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PEREIRA, M. A. Análise transcritômica de macacos Rhesus durante infecção          

aguda por Zika Vírus. 2019. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Instituto de            

Matemática e Estatística, Universidade de São Paulo. São Paulo. 2019 

RESUMO 

Zika vírus (ZIKV) é um arbovírus que ganhou grande relevância nos últimos anos.             

Embora sua infecção geralmente induza sintomas leves, em alguns casos, a está            

associada à microcefalia em recém-nascidos e síndrome de Guillain-Barré em          

adultos. RNAs longos não codificadores (lncRNAs) desempenham um papel         

fundamental na modulação do sistema imunológico, mas pouco se sabe sobre sua            

função na infecção aguda por ZIKV. Portanto, o objetivo deste projeto foi estudar o              

transcritoma de macacos Rhesus durante a infecção e como os lncRNAs podem            

alterar a resposta em diferentes mamíferos infectados por ZIKV. Foram infectados           

quatro macacos Rhesus com a cepa HS-2015-BA-01 e o sangue foi coletado antes e              

depois de 1, 3, 5, 7, 10 e 14 dias de infecção. Em seguida, foi realizado o RNA-seq                  

com amostras de sangue total para avaliar as alterações transcricionais durante a            

infecção. Nossas análises revelaram uma regulação da resposta imune, incluindo a           

identificação de lncRNAs que foram induzidos na infecção por ZIKV. Identificamos           

cerca de 9,210 lncRNAs, dos quais 3,246 ainda não foram anotados na base de              

dados ENSEMBL e 140 deles foram diferencialmente expressos em alguma          

comparação. Alguns genes associados à resposta imune, como STAT1, JAK1 e           

IFNGR2, parecem ser regulados negativamente. Análises de módulos de         

co-expressão e de redes revelaram as possíveis vias e genes afetados por alguns             

lncRNAs identificados. Os lncRNAs PROAP1, 2 e 3, ainda não depositados em            

bancos públicos, foram altamente correlacionados com BCL2, CYBA e MYCT1, que           

podem potencialmente regular a resposta pró-apoptótica. Além disso, outros         

conjuntos de dados (camundongos, neonatos e cultura celular) foram utilizados para           

avaliar a importância e a interferência dos lncRNAs na infecção. Com este estudo,             

encontramos lncRNAs previamente não descritos no genoma de M. mulatta , alguns           

dos quais estão correlacionados com genes importantes. Comparando todos os          

resultados, percebemos que alguns lncRNAs podem desempenhar papéis        

semelhantes, ainda que em diferentes animais. No geral, nossos resultados          

 
 
 



 

sugerem que a infecção por ZIKV modifica a expressão de genes codificadores e             

lncRNAs, quanto à mecanismos apoptóticos de resposta contra o vírus.  

 

Palavras-chave: ZIKV; Zika vírus; lncRNA; infecção experimental;  

  

 
 
 



 

PEREIRA, M. A. Transcriptomic analysis of Rhesus monkeys during acute          

infection by Zika Virus. 2019. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Instituto de            

Matemática e Estatística, Universidade de São Paulo. São Paulo, 2019. 

ABSTRACT 

Zika Virus (ZIKV) is an arbovirus that has gained high relevance in recent years.              

Although ZIKV infection generally induces mild symptoms, in some cases, the           

infection is associated to microcephaly in newborns and Guillain-Barré syndrome in           

adults. Long non-coding RNAs (lncRNAs) play a key role in modulating the immune             

system but nothing is known about their function in acute ZIKV infection. Therefore,             

the aim of this project was to study the transcriptome of infected Rhesus monkeys              

throughout the infection and how lncRNAs can alter the response in different            

mammals infected by ZIKV. We had infected four Rhesus monkeys with           

HS-2015-BA-01 strain and collected their blood before and after 1, 3, 5, 7, 10 and 14                

days of infection. We then performed RNA-seq with whole blood samples to assess             

the transcriptional changes during infection. Our systems biology analyses revealed a           

regulation of immune response during the infection including the identification of           

many lncRNAs that were induced upon ZIKV infection. We identified around 9.210            

lncRNAs, 3.246 of which weren’t annotated on the ENSEMBL database, and 140 of             

which were differentially expressed in some comparison. Some genes associated          

with immune response such as STAT1, JAK1 and IFNGR2, appear to be negatively             

regulated. Co-expression modules and network analyses have revealed the putative          

pathways and genes affected by these lncRNAs. Such as PROAP1, 2 and 3, not yet               

deposited in public banks, were highly correlated with BCL2, CYBA and MYCT1, that             

can potentially regulate pro-apoptotic response. In addition, other datasets (mice,          

neonates an cell culture) were used to further assess the importance and            

interference of lncRNAs in the infection. With this study we found many previously             

undescribed lncRNAs in the M. mulatta genome, some of which are correlated with             

important genes. Comparing all these results we found that some lncRNAs may play             

similar roles although in different animals. Overall, our results suggest that ZIKV            

 
 
 



 

infection modifies the expression of coding genes and lncRNAs that lead to apoptotic             

mechanisms against the virus. 

Keyword: ZIKV; Zika vírus; lncRNA; experimental infection; mammals; 
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INTRODUÇÃO 

1. ZIKA VÍRUS 

a. BIOLOGIA DO VÍRUS 

Zika Vírus (ZIKV) é um arbovírus pertencentes à família Flaviviridae (GOULD           

e SALOMON, 2008) e transmitido principalmente por mosquitos do gênero Aedes           

(FAYE et al., 2008). O seu genoma consiste em uma molécula de RNA de fita única                

de sentido positivo, com duas regiões não codificantes flanqueantes (5' e 3' NCR).             

Possui aproximadamente 10,7 quilobases e codifica uma única poliproteína (Figura          

1), que é clivada em capsídeo, proteínas da membrana, envelope e não estruturais             

(CHAMBERS et al., 1990; DIKHIT et al., 2016). Essa estrutura é similar à de outros               

flavivírus como o vírus da Dengue (DENV) e do oeste do Nilo (WNV), o que pode                

explicar o seu neurotropismo (KIELIAN, 2014; SIROHI et al., 2016). 

Figura 1 - Estrutura e genoma do Zika vírus

 

A figura mostra os locais de clivagem da poliproteína para a obtenção das proteínas do capsídeo (C), 
de membrana (M), do envelope viral (E) e as não estruturais (NS). Abaixo da poliproteína pode-se 

observar a distribuição das proteínas E, M e C na estrutura do vírus. Adaptado de ViralZone (2019). 

A proteína do capsídeo, com cerca de 100 aminoácidos, é responsável pelo            

empacotamento do genoma viral e formação do nucleocapsídeo. O envelope viral           

consiste em uma rede icosaédrica de associação entre as proteínas E (do envelope,             

E-ZIKV) e proteínas M (da membrana). As sete proteínas não estruturais (NS) são             

 
 
 

18 



 

essenciais para a replicação do genoma viral e evasão do sistema imune: NS1,             

NS2A e B, NS3, NS4A e B e NS5 (HASAN et al., 2018). 

A entrada do vírus nas células do hospedeiro depende do conjunto de            

proteínas expressas no seu envelope e como elas interagem com a superfície            

celular (AGRELLI et al., 2019). O mecanismo mais provável de endocitose -            

processo pelo qual o material extracelular é transportado para o citoplasma - do             

ZIKV é através de clatrinas, onde após uma invaginação da membrana plasmática            

há modificações do envelope viral, fusão de membrana e liberação do genoma viral             

na região intracelular (HACKETT & CHERRY., 2018; PERSAUD et al., 2018). No            

citoplasma ocorre a tradução e clivagem da poliproteína, seguida de replicação,           

montagem, maturação  e liberação da partícula viral (figura 2) (HASAN et al., 2018). 

Figura 2 - Ciclo de replicação do Zika vírus

 

1) ZIKV se liga a receptores de superfície celular e é endocitado, mecanismo este mediado               
por clatrinas. 2) Devido ao baixo pH endossomal, ocorre a fusão da sua membrana com a membrana                 
viral, resultando na liberação do RNA viral no citoplasma. 3) O genoma viral é traduzido em uma                 
única poliproteína que é processada em proteínas estruturais e não estruturais. 4) O RNA é replicado                
pelas proteínas virais não-estruturais. 5) No retículo endoplasmático ocorre a montagem de partículas             
virais imaturas. 6) No complexo de Golgi as partículas imaturas sofrem clivagem da proteína              
precursora da proteína M, o que finaliza a maturação do vírus. 7) Os vírus maduros são englobados                 
por exossomos. 8) Após exocitose o vírus está pronto para infectar outras células. Fonte: autoral,               
criado com Biorender e baseado em Perera et al., 2009.  
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b. EPIDEMIOLOGIA  

ZIKV foi isolado em macacos Rhesus pela primeira vez em 1947 durante uma             

expedição na floresta de Zika - Uganda para estudar surtos de febre amarela (DICK,             

KITCHEN e HADDOW, 1952). Em 1952 houve o primeiro isolamento a partir de uma              

amostra humana e dois anos depois foi confirmada sua capacidade efetiva de            

infecção (MACNAMARA, 1954). Embora estes estudos tenham sido realizados na          

década de 50, relatos dessa infecção foram escassos até 2007, quando houve uma             

epidemia na Micronésia (LANCIOTTI et al., 2008) e nos anos seguintes foram            

relatados surtos em outras regiões do mundo, como Polinésia Francesa          

(CAO-LORMEAU et al., 2013), Ilhas Cook, Ilha de Páscoa (SANTÉ PUBLIQUE           

FRANCE, 2014) e Brasil (ZANLUCA et al., 2015).  

Existem duas linhagens do ZIKV descritas: africana e asiática. A linhagem           

africana foi a primeira isolada (MR766) e é mais letal que a asiática (GARCEZ et al.,                

2016). Esta última, por sua vez, é a responsável pelos surtos dos últimos anos,              

incluindo na Polinésia Francesa e Brasil, e já está associada epidemiologicamente a            

doenças severas como a síndrome de Guillain-Barré e microcefalia (GONG et al.,            

2016).  

Apesar da primeira notificação no nosso país ter ocorrido em 2015 (ZANLUCA           

et al., 2015), há indícios de que o vírus chegou ao território brasileiro dois anos               

antes, através de imigrantes haitianos e militares brasileiros recém-chegados de          

missões no Haiti (CAMPOS et al., 2018). Até o início de 2018 a infecção por ZIKV                

havia sido relatada em 84 países, sendo 48 territórios americanos, onde havia sido             

relatados mais de 223 mil casos cumulativos de infecção confirmados, sendo 137 mil             

deles no Brasil (PAHO/OMS, 2018). Na figura 3 pode ser observada a incidência de              

infecção autóctone pelo vírus em toda a extensão das Américas de acordo com os             

dados do relatório divulgado pela PAHO/OMS em 2018.  
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Figura 3 - Países americanos com infecção autóctone por Zika vírus 

 

A densidade das cores está diretamente relacionada ao número de casos notificados. 
Pode-se observar que o Brasil é o país americano com maior número de casos relatados, seguido de 

países no norte da América Latina e parte da América Central. Figura autoral criada a partir dos
dados disponibilizados pela OMS. “Zika Cumulative Cases”. 2018. 

 

Em 2019, segundo o último Informe de Arboviroses da Secretaria de           

Vigilância em Saúde, até a semana epidemiológica 24 (30/12/2018 a 15/06/2019)           

foram notificados 7.705 casos prováveis de infecção por Zika Vírus, com 1.788            

confirmados até o momento (BRASIL, 2019). Além disso, de acordo com o            

Levantamento Rápido de Índices de Infestação pelo Aedes aegypti (LIRAa) de 2019,            

cerca de 994 municípios apresentaram alto índice de infestação do mosquito, com            

risco de surto para Zika, Dengue e Chikungunya em todo o país (figura 4) (BRASIL,               

2019). 
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Figura 4 - Risco de infecção em 2019 no Brasil por Zika, Dengue e              

Chikungunya de acordo com o índice de infestação do Aedes Aegypti  

 

A densidade das cores está diretamente relacionada ao risco calculado. Observa-se que a 
maior parte do país está em alerta de risco. Figura autoral criada a partir dos dados disponibilizados 

pela Secretaria de Vigilância em Saúde com os dados do LIRAa. 2019. 

 

A disseminação do ZIKV depende da abundância e da diversidade de vetores            

e hospedeiros. O fato do principal transmissor ser o Aedes aegypti explica porque as              

regiões próximas aos trópicos (possuem condições ideais de vida para esse           

mosquito) são as mais afetadas. No Brasil os principais hospedeiros silvestres do            

vírus são os primatas não humanos (GUTIÉRREZ-BUGALLO et al., 2019).  

c. RESPOSTA IMUNE 

Embora a infecção seja assintomática na maioria dos casos, ZIKV pode           

causar sintomas brandos como febre alta e mialgia com duração média de 3 a 7 dias                
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(CHAN et al., 2016). Além disso, devido ao seu neurotropismo, ZIKV está também             

associado a casos da Síndrome Guillain-Barré em adultos e microcefalia em           

neonatos, podendo levar à morte dos indivíduos em ambas as condições (GARCIA            

et al., 2016). 

Quando ocorre uma infecção, o sistema imunológico do hospedeiro         

desencadeia resposta contra o vírus, ao passo que este desenvolve mecanismos de            

escape das células de defesa. Para que a infecção seja bem sucedida, o patógeno              

precisa encontrar um meio de invadir a célula, se replicar utilizando a sua             

maquinaria e, ao mesmo tempo, evadir das respostas montadas contra ele. Em            

decorrência desses processos de invasão e replicação, mecanismos de resposta          

contra o patógeno ocorrem em diferentes níveis, incluindo o transcricional. Dentre os            

transcritos afetados existem os RNAs longos não-codificadores (lncRNAs), que         

podem sofrer alterações de expressão que podem favorecer tanto a infecção viral            

quanto o seu combate pelo sistema imunológico do hospedeiro (FORTES e           

MORRIS, 2016).  

A resposta imunológica inata desempenha um papel importante na defesa          

contra o vírus. Uma defesa efetiva geralmente se inicia com o reconhecimento do             

vírus através de receptores. Estes receptores reconhecem padrões (PRRs, do inglês           

Pattern recognition receptors) de moléculas associadas a patógenos (PAMPs do          

inglês Pathogen-associated molecular pattern ) e moléculas associadas a dano ou          

morte celular (DAMPs, do inglês Damage-associated molecular pattern ) (KUMAR,         

KAWAI & AKIRA., 2011). De acordo com a localização, os PRRs podem ser             

classificados em transmembrana (como receptores de lectina tipo C e tipo Toll) ou             

citoplasmáticos (como receptores tipo NOD e tipo RIG-I) (KAWAI & AKIRA., 2009).            

Embora ainda em pouca quantidade, na literatura existem estudos que descreveram           

o envolvimento dos receptores tipo Toll e RIG-1 na infecção por ZIKV (ROLFE et al.,               

2016; KIM et al., 2018).  

No estudo de Rolfe et al. (2016) com células progenitoras neurais infectadas            

por ZIKA (cepa asiática MR766) após 56h foi observado que os genes regulados             

positivamente durante a infecção eram enriquecidos para vias associadas a          
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inflamação e resposta imune mediada por diferentes receptores do tipo Toll (TLRs,            

do inglês toll-like receptors ), como TLR3, TLR7/8 e TLR9. Além disso, os autores             

discutiram que houve a indução da expressão de genes associados à ativação do             

Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), relacionando esses dois fatos (ROLFE et al., 2016).             

TLRs são capazes de reconhecer glicoproteínas da superfície do patógeno (TLR2 e            

TLR4), RNA viral de fita dupla (TLR3), fita simples (TLR7 e TLR8), dentre outras              

partículas imunogênicas (AKIRA, TAKEDA e KAISHO, 2001). O reconhecimento do          

RNA viral por TLRs resulta na produção de interferon do tipo I (IFN-I) e na ativação                

de NF-kB, o que leva à produção de citocinas pró-inflamatórias (KAWAI et al., 2010).  

Receptores do tipo RIG-I são capazes de reconhecer o vírus no citoplasma e,             

ao se ligar ao RNA viral, iniciam eventos de sinalização que levam à ativação dos               

fatores regulatórios de transcrição do interferon IRF3 e IRF7 que, por sua vez,             

induzem o aumento da produção de IFN-I (TAKEUSHI & AKIRA., 2008). Em           

contrapartida, as proteínas virais são capazes de inibir esse tipo de estratégia. Um             

estudo conduzido por Kim et al (2018), após 24 horas de infecção por ZIKV em               

queratinócitos, demonstrou que a proteína NS1 interage com o receptor tipo RIG-I e             

suprime a produção de IFN-I a partir da inibição das vias de sinalização que seriam               

mediadas por ele. Os autores discutem que este pode ser um mecanismo de evasão              

da resposta imune em células epiteliais e que um agonista do receptor poderia ser              

utilizado como método de terapia antiviral, dado o seu potencial de suprimir a             

replicação do vírus (KIM et al., 2018). 

As outras proteínas não estruturais também interferem nas cascatas de          

sinalização que levariam ao controle antiviral. As proteínas NS2A, NS4A e NS4B,            

por exemplo, inibem a ativação do transdutor de sinal e ativador de transcrição 1              

(STAT1), bloqueando toda a cascata de sinalização por interferon         

(MUÑOZ-JORDAN et al., 2003). Essas duas últimas ainda estão envolvidas na          

desregulação de AKT , molécula central da via de PIK3, que regula a supressão da              

morte celular (LIANG et al., 2016). A proteínas NS5, por sua vez, recruta a              

Ubiquitina Ligase UBR4 para degradar STAT2, inibindo também a via de sinalização            

por interferon (MORRISON et al., 2013). 
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Figura 5 - Invasão viral e alterações causadas pelo vírus

 

Na imagem pode-se observar as alterações causadas pela entrada do vírus (seta vermelha) na célula 
e as modificações celulares em resposta a esse processo (setas contínuas escuras). As linhas 

tracejadas em vermelho representam alterações mediadas ou não com proteínas virais (NS) para 
driblar essa resposta do hospedeiro. Fonte: autoral, criado com Biorender. 

 

d. ALTERAÇÕES TRANSCRITÔMICAS CAUSADAS POR ZIKV 

Segundo Wang et al. (2009), transcritoma pode ser definido como o conjunto            

completo de transcritos de uma célula e a sua quantidade em um determinado             

estágio de desenvolvimento ou condição fisiológica. A análise transcritômica estuda          

como a expressão gênica muda em diferentes condições, o que é fundamental na             

compreensão das doenças humanas. Atualmente existem duas tecnologias       

predominantes no campo da transcritômica: microarranjos (ou microarrays ), que         

quantificam um conjunto de sequências pré-determinadas (BROWN e BOTSTEIN,         

1999), e sequenciamento de RNA (RNA-seq), que usa sequenciamento de alto           

rendimento para capturar todas as sequências (OZSOLAK & MILOS, 2011). Esta           

última começou a ganhar popularidade em 2008, quando a criação das novas            

tecnologias Solexa/Illumina (San Diego, CA) permitiu o sequenciamento de 109          
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sequências, possibilitando o sequenciamento de transcritomas inteiros (MORTAZAV        

et al., 2008). 

i. RNAS LONGOS NÃO CODIFICADORES 

A partir do avanço das tecnologias de sequenciamento, foi possível estudar           

aqueles RNAs com níveis de expressão intrínseca mais baixos, como os chamados            

RNAs não codificantes (ncRNAs) (DJEBALI et al., 2012). Estes RNAs são divididos            

em duas grandes classes de acordo com o seu tamanho: ncRNAs curtos, quando             

menores que 200 nucleotídeos (nt); e ncRNAs longos (lncRNAs), quando possuem           

tamanho maior que 200 nucleotídeos. Hoje se sabe que esta última classe de RNA             

pode desempenhar papéis cruciais para o funcionamento celular como regulação de           

atividade enzimática, imprinting genômico e mediação de processos celulares como          

apoptose e regulação do ciclo celular, por exemplo (CIMMINO et al., 2015; WILUSZ             

et al., 2009; RINN & CHANG, 2012).  

Quanto à localização no genoma, os lncRNAs podem ser classificados em:          

intergênicos , que estão localizados entre os genes codificadores de proteínas mas           

estão a pelo menos 1kb de distância de cada um; ou intrônicos , que como o próprio                

nome sugere se sobrepõem a regiões intrônicas dos genes codificadores          

independente da direção. Dentro desta classe os lncRNAs podem ser divididos           

ainda em senso , que se sobrepõem aos genes codificadores de proteínas e na             

mesma direção; antisenso , localizados sobrepostos aos mRNAs mas na cadeia          

oposta; ou bidirecionais , transcritos na cadeia oposta do mRNA com cerca de 1kb             

sobreposto (LOSKO et al., 2016). 

Os mecanismos de ação dos lncRNAs são variados, podendo ocorrer no          

núcleo ou citoplasma das células, em cis ou trans, de forma que os lncRNAs de               

ação cis são aqueles que regulam a expressão de genes próximos aos seus locais              

de transcrição e os lncRNAs de ação trans são aqueles que podem reprimir ou ativar               

a expressão gênica independentemente do local do alvo (RINN & CHANG, 2012).            

No núcleo, a função mais descrita é a de regulação da expressão gênica por              

recrutamento de complexos de modificação de cromatina e alteração de histonas           

(WANG et al., 2011). Exemplos de lncRNAs com essa função são: XIST, importante             
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para a inativação do cromossomo X, que age em cis através do recrutamento do              

complexo repressivo polycomb 2 (figura 6A) (WUTZ et al., 2002; ZHAO et al., 2008)              

e Jpx, cuja função em trans é ativar a expressão de XIST através da remoção da                

proteína CTCF, seu repressor transcricional (figura 6B) (SUN et al., 2013). Já no             

citoplasma os lncRNAs podem modular a estabilidade do mRNA (figura 6C), como o             

BACE1-AS que aumenta a estabilidade do mRNA BACE1 (FAGHIHI et al., 2008); o             

controle de tradução (figura 6D) , como o lincRNA-p21 que inibe a tradução dos              

mRNAs JUNB e CTNNB1 através do recrutamento do repressor da tradução RCK            

(YOON et al., 2012); ou agir como esponjas de microRNAs (figura 6E), como o              

lncRNA SNHG15 que “sequestra” o miR-211-3p, aumentando a proliferação celular          

em câncer (KONG & QIU, 2018). 

Figura 6 - Mecanismos de ação dos lncRNAs 

 

Exemplos de RNAs longos não codificantes (lncRNAs) que regulam a transcrição gênica no             
núcleo (A e B) e no citoplasma (C, D e E). A) O lncRNA XIST induz a repressão da expressão gênica                     
a partir do recrutamento do Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2), que produz trimetilação da              
histona H3 lisina 27. B) O lncRNA JPX se liga ao repressor transcricional CTCF e inibe sua ligação ao                   
promotor do lncRNA XIST, ativando assim a sua transcrição. C) O emparelhamento de bases entre               
regiões específicas do lncRNA anti-senso BACE1-AS com o mRNA BACE1 induz a sua estabilização              
e aumenta a expressão da proteína BACE1. D) Alguns lncRNAs podem desencadear um efeito              

 
 
 

27 



 

repressor, como o lincRNA-p21 que recruta o repressor traducional RCK que, por sua vez, inibe a                
tradução de proteínas como Junb e Ctnnb1. E) O efeito “esponja” é o mecanismo de ação de                 
lncRNAs como o SNHG15, que compete com outros transcritos pela interação com microRNAs.             
Fonte: autoral, com base em Fatica & Bozzoni (2014).  

 

ii. TRANSCRITOMA DE ZIKV IN VITRO E IN VIVO 

Estudos in vitro utilizando células progenitoras neurais humanas infectadas         

por diferentes cepas de ZIKV, descreveram expressão diferencial de centenas de           

genes. Neste estudo foi observada uma redução na expressão daqueles          

relacionados ao ciclo celular, regulação e reparo do DNA, e aumento na expressão             

dos relacionados ao sistema imune, indicando aumento da inflamação e diminuição           

de células viáveis durante a infecção (SHAO et al., 2016; ZHANG et al., 2016;              

MCGRATH et al., 2017).  

Utilizando neurônios periféricos humanos, foram observadas modificações na        

expressão de genes envolvidos na regulação apoptótica. Especificamente, houve o          

aumento de genes relacionados ao fator transcricional c-Jun e diminuição dos           

envolvidos na expressão das histonas, sendo que ambos os eventos podem ser            

relacionados com a morte celular das células infectadas (OH et al., 2017). 

Poucos estudos transcritômicos de infecção experimental por ZIKV in vivo         

foram publicados até o presente momento (SHAO et al., 2016; WALDORF et al.,             

2016; AID et al., 2017; TRUS et al., 2018). O mais similar a este projeto utilizou a                 

técnica de microarray em amostras de macacos Rhesus (Macaca mulatta )          

infectados por uma cepa brasileira durante 21 dias após o desafio (AID et al., 2017).               

O resultado foi semelhante ao já descrito in vitro, com expressão diferencial dos             

genes relacionados ao sistema imunológico. Foi observado aumento na expressão          

de genes associados aos mecanismos de monócitos, células Natural Killer e           

Linfócitos T auxiliares, assim como uma diminuição na expressão dos genes           

associados a sinalização de linfócitos T e B. Os autores discutiram que a replicação              

viral parece ser contida pela resposta imune inata mediada por interferon e que,             

somado à rápida produção de anticorpos neutralizantes a infecção é definitivamente        

contida. 
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Outro estudo, cujas amostras foram re-analisadas neste trabalho, utilizou         

amostras de cérebros de camundongos infectados, ainda em fase embrionária, por           

uma cepa mexicana (MEX1-44). Os autores constataram uma forte resposta          

imunológica com grande aumento da expressão da interleucina 1-beta (IL-1B) e fator            

de necrose tumoral alfa (TFN-α), além de um grande dano celular associado a essa              

desregulação inflamatória (SHAO et al., 2016). Foi observado o aumento acentuado           

de apoptose de células neuronais após a infecção que os autores discutiram como             

sendo um forte contribuinte ao desenvolvimento da microcefalia associada ao ZIKV.           

Nenhum destes dois estudos mencionou qualquer coisa sobre desregulação de          

lncRNAs ou sua associação com a infecção. 

Estudos recentes demonstram que durante uma infecção viral pode haver          

modificações na expressão de lncRNAs e que estas, por sua vez, podem ser             

associadas ao curso da infecção, servindo como um marcador ou até mesmo            

envolvidas na regulação da resposta imunológica, positiva ou negativamente         

(GOMEZ et al., 2013; ZHANG et al., 2013; IMAMURA et al., 2014; CARNERO et al.,               

2016; QIAN et al., 2017). Alguns vírus, por exemplo, induzem a expressão do             

lncRNA NEAT1 (do inglês, nuclear-enriched abundant transcrip t), que regula         

positivamente a resposta imunológica antiviral. NEAT1 é capaz de inibir a produção            

de proteínas do vírus da imunodeficiência humana (HIV) através da repressão de            

elementos contendo mRNA viral (ZHANG et al., 2013), tal como aumentar a            

transcrição da interleucina 8 e outros genes do sistema imune após a infecção por              

influenza ou herpes vírus (IMAMURA et al., 2014). Carnero et al. (2016) estudaram             

lncRNAs estimulados pela infecção pelo vírus da hepatite C (HCV) e observaram            

que alguns destes (PVT1 e UCA1) estavam envolvidos na tumorigênese associada           

ao vírus, enquanto outros como o EGOT (do inglês eosinophil granule ontogeny            

transcript ) promovem uma regulação negativa da atividade antiviral do hospedeiro.  

Até o presente momento, nenhum estudo in vivo buscou identificar e           

descrever a associação de lncRNAs ao longo da infecção por ZIKV. A análise do              

transcritoma de Macaca mulatta , portanto, permitirá a compreensão de possíveis          

mecanismos de regulação gênica durante a infecção viral. 
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OBJETIVOS  

OBJETIVO PRINCIPAL: 

Identificar possíveis mecanismos de regulação gênica na infecção in vivo  por ZIKV. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1) Identificar novos lncRNAs no genoma de Macaca mulatta expressos durante          

a infecção; 

2) Analisar o perfil de expressão e identificar as possíveis vias associadas ao            

desenvolvimento da infecção por ZIKV em macacos; 

3) Identificar lncRNAs correlacionados com genes importantes para a resposta         

imunológica; 

4) Identificar lncRNAs diferencialmente expressos na infecção por ZIKV em         

outros  mamíferos;  
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. DADOS 

A parte experimental desse estudo foi realizada em colaboração com o grupo            

do Professor Dr. François Villinger da Universidade de Louisiana em Lafayette (ULL)            

- Estados Unidos da América. As amostras utilizadas foram provenientes de quatro            

macacos Rhesus (Macaca mulatta ), com idades entre 9 e 17 anos, mantidos na ULL              

e cuidados de acordo com os protocolos do Comitê de Cuidados e Uso de Animais              

de Laboratório do país. Os animais foram infectados utilizando o volume de 1mL de              

uma solução em tampão salina-fosfato com 5 x 107 unidades formadoras de placas             

(PFU, do inglês plaque forming unit ) da cepa brasileira de Zika vírus HS-2015-BA-01             

(genebank: KX520666) por via intravenosa. Os vírus utilizados foram obtidos a partir            

da primeira passagem de cultura da amostra clínica. As amostras de sangue total             

para o sequenciamento de RNA de alto rendimento (RNA-seq) foram coletadas em           

sete pontos distintos, sendo um antes da infecção (2 semanas antes) e os outros              

seis durante o seu curso (1, 3, 5, 7, 10 e 14 dias) até o total de 14 dias, como                   

mostrado no esquema abaixo: 

 

Figura 7 - Linha do tempo de coleta tendo como referência o dia da inoculação 

 

A primeira amostra foi coletada 14 dias antes do dia de inoculação. Após a inoculação de 5 x 107 PFU 
foram coletados outros seis pontos até o 14º dia após a infecção. 

 

O período estudado de infecção (14 dias) é correspondente à cinética de            

viremia dos flavivirus onde, após o décimo dia geralmente não se consegue mais             

detectar a presença do vírus no organismo (RATTERREE et al., 2004; DUYEN et al.,              

2011). Sangue total dos animais foi coletado nos 7 pontos (um tubo do 5º dia foi                
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acidentalmente quebrado antes da extração) utilizando tubos de coleta Paxgene          

(Qiagen), que garante a estabilização e conservação do RNA intracelular (RAINEN,           

2002), seguida da extração do RNA total utilizando o kit PAXgene Blood RNA             

(Qiagen). A biblioteca de cDNA foi preparada utilizando KAPA Stranded RNA-Seq           

Kit (Illumina®) e as amostras foram sequenciadas utilizando o sequenciador HiSeq           

3000 (Illumina®) com a tecnologia single-end, seguida de avaliação do controle de            

qualidade utilizando o software Sequencing Analysis Viewer (Illumina ® ). Por fim, foi           

utilizado o software Bcl2fastq2 (versão 2.17) para converter os arquivos gerados           

pelo sequenciador (formato .blc) em arquivos capazes de ser analisados pela           

linguagem R (formato .fastq). O esquema de obtenção das amostras pode ser            

conferido na figura 8. Para estes mesmos pontos também foram coletadas amostras            

para o acompanhamento da viremia e alterações celulares, como descrito por           

Silveira e colaboradores (2017). 

 

Figura 8 - Esquema de obtenção do transcritoma dos macacos inoculados

Após a primeira coleta de sangue (2 semanas antes) e inoculação da cepa HS-2015-BA-01 nos 
quatro macacos, sangue foi coletado em 6 pontos após a infecção e todas as amostras seguiram 

para as etapas de extração de RNA. Em seguida houve a criação da biblioteca de cDNA seguida do 
sequenciamento das amostras. Após processamento do sequenciamento foram gerados arrquivos no 

formato fastq para a análise computacional.    
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a. OUTROS MAMÍFEROS 

Embora o principal foco das análises tenha sido o conjunto de dados obtidos             

de macacos Rhesus, foram utilizados outros datasets (camundongo e humano) a fim            

de identificar as alterações causadas pela infecção também nestes mamíferos. O           

dataset de Homo sapiens (próprio do nosso laboratório), assim como o de           

camundongo, foi explorado até o momento apenas no que diz respeito aos mRNAs.  

O dataset de humanos é constituído de 4 amostras de RNA-seq provenientes            

de cérebros de bebês brasileiros que vieram a óbito logo após o parto, com idade              

gestacional entre 29 e 41 semanas. O exame de detecção do RNA viral foi realizado               

durante e após a gestação, de forma que três bebês apresentaram resultado positivo             

para infecção por Zika e um apresentou resultado negativo, que foi utilizado como             

controle. Como as mães dos bebês foram naturalmente infectadas durante a           

gestação e permaneceram em território brasileiro, possivelmente a cepa infectante é           

da linhagem asiática.  

Os dados provenientes de camundongo (GSE89069), de acordo com         

informações do GEO, foram obtidos de quatro animais com 17.5 dias de vida, sendo              

dois do grupo controle e dois do grupo infectado por 106 PFU da cepa mexicana (de                

linhagem asiática) MEX1-44 (genebank: KX856011). As amostras foram coletadas         

três dias após a infecção experimental.  

2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DO RNA-SEQ 

As análises de RNA-seq foram realizadas de acordo com o pipeline descrito            

de forma geral na figura 9, onde pode-se observar que a partir do processamento              

dos dados e identificação dos lncRNAs o objetivo final é a identificar o             

enriquecimento funcional dos genes ao longo do tempo e a associação entre            

lncRNAs e mRNAs. Nas figuras subsequentes (figuras 10, 11 e 12) estão detalhados             

os passos para a obtenção desse resultado. Todos os pacotes utilizados e suas             

respectivas versões estão listados no Apêndice I deste documento. 
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Figura 9 -  Pipeline geral para análise dos dados transcritômicos 

 

Após a obtenção dos arquivos provenientes do sequenciador foi realizada uma análise de qualidade 
de sequenciamento seguida de mapeamento das reads  e contagem de transcritos. A partir dessa 
quantificação foram realizadas três análises independentes: Identificação de lncRNAs no genoma, 

análise de expressão diferencial para cada momento de infecção e análise de associação. 

 

a. CONTROLE DE QUALIDADE 

Todas as amostras passaram por uma avaliação da qualidade das          

sequências utilizando FastQC. Este programa verifica diferentes parâmetros de         

qualidade como tamanho da sequência e conteúdo de guanina-citosina (GC), por           

exemplo, e fornece um relatório onde estão contidas informações de problemas que            

podem ter sido originados no sequenciamento ou no material biológico da biblioteca            

(ANDREWS, 2010). A partir do relatório pode-se identificar se há contaminação e a             

necessidade de cortar uma parte da sequência antes de prosseguir com as análises.             

Um exemplo disso é a clivagem da região dos adaptadores para dados provenientes             

do Illumina (BOLGER et al., 2014). Seguindo as métricas utilizadas no FastQC, cada             

sequência deve possuir uma pontuação Phred acima de 28 (ANDREWS, 2010) para            

ter uma boa qualidade de sequenciamento.  

Neste trabalho todas as amostras apresentaram alta qualidade, com valor          

médio acima de 32. Além disso, o comprimento das sequências foi de 25-50, a              

porcentagem de guanina-citosina variou de 48 a 52 % e o número total de              

sequências apresentou uma mediana de 26 milhões. 
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b. ALINHAMENTO DE SEQUÊNCIAS E QUANTIFICAÇÃO DE READS 

As amostras obtidas de macacos Rhesus foram alinhadas ao genoma de           

referência MMul_8.0.1 (UCSC) utilizando a ferramenta TopHat2, um mapeador que          

alinha reads do RNA-Seq a grandes genomas de mamíferos usando o alinhador de            

ultra-alto rendimento Bowtie (KIM et al., 2013). Houve uma alta taxa (> 91%) de              

alinhamento com o genoma de referência. Em seguida foi utilizada a ferramenta            

Cufflinks , do pacote homônimo, que utiliza as coordenadas genômicas para a           

reconstrução dos transcritos completos a partir dos fragmentos sequenciados,         

permitindo a identificação de novos genes. Os transcritos de cada amostra então            

foram quantificados e unificados pela função Cuffmerge, gerando uma lista única e            

completa de counts (TRAPNELL et al., 2012).  

3. IDENTIFICAÇÃO DE NOVOS LNCRNAs DE RHESUS 

Tendo em vista que os lncRNAs anotados no genoma de M. mulatta foram,             

em sua grande maioria, preditos apenas por ferramentas computacionais, foi          

necessário fazer a reanotação do genoma para garantir que os RNAs pertencentes a             

este grupo fossem corretamente analisados. Para a reanotação e identificação de           

novos lncRNAs foi desenvolvido um pipeline em colaboração com o grupo do            

professor Dr. Vinícius Maracajá-Coutinho (Universidad de Chile), tendo como base          

as características dessa classe de RNAs, descrito na figura abaixo (Figura 10).  

Desta forma, os transcritos com regiões codificantes e/ou que possuíam          

tamanho menor que 200 nucleotídeos foram removidos. Aqueles transcritos que          

além de ≥ 200 nt possuíam número de éxons  ≥2 passaram por uma ferramenta de              

avaliação de potencial de codificação CPAT (do inglês Coding-Potential Assessment          

Tool - http://rna-cpat.sourceforge.net/), que através de um modelo de regressão          

logística, calcula um score de 0 a 1, distinguindo uma sequência de RNA codificante              

(>0,36) e não-codificante, com maior sensibilidade e especificidade frente às outras           

calculadoras já conhecidas (WANG et al., 2013). Selecionamos para as próximas           

etapas apenas aqueles transcritos cujo valor foi igual a 0, que em seguida foram              
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comparados com os dados de lncRNAs existentes para identificar os já anotados,            

assim como os novos. 

Figura 10 -  Pipeline para identificação dos lncRNAs 

 

Para a identificação de lncRNAs no genoma foi feita a remoção de genes codificantes, transcritos 
pequenos e potencialmente codificantes. Em seguida foi realizada a comparação com sequências já 

conhecidas e, por fim, identificados aqueles lncRNAs novos. Estes lncRNAs identificados foram então 
reclassificados na tabela de counts , gerando uma nova tabela reanotada. 

As quatro variáveis utilizadas pelo CPAT para avaliação do potencial de           

codificação são o tamanho da janela de leitura aberta (ORF, do inglês Open Reading              

Frame ), a cobertura da ORF, o score de Fickett e o viés do uso de hexâmeros. Cada                 

uma delas está explicada nos tópicos abaixo: 

● O comprimento máximo da ORF é uma das características mais distintas           

entre RNA mensageiro e não codificantes, tendo em vista que ORFs           

longas sejam improváveis em sequências não codificantes. 

● A cobertura diz respeito à proporção que aquela ORF representa do           

comprimento total do transcrito. Em ambos os casos um tamanho e           

cobertura menores são mais característicos dos RNAs não codificantes.  

● O score de Fickett possibilita a distinção de mRNA e ncRNA através do             

efeito combinatório da composição de nucleotídeos e códons. Esse score é           

o resultado dos valores associados à posição da sequência e composição.  
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● O viés de uso de hexâmeros mede o uso diferencial de hexâmeros entre             

sequências codificantes e não-codificantes. Para uma dada sequência de         

DNA, calcula-se a probabilidade da sequência sob o modelo de DNA           

codificador e sob o modelo de DNA não codificante, e então faz-se o             

logaritmo da razão dessas probabilidades.  

4. ANÁLISE DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL 

Segundo Signal et al. (2016), o método mais comum de inferir a função de              

genes codificante e lncRNAs em um conjunto de dados é através da análise de              

expressão diferencial. Esta análise pode ser utilizada para identificar possíveis RNAs           

importantes para aquela análise, dada a diferença de expressão entre distintas           

condições, assim como resultar em uma lista de genes diferencialmente expressos           

(DEGs, do inglês Differential Expression Analysis ) que pode ser utilizada para           

análise de enriquecimento funcional. O pipeline utilizado para este fim está           

diagramado na figura 11. 

Figura 11 -  Pipeline para análise de expressão diferencial 

 

Para a análise de diferença de expressão o transcritoma de macaco foi avaliado com cada tempo 
após a infecção comparado com o controle. Além disso foram analisados também os datasets  de 

camundongos e humanos in vivo comparando as amostras infectadas e não infectadas. Em todos os 
casos foi utilizada a ferramenta DESeq2 para análise de expressão diferencial, seguida do 

enriquecimento funcional dos genes utilizando a base de dados Reactome. 
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Após a obtenção dos dados com o genoma já reanotado, foi realizada uma              

análise de expressão diferencial dos genes utilizando o pacote DESeq2 no programa            

estatístico R. Nesta análise foram comparadas as amostras infectadas em relação           

às não infectadas para os datasets de humano e camundongos. Para a análise dos             

dados de Rhesus, comparou-se cada ponto de coleta ao ponto de 2 semanas antes              

da infecção (controle) utilizando o mesmo pacote. Esse pacote realiza a           

normalização dos dados para comparar as amostras com maior acurácia, calcula os           

níveis de expressão e realiza testes para verificar as diferenças de expressão.            

DESeq2 é capaz de testar a expressão diferencial quantitativa focada na força da             

expressão e não apenas na mera presença desta (LOVE et al., 2014).  

Para determinar um transcrito como diferencialmente expresso utilizou-se        

duas métricas estatísticas: p-valor ajustado usando o método de         

Benjamani-Hochberg e logaritmo do fold change, de modo que uma comparação           

com diferença de expressão válida deveria ter um p-valor menor que 0,05 e valor do               

log2 de fold change maior que 1,5 ou menor que -1,5. O p-valor é o menor nível de                  

significância com que se rejeitaria a hipótese nula. Se o valor p ajustado for menor               

que o cut-off , você rejeita a hipótese nula (WRIGHT, 1992). O fold change (FC)             

representa a razão da expressão de cada gene na amostra teste em relação ao              

valor da amostra controle. Para facilitar os cálculos e comparações, são calculados            

em logaritmos, de forma que um log2 de FC > 1,5 ou < -1,5 representa uma                

diferença de valor aproximadamente três vezes maior ou menor da amostra de teste             

contra a controle (LOVE et al., 2014). 

As listas de DEGs obtidas para cada comparação foram submetidas a uma            

análise de enriquecimento de vias, a fim de inferir uma importância biológica dessas             

alterações e encontrar as vias mais relacionadas ao processo de infecção. Para isso             

utilizamos o banco de dados de vias manualmente curadas chamado Reactome           

(FABREGAT et al., 2017), que pode ser acessado tanto na web quanto através do              

pacote ReactomePA disponível para download através do Bioconductor. Cada gene          

contido na lista de DEGs inserida como dado de entrada é mapeado com a vias               

existentes no banco através de uma análise de sobreposição e de topologia. Um             
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teste hipergeométrico é utilizando a fim de responder à pergunta: "Minha lista            

contém mais proteínas para a via X do que seria esperado por acaso?". Este teste               

produz um score de probabilidade, que é corrigido para taxa de falsa descoberta             

(FDR) usando o método de Benjamani-Hochberg. Já a análise topológica considera           

a conectividade dos genes nas vias onde estão contidos (FABREGAT et al., 2017).            

As vias foram consideradas alteradas quando o p-valor encontrado de acordo com a             

lista de genes inserida era menor que 0,05 em cada uma das comparações. 

5. ANÁLISES DE CO-EXPRESSÃO E ASSOCIAÇÃO 

A análise de associação pode fornecer informações de como os lncRNAs são            

regulados nas células e revelar possíveis alvos e mecanismos (SIGNAL et al., 2016).             

Dentre os diversos métodos existentes para medir e agrupar transcritos          

co-expressos, foi utilizada a ferramenta CEMiTool, que realiza a filtragem não           

supervisionada dos genes, identifica módulo de co-expressão e análises funcionais          

distintas (RUSSO et al., 2018). Em um único relatório essa ferramenta disponibiliza            

resultados de diferentes análises que foram obtidos através dos dados utilizados:           

ORA (do inglês Over-representation analysis ), que pode ser utilizada para identificar           

as vias enriquecidas pelos genes daqueles módulos; GSEA (do inglês gene set            

enrichment analysis ), que possibilita a associação da atividade daquele módulo em           

cada grupo de amostra; e análise de interação proteína-proteína (PPI, do inglês            

protein-protein interaction), que pode ser utilizada para identificar os genes principais

(mais conectados) dos módulos (RUSSO et al., 2018). O dado de entrada da              

ferramenta é a tabela total de expressão normalizada (antes de fazer a análise de              

DEGs) e é possível definir diferentes parâmetros que serão utilizados pela           

ferramenta. Neste trabalho utilizamos os parâmetros padrão do pacote e o           

coeficiente de correlação de Spearman.  

Após utilizar o CEMiTool foi realizada uma análise a parte de correlação           

também utilizando o coeficiente de correlação de Spearman para que fosse possível            

obter este valor par a par (neste caso, lncRNA - mRNA). Foi utilizado um cut-off de |                 

0,8| para classificar a correlação como significativa ou não. Desta forma, todos os             

lncRNAs que tinham o valor da correlação da expressão maior que 0,8 ou menor              
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que - 0,8 em relação a algum mRNA ao longo do tempo, foram considerados              

correlacionados.  

Figura 12 -  Pipeline para análise de co-expressão e associação. 

 

Para a análise de co-expressão foi utilizada a ferramenta CEMiTool do Bioconductor project. Após 
essa análise foi possível identificar quais lncRNAs estavam relacionados a genes codificantes e inferir 

a sua função ou mecanismo no qual estava envolvido a partir do enriquecimento e predição 
lncRNA-proteína.  

 

6. PREDIÇÃO DA INTERAÇÃO LNCRNA-PROTEÍNA 

A fim de compreender como os lncRNAs e os genes co-expressos e            

correlacionados (coeficiente de correlação de Spearman > |0,8|) com estes          

interagiam, foi realizada uma análise de predição da interação par a par através da              

ferramenta RPISeq (http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/index.html). O RPISeq é      

um conjunto de classificadores de aprendizado de máquina para prever interações         

de RNA-proteína usando apenas informações de sequência (MUPIRRALA;        

HONAVAR; DOBBS, 2011). 

As previsões do RPISeq são baseadas em classificadores Random Forest          

(RF) ou Support Vector Machine (SVM) treinados e testados em dois conjuntos de             

dados de referência de interações RNA-proteína extraídos do PRIDB, um          

abrangente banco de dados de complexos RNA-proteína. As probabilidades de          
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interação geradas pelo RPISeq variam de 0 a 1. Considera-se uma previsão positiva             

a partir de > 0,5, indicando que o RNA e a proteína provavelmente interagem              

(MUPIRRALA; HONAVAR; DOBBS, 2011). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

As quatro amostras provenientes de macacos Rhesus ao longo dos catorze           

dias de infecção foram processadas e analisadas para o sequenciamento e           

acompanhamento da carga viral. Esse acompanhamento foi realizado a partir da           

quantificação genômica em um sistema de PCR em tempo real (SILVEIRA et al.,            

2017). Apesar do inóculo de alta dose,não foram detectados sintomas clínicos ou           

neurológicos em nenhum dos macacos durante todo o estudo. Para facilitar a            

compreensão das análises cada animal recebeu uma identificação simples (A, B, C            

e D). Os dados de sexo, idade e viremia ao longo da infecção estão ilustrados na                

figura abaixo (figura 13). 

Figura 13 - Caracterização das amostras de Macaca mulatta 

 
Na imagem é possível identificar as informações de sexo, idade e viremia de cada animal a partir do 
seu identificador. A viremia está representada por uma escala de cores vermelha, onde quanto mais 
escuro (animal C, dia 3) maior a quantidade de cópias/mL de sangue e quanto mais claro, menor a 

quantidade. A cor branca representa o valor de zero cópias virais/mL. 

Em três dos quatro animais a carga viral no plasma já estava positiva no              

primeiro dia após a infecção, mas mas a resolução da infecção nestes animais             

também foi mais rápida, não sendo possível detectar carga virêmica a partir do             

quinto dia. O macaco C só apresentou viremia detectável a partir do terceiro dia de               

infecção, e esta detecção se estendeu até o dia 7. Considerando todos os animais, o               
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pico de infecção ocorreu no dia 3, com uma média de 23.379 cópias por mililitro de                

plasma (10.870-74.945 cópias por mililitro) e a partir do dia 10 nenhum dos animais              

apresentou viremia detectável no sangue.  

2. IDENTIFICAÇÃO DE NOVOS LNCRNAS DE MACACOS 

No genoma reanotado de Macaca mulatta foram identificados 45.293         

transcritos codificantes e 14.696 não codificantes (figura 14A), dos quais 9.210 eram            

RNAs longos não codificantes, sendo 5.964 já anotados e 3.246 inéditos (figura            

14B). Embora o número de lncRNAs já anotados seja próximo de 6.000, poucos             

possuem função e/ou validação relatada, de forma que a maioria foi obtida a partir              

de anotações automáticas. O genoma Mmul_8.0.1 (GCA_000772875.3) possui em         

sua anotação atual (versão 102) cerca de 6.898 lncRNAs e não foi encontrado na              

literatura nenhum trabalho mais recente que tenha buscado a reanotação do           

genoma de Rhesus. Isso significa que o nosso trabalho tem a capacidade de             

aumentar o número de lncRNAs conhecidos neste organismo expressivamente, o          

que pode ser de grande valia científica. Os transcritos totais identificados          

apresentaram uma proporção de distribuição dentro dos cromossomos (Figura 15A)          

similar ao descrito na documentação do genoma referência (GCA_000772875.3), de          

forma que os 1 e 7 são os que apresentam maior número. Apesar da diferença em                

número absoluto, a proporção relativa de genes codificantes e não codificantes é            

similar entre todos eles (Figura 15B).

Figura 14 - Número de transcritos identificados no genoma de Macaca mulatta 

 
(A) Distribuição de transcritos codificantes, longos e outros não codificantes. (B) Dentro do número de 

lncRNAs, distribuição dos transcritos já anotados e dos descobertos neste estudo.  
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Figura 15 - Localização cromossômica dos transcritos de M. mulatta 

 

(A) Distribuição do número absoluto de transcritos por localização cromossômica. (B) Valor 
relativo (%) das classes de transcritos (codificantes, não codificantes e novos lncRNAs) 

dentro de cada cromossomo. 
 

3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL E  ENRIQUECIMENTO 

Na análise individual (por animal) de expressão diferencial, encontramos         

3.437 transcritos (todos os animais e todos os tempos), sendo 2.426 codificantes e             

1.011 não codificantes, dos quais 854 são lncRNAs (140 já anotados e 714 novos)              

(Figura 16A). Entretanto, apenas 38 transcritos são consistentemente expressos em          

todos os animais, sendo 20 lncRNAs (Figura 16B e 16C). Pode-se observar que os              

animais que apresentam um maior número de DEGs são aqueles que apresentam            

uma viremia mais acentuada frente aos demais. 

Para as análises seguintes consideramos consistentes os genes que foram          

encontrados diferencialmente expressos em pelo menos 75% das amostras (n=3),          

totalizando 2211 em todas as comparações. Os genes foram analisados em cada           

comparação de tempo em relação ao controle e o maior número de DEGs ocorreu              

no primeiro dia após a infecção (D01vs2WK). Os dias 10 e 14 após a infecção foram                

os que menos apresentaram perturbação (Figura 16D), o que pode estar relacionado            

com a resolução da infecção viral no sangue já descrito em outros flavivírus neste              

mesmo período após a infecção (RATTERRE et al., 2004). 
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Figura 16 - Distribuição de transcritos diferencialmente expressos  

 

 

Distribuição de transcritos diferencialmente expressos em todos os macacos e todos os tempos, onde 
a cor laranja representa o número de DEGs codificantes e a azul de não codificantes. A) Número total 
de DEGs nas comparações do dataset  de Macaca mulatta . B) DEGs codificantes por animal e suas 
interseções. C) lncRNAs diferencialmente expressos por animal e suas interseções. D) Número de 
genes diferencialmente expressos ao longo da infecção, sempre em comparação com a amostra 

basal. 

Foi realizada uma análise de enriquecimento de vias a partir das listas de             

DEGs consistentes de cada tempo, na base de dados Reactome, e aquelas que             

foram identificadas como significativas em pelo menos uma das comparações foi           

avaliada quanto à expressão e enriquecimento nos demais tempos.  
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A via de regulação de BCR foi demonstrada como negativamente regulada no            

primeiro dia, voltando ao normal logo em seguida. Já a via de mecanismo antiviral              

teve um pico de expressão do terceiro dia e redução acentuada no quinto. A              

sinalização por IL-4 e IL-13 também foi alterada ao longo dos dias e, embora seja               

associada à resposta imunológica contra helmintos, a sua expressão diferencial já           

foi demonstrada em infecções virais (PALUDAN et al., 1997). Dentre estas           

encontramos “Mecanismo antiviral por genes estimulados por Interferon”        

(R-HSA-1169410) como a mais enriquecida significativamente. A fim de analisar de           

forma mais abrangente, buscamos também por genes contidos na via “Sinalização           

por Interferon” (R-HSA-913531). Nestas vias estão contidos os genes MX2 , ISG15 e            

OAS1 , regulados positivamente nas comparações dos dias 3 e 5, e STAT1 , JAK1 ,             

IFNGR2 e EGR1 regulados negativamente em diferentes tempos (figura 17). 

Figura 17 - Sinalização por Interferon e Mecanismo antiviral 

 

Na parte inferior da figura estão sinalizadas as comparações temporais e cada animal em todas as 
comparações (representados pelas cores rosa, verde, amarelo e turquesa). No eixo X direito estão os 
identificadores dos genes pertencentes à via, de forma que as verdes estão associadas à sinalização 
por IFN e a marrom à resposta antiviral. No eixo esquerdo uma árvore de classificação da expressão. 
Os genes em vermelho representam aqueles expressos positivamente em relação ao tempo controle 
e os expressos negativamente estão representados em azul. Os diferencialmente expressos são os 

de cor mais forte em ambas as condições de acordo com o cut-off de foldchange de 1.5. 
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Na comparação do dia 1 após a infecção, há a maior quantidade de genes              

com regulação negativa da expressão, incluindo o gene IFNGR2 , que codifica uma            

subunidade do receptor de interferon gama. Essa redução impede a formação do           

complexo responsável pela maquinaria de ativação da via JAK-STAT, cujos genes           

também estão regulados negativamente neste dia, reduzindo a resposta inflamatória          

(SCHNEIDER et al., 2015). Nas comparações dos dias seguintes de infecção em            

relação ao controle (D03vs 2WK e D05vs2WK), a regulação positiva dos genes            

MX2 , ISG15 e OAS1 está de acordo com o que foi encontrado por Aid et al. (2017)                 

em um estudo de microarray em amostras de Rhesus infectados. O gene MX2             

também é essencial na supressão de HIV in vitro e in vivo (ASMUTH et al., 2010;                

SCHOGGINS et al., 2011), assim como OAS1 é mediador da degradação de RNA             

viral na infecção por vírus da Hepatite E (HEV) (SOORYANARAIN et al., 2017). A              

atividade antiviral de ISG15 frente a alguns flavivírus como DENV e WNV foi             

demonstrada por Dai et al. (2011) em um estudo in vitro , onde a expressão desse               

gene foi pelo menos nove vezes superior às células controle.  

Na comparação do dia 10 e do dia 14 após a infecção há um menor número                

de genes diferencialmente expressos consistentemente, demonstrando que o        

organismo está voltando ao seu controle de expressão basal. No dia 10 o único              

gene consistentemente negativo é STAT1 , cuja diminuição desencadeia uma         

supressão na atividade de macrófagos frente ao estímulo por interferon          

(BROMBERG et al., 1996) e diminuição da atividade citolítica de células NK (LIANG             

et al., 2003).  

Nos dados clínicos dos nossos animais (SILVEIRA et al., 2017), observamos           

uma diminuição na secreção de perforina, molécula necessária para a resposta           

citotóxica de células NK, também no dia 10 após a infecção. Na figura 18 esses               

genes estão sinalizados dentro das vias de ação, onde é possível visualizar de             

melhor forma como a repressão de JAK1 , STAT1 e IFNGR2 leva à redução da              

resposta imunológica. Além disso é possível ver o envolvimento de OAS1 , ISG15 e             

proteínas MX tanto na sinalização quanto na migração para mecanismos antivirais.  
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Figura 18 - Vias de Sinalização por Interferon e Mecanismo antiviral 

 

Em cinza estão os genes que não apareceram na nossa análise, enquanto os coloridos são nossos 
DEGs com o cut-off de foldchange de 1,5. Imagem adaptada de Reactome  (https://reactome.org/). 

 

Os IFN alfa e beta normalmente recrutam proteínas JAK1 e TYK2 . Após a             

formação do complexo, o seus sinais são transmitidos para STAT1 e 2 que, em              

combinação com IFN9 , formam o heterodímero ISGF3 que, por sua vez, promove a             

indução da transcrição de genes através da ligação ao elemento responsivo a            

Interferon (ISRE). Cascata semelhante ocorre na sinalização por IFN-gama, onde          

após se ligar aos receptores IFNGR1 e IFNGR2 e recrutar proteínas JAK , há a             

formação de um dímero de STAT1 que, ao se ligar a elementos de sequência              

ativadas por IFN-gama (GAS ) inicia a transcrição de genes responsivos à citocina de             

mesmo nome (PLATANIAS, 2005). 

Encontramos também vias relacionadas ao ciclo de vida viral e decaimento de            

mRNA mediado por mutações nonsense (NMD, do inglês Nonsense-mediated         

decay ), que compartilham grande parte dos genes descritos em cada via, como            

diferentes proteínas ribossomais e os genes SMG6 e DCP1A. NMD é um            

mecanismo de controle celular responsável pela degradação de mRNAs aberrantes          

(BEHM-ANSMANT & IZAURRALDE, 2006), que desempenha um papel antiviral        

 
 
 

48 



 

capaz de restringir a replicação de vírus de RNA fita positiva (BALISTRERI et al.,              

2017). 

Nas comparações dos dias 1, 3 e 5 após a infecção, o aumento da expressão               

de genes que codificam proteínas ribossomais como RPLP1, somado à diminuição           

acentuada de expressão de SMG6 e DCP1A, sugerem um forte mecanismo de            

evasão viral logo na fase inicial de infecção. De acordo com Campos et al. (2017), o                

gene RPLP1 é essencial para a infecção por flavivirus em modelos in vitro. Na              

infecção por ZIKV à células humanas provenientes de hepatocarcinoma (HuH-7), a           

replicação viral e a capacidade de infectividade celular depende da expressão de            

RPLP1. Os genes SMG6 e DCP1A codificam enzimas envolvidas na degradação           

final de RNAs aberrantes pela via do NMD (EBERLE et al., 2009), de forma que a                

sua supressão resulta no aumento de RNA viral circulante (RAO et al., 2018). Vírus              

como o poliovírus e o vírus da síndrome reprodutiva e respiratória dos suínos            

(PRRSV) possuem enzimas capazes de clivar DCP1A atenuando a resposta antiviral           

do hospedeiro (DOUGHERTY et al., 2011; TAO et al., 2018). 

5. ANÁLISE DE CO-EXPRESSÃO E ASSOCIAÇÃO 

A inferência de função por associação baseia-se na ideia de que há uma             

probabilidade grande de transcritos co-expressos compartilharem funções ou        

estarem envolvidos nos mesmos processos. Com essa premissa é possível atribuir           

funções putativas de acordo com os transcritos co-expressos, principalmente no          

caso de lncRNAs. Para tanto, é necessário fazer um enriquecimento de vias com os             

genes relacionados a cada módulo (SIGNAL et al., 2016). Utilizando a ferramenta            

CEMiTool (RUSSO et al., 2018) para todo o dataset (sem a análise diferencial),             

foram identificados nove módulos de co-expressão, cujos genes de cada um destes            

módulos foram enriquecidos utilizando as base de dados Reactome.  

Dentre os módulos, os que apresentaram maior enriquecimento significativo         

foram o módulo M1 - Resposta Imune Inata (p = 0,008) e módulo M3 - Regulação de                 

BCR por CD22 (p = 0,0001), vias estas que corroboram com as encontradas na              

análise diferencial. A partir desses módulos buscamos por aqueles lncRNAs cuja           
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correlação de expressão com outros genes foi maior que 0,8 ao longo do tempo em               

comparação ao controle.  

O módulo M1 foi enriquecido para resposta imune inata, que é importante            

para o combate à infecção, como citado na introdução. Neste módulo estão contidos             

44 lncRNAs e distintos genes, como BCL2 , CYBA e MYCT1 , associados com a             

regulação da apoptose. Os principais genes e lncRNAs identificados seguem uma           

tendência similar de perturbação da expressão principalmente no primeiro dia após a            

infecção, com subsequente oscilação nos demais dias, até voltarem ao valor basal            

no décimo quarto dia (figura 19). 

Suzuki et al. (2018), demonstraram em estudos in vitro que a inibição de             

BCL2 pode ser um mecanismo antiviral, tendo em vista que essa supressão           

desencadeia o aumento da apoptose de células infectadas através do aumento de            

genes BAX/BAK e, subsequentemente, ocorre o aumento da fagocitose, que leva ao            

clareamento viral.  

No nosso trabalho os genes CYBA e MYCT1 estão contidos no mesmo            

módulo que BCL2 e, possivelmente, estão envolvidos nesse mesmo mecanismo de           

resposta. O gene CYBA codifica a proteína p22phox, que faz parte do complexo de              

NADPH oxidase fagocítica, presente na superfície de macrófagos e neutrófilos          

(SCHÄPPI et al., 2008). Fu et al. (2018), correlacionaram a superexpressão de            

MYCT1 com a supressão tumoral e discutiram que a inibição da proliferação ocorria             

por apoptose. Essa superexpressão ocorreu concomitantemente com a diminuição         

da expressão de BCL2 , assim como no primeiro dia após infecção do nosso estudo.  

Neste mesmo módulo quatro lncRNAs ainda não anotados foram identificados          

com uma alta correlação com esses genes supracitados. Destes, três possuem uma            

correlação inversa com MYCT1 e BCL2 e por isso aqui foram listados como PROAP ,              

tendo em vista que o seu aumento está associado a modificações pró-apoptóticas.           

PROAP1 é um lncRNA de 1642 nucleotídeos sem similaridade significante com           

sequências de qualquer organismo contido na base de dados utilizada pelo BLAST            

(do inglês Basic Local Alignment Search Tool ).  
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Figura 19 - Cinética da expressão de genes e lncRNAs do módulo 1 

 

Em azul e verde estão sinalizados os genes codificantes e em tons de laranja tracejados os não 

codificantes. No eixo X há tempo de infecção desde o basal (controle). Pode-se observar que a 

tendência de expressão dos lncRNAs PROAP1, 2 e 3 é a mesma do mRNA MYCT1, tal como a

expressão do lncRNA SURV1 segue tendência similar a dos mRNAs BCL2 e CYBA ao longo do 

tempo. 

O módulo M3 foi enriquecido principalmente para as vias de regulação do            

receptor de células B (BCR), onde encontramos genes importantes como IL12B e            

RAB27B. As células B desempenham um papel crucial no combate a infecções a             

partir da produção de anticorpos que, por sua vez, são essenciais para a             

neutralização e destruição dos patógenos. O gene da IL12B codifica uma           

subunidade da interleucina 12, uma citocina com ampla atividade biológica, que é            

expressa por macrófagos e tem um importante papel para a resposta imunológica de             

perfil Th1 (CHEN et al., 2012). RAB27B aumenta o número de exossomas, que são              

utilizados pelo vírus como uma forma de escape e propagação (ANDERSON et al.,             

2016). Neste módulo estão contidos também os genes BLK , KLHL25 , IGLC2 , IGLC7            

e GIMAP1 que, assim como os do módulo 1, apresentam maior perturbação nas             
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primeiras 24 horas de infecção. A diminuição desses genes no primeiro momento e             

posterior aumento pode estar associado com uma diminuição da resposta imune           

induzida pelo vírus, mas com recuperação da homeostase até o basal no dia 14              

(figura 20). 

Figura 20 - Cinética da expressão de genes e lncRNAs do módulo 3 

 

Em azul e verde estão sinalizados os genes codificantes e em laranja tracejado o não codificante. No 
eixo X há tempo de infecção desde o basal (controle). Pode-se observar que os mRNAs e o lncRNA 
identificado possuem a mesma tendência de expressão ao longo do tempo, de forma que no dia 14 

tendem a voltar aos valores de expressão do basal (controle). 

 

A proteína quinase de linfócitos B (BLK ) envolvida no desenvolvimento,          

diferenciação e sinalização de linfócitos B (LAIRD et al., 2014). GIMAP1 é essencial             

para a sobrevivência de linfócitos B naive e ativados (WEBB et al., 2016). As IGLC              

são regiões constantes de cadeias leves de imunoglobulinas, que são proteínas que            

quando associadas à células B atuam como seu receptor (SCHROEDER et al.,            

2010). KLHL25 é uma proteína adaptadora que, ao se ligar à proteína CUL3 ,             

possibilita a ubiquitinação e degradação da enzima ATP citrato liase (ACLY ), o que             

provoca a diminuição da síntese lipídica e energia disponível para célula (ZHANG et             

al., 2016). O seu aumento após o dia 01, de acordo com o que está descrito na                 

literatura, pode auxiliar na proliferação de células B (ZHANG et al., 2016). O lcnRNA              

identificado como diretamente correlacionado com esses genes possui 534         

nucleotídeos e alta similaridade com a sequência predita computacionalmente         
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LOC108513237, sem referências na literatura. Esse lncRNA não nomeado também          

tem a sua expressão alterada pelo início da infecção, mas retorna ao seu valor basal               

após 14 dias da inoculação. 

 

6. PREDIÇÃO DA INTERAÇÃO LNCRNA-PROTEÍNA 

Os lncRNAs e mRNAs identificados foram avaliados quanto ao seu potencial           

de interação utilizando a ferramenta web RPISeq. Para tanto foi utilizada a            

sequência de nucleotídeos de cada um dos lncRNAs frente à sequência de            

aminoácidos das proteínas codificadas pelos mRNAs correlacionados. Essas        

sequências de aminoácidos foram obtidas na base de dados do NCBI. A partir desta              

análise o lncRNA PROAP1 foi o que apresentou maior probabilidade de interagir            

diretamente com BCL2 (com valor igual a 0.8 utilizando Random Forest e 0.96            

utilizando Suport Vector Machine ) de acordo com a predição do RPISeq. PROAP2 e             

PROAP3 possuem similaridade com LOC106999565 e LOC106992852,       

respectivamente, mas ambos foram anotados automaticamente utilizando o preditor         

Gnomon, ainda sem relatos da sua expressão na literatura. Na figura 21 a possível             

ação desses lncRNAs na indução da apoptose está ilustrada. 

Figura 21 - Indução da apoptose a partir da regulação de lncRNAs

 

Os lncRNAs PROAP parecem estar envolvidos com a inibição de BCL2 , o que acaba por levar ao 
aumento de BAX , e o aumento de MYCT1 . A modificação da expressão desses dois genes têm uma 

ação pró-apoptótica. Fonte: autoral, criada com Biorender (https://biorender.com/).  
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7. OUTROS MAMÍFEROS 

A fim de tentar avaliar como os lncRNAs são alterados durante a infecção, os              

dados de transcritoma de outros estudos foram analisados com foco nos lncRNAs, o             

que não havia sido feito pelos seus autores originais. Para este fim utilizamos um              

dataset de infecção in vivo  em camundongos e de bebês humanos.  

Dos transcritos analisados do dataset de camundongos infectados, 285         

apresentaram diferença de expressão, todos com regulação positiva em relação ao           

grupo não infectado. Destes, 10 correspondem a RNAs longos não codificantes, dos            

quais metade também aparecem como DEGs em um estudo de infecção por WNV             

em cérebro de camundongos (LIM et al., 2017), embora não tenham função descrita             

na literatura. Dentre os nossos DEGs podemos citar o lncRNA XIST (log2FC de             

10,12 e p ajustado igual a 0,0085), cuja superexpressão já foi relacionada à redução             

da proliferação celular, migração e aumento de apoptose em células cancerígenas a            

partir da inibição do microRNA anti apoptótico miR-21-5p, que quando expresso           

aumenta a expressão de BCL2 (XU et al., 2014; ZHANG & XIA, 2017). Embora              

pouco explorado em infecções virais, a partir da sua função pró-apoptótica já            

conhecida, o aumento de XIST pode ter sido originado de modificações causadas            

pelo sistema imunológico dos camundongos a fim de combater o vírus, corroborando            

com o aumento de apoptose observada anteriormente em nossos resultados.  

Dos transcritos analisados no dataset de bebês, 442 atenderam aos critérios           

de diferencialmente expressos. Dentre estes encontra-se o lncRNA H19 (log2FC de           

-10,65 e p ajustado de 1,71e-26), envolvido na regulação do crescimento celular            

(KENIRY et al., 2012). A sua regulação positiva está associada uma maior proteção             

ao estresse celular e melhor sobrevivência sob hipóxia, sendo comum e necessária            

em tecido cerebral durante o desenvolvimento fetal (PHAM et al., 1998; DENG et al.,              

2016). A diminuição de sua expressão pode ocasionar a redução de marcadores de            

pluripotência em células-tronco embrionárias, além de reduz a viabilidade celular e a            

angiogênese (ZEIRA et al., 2015). H19 pode também inibir a ação de miR-19b, que              

por sua vez tem como alvo o gene pró-apoptótico SOX6 (HAN et al., 2016). 
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Partindo do pressuposto levantado por um trabalho recente que mostra que o            

início das alterações causadas por ZIKV envolve a redução do crescimento celular e             

alterações na neurogênese (GARCEZ et al., 2016), uma redução de expressão do            

H19 tão acentuada não só corrobora com os nossos resultados em macacos como            

também podem indicar uma relação entre a supressão de expressão desse lncRNA            

e a alteração do desenvolvimento neuronal dos bebês. 

8. VISÃO GLOBAL DO PAPEL DE LNCRNAS NA INFECÇÃO 

A partir da união de todos esses datasets podemos observar que, além da             

alteração de resposta imune já esperada nesse tipo de infecção, os lncRNAs            

encontrados parecem ter um papel importante na regulação e aumento da apoptose           

de células infectadas, principalmente a partir da inibição direta ou indireta da            

expressão de BCL2 . O mecanismo de apoptose na infecção por ZIKV já foi descrito              

em experimentos in vitro e in vivo cujo objetivo era avaliar a neuropatologia causada              

por este vírus (MINER et al., 2016; HO et al., 2017; HU et al., 2017; SLOMNICK et                

al., 2017), mas os mecanismos de apoptose em uma infecção sistêmica por Zika             

ainda não foram bem discutidos.  

Interessantemente, em um desses estudos (Hu et al., 2017) - realizado com            

células progenitoras neurais - os autores encontraram dois lncRNAs (LINC00963 e           

LINC00342) anti-apoptóticos regulados negativamente após a infecção por Zika.         

Somado ao aumento do lncRNA PVT1, inibidor de proliferação, os autores discutem            

que a infecção leva a uma desregulação do ciclo celular e alterações transcricionais             

acentuadas. Resultados estes que corroboram com o que encontramos neste          

trabalho. 

Estudos em outros flavivírus como dengue, oeste do nilo e vírus da encefalite             

japonesa já descreveram a atividade pró-apoptótica que ocorre após a infecção           

(DESPRES et al., 1996; PARQUET et al., 2001; HUANG et al., 2014; HUANG et al.,               

2016; SUZUKI et al., 2018) mas nenhum deles fez referência à presença ou             

importância de lncRNAs no mecanismo. Desta forma, a partir dos resultados           

apresentados, sugere-se que a atividade pró-apoptótica já conhecida e estudada          

nas infecções por flavivírus sofre interferência de RNAs longos não codificadores,           
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principalmente pela regulação de BCL2, em diferentes organismos, mesmo que os           

lncRNAs não seja exatamente os mesmos (figura 22). 

Figura 22 - Possível regulação da apoptose a partir de lncRNAs 

 

(a) H19 foi encontrado em amostras de bebês infectado e, de acordo com a literatura, acaba tendo 

uma função pró-apoptótica por contribuir com a inibição de BCL2. (b) O lncRNA XIST inibe miR-21, 

que quando expresso aumenta a atividade de BCL2. (c.) Os lncRNAs identificados neste estudo 

parecem ter uma função na inibição de BLC2, mas não se sabe se é uma ação direta ou há um 

intermediário. (d) em células infectadas in vitro  foi observado o enriquecimento da via UTR, que 

hiperativa a proteína PERK, levando à produção de proteínas pró-apoptóticas. Observamos a 

expressão de SNHG15, mas não há relação dele com o processo estudado na literatura. 
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CONCLUSÃO  

A partir dos resultados da diferença de expressão, enriquecimento de vias e            

análise de co-expressão e associação, podemos observar que já no primeiro dia de            

infecção há resposta antiviral mediada pelo sistema imune inato do hospedeiro e            

aumento da apoptose. Após o sétimo dia de infecção parece haver uma redução de             

expressão diferencial, que pode estar associada a um combate efetivo da infecção,            

com “clareamento viral” já no último dia, onde o perfil de expressão se assemelha ao               

controle. Durante a resposta antiviral parece que alguns lncRNAs desempenham          

papéis importantes na regulação da expressão gênica, principalmente relacionada         

com atividade pró-apoptótica e redução da proliferação celular. Esse resultado          

parece ser uma resposta comum à diferentes mamíferos infectados por ZIKV,           

embora os lncRNAs encontrados não apresentem similaridade. 
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Apêndice I - Pacotes da linguagem R e ferramentas utilizados  

 

Nome  Versão Etapa  

Bowtie 1.2.0 Alinhamento 

CEMiTool 1.8.0 Co-expressão 

CPAT 1.2.3 Reanotação 

Cufflinks 2.2.1 Alinhamento 

Deseq2 1.23.0 DEGs 

FastQC 0.11.15 Qualidade 

Inkscape 0.16 Figuras 

ReactomePA 1.28.0 Enriquecimento 

RPISeq 1.0 Predição proteína-lncRNA 

TopHat2 2.1.1 Alinhamento 
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