detec¢cdo. As moléculas de cDNA geradas sao hibridizadas na

ldamina contendo as sondas e se ligam a elas por complementaridade.

Nos microarrays ditos de duas cores (Figura 4), duas populagdes distintas de
cDNA, originadas de amostras diferentes, s&o marcadas com fluoréforos distintos e
sdo hibridizadas ao mesmo tempo na lamina, ou seja, competitivamente. Apds a
hibridizagao, ocorre a excitacdo dos fluoréforos por um /aser, a lamina é escaneada
e a intensidade de fluorescéncia do material € medida.

A razdo da intensidade entre as duas populacdes hibridizadas € utilizada
como uma medida de abundancia relativa da quantidade de moléculas de RNA
presentes nas amostras iniciais. Assim, essa razado de hibridizacdo entre as
amostras representaria a sua razdo de expressao génica, podendo ser utilizada para
a comparagao da expressdo entre duas condi¢gdes biolégicas de interesse, com a
identificacdo de genes expressos e ndo-expressos, além de genes diferencialmente
expressos nas duas diferentes condigdes.

Anadlises do transcritoma de P. vivax utilizando a técnica de microarray ja
foram realizadas anteriormente, indicando que esse tipo de metodologia também é
eficaz no estudo de diversos aspectos da biologia desse parasita (Bozdech et al.,

2008; Dharia et al., 2010).
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Figura 4 — Visao geral das principais etapas de um experimento de microarray de duas cores. Fonte: Modificado
de Malone et al., 2011.

Uma variagdo mais recente da tecnologia de microarrays séao os chamados
tiling arrays, considerados poderosos instrumentos de investigagdo em escala

gendmica (Mockler et al., 2005). Essa técnica possui os mesmos principios basicos
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de um experimento de microarray, apenas difere na natureza dos fragmentos

gendmicos investigados, as sondas (Royce et al., 2005; Ji & Wong, 2005; Liu, 2007).
No caso do tiling array, as sondas sao desenhadas de modo a cobrirem toda a
extensdo de um dado gene, de uma regido do genoma, ou até mesmo do genoma
inteiro de um organismo, com ou sem intervalos. As sondas desenhadas podem
apresentar sobreposicéo (“overlapping”) ou nao (“end-to-end’ ou “average spacing”),
conforme a Figura 5, sendo que, quanto maior a sobreposi¢cao existente entre essas

sondas, maior sera a resolugao do experimento.

Regido do genoma

5

Prebel Overlapping

Probe 3

Regido do genoma

’ T
End-to-end
I S E—
Probe 1 Probe 2 Probe 3
, Regido do genoma
’ T
Average spacing
L I L1
Probe 1 Probe 2 Probe 3

Figura 5 — Tipos basicos de design de sondas de tiling array de acordo com o seu espagamento.
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A partir dessa técnica é possivel, além de mensurar expressdao génica,

realizar anotagdo experimental de genomas, determinar a estrutura dos transcritos
de genes, estudar fatores de transcrigdo em redes de regulagdo génica, encontrar
elementos ainda ndo descritos dos genomas, como novas sequéncias transcritas,
elementos regulatorios, entre outros. Outra aplicagdo comum é o estudo de regides
promotoras e fatores de transcricdo por meio da técnica denominada ChlP-chip, em
que um ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP) é acoplado a hibridizagao
em um chip de ftiling array (Bulyk, 2006; Jiang & Pugh, 2009; Lei et al., 2010;
Lindeman et al., 2010; Xie et al., 2011).

Dessa forma, experimentos utilizando tiling array, combinados com métodos
computacionais de analise podem contribuir para a compreensdo de processos
moleculares e celulares presentes nos organismos vivos. Para determinar e localizar
as sequéncias de interesse, além de processa-las para a produgao da lamina, sao
necessarios o0 desenvolvimento e aplicagdo de diversas metodologias de
bioinformatica, visto que o planejamento € uma etapa fundamental para garantir a

qualidade do tiling array e permitir sua aplicagao de forma correta.

1.4 Anotacao funcional automatica

Atualmente, com a existéncia de métodos de sequenciamento em larga
escala e com a redugdo exponencial dos custos para essa tarefa (Figura 6), a
velocidade com que as sequéncias sao geradas é muitas vezes superior a da
caracterizagao funcional dos produtos génicos (Koonin, 2000; Thornton, 2001). Isso

torna fundamental o desenvolvimento e aplicagdo de metodologias com a
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abordagem in silico para possibilitar a realizagdo de anotagdo funcional automatica

de genomas.

Ha uma série de metodologias automaticas de anotagdo funcional, que
podem ser classificadas em dois grandes grupos: as abordagens de transferéncia e
as de classificagéo (Sarag et al., 2010).

Nas abordagens de transferéncia, de maneira geral, as sequéncias de
interesse sao utilizadas para realizar buscas em bancos de dados contendo outras
sequéncias ja anotadas. Em seguida, € calculado um determinado escore de
similaridade e a anotacdo da sequéncia com maior pontuacdo de similaridade
encontrada no banco de dados é transferida para a sequéncia alvo (Sarag et al.,
2010). A complexidade e diferengas entre metodologias desse tipo estdo associadas
a forma como esse escore é calculado por cada uma das diferentes abordagens.

Ja os métodos de classificacdo sdo baseados em técnicas utilizadas na area
de aprendizado de maquinas, como redes neurais, SVM (Support Vector Machines),
redes Bayesianas, entre outras metodologias. Nesse segundo tipo de abordagem,
séo utilizadas amostras de treinamento positivas e negativas para determinar uma
fronteira de classificacdo que, dada uma sequéncia de interesse a ser anotada,
define se determinada anotacio € falsa ou verdadeira para essa sequéncia.

Essas metodologias ainda s&do pouco difundidas para a realizagdo de
anotacado funcional automatica, mas recentemente sua aplicagcdo tem se tornado
cada vez mais frequente na analise de problemas bioldgicos, pois possuem um
melhor desempenho em termos de acuracia de predicdo em diferentes casos, pelo
fato de serem utilizados dados positivos e negativos para o treinamento dos

classificadores (Leslie et al., 2004; Sarag et al., 2010).
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Figura 6 — Redugao dos custos de sequenciamento de genomas ao longo dos anos em comparagdo com a Lei
de Moore. Fonte: http://www.genome.gov/.

Um recurso importante para realizar anotacao funcional automatica é o Gene
Ontology (GO — http://www.geneontology.org/). O GO é um vocabulario estruturado e
controlado de termos, dividido em trés ontologias que descrevem aspectos
diferentes dos produtos génicos (Fungdo Molecular, Processo Biologico e
Componente Celular) e suas relagoes.

Além disso, cada uma das anotagdes é associada a um ou mais evidence
codes, atributos que fornecem informacao sobre como a anotacao foi obtida, como
por exemplo, experimentalmente, através da literatura, por meio puramente

computacional, entre outros, utilizados como uma medida subjetiva de
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confiabilidade.

Por suas caracteristicas estruturais e padronizagdo, o GO é atualmente um
dos bancos de dados mais utilizados na tarefa de anotagéo (Plessis et al., 2011). Um
exemplo mostrando a estrutura do GO e as relagdes existentes entre alguns termos

é apresentado na Figura 7.

f
"
More general

Figura 7 — Representagdo da estrutura e relagbes dos termos GO, em que GO:0060491 é o termo mais
especifico e GO:0008150, o mais genérico. Fonte: Plessis et al., 2011.

No presente estudo, uma das etapas propostas foi a melhoria da anotacao
existente do genoma de P. vivax, através de uma metodologia automatica, com
objetivo de adicionar informacado funcional aos produtos génicos do parasita e
possibilitar uma melhor analise e interpretacado bioldégica dos dados gerados pelos

experimentos de transcritdmica propostos e também em estudos futuros.
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2. OBJETIVOS
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2.1  Objetivo Geral

Contribuir para o entendimento do mecanismo de escape do processamento

do bago do hospedeiro utilizado por Plasmodium vivax, utilizando metodologias de

bioinformatica, dentro do projeto liderado pelo Dr. Hernando del Portillo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Investigar a influéncia do bago na expressédo génica de P. vivax através da

analise de experimentos de transcritbmica utilizando microarrays.

2.2.2. Projetar um tiling array de P. vivax para ampliar a compreensao a respeito do

transcritoma do parasita.

2.2.3. Adicionar informacgbes a anotagdo do genoma de P. vivax através de uma

metodologia automatica.
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3. DELINEAMENTO E DESENVOLVIMENTO

DA MEeTopoLOGIA
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3.1 Influéncia do bago na expressao génica de P. vivax

A primeira etapa do projeto consistiu na analise de um experimento de
transcritbmica que havia sido realizado previamente pelo grupo do Dr. Hernando del
Portillo. O principal objetivo do estudo foi identificar genes de Plasmodium vivax cuja
expressao € dependente da presenca do bago do hospedeiro.

Na fase experimental, realizada pelos colaboradores do CRESIB, foi utilizado
o modelo experimental Aotus lemurinus griseimembra, considerado um dos
melhores modelos de primatas para estudos relacionados a malaria (Herrera et al.,
2002). Um macaco dessa espécie foi infectado com a linhagem Salvador-1 de P.
vivax. Os parasitas foram extraidos e purificados a partir do sangue do animal
doador e, posteriormente, utilizados para infectar um macaco sem baco,
denominado Sp-1. O mesmo processo foi entdo repetido, agora utilizando Sp-1
como doador e outro macaco sem bago, Sp-2, como receptor. Em seguida, Sp-2
serviu como doador de parasitas e Sp-3, também sem bago, como receptor. Por
ultimo, Sp-3 foi o doador tendo Sp+2, um animal com bago, como receptor,
finalizando uma série temporal. Apds a parasitemia em cada um dos animais, 0s
parasitas foram retirados do sangue dos hospedeiros e purificados para a posterior
extracdo de RNA. Esse material foi utilizado para a realizagdo dos experimentos de
analise de expressao génica através de uma plataforma de microarray Agilent™.

O microarray utilizado (GEO Accession: GPL6667) continha 16.133 probes
representando os genes de P. vivax, com uma sonda desenhada a cada 2000 bases
de sequéncias codificantes, controles negativos, representados por 100 sondas de

genes de P. falciparum, 121 de Aotus lemurinus griseimembra e 122 de Homo
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sapiens, além dos controles da empresa Agilent™.

Os dados primarios resultantes do microarray foram pré-processados e apds
essa etapa foi realizada por nosso grupo de pesquisa a identificagdo dos genes que
estavam expressos apenas nos parasitas que infectaram macacos com bacgo, Sp+2,
em comparagdo com a expressao génica dos parasitas extraidos de hospedeiros
sem baco, Sp-1, Sp-2 e Sp-3.

Foram propostos entdo trés modelos probabilisticos para identificar os genes
de P. vivax expressos (“ON”) nos macacos com bago e, a0 mesmo tempo, nao-
expressos (“OFF”) nos macacos sem bago.

No primeiro modelo, o sinal digital bruto de cada elemento do microarray,
proporcional a intensidade de hibridizacdo, foi comparado com o sinal das
imediagdes, regides chamadas foreground (F) e background (B), respectivamente

(Figura 8).
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Figura 8 — Representagdo esquematica das regides da lamina de microarray, destacando foreground e
background.

As intensidades das duas regides foram modeladas como distribuicoes

gaussianas (Figura 9), em que: F ~ N(u.,07) € B ~ N(u»,05?); onde s e Uy Sd0 a média

do foreground e background, respectivamente, e 0/ e 0’ representam as variancias.
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| __———> Foreground

_—— Background

Figura 9 — Representacdo da modelagem das regides de foreground e background como distribuicdes

gaussianas.

Através desse modelo, calcula-se a probabilidade p de expressédo para os
elementos do microarray:

p=Pr(F>»B)

As sequéncias de interesse sao aquelas em que existe sinal de hibridizagao
maior no foreground do que no background em individuos com bago e em que, ao
mesmo tempo, nao existe intensidade relevante, comparada ao background, nos
individuos esplenectomizados. Ao definir valores de corte para as probabilidades,
busca-se os genes que satisfazem tal condi¢do. Foram considerados expressos, 0s
genes que possuiam mais de 98% de probabilidade de expressdo comparados ao
background, e nao-expressos os que apresentaram p < 0,60.

No segundo método, foi proposta a comparacao da intensidade dos spots dos

genes com os controles negativos presentes na lamina. Os controles negativos
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foram considerados como sendo realizacbes de uma variavel aleatéria denominada

“Controle Negativo” e sua funcado densidade de probabilidade foi modelada através
do método de Kernel Density Estimation. Esse método tem por objetivo estimar
empiricamente a funcdo densidade de probabilidade de uma variavel aleatodria,
utilizando as observacdes dessa variavel (Silverman, 1986). E considerada uma
técnica model-free por ndo necessitar que os dados assumam um modelo prévio. O

estimador pode ser escrito da seguinte forma:

fal2) = %z};‘- (;—)
onde f é a fungdo densidade de probabilidade de uma variavel aleatéria X, com x1,
X2, ..., Xn, Sendo o conjunto de n observagdes. O h representa o parametro
conhecido como bandwidth, e o acento circunflexo sobre o f representa que é um

estimador. K é a fungao kernel utilizada. No caso do presente estudo, foi utilizada

uma fungao kernel gaussiana:

il 2
- 1 1 l1fx; —x
y (T —_— —rp| ——| ——
S (z) nh;ﬂﬂ P 2( h )
Simplificadamente, cada medida de intensidade dos controles negativos é
modelada como uma distribuicdo gaussiana e a partir da soma de todas essas
distribuicdes € estimada a funcdo densidade de probabilidade da variavel aleatéria

criada (Figura 10).
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Figura 10 — Representagdo esquematica do método de Kernel Density Estimation, com o uso de uma fungéo

kernel gaussiana.
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A média de intensidade de cada spot foi utilizada como um corte e foi

calculada a probabilidade da variavel aleatoria “Controle Negativo” estar mais
expressa que cada gene (Figura 11). Se essa probabilidade foi menor ou igual a
0,001, o gene foi considerado “ON”, se foi maior que 0,05, “OFF”. Os genes de

interesse foram os que estavam “OFF” em Sp-1, Sp-2 e Sp-3, e “ON” em Sp+2.

™\

\> Mean of spot intensity

. Probability density function

J of negative controls

Figura 11 — Representagédo do segundo modelo de busca por genes expressos e ndo-expressos, comparando a

intensidade de cada spot aos controles negativos.

No terceiro método proposto, também foram utilizados os controles negativos
presentes na lamina. O quantil 0,98 dos controles negativos foi utilizado para criar
uma linha de corte. Nessa analise, os genes de interesse foram aqueles em que a
média da intensidade era menor que o quantil dos controles negativos em Sp-1, Sp-
2 e Sp-3, e pelo menos dez vezes maior que o quantil dos controles negativos em

Sp+2, conforme a Figura 12.



36

— Gene -
NegControl

50

40

8 —10 times (or +)

20

Normalized Intensity

sp-1 sp-2 sp-3 sp+2

Figura 12 — Representacdo do padrdo de expressdo de interesse no terceiro método proposto, em que os

controles negativos s&o utilizados para criar uma linha de corte.

Os valores de corte das metodologias foram determinados a fim de se realizar
analises bastante estringentes, possibilitando a identificagdo de genes que
apresentaram diferencas de expressao extremamente acentuadas (“ON” e “OFF”).

Para a realizagdo de todas as analises e metodologias empregadas nas
etapas descritas acima foram desenvolvidos scripts em linguagem de programacgao
R (http://lwww.r-project.org/) no sistema operacional Ubuntu/Linux. R é uma
linguagem de programacdo e um ambiente de desenvolvimento amplamente
utilizado para manipulacdo de dados e analise estatistica em diferentes areas do
conhecimento, incluindo a bioinformatica. O software é gratuito, possui cédigo aberto
e diversos pacotes disponiveis com as mais variadas funcbes, podendo ser
livremente utilizado e modificado conforme a necessidade do estudo.

Os trés modelos implementados em linguagem R estao livremente disponiveis
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para download na pagina do Laboratério de Processamento de Informacé&o Bioldgica

no seguinte endereco eletrénico: http://labpib.fmrp.usp.br/~bcorrea/analysis-on-off/.

3.2 Desenho do tiling array

Apoés a realizagdo das analises de microarray, foi proposto o projeto de um
tiling array, para que fosse possivel ampliar a compreenséo do transcritoma de P.
vivax, tanto na questdo especifica do mecanismo de escape do bago quanto em

estudos futuros.

3.2.1. PlasmoDB

Para o planejamento do tiling array, foram utilizadas sequéncias do genoma
de P. vivax depositadas no banco de dados PlasmoDB (Aurrecoechea et al., 2009;
http://plasmodb.org), o principal repositério de informagao a respeito das espécies
mais estudadas do género Plasmodium. O banco de dados contém atualmente
informagdes de oito espécies do género, entre elas P. vivax, e conta também com
dados de microarray, RNA-Seq, experimentos de protedmica, entre outros, para
algumas espécies. Na versdo utilizada nessa etapa, 7.1, estdo disponiveis 5.507
transcritos de P. vivax.

O PlasmoDB oferece a opcao de download de quatro tipos de sequéncia,
denominadas de CDS, Protein, Transcript € Genomic. As caracteristicas de cada um
dos tipos de sequéncia disponiveis sao apresentadas na Figura 13.

Para os objetivos do estudo, identificacdo de genes do parasita expressos
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apenas na presenca do baco do hospedeiro, foi definido pelos colaboradores que

apenas as regides codificantes seriam de interesse uma vez que, com a tecnologia
disponivel no momento e pela necessidade de réplicas internas, seria inviavel
desenhar um tiling array cobrindo todo o genoma com probes igualmente

espacadas.
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Figura 13 — Tipos de sequéncias disponiveis no banco de dados PlasmoDB. Fonte: http:/plasmodb.org.

Sugerimos que fossem adicionadas também as regides 5'UTR e 3'UTR, pela
possibilidade de conterem importantes sitios regulatérios, que poderiam fornecer
informacgdes valiosas a respeito da regulagdo da expressao génica. Dessa forma, o
tipo de sequéncia utilizada para a construgdo do tiling array foi a Transcript,

contendo as regides 5'UTR, 3'UTR (quando disponiveis) e os éxons de cada gene.
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3.2.2. ChipD

Existem diversas ferramentas para fazer o desenho das sondas de uma
ldamina de microarray, cada uma levando em conta caracteristicas especificas, com
objetivos diversos. A maioria dos algoritmos sdo focados na escolha de apenas
algumas sondas por gene (Chou et al.,, 2004; Li et al., 2005; Rouillard, 2003;
Wernersson & Nielsen, 2005), o que ndo se aplica no caso de um tiling array.
Algumas ferramentas possibilitam o desenho de sondas para tiling array, porém, em
geral, ndo consideram as caracteristicas termodindmicas das sondas desenhadas,
fator de grande importancia para garantir uma hibridizagdo de qualidade.

Apds uma extensa busca e estudo de algoritmos de desenho e avaliagao de
sondas para tiling array, como MOID (Zhou & Abagyan, 2002), TileMap (Ji & Wong,
2005), MAMMOT (Ryder et al., 2006), ArrayDesign (Graf et al., 2007), Teolenn
(Jourdren et al., 2010), entre outros, foi selecionada a metodologia chipD (Dufour et
al., 2010), que tem por objetivo desenhar probes especificas, com propriedades
termodinamicas semelhantes e garantir uma boa cobertura das sequéncias alvo.

A ferramenta foi desenvolvida na linguagem de programacao JAVA, e fornece
ao usuario acesso a um servidor com interface web para o desenho das sondas,
além do codigo-fonte (Dufour et al., 2010).

Como entrada, a ferramenta recebe as sequéncias de interesse em formato
FASTA. Além disso, o usuario precisa definir uma série de parametros como o
numero maximo de probes na lamina, o numero de réplicas de cada probe, o ajuste
de offset, que define o espacamento entre as sondas, o modelo para calculo da

temperatura de melting (TM), a concentrag&o de ion sodio para o calculo do modelo,
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a TM ideal, o tamanho das sondas e o numero maximo de ciclos para a sintese das

sondas. A ferramenta oferece dois tipos de design: “Genome chip” e “Expression
chip”. No caso do presente trabalho foi utilizado o “Genome chip”.

As probes sao escolhidas atravées de um sistema de pontuagao.
Primeiramente, as sequéncias enviadas s&o escaneadas e € realizada uma
contagem global para cada 15-mer dessas sequéncias. Essa contagem é utilizada
para determinar um escore de frequéncia. Com base no conteudo das sequéncias
de 15-mer, é calculado independentemente um escore de complexidade. Essas
pontuacbes sado combinadas para formar o chamado “uniqueness score”, que
representa uma medida de especificidade das sequéncias. Em seguida, é
determinada uma sonda candidata para cada posicdo da sequéncia fornecida,
levando em conta também os parametros de entrada e a qualidade da sequéncia.

Conforme o tamanho definido das sondas, o algoritmo percorre cada posi¢cao
da sequéncia de entrada para extrair as probes, até o limite maximo de iteragdes
definido pelo usuario.

O escore final de cada probe é calculado somando trés componentes com
pesos definidos: a medida de especificidade, a fungdo de TM e a fungcédo de tamanho
do alvo.

A medida de especificidade € calculada a partir da soma dos escores de
“uniqueness” para todas as sequéncias de 15-mer sobrepostas que formam a sonda,
com maior peso para a sequéncia de 15-mer do centro da sonda.

A fungao de temperatura de melting (TM) calcula quanto a temperatura predita
para cada sonda desvia da temperatura de melting ideal, aplicando uma penalidade

no score da probe. O modelo para o calculo da temperatura de melting utilizado foi
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0 seguinte:
[Na+] 0.41 (% GC) — 500
- +
1+ 0.7[Nat] tamanho—sonda

Tm = 81.5 + 16.6 * logi

Esse modelo é sugerido por ser mais eficiente para o calculo de temperatura
de melting para probes de tamanho maior ou igual a 50-mer, e foi escolhido para o
design por estarem sendo desenhadas sondas de 60-mer.

A fungdo de tamanho do alvo aplica penalidades nas sondas com tamanho
fora do ideal definido pelo usuario. O algoritmo entdo seleciona e salva a sonda
candidata com maior escore para representar uma determinada posicdo da
sequéncia.

Por fim, a lista final de probes é selecionada iterativamente. Todas as sondas
candidatas sdo ordenadas conforme seu escore. A probe com maior pontuacédo de
determinada sequéncia é escolhida e, com base nas restricdes de espacamento
fornecidas, as sondas vizinhas sao selecionadas ou removidas. Esse processo
garante uma boa cobertura das sequéncias alvo, evitando gaps.

Como output, o algoritmo fornece um arquivo contendo uma lista com as
sequéncias das sondas selecionadas, “IDs” identificadores, a posicdo no genoma, a

TM, além do escore final para cada sonda.

3.2.3. eArray

A empresa Agilent™ fornece acesso a uma aplicagdo web, denominada

eArray (https://earray.chem.agilent.com/earray/), que permite fazer o desenho final

da lamina e envia-la para a fabricagao.
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Apdés o projeto das sondas, é possivel importa-las para o eArray que

possibilita fazer um desenho personalizado do tiling array. Também podem ser
utilizadas sondas pré-existentes no banco de dados da empresa Agilent™, em
conjunto com as sondas criadas pelo usuario. Antes de importar as sondas, €&
necessario um pré-processamento nos arquivos de saida do chipD, para que os
formatos sejam compativeis, realizado através de Shell-script.

Em linhas gerais, o pesquisador elege o tipo de aplicagcdo desejada, nesse
caso “Gene Expression’, cria um “Probe Group” com as sondas selecionadas,
escolhe a capacidade da lamina a ser produzida (nesse caso, foi encomendada uma
ldamina de 1x1M, com capacidade para aproximadamente 1 milh&o de spots), define
o numero de réplicas para as sondas, os controles negativos e positivos, e
posteriormente solicita a fabricacdo da lamina para a empresa.

E possivel também criar um “Grupo de Colaboracéo”, em que pesquisadores
de um mesmo grupo podem participar compartilhando informagdes e auxiliando nas
etapas desse processo. A Figura 14 mostra uma visdo esquematica do sistema para
a criagao final do chip, em que € possivel utilizar probes ja disponiveis no banco de
dados da empresa Agilent™ em conjunto com as desenhadas pelo pesquisador,

criar grupos de probes e definir o tipo de lamina desejada.
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Figura 14 — Etapas para a criagdo de um array através da ferramenta eArray da empresa Agilent™. Fonte:

https://earray.chem.agilent.com/earray/.

3.3 Melhoria da Anotagao Funcional de P. vivax

Com o objetivo de auxiliar na interpretacdo bioldgica dos resultados obtidos
anteriormente e em estudos futuros, a ultima etapa realizada foi a adicdo de
informagdes a anotagao funcional existente do genoma de P. vivax. A ferramenta de
anotagdo escolhida foi o GOPET (Vinayagam et al., 2006). Essa abordagem é
baseada em classificagao e foi selecionada por permitir realizar anotacédo funcional
em larga escala, para diversos organismos, além de fornecer uma medida de
credibilidade para cada predicao.

Para realizar a fase de classificagdo, é utilizada a metodologia SVM. Nesse
meétodo, os dados de entrada de duas categorias diferentes sdo mapeados em um

espaco de caracteristicas de maior dimensao, através de um mapeamento né&o-
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linear, para permitir que sejam separados linearmente. A partir disso, sao calculados

os parametros de um hiperplano étimo que maximiza a margem de separagéo entre
as duas classes (Duda et al., 2000 - Figura 15). Os chamados vetores de suporte

sdo aquele mais proximos ao hiperplano.

Figura 15 — Método de classificagdo por SVM. O hiperplano 6timo € o que maximiza a margem de separagao
entre as classes R e R.. Os ciculos solidos representam os vetores de suporte. Fonte: Duda et al.,
2000.

O funcionamento do método GOPET ¢é apresentado na Figura 16.
Anteriormente a anotacdo das sequéncias de interesse, 0 método passa por uma
fase de treinamento utilizando 39.740 sequéncias de cDNA de 13 espécies com
fungbes GO conhecidas, incluindo uma espécie do género Plasmodium (P.
falciparum). Essas sequéncias sao utilizadas para realizar buscas por similaridade
em bancos de dados contendo outras sequéncias ja anotadas. A partir dessas
buscas, foram extraidos 856.632 termos GO, divididos entdo em 99 sub-grupos.
Esses sub-grupos foram utilizados para estimar hiperplanos étimos de separagéo

(OSHs) para classificar as anotagées como corretas (+1) ou falsas (-1).
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As sequéncias a serem anotadas sdo também usadas como query para

buscas em bancos de dados de proteinas ja anotadas e os termos GO de fungéo
molecular das proteinas mais similares sao extraidos. Ao todo, 31 atributos dos
termos GO, divididos em 5 classes principais (Tabela 2), relacionados a qualidade do
alinhamento da etapa de busca por similaridade, como medidas de similaridade
entre as sequéncias e cobertura, além de atributos relacionados aos termos GO
extraidos, como frequéncia do termo GO, qualidade da anotacgao, nivel hierarquico
da anotacdo GO, entre outros, sdo entdo calculados e os termos sdo mapeados em
um espaco de caracteristicas de maior dimenséo.

Posteriormente, utilizando os OSHs calculados na fase de treinamento, esses
termos s&o classificados como “corretos” ou “falsos”, ou seja, corretamente

associados a determinada sequéncia alvo ou nao.

Tabela 2 — Classes principais de atributos utilizados pelo método GOPET.

Classe de atributos

A) Nivel e caminho do termo GO na ontologia

)

B) Critérios de qualidade do alinhamento
)
)

(
(
(C) Atributos relacionados a frequéncia do termo GO
(D) Frequéncia do termo GO considerando relagdes
(

E) Critérios de qualidade da anotagdo GO

Fonte: modificado de Vinayagam et al., 2004.
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Figura 16 — Método de anotagédo por classificagdo implementado pela ferramenta GOPET. Fonte: Vinayagam et

al., 2004.
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Ao todo, sao utilizados 99 OSHs como classificadores e é realizada uma

abordagem de votacdo para definir se determinado termo GO é verdadeiramente
associado a uma sequéncia de interesse especifica, com um grau de credibilidade
(ou probabilidade) dependente do numero de classificadores em que o termo foi
classificado como “correto”.

Como output, a ferramenta fornece um arquivo em formato XML (Extensible
Markup Language), contendo o identificador da sequéncia alvo, os cddigos e
descricoes dos termos GO associados, além do nivel de credibilidade de cada uma
das anotagdes. Esses arquivos foram processados através de scripts desenvolvidos
em linguagem Python (http://www.python.org).

Foram submetidas a anotagdo funcional, utilizando a ferramenta GOPET,
todas as sequéncias de proteinas de P. vivax disponiveis na versédo 8.0 do banco de

dados PlasmoDB, totalizando 5.435 sequéncias.
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4. ResuLtADOS
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4.1 Influéncia do bago na expressao génica de P. vivax

A partir de cada um dos modelos desenvolvidos, foram encontrados genes
com um padrdao de expressdo que satisfazia a condigcdo desejada: “ON” nos
parasitas retirados de macacos com baco, Sp+2, e “OFF” nos parasitas retirados de
macacos sem baco, Sp-1, Sp-2 e Sp-3.

Conforme a primeira metodologia proposta, em que foram comparadas as
regides chamadas de foreground e background, onze genes obedeceram ao padrao
determinado. Seu padrdo de expressdo € mostrado na Figura 17, em comparagao

com dois genes controle.
Putative Spleen-Dependent Genes

o= Ganai #
Genez !
Genesd
o= Gangd
Ganas
—  Genad
o— Genavy
Ganad
Genas
Gensl10
—=— Gana11
—=— (Gene12-Control
Gene13-Control

1500

1000

Intensity

200
]

Sp-1 Sp-2 Sp-3 Sp+2

Figura 17 — Padrao de expressdo dos genes resultantes da primeira analise, em que as regides de foreground

foram comparadas com seu background.
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A partir da primeira metodologia, foram encontrados principalmente genes de

localizagdo subtelomérica, como genes da familia vir e da familia Pv-fam, além de
genes relacionados a citoaderéncia e genes descritos como produtores de proteinas
hipotéticas.

Na segunda metodologia proposta, em que a intensidade média de expressao
de cada spot foi comparada aos controles negativos da lamina (Figura 18), 47 genes
apresentaram o padrdao “ON” nos parasitas extraidos de animais com bago e “OFF”
nos parasitas extraidos de animais sem baco. Desses genes, quatro também
tiveram o padrao definido pela primeira abordagem.

Os genes encontrados nessa segunda analise, apesar de ndo serem o0s
mesmos resultantes da primeira abordagem, possuem participagdo em processos
biolégicos semelhantes, como os genes da familia vir, Pv-fam e genes relacionados

a citoaderéncia e a produgao de proteinas de superficie.

| . J ¢ | | . | . o . . \ Negative control
00 000 0O 0| O

Figura 18 — Lamina de microarray destacando as regies utilizadas para a comparagéo no segundo modelo.

O terceiro método proposto, em que os genes de interesse apresentavam
intensidade média menor que o quantil 0,98 dos controles negativos em Sp-1, Sp-2

e Sp-3, e pelo menos dez vezes maior que o quantil 0,98 dos controles negativos em
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Sp+2, resultou em 40 genes com expressao seguindo o modelo. Mais uma vez, os

principais processos bioldgicos nos quais os genes encontrados estdo envolvidos se
mantiveram.

A lista final, resultado da unido das trés metodologias (Figura 19), possui um
total de 77 genes. Desses genes, 18 tiveram o padrao “ON” e “OFF” desejado em
duas ou mais analises, enquanto dois genes, apresentaram esse padrdao em todas
as metodologias aplicadas.

Como cada uma das metodologias implementadas teve uma abordagem
diferente, considerando fatores distintos do microarray, obteve-se uma lista de genes
especifica para cada analise, com alguns genes de interesse como resultado de
mais de uma das analises. Apesar disso, pode ser observado que os principais
processos bioldégicos nos quais 0s genes encontrados estdo envolvidos sao

semelhantes em todas as abordagens.

Abordagem 1 Abordagem 2
2
7 29
2
0 14
24

Abordagem 3

Figura 19 — Numero de genes encontrados em cada uma das abordagens e sobreposigéo entre os resultados

das metodologias implementadas.
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A lista contendo os genes de P. vivax candidatos a possuirem expressao

dependente da presenca do baco do hospedeiro foi enviada aos colaboradores do
CRESIB para realizagao futura de validagcdo experimental, através de um array de

proteinas.

4.2 Desenho do tiling array

As regides dos éxons, juntamente com as regides 5UTR e 3'UTR do genoma
de P. vivax foram utilizadas para o desenho das sondas do filing array através do
algoritmo chipD, descrito anteriormente. A lamina projetada possui a configuragéo
1x1M, que apresenta um total de 974.016 spots disponiveis. Ao todo, foram
desenhadas 306.317 sondas, com tamanho de 60-mer cada uma, com espagamento
e sobreposigdo variaveis, com uma extensa cobertura da regido genbmica de
interesse.

Além disso, cada sonda foi replicada trés vezes na lamina. Foram adicionadas
também 6.001 sondas controle definidas pela empresa Agilent™. Uma
representacdo esquematica do tiling array projetado € apresentada na Figura 20 e

um sumario das caracteristicas das sondas pode ser visto na Tabela 3.
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Figura 20 — Representagdo esquematica do tiling array projetado. Pode ser observado o design misto das

sondas, com e sem sobreposigédo, além de espagamento variavel.

Tabela 3 - Caracteristicas das sondas desenhadas

Caracteristica Ndmero

Total de sondas 306.317
Total de genes representados 5.507
Média de sondas por gene 55,6
TM média das sondas 74,8

Além disso, foi solicitado por nossos colaboradores que fossem
acrescentadas ao chip trés réplicas exatas do experimento de microarray realizado
anteriormente para a analise da influéncia do bago na expresséo génica de P. vivax
e também 107 sondas representando RNAs ndo-codificantes do parasita,

identificados através de metodologias automaticas especificas para busca de RNAs
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ndo-codificantes (Machado-Lima et al.,, 2008). As sondas foram distribuidas

aleatoriamente na Iamina de tiling array, para preventivamente evitar perda do sinal
de um grupo inteiro de genes caso ocorram problemas técnicos espaciais na lamina
e para evitar outros tipos de vieses posicionais.

Apos a conclusdo do design, o array foi enviado para fabricagao pela empresa
Agilent™ sob responsabilidade do grupo do Dr. Hernando del Portillo. Os primeiros
experimentos foram recentemente realizados por nossos colaboradores e a analise

dos dados gerados devera ser iniciada em breve.

4.3 Melhoria da Anotagao Funcional de P. vivax

No banco de dados PlasmoDB, estdo disponiveis 5.435 sequéncias de
proteinas de P. vivax. Dessas, 3.085 sdo caracterizadas como “hypotetical protein”, o
que fornece pouco significado bioldgico a respeito da fungdo dessas moléculas, dai
a necessidade de adicionar mais informacdes a anotacao funcional desse parasita.
A Figura 21 mostra uma representagcdo dos principais termos encontrados na

descrigdo dos produtos génicos de P. vivax disponiveis no PlasmoDB.
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Figura 21 — Principais termos encontrados na descrigdo dos produtos génicos de P. vivax. Fonte: plasmodb.org.

Todas as sequéncias de proteinas de P. vivax disponiveis na versdo 8.0 do
banco de dados PlasmoDB foram utilizadas nessa etapa. No total, 5.435 sequéncias
foram submetidas para anotagéo funcional com termos GO utilizando a ferramenta
GOPET.

Como resultado quantitativo, 2.392 sequéncias, 44% do total, obtiveram ao
menos um termo GO funcional associado, utilizando um nivel de credibilidade
minimo de 0,60 na ferramenta GOPET.

Com o objetivo de associar termos as sequéncias n&do anotadas pela

abordagem anterior, a credibilidade minima foi reduzida para 0,50. Através dessa
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redugéo, mais 1.104 sequéncias (20% do total) também foram associadas a pelo

menos um termo de anotagao funcional do Gene Ontology.

Ao todo 3.496 sequéncias (64% do total) de P. vivax foram anotadas
funcionalmente (Figura 22). Apesar da reducéo do valor de corte de confiabilidade
possibilitar associar termos a sequéncias ndo anotadas anteriormente, pode elevar o
numero de falsos positivos, de modo que essas anotagcdes devem ser utilizadas com
mais cautela, sendo indicada, se possivel, uma curagem manual.

Segundo os autores da metodologia GOPET, as anotagdes que apresentam
80% ou mais de confiabilidade podem ser prontamente utilizadas. No caso de P.
vivax, 1.751 sequéncias foram anotadas com esse nivel de confiangca, o que

representa mais de 30% das anotacdes obtidas.

100%
90%
80%
70%
60%
50% B Annotated
40% ® Unannotated
30%
20%
10%
0%

[0.8,1.0] [0608 [0506 [0510]

Figura 22 — Resultados quantitativos da anotagdo obtida através do método GOPET com diferentes niveis de

confiabilidade.
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Os principais termos GO associados as sequéncias de P. vivax sao

apresentados na Figura 23 e o nivel dos termos na ontologia GO, na Figura 24,
ambas construidas com a ferramenta Blast2GO (Conesa et al., 2005; Aparicio et al.,

2006).
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Figura 23 — Principais termos GO associados as proteinas de P. vivax.
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Figura 24 — Numero de anotagdes obtidas em cada nivel da ontologia GO.
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A grande maioria das anotagbes obtidas estdo nos niveis dois e trés da

ontologia de fungdo molecular do GO. Apesar dos diferentes ramos do GO
possuirem profundidades distintas, em geral os termos encontrados nos niveis
basais s&o considerados mais genéricos, com menor conteudo informacional.
Entretanto, de forma geral, esses foram os termos que apresentaram maiores niveis
de confiabilidade na anotagéao.

De todas as proteinas as quais foram associados termos GO, 732 que
anteriormente estavam descritas como “hypotetical protein” obtiveram anotagao
funcional. Entre os genes resultantes das analises de expressdo dependente do
bagco descritos apenas como geradores de “proteinas hipotéticas”, trés foram
associados a termos funcionais, com nivel minimo de 80% de confiabilidade.

A anotacéo resultante desse trabalho esta disponivel no seguinte enderego:

http://labpib.fmrp.usp.br/~bcorrea/annotation-pvivax-GOPET/.
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5. DiscussAo E CoNsIDERACOES FiNAIs
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A biologia de Plasmodium vivax ainda possui muitos aspectos a serem

desvendados. Compreender o papel do bago do hospedeiro na expressao génica de
P. vivax € um ponto importante ndo apenas para o combate a malaria mas também
para a elucidacido de mecanismos complexos presentes na relagao entre parasita e
hospedeiro, evolutivamente selecionados ao longo de milhares de anos.

Experimentos utilizando microarray foram realizados anteriormente com
sucesso para a investigacado de diversas questdes relacionadas a P. vivax, assim
como a outras espécies do género Plasmodium (Ntumngia et al., 2005; Bozdech et
al., 2008; Cunningham et al., 2009; Su et al., 2009; Dharia et al., 2010; Tan et al.,
2011). No caso da primeira etapa do presente estudo, a técnica foi aplicada para
verificar a influéncia do bago do hospedeiro na expresséo génica de P. vivax.

Diferente da wusual busca por genes diferencialmente expressos, a
identificacdo de genes “ON” e “OFF” fornece uma medida mais extrema de
expressdo. Esse tipo de abordagem busca mudangas mais drasticas nos niveis de
expressdo génica, fornecendo como resultado genes com diferencas mais
acentuadas nos niveis de expressao. Analises posteriores de expressao diferencial,
frequentemente realizadas em experimentos de microarray, podem ser utilizadas de
forma complementar para identificar também variagdes mais sutis na expressao
génica.

Os modelos estatisticos implementados no presente trabalho mostraram-se
capazes de realizar a identificacdo de genes expressos e nao-expressos nas
condigdes desejadas. Os valores de corte definidos em cada um dos modelos foram
escolhidos visando realizar uma analise bastante estringente, para que fosse

possivel chegar a uma lista final com um numero de genes factivel de validagéo
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experimental, segundo solicitacdo dos colaboradores do estudo.

Conforme o esperado, obteve-se listas de genes diferentes para cada uma
das analises, pois cada uma das metodologias propostas abordou aspectos distintos
do microarray, como o sinal de background e os controles negativos presentes nas
ldaminas. Ainda assim, alguns genes de interesse apareceram como resultado de
mais de um dos modelos, podendo ser observada uma maior concordancia entre a
segunda e a terceira abordagem, pelo fato de ambas considerarem os controles
negativos presentes na lamina.

Apesar de ndo ter sido observada uma sobreposigdo total entre os genes
encontrados pelos trés métodos implementados, foi observada a sopreposi¢cao entre
as fungdes biologicas nas quais os produtos desses genes podem estar envolvidos.
As trés abordagens tiveram como resultado genes da familia vir, Pv-fam e genes
relacionados a citoaderéncia e a producao de proteinas de superficie.

Genes pertencentes a familia vir ja haviam sido propostos como possiveis
participantes no mecanismo de escape do parasita da eliminacdo pelo baco do
hospedeiro (Fernandez-Becerra et al., 2009), fazendo com que essa analise seja
mais uma evidéncia da sua atuagdo nesse mecanismo. Ja os genes da familia Pv-
fam e os relacionados a citoaderéncia e producao de proteinas de superficie surgem
como novas informagbdes a serem agregadas ao modelo proposto. Apesar dos
resultados encontrados necessitarem de réplicas e validagdo, por si sO eles sao
capazes de fornecer novas e importantes evidéncias a serem investigadas para a
completa compreensdo do mecanismo utilizado por P. vivax para escapar da

eliminacao pelo bago do hospedeiro.
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Com o objetivo de ampliar a compreenséo a respeito do transcritoma de P.

vivax, a segunda fase do trabalho consistiu em projetar um tiling array, para replicar
o0 microarray realizado anteriormente e possibilitar novos estudos relacionados a
compreensao do mecanismo utilizado pelo parasita para o escape do bago do
hospedeiro, além de permitir a realizagdo de trabalhos futuros para a investigacéo
de questdes bioldgicas diversas.

Os tiling arrays, combinados com métodos computacionais de analise, podem
fornecer informagdes valiosas para a compreenséo global de processos presentes
nos sistemas bioloégicos. Concorrentemente, as tecnologias atuais de
sequenciamento de transcritoma, conhecidas por RNA-Seq, vem sendo cada vez
mais utilizadas, devido a sua maior precisdo em comparagdo com as metodologias
baseadas em hibridizagao e a crescente redugao do custo por experimento. Apesar
disso, métodos como os tiling arrays, permanecem bastante uteis para mensurar os
niveis de expressao génica (Malone et al., 2011).

Estudos comparativos entre tiling arrays e RNA-Seq mostram que os tiling
arrays sao capazes de detectar niveis de expressdo génica com baixo custo de
forma efetiva, enquanto que a metodologia de RNA-Seq é capaz de garantir uma
maior acuracia em diversos casos, de modo que € necessario realizar a escolha
adequada da metodologia levando em conta os objetivos especificos do estudo ou,
se possivel, a unido das duas técnicas de forma complementar (Agarwal et al.,
2010).

No caso do presente trabalho, a escolha pelo tiling array foi devida a sua
capacidade de mensurar expressado génica em larga escala com um menor custo, ja

que o grupo de pesquisa colaborador ja havia realizado estudos prévios com
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metodologias baseadas em hibridizag&o, possuindo os equipamentos necessarios e

conhecimento a respeito desse tipo de técnica, utilizados para os futuros
experimentos com o tiling array projetado.

Nesse paradigma tecnologico de experimentagdo em transcritoma, o foco foi
deslocado da manufatura das ferramentas experimentais para o seu planejamento.
O projeto de tais chips passou a ser a etapa mais importante, uma vez que existem
empresas especializadas na confecgéo das laminas de tiling array, o que facilita sua
producdo experimental. Algumas dessas empresas, com uma visdo similar a do
software livre, de plataforma aberta, permitem que o usuario tenha pleno controle
sobre as sondas a serem desenhadas. A empresa Agilent™, uma das mais
conceituadas na area e que permite um desenho personalizado da lamina de tiling
array, foi contratada para a confecgao do array.

A escolha e design das sondas de tiling array, principalmente para
organismos nao-modelo, ficam sob responsabilidade do pesquisador, fazendo com
que essa seja uma etapa crucial para a realizagao de um experimento de tiling array.
Para o desenho dessas sondas, sdo necessarios intensivos esforcos, através de
ferramentas de bioinformatica, para determinar e localizar as sequéncias de
interesse, além de processa-las do modo necessario para a producdo do chip.
Diversos algoritmos estao disponiveis para a realizagdo dessa tarefa, de modo que a
escolha e o planejamento correto € fundamental para garantir a qualidade do tiling
array e, dessa forma, permitir sua utilizagdo para a realizagdo de experimentos e
possibilitar a interpretagao biolégica correta dos resultados obtidos.

O tiling array projetado servira ndo somente para a realizagdo de mais

estudos relacionados ao papel do bago do hospedeiro na expressao génica de P.
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vivax como também sera uma nova ferramenta para a investigagado de outros tipos

de questdes, como o estudo de RNAs n&o-codificantes e das regides 5'UTR e 3'UTR
do genoma do parasita, a serem realizados em breve pelos colaboradores do
presente trabalho, ampliando a compreensao do transcritoma do parasita.

Com o objetivo de auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos nos
experimentos de microarray e ftiling array ja realizados e também em estudos
futuros, a terceira e ultima etapa do projeto esteve relacionada a adicdo de
informagéo a anotagao funcional existente dos produtos génicos de P. vivax.

Anotacdo funcional de genes é uma etapa crucial para estudos em biologia
molecular. Além disso, a reanotagdo € considerada por alguns autores como um
passo inicial quase que obrigatério para estudos de gendbmica funcional, podendo
melhorar a quantidade e qualidade das anotacbes disponiveis e assim levar a
diferentes interpretagdes bioldgicas dos resultados obtidos (Berg et al., 2010).

As primeiras iniciativas para anotagdo funcional eram baseadas em
linguagem natural, sem qualquer tipo de padronizagdo, o que dificultava sua
interpretacdo e comparagao com outras fontes de anotagédo (Plessis et al., 2011).
Para tentar minimizar esse problema, atualmente se faz uso de ontologias biolégicas
para realizar anotacdo funcional, por serem estruturadas e padronizadas, o que
facilita a aplicagdo por metodologias automaticas (Bodenreider et al., 2006).

Uma das ontologias mais utilizadas € o Gene Ontology (GO), que fornece um
vocabulario unificado, controlado, padronizado e estruturado de termos para
descrever os produtos génicos. Considerando que genes similares de diferentes
espécies podem ter fungcbes conservadas, o GO pode ser utilizado

independentemente do organismo de estudo, possibilitando que sejam realizadas
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comparacgdes e integragdes entre diversas bases de dados de anotagdes (Defoin-

Platel et al., 2011).

Apesar de suas muitas vantagens, o GO também possui diversas limitagdes,
como por exemplo a maioria das suas anotagbes, cerca de 98%, é de origem
automatica (Defoin-Platel et al., 2011); ainda ha poucos termos relacionados a
funcbes e estruturas especificas de protistas, como P. vivax; os termos nao estao
ligados diretamente a vias metabdlicas; entre outros, sendo necessario, se possivel,
complementar a anotagdo com informag¢des provenientes de outros bancos de
dados. Como exemplo de mais informagdes a serem agregadas, pode-se considerar
OrthoMCL (Li et al., 2003; Chen et al., 2006) e EggNOG (Jensen et al., 2008; Muller
et al., 2010; Powel et al., 2012), capazes de fornecer informagdes que consideram
relagbes de ortologia; KEGG Orthology e Enzyme Commission numbers (EC
numbers), capazes também de associar termos com ligacdo aos padrdes
metabalicos disponiveis no KEGG (Mao et al., 2005); entre outras bases de dados
disponiveis.

Metodologias estatisticas tentam minimizar as limitagcbes encontradas no
Gene Ontology e a propagacado de erros de anotagdo, além quantificar a
confiabilidade das anotagdes resultantes. Existem diversos métodos para associar
termos GO a sequéncias, como por exemplo os que utilizam técnicas de
aprendizado de maquinas. Esse tipo de abordagem, apesar de ainda ndo ser a mais
amplamente utilizada para fins de anotacéo, apresenta um melhor desempenho em
termos de acuracia de predicdo em muitos casos, por considerar dados de
treinamento positivos e negativos (Leslie et al., 2004; Sarag et al., 2010).

O método GOPET utilizado nesse trabalho é baseado na abordagem de SVM
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e foi escolhido por permitir realizar anotagcdo funcional em larga escala,

independentemente do organismo de estudo, por fornecer uma medida de
credibilidade para cada predigdo (Vinayagam et al., 2006) e por utilizar em sua fase
de treinamento sequéncias com anotacado conhecida de P. falciparum, uma espécie
filogeneticamente bastante proxima a P. vivax.

No caso de P. vivax, a anotacdo disponivel no banco de dados PlasmoDB
ainda possui relativamente pouca informagdo funcional. Das 5435 proteinas do
parasita disponiveis, mais da metade estdo anotadas como “hypothetical protein”.
Esse tipo de anotacéao traz pouca informacao sobre a real fungdo dessas moléculas.
Além disso, apenas uma minoria delas apresentam termos GO associados, mesmo
que apenas potencialmente associados. Dessa forma, agregar informagéo funcional
a essas sequéncias € um passo importante e demanda que mais esforgos sejam
investidos.

Sabe-se que a aplicagdo de apenas uma metodologia ndo sera capaz de
solucionar completamente a falta de informacao a respeito da anotacédo de P. vivax.
Assim, os resultados do presente trabalho representam uma importante contribuigao
nesse aspecto, mas que idealmente devem ser combinados com outras abordagens,
utilizando diferentes bancos de dados e, na medida do possivel, validados
experimentalmente. Apesar disso, espera-se que as informacdes adicionadas a
anotacdo de P. vivax resultantes desse trabalho possam auxiliar na interpretacao
biolégica dos resultados encontrados nos estudos de microarray e tiling array
realizados, além de trabalhos futuros.

Dessa forma, ao realizar um estudo relacionado aos mecanismos utilizados

por P. vivax para escapar da eliminacdo do baco do hospedeiro, por meio de
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analises de microarray, construgdo de um tiling array e anotagdo funcional

automatica, esperou-se contribuir para ampliar a compreensdo de um dos aspectos
fundamentais da biologia de um dos principais parasitas causadores da malaria

humana.
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