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PEREIRA, M. A. Analise transcritdmica de macacos Rhesus durante infecgao
aguda por Zika Virus. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de

Matematica e Estatistica, Universidade de Sao Paulo. Sdo Paulo. 2019
RESUMO

Zika virus (ZIKV) é um arbovirus que ganhou grande relevancia nos ultimos anos.
Embora sua infecgdo geralmente induza sintomas leves, em alguns casos, a esta
associada a microcefalia em recém-nascidos e sindrome de Guillain-Barré em
adultos. RNAs longos nao codificadores (IncRNAs) desempenham um papel
fundamental na modulagdo do sistema imunolégico, mas pouco se sabe sobre sua
funcdo na infeccdo aguda por ZIKV. Portanto, o objetivo deste projeto foi estudar o
transcritoma de macacos Rhesus durante a infecgdo e como os IncRNAs podem
alterar a resposta em diferentes mamiferos 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 infecgdo. Em seguida, foi realizado o RNA-seq
com amostras de sangue total para avaliar as alteragdes transcricionais durante a
infeccdo. Nossas analises revelaram uma regulagcéo da resposta imune, incluindo a
identificacdo de IncRNAs que foram induzidos na infecgcao por ZIKV. Identificamos
cerca de 9,210 IncRNAs, dos quais 3,246 ainda nido foram anotados na base de
dados ENSEMBL e 140 deles foram diferencialmente expressos em alguma
comparagao. Alguns genes associados a resposta imune, como STAT1, JAK1 e
IFNGR2, parecem ser regulados negativamente. Andlises de moddulos de
co-expressao e de redes revelaram as possiveis vias e genes afetados por alguns
IncRNAs identificados. Os IncRNAs PROAP1, 2 e 3, ainda nao depositados em
bancos publicos, foram altamente correlacionados com BCL2, CYBA e MYCT1, que
podem potencialmente regular a resposta pro-apoptotica. Além disso, outros
conjuntos de dados (camundongos, neonatos e cultura celular) foram utilizados para
avaliar a importancia e a interferéncia dos IncRNAs na infeccdo. Com este estudo,
encontramos IncCRNAs previamente ndo descritos no genoma de M. mulatta, alguns
dos quais estdo correlacionados com genes importantes. Comparando todos os
resultados, percebemos que alguns IncRNAs podem desempenhar papéis

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



sugerem que a infeccao por ZIKV modifica a expressdo de genes codificadores e

IncRNAs, quanto a mecanismos apoptéticos de resposta contra o virus.

Palavras-chave: ZIKV; Zika virus; INcCRNA; infec¢ao experimental;



PEREIRA, M. A. Transcriptomic analysis of Rhesus monkeys during acute
infection by Zika Virus. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de

Matematica e Estatistica, Universidade de Sao Paulo. Sdo 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 (IncRNAs) 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 IncRNAs 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 IncRNAs that were induced upon ZIKV infection. We identified around 9.210
IncRNAs, 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 IncRNAs. 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 INcRNAs in the infection. With this study we found many previously
undescribed IncRNAs in the M. mulatta genome, some of which are correlated with
important genes. Comparing all these results we found that some IncRNAs may play

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



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

mechanisms against the virus.

Keyword: ZIKV; Zika virus; INcCRNA; experimental infection; mammals;
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INTRODUGAO

1. ZIKA VIRUS
a. BIOLOGIA DO ViRUS

Zika Virus (ZIKV) é um arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae (GOULD
e SALOMON, 2008) e transmitido principalmente por mosquitos do género Aedes
(FAYE et al., 2008). O seu genoma consiste em uma molécula de RNA de fita unica
de sentido positivo, com duas regides ndo codificantes flanqueantes (5' e 3' NCR).
Possui aproximadamente 10,7 quilobases e codifica uma unica poliproteina (Figura
1), que é clivada em capsideo, proteinas da membrana, envelope e nao estruturais
(CHAMBERS et al., 1990; DIKHIT et al., 2016). Essa estrutura & similar a de outros
flavivirus como o virus 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 virus
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A figura mostra os locais de clivagem da poliproteina para a obtengao das proteinas do capsideo (C),
de membrana (M), do envelope viral (E) e as ndo estruturais (NS). Abaixo da poliproteina pode-se
observar a distribuicdo das proteinas E, M e C na estrutura do virus. Adaptado de ViralZone (2019).

A proteina do capsideo, com cerca de 100 aminoacidos, € responsavel pelo
empacotamento do genoma viral e formacao do nucleocapsideo. O envelope viral
consiste em uma rede icosaédrica de associagao entre as proteinas E (do envelope,

E-ZIKV) e proteinas M (da membrana). As sete proteinas n&o estruturais (NS) s&o
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essenciais para a replicacdo do genoma viral e evasdo do sistema imune: NS1,
NS2A e B, NS3, NS4A e B e NS5 (HASAN et al., 2018).

A entrada do virus nas células do hospedeiro depende do conjunto de
proteinas expressas no seu envelope e como elas interagem com a superficie
celular (AGRELLI et al.,, 2019). O mecanismo mais provavel de endocitose -
processo pelo qual o material extracelular é transportado para o citoplasma - do
ZIKV é através de clatrinas, onde apds uma invaginacdo da membrana plasmatica
ha modificagdes do envelope viral, fusdo de membrana e liberagdo do genoma viral
na regido intracelular (HACKETT & CHERRY., 2018; PERSAUD et al., 2018). No
citoplasma ocorre a tradugao e clivagem da poliproteina, seguida de replicagéao,

montagem, maturagdo e liberagdo da particula viral (figura 2) (HASAN et al., 2018).

Figura 2 - Ciclo de replicagao do Zika virus

Replicagéo do

l RNA

1) ZIKV se liga a receptores de superficie celular e é endocitado, mecanismo este mediado
por clatrinas. 2) Devido ao baixo pH endossomal, ocorre a fusdo da sua membrana com a membrana
viral, resultando na liberagdo do RNA viral no citoplasma. 3) O genoma viral é traduzido em uma
Unica poliproteina que é processada em proteinas estruturais e ndo estruturais. 4) O RNA é replicado
pelas proteinas virais nao-estruturais. 5) No reticulo endoplasmatico ocorre a montagem de particulas
virais imaturas. 6) No complexo de Golgi as particulas imaturas sofrem clivagem da proteina
precursora da proteina M, o que finaliza a maturagéo do virus. 7) Os virus maduros sao englobados
por exossomos. 8) Apos exocitose o virus esta 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
expedicdo 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
infeccao (MACNAMARA, 1954). Embora estes estudos tenham sido realizados na
década de 50, relatos dessa infeccao foram escassos até 2007, quando houve uma
epidemia na Micronésia (LANCIOTTI et al., 2008) e nos anos seguintes foram
relatados surtos em outras regides do mundo, como Polinésia Francesa
(CAO-LORMEAU et al., 2013), llhas Cook, llha de Pascoa (SANTE PUBLIQUE
FRANCE, 2014) e Brasil (ZANLUCA et al., 2015).

Existem duas linhagens do ZIKV descritas: africana e asiatica. A linhagem
africana foi a primeira isolada (MR766) e € mais letal que a asiatica (GARCEZ et al.,
2016). Esta ultima, por sua vez, € a responsavel pelos surtos dos ultimos anos,
incluindo na Polinésia Francesa e Brasil, e ja esta associada epidemiologicamente a
doencas severas como a sindrome de Guillain-Barré e microcefalia (GONG et al.,
2016).

Apesar da primeira notificagdo no nosso pais ter ocorrido em 2015 (ZANLUCA
et al.,, 2015), ha indicios de que o virus chegou ao territério brasileiro dois anos
antes, através de imigrantes haitianos e militares brasileiros recém-chegados de
missdes no Haiti (CAMPOS et al., 2018). Até o inicio de 2018 a infecgao por ZIKV
havia sido relatada em 84 paises, sendo 48 territérios americanos, onde havia sido
relatados mais de 223 mil casos cumulativos de infecgdo confirmados, sendo 137 mil
deles no Brasil (PAHO/OMS, 2018). Na figura 3 pode ser observada a incidéncia de
infeccdo autdctone pelo virus em toda a extensdo das Américas de acordo com os
dados do relatério divulgado pela PAHO/OMS em 2018.
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Figura 3 - Paises americanos com infecgao autéctone por Zika virus

"um‘ W, 1

Casos cumulativos de infeccao
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Sem casos reportados
Até 150 casos
- g Até 1.500 casos
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{ B Até 150.000 casos

A densidade das cores esta diretamente relacionada ao nimero de casos notificados.
Pode-se observar que o Brasil € o pais americano com maior numero de casos relatados, seguido de
paises no norte da Ameérica Latina e parte da América Central. Figura autoral criada a partir dos
dados disponibilizados pela OMS. “Zika Cumulative Cases”. 2018.

Em 2019, segundo o ultimo Informe de Arboviroses da Secretaria de
Vigilancia em Saude, até a semana epidemiologica 24 (30/12/2018 a 15/06/2019)
foram notificados 7.705 casos provaveis de infeccdo por Zika Virus, com 1.788
confirmados até o momento (BRASIL, 2019). Além disso, de acordo com o
Levantamento Réapido de indices de Infestacédo pelo Aedes aegypti (LIRAa) de 2019,
cerca de 994 municipios apresentaram alto indice de infestagdo do mosquito, com

risco de surto para Zika, Dengue e Chikungunya em todo o pais (figura 4) (BRASIL,
2019).

21



Figura 4 - Risco de infeccao em 2019 no Brasil por Zika, Dengue e

Chikungunya de acordo com o indice de infestagciao do Aedes Aegypti

Risco de Epidemia
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Alerta

B Risco

A densidade das cores esta diretamente relacionada ao risco calculado. Observa-se que a
maior parte do pais estd em alerta de risco. Figura autoral criada a partir dos dados disponibilizados
pela Secretaria de Vigilancia em Saude com os dados do LIRAa. 2019.

A disseminacao do ZIKV depende da abundancia e da diversidade de vetores
e hospedeiros. O fato do principal transmissor ser o Aedes aegypti explica porque as
regides proximas aos trépicos (possuem condicdes ideais de vida para esse
mosquito) sdo as mais afetadas. No Brasil os principais hospedeiros silvestres do
virus sdo os primatas ndo humanos (GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019).

c. RESPOSTA IMUNE

Embora a infeccdo seja assintomatica na maioria dos casos, ZIKV pode

causar sintomas brandos como febre alta e mialgia com duragao média de 3 a 7 dias
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(CHAN et al., 2016). Além disso, devido ao seu neurotropismo, ZIKV esta também
associado a casos da Sindrome Guillain-Barré em adultos e microcefalia em
neonatos, podendo levar a morte dos individuos em ambas as condi¢cdes (GARCIA
et al., 2016).

Quando ocorre uma infeccdo, o sistema imunolégico do hospedeiro
desencadeia resposta contra o virus, ao passo que este desenvolve mecanismos de
escape das células de defesa. Para que a infeccao seja bem sucedida, o patdégeno
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
decorréncia desses processos de invasao e replicagdo, mecanismos de resposta
contra o patdgeno ocorrem em diferentes niveis, incluindo o transcricional. Dentre os
transcritos afetados existem os RNAs longos nao-codificadores (IncRNAs), que
podem sofrer alteragcdes de expressao que podem favorecer tanto a infeccao viral
quanto o seu combate pelo sistema imunoldogico do hospedeiro (FORTES e
MORRIS, 2016).

A resposta imunoldgica inata desempenha um papel importante na defesa
contra o virus. Uma defesa efetiva geralmente se inicia com o reconhecimento do
virus através de receptores. Estes receptores reconhecem padrées (PRRs, do inglés
Pattern recognition receptors) de moléculas associadas a patégenos (PAMPs do
inglés Pathogen-associated molecular pattern) e moléculas associadas a dano ou
morte celular (DAMPs, do inglés Damage-associated molecular pattern) (KUMAR,
KAWAI & AKIRA., 2011). De acordo com a localizagdo, os PRRs podem ser
classificados em transmembrana (como receptores de lectina tipo C e tipo Toll) ou
citoplasmaticos (como receptores tipo NOD e tipo RIG-1) (KAWAI & AKIRA., 2009).
Embora ainda em pouca quantidade, na literatura existem estudos que descreveram
o envolvimento dos receptores tipo Toll e RIG-1 na infecgéo 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 asiatica MR766) ap6s 56h foi observado que os genes regulados

positivamente durante a infeccdo eram enriquecidos para vias associadas a
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inflamacao e resposta imune mediada por diferentes receptores do tipo Toll (TLRs,
do inglés ftoll-like receptors), como TLR3, TLR7/8 e TLR9. Além disso, os autores
discutiram que houve a indugédo da expressdo de genes associados a ativagédo do
Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), relacionando esses dois fatos (ROLFE et al., 2016).
TLRs s&o capazes de reconhecer glicoproteinas da superficie do patogeno (TLR2 e
TLR4), RNA viral de fita dupla (TLR3), fita simples (TLR7 e TLR8), dentre outras
particulas imunogénicas (AKIRA, TAKEDA e KAISHO, 2001). O reconhecimento do
RNA viral por TLRs resulta na produgao de interferon do tipo | (IFN-I) e na ativacao

de NF-kB, o que leva a producgao de citocinas pré-inflamatérias (KAWAI et al., 2010).

Receptores do tipo RIG-I sdo capazes de reconhecer o virus no citoplasma e,
ao se ligar ao RNA viral, iniciam eventos de sinalizagdo que levam a ativagao dos
fatores regulatérios de transcricdao do interferon IRF3 e IRF7 que, por sua vez,
induzem o aumento da producdo de IFN-I (TAKEUSHI & AKIRA., 2008). Em
contrapartida, as proteinas virais sdo capazes de inibir esse tipo de estratégia. Um
estudo conduzido por Kim et al (2018), apés 24 horas de infeccdo por ZIKV em
queratinécitos, demonstrou que a proteina NS1 interage com o receptor tipo RIG-| e
suprime a producao de IFN-I a partir da inibicdo das vias de sinalizagdo que seriam
mediadas por ele. Os autores discutem que este pode ser um mecanismo de evasao
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

replicacao do virus (KIM et al., 2018).

As outras proteinas n&o estruturais também interferem nas cascatas de
sinalizagcado que levariam ao controle antiviral. As proteinas NS2A, NS4A e NS4B,
por exemplo, inibem a ativacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricao 1
(STAT1), bloqueando toda a cascata de sinalizagcdo por interferon
(MUNOZ-JORDAN et al., 2003). Essas duas ultimas ainda estdo envolvidas na
desregulagdo de AKT, molécula central da via de PIK3, que regula a supressao da
morte celular (LIANG et al., 2016). A proteinas NS5, por sua vez, recruta a
Ubiquitina Ligase UBR4 para degradar STATZ2, inibindo também a via de sinalizagcédo
por interferon (MORRISON et al., 2013).
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Figura 5 - Invasao viral e alteragées causadas pelo virus
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Na imagem pode-se observar as alteragdes causadas pela entrada do virus (seta vermelha) na célula
e as modificagdes celulares em resposta a esse processo (setas continuas escuras). As linhas
tracejadas em vermelho representam alteragées mediadas ou nao com proteinas virais (NS) para
driblar essa resposta do hospedeiro. Fonte: autoral, criado com Biorender.

d. ALTERAGOES TRANSCRITOMICAS 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
estagio de desenvolvimento ou condigéao fisioldgica. A analise transcritbmica estuda
como a expressao génica muda em diferentes condi¢des, o que é fundamental na
compreensao das doengas humanas. Atualmente existem duas tecnologias
predominantes no campo da transcritbmica: microarranjos (ou microarrays), que
quantificam um conjunto de sequéncias pré-determinadas (BROWN e BOTSTEIN,
1999), e sequenciamento de RNA (RNA-seq), que usa sequenciamento de alto
rendimento para capturar todas as sequéncias (OZSOLAK & MILOS, 2011). Esta
ultima comegou a ganhar popularidade em 2008, quando a criagdo das novas

tecnologias Solexa/lllumina (San Diego, CA) permitiu o sequenciamento de 10°
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sequéncias, possibilitando o sequenciamento de transcritomas inteiros (MORTAZAV
et al., 2008).

i. RNAS LONGOS NAO CODIFICADORES

A partir do avango das tecnologias de sequenciamento, foi possivel estudar
aqueles RNAs com niveis de expressao intrinseca mais baixos, como os chamados
RNAs nao codificantes (ncRNAs) (DJEBALI et al., 2012). Estes RNAs sao divididos
em duas grandes classes de acordo com o seu tamanho: ncRNAs curtos, quando
menores que 200 nucleotideos (nt); e ncRNAs longos (IncRNAs), quando possuem
tamanho maior que 200 nucleotideos. Hoje se sabe que esta ultima classe de RNA
pode desempenhar papéis cruciais para o funcionamento celular como regulagéo de
atividade enzimatica, imprinting gendmico e mediagao de processos celulares como
apoptose e regulagao do ciclo celular, por exemplo (CIMMINO et al., 2015; WILUSZ
et al., 2009; RINN & CHANG, 2012).

Quanto a localizagdo no genoma, os IncRNAs podem ser classificados em:
intergénicos, que estao localizados entre os genes codificadores de proteinas mas
estdo a pelo menos 1kb de distancia de cada um; ou intrénicos, que como o préprio
nome sugere se sobrepdem a regides intrbnicas dos genes codificadores
independente da diregcdo. Dentro desta classe os IncRNAs podem ser divididos
ainda em senso, que se sobrepdem aos genes codificadores de proteinas e na
mesma diregdo; antisenso, localizados sobrepostos aos mMRNAs mas na cadeia
oposta; ou bidirecionais, transcritos na cadeia oposta do mRNA com cerca de 1kb
sobreposto (LOSKO et al., 2016).

Os mecanismos de acdo dos IncRNAs sao variados, podendo ocorrer no
nucleo ou citoplasma das células, em cis ou frans, de forma que os IncRNAs de
acao cis sao aqueles que regulam a expressédo de genes proximos aos seus locais
de transcricdo e os IncRNAs de agao frans sao aqueles que podem reprimir ou ativar
a expresséo génica independentemente do local do alvo (RINN & CHANG, 2012).
No nucleo, a funcdo mais descrita € a de regulacdo da expressao génica por
recrutamento de complexos de modificacdo de cromatina e alteracdo de histonas

(WANG et al., 2011). Exemplos de IncRNAs com essa func¢do s&o: XIST, importante
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para a inativagdo 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 fungdo em frans é ativar a expressao de XIST através da remocao da
proteina CTCF, seu repressor transcricional (figura 6B) (SUN et al., 2013). J4 no
citoplasma os IncRNAs 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 traducédo (figura 6D) , como o lincRNA-p21 que inibe a tradugdo dos
mRNAs JUNB e CTNNB1 através do recrutamento do repressor da tradugao RCK
(YOON et al., 2012); ou agir como esponjas de microRNAs (figura 6E), como o
IncRNA SNHG15 que “sequestra” o miR-211-3p, aumentando a proliferacdo celular
em cancer (KONG & QIU, 2018).

Figura 6 - Mecanismos de agao dos IncRNAs
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Exemplos de RNAs longos néo codificantes (IncRNAs) que regulam a transcrigdo génica no
nucleo (A e B) e no citoplasma (C, D e E). A) O IncRNA XIST induz a repressao da expressao génica
a partir do recrutamento do Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2), que produz trimetilacdo da
histona H3 lisina 27. B) O IncRNA JPX se liga ao repressor transcricional CTCF e inibe sua ligagédo ao
promotor do IncRNA XIST, ativando assim a sua transcricdo. C) O emparelhamento de bases entre
regides especificas do IncRNA anti-senso BACE1-AS com o mRNA BACE1 induz a sua estabilizagao
e aumenta a expressdo da proteina BACE1. D) Alguns IncRNAs podem desencadear um efeito
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repressor, como o lincRNA-p21 que recruta o repressor traducional RCK que, por sua vez, inibe a
tradugdo de proteinas como Junb e Ctnnb1. E) O efeito “esponja” € o mecanismo de agdo de
IncRNAs como o SNHG15, que compete com outros transcritos pela interagdo com microRNAs.
Fonte: autoral, com base em Fatica & Bozzoni (2014).

ii. TRANSCRITOMA DE ZIKV IN VITROE IN VIVO

Estudos in vitro utilizando células progenitoras neurais humanas infectadas
por diferentes cepas de ZIKV, descreveram expressio diferencial de centenas de
genes. Neste estudo foi observada uma reducdo na expressdao daqueles
relacionados ao ciclo celular, regulagao e reparo do DNA, e aumento na expressao
dos relacionados ao sistema imune, indicando aumento da inflamagao e diminuicéo
de células viaveis durante a infecgao (SHAO et al., 2016; ZHANG et al., 2016;
MCGRATH et al., 2017).

Utilizando neurdnios periféricos humanos, foram observadas modificagées na
expressao de genes envolvidos na regulagéo apoptoética. Especificamente, houve o
aumento de genes relacionados ao fator transcricional c-Jun e diminuigdo dos
envolvidos na expressdo das histonas, sendo que ambos os eventos podem ser

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

Poucos estudos transcritdmicos de infeccdo experimental por ZIKV in vivo
foram publicados até o presente momento (SHAO et al.,, 2016; WALDOREF 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 apds o desafio (AID et al., 2017).
O resultado foi semelhante ao ja descrito in vitro, com expressao diferencial dos
genes relacionados ao sistema imunolégico. Foi observado aumento na expresséo
de genes associados aos mecanismos de mondcitos, células Natural Killer e
Linfécitos T auxiliares, assim como uma diminuigdo na expressao dos genes
associados a sinalizagao de linfécitos T e B. Os autores discutiram que a replicagcéo
viral parece ser contida pela resposta imune inata mediada por interferon e que,
somado a rapida produgao de anticorpos neutralizantes a infeccao € 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 embrionaria, por
uma cepa mexicana (MEX1-44). Os autores constataram uma forte resposta
imunoldgica com grande aumento da expressao da interleucina 1-beta (IL-1B) e fator
de necrose tumoral alfa (TFN-a), além de um grande dano celular associado a essa
desregulacao inflamatéria (SHAO et al., 2016). Foi observado o aumento acentuado
de apoptose de células neuronais apos a infeccdo que os autores discutiram como
sendo um forte contribuinte ao desenvolvimento da microcefalia associada ao ZIKV.
Nenhum destes dois estudos mencionou qualquer coisa sobre desregulagao de

IncRNAs ou sua associagao com a infeccéao.

Estudos recentes demonstram que durante uma infecgdo viral pode haver
modificagdes na expressdo de IncRNAs e que estas, por sua vez, podem ser
associadas ao curso da infeccdo, servindo como um marcador ou até mesmo
envolvidas na regulacdo da resposta imunoldgica, positiva ou negativamente
(GOMEZ et al., 2013; ZHANG et al., 2013; IMAMURA et al., 2014; CARNERO et al.,
2016; QIAN et al., 2017). Alguns virus, por exemplo, induzem a expressédo do
INcRNA NEAT1 (do inglés, nuclear-enriched abundant transcript), que regula
positivamente a resposta imunoldgica antiviral. NEAT1 é capaz de inibir a produgéo
de proteinas do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) através da repressao de
elementos contendo mRNA viral (ZHANG et al., 2013), tal como aumentar a
transcricao da interleucina 8 e outros genes do sistema imune apods a infecgao por
influenza ou herpes virus (IMAMURA et al., 2014). Carnero et al. (2016) estudaram
IncRNAs estimulados pela infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) e observaram
que alguns destes (PVT1 e UCA1) estavam envolvidos na tumorigénese associada
ao virus, enquanto outros como o EGOT (do inglés eosinophil granule ontogeny

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

Até o presente momento, nenhum estudo in vivo buscou identificar e
descrever a associagdao de IncRNAs ao longo da infecgédo por ZIKV. A analise do
transcritoma de Macaca mulatta, portanto, permitira a compreensdo de possiveis

mecanismos de regulagao génica durante a infecgao viral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

Identificar possiveis mecanismos de regulacédo génica na infecgao in vivo por ZIKV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar novos INcRNAs no genoma de Macaca mulatta expressos durante

a infeccao;

Analisar o perfil de expressao e identificar as possiveis vias associadas ao

desenvolvimento da infecgao por ZIKV em macacos;

Identificar INcRNAs correlacionados com genes importantes para a resposta

imunoldgica;

Identificar INcRNAs diferencialmente expressos na infecgdo por ZIKV em

outros mamiferos;
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MATERIAL E METODOS

1. DADOS

A parte experimental desse estudo foi realizada em colaboragdo com o grupo
do Professor Dr. Francgois 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 Comité de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratdrio do pais. Os animais foram infectados utilizando o volume de 1mL de
uma solugdo em tampao salina-fosfato com 5 x 107 unidades formadoras de placas
(PFU, do inglés plaque forming unit) da cepa brasileira de Zika virus HS-2015-BA-01
(genebank: KX520666) por via intravenosa. Os virus utilizados foram obtidos a partir
da primeira passagem de cultura da amostra clinica. 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 infecgdo (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 referéncia o dia da inoculagao
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A primeira amostra foi coletada 14 dias antes do dia de inoculagdo. Apds a inoculagdo de 5 x 107 PFU
foram coletados outros seis pontos até o 14° dia apds a infecgao.

O periodo estudado de infecgcdo (14 dias) € correspondente a cinética de
viremia dos flavivirus onde, apés o décimo dia geralmente ndo se consegue mais
detectar a presencga do virus no organismo (RATTERREE et al., 2004; DUYEN et al.,

2011). Sangue total dos animais foi coletado nos 7 pontos (um tubo do 5° dia foi
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acidentalmente quebrado antes da extracdo) utilizando tubos de coleta Paxgene
(Qiagen), que garante a estabilizacdo e conservagdo do RNA intracelular (RAINEN,
2002), seguida da extracdo do RNA total utilizando o kit PAXgene Blood RNA
(Qiagen). A biblioteca de cDNA foi preparada utilizando KAPA Stranded RNA-Seq
Kit (lllumina®) e as amostras foram sequenciadas utilizando o sequenciador HiSeq
3000 (lllumina®) com a tecnologia single-end, seguida de avaliagdo do controle de
qualidade utilizando o software Sequencing Analysis Viewer (lllumina®). Por fim, foi
utilizado o software Bcl2fastq2 (versdo 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 obtengdo das amostras pode ser
conferido na figura 8. Para estes mesmos pontos também foram coletadas amostras
para o acompanhamento da viremia e alteracdes celulares, como descrito por

Silveira e colaboradores (2017).

Figura 8 - Esquema de obtengao do transcritoma dos macacos inoculados
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Apbs a primeira coleta de sangue (2 semanas antes) e inoculagdo da cepa HS-2015-BA-01 nos
quatro macacos, sangue foi coletado em 6 pontos apds a infec¢do e todas as amostras seguiram
para as etapas de extragdo de RNA. Em seguida houve a criagdo da biblioteca de cDNA seguida do
sequenciamento das amostras. Apds processamento do sequenciamento foram gerados arrquivos no

formato fastq para a analise computacional.
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a. OUTROS MAMIFEROS

Embora o principal foco das analises tenha sido o conjunto de dados obtidos
de macacos Rhesus, foram utilizados outros datasets (camundongo € humano) a fim
de identificar as alteragcdes causadas pela infeccdo também nestes mamiferos. O
dataset de Homo sapiens (proprio do nosso laboratério), assim como o de

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

O dataset de humanos é constituido de 4 amostras de RNA-seq provenientes
de cérebros de bebés brasileiros que vieram a obito logo apds o parto, com idade
gestacional entre 29 e 41 semanas. O exame de detec¢gao do RNA viral foi realizado
durante e apds a gestacao, de forma que trés bebés apresentaram resultado positivo
para infeccao por Zika e um apresentou resultado negativo, que foi utilizado como
controle. Como as maes dos bebés foram naturalmente infectadas durante a
gestacado e permaneceram em territorio brasileiro, possivelmente a cepa infectante é

da linhagem asiatica.

Os dados provenientes de camundongo (GSE89069), de acordo com
informagdes do GEO, foram obtidos de quatro animais com 17.5 dias de vida, sendo
dois do grupo controle e dois do grupo infectado por 10° PFU da cepa mexicana (de
linhagem asiatica) MEX1-44 (genebank: KX856011). As amostras foram coletadas

trés dias apds a infeccdo experimental.
2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DO RNA-SEQ

As analises 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 identificacdo dos IncRNAs o objetivo final é a identificar o
enriqguecimento funcional dos genes ao longo do tempo e a associagao entre
IncRNAs e mRNAs. Nas figuras subsequentes (figuras 10, 11 e 12) estdo detalhados
0S passos para a obtencdo desse resultado. Todos os pacotes utilizados e suas

respectivas versoes estao listados no Apéndice | deste documento.
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Figura 9 - Pipeline geral para analise dos dados transcritomicos
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Apds a obtengao dos arquivos provenientes do sequenciador foi realizada uma analise de qualidade
de sequenciamento seguida de mapeamento das reads e contagem de transcritos. A partir dessa
quantificacao foram realizadas trés andlises independentes: Identificacdo de IncRNAs no genoma,

analise de expressao diferencial para cada momento de infeccdo e analise de associacgao.

a. CONTROLE DE QUALIDADE

Todas as amostras passaram por uma avaliacdo da qualidade das
sequéncias utilizando FastQC. Este programa verifica diferentes parametros de
qualidade como tamanho da sequéncia e conteudo de guanina-citosina (GC), por
exemplo, e fornece um relatério onde estao contidas informacdes de problemas que
podem ter sido originados no sequenciamento ou no material biolégico da biblioteca
(ANDREWS, 2010). A partir do relatério pode-se identificar se ha contaminacao e a
necessidade de cortar uma parte da sequéncia antes de prosseguir com as analises.
Um exemplo disso é a clivagem da regido dos adaptadores para dados provenientes
do lllumina (BOLGER et al., 2014). Seguindo as métricas utilizadas no FastQC, cada
sequéncia deve possuir uma pontuagédo 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 sequéncias foi de 25-50, a
porcentagem de guanina-citosina variou de 48 a 52 % e o numero total de

sequéncias apresentou uma mediana de 26 milhdes.
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b. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E QUANTIFICAGAO DE READS

As amostras obtidas de macacos Rhesus foram alinhadas ao genoma de
referéncia MMul_8.0.1 (UCSC) utilizando a ferramenta TopHat2, um mapeador que
alinha reads do RNA-Seq a grandes genomas de mamiferos usando o alinhador de
ultra-alto rendimento Bowtie (KIM et al., 2013). Houve uma alta taxa (> 91%) de
alinhamento com o genoma de referéncia. Em seguida foi utilizada a ferramenta
Cufflinks, do pacote homénimo, que utiliza as coordenadas genbmicas para a
reconstrugdo dos transcritos completos a partir dos fragmentos sequenciados,
permitindo a identificacdo de novos genes. Os transcritos de cada amostra entao
foram quantificados e unificados pela fungdo Cuffmerge, gerando uma lista Unica e
completa de counts (TRAPNELL et al., 2012).

3. IDENTIFICAGAO DE NOVOS LNCRNAs DE RHESUS

Tendo em vista que os IncRNAs anotados no genoma de M. mulatta foram,
em sua grande maioria, preditos apenas por ferramentas computacionais, foi
necessario fazer a reanotagdo do genoma para garantir que os RNAs pertencentes a
este grupo fossem corretamente analisados. Para a reanotagao e identificacdo de
novos INcRNAs foi desenvolvido um pipeline em colaboragdo com o grupo do
professor Dr. Vinicius Maracaja-Coutinho (Universidad de Chile), tendo como base

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

Desta forma, os transcritos com regides codificantes e/ou que possuiam
tamanho menor que 200 nucleotideos foram removidos. Aqueles transcritos que
além de = 200 nt possuiam numero de éxons =2 passaram por uma ferramenta de
avaliacao de potencial de codificagdo CPAT (do inglés Coding-Potential Assessment

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

logistica, calcula um score de 0 a 1, distinguindo uma sequéncia de RNA codificante
(>0,36) e nao-codificante, com maior sensibilidade e especificidade frente as outras
calculadoras ja conhecidas (WANG et al., 2013). Selecionamos para as proximas

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

assim como 0S novos.

Figura 10 - Pipeline para identificagao dos IncRNAs
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Para a identificacdo de IncRNAs no genoma foi feita a remogao de genes codificantes, transcritos
pequenos e potencialmente codificantes. Em seguida foi realizada a comparagéo com sequéncias ja
conhecidas e, por fim, identificados aqueles INncRNAs novos. Estes INcRNAs identificados foram entéo
reclassificados na tabela de counts, gerando uma nova tabela reanotada.

As quatro variaveis utilizadas pelo CPAT para avaliacdo do potencial de
codificacdo sao o tamanho da janela de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading
Frame), a cobertura da ORF, o score de Fickett e o viés do uso de hexameros. Cada

uma delas esta explicada nos topicos abaixo:

e O comprimento maximo da ORF é uma das caracteristicas mais distintas
entre RNA mensageiro e ndo codificantes, tendo em vista que ORFs

longas sejam improvaveis em sequéncias nio codificantes.

e A cobertura diz respeito a propor¢gao que aquela ORF representa do
comprimento total do transcrito. Em ambos os casos um tamanho e

cobertura menores sao mais caracteristicos dos RNAs ndo codificantes.

e O score de Fickett possibilita a distingdo de mRNA e ncRNA através do
efeito combinatorio da composicao de nucleotideos e cédons. Esse score é

o resultado dos valores associados a posi¢ao da sequéncia e composicao.
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e O viés de uso de hexadmeros mede o uso diferencial de hexameros entre
sequéncias codificantes e ndo-codificantes. Para uma dada sequéncia de
DNA, calcula-se a probabilidade da sequéncia sob o modelo de DNA
codificador e sob o modelo de DNA n&o codificante, e entdo faz-se o

logaritmo da raz&o dessas probabilidades.
4. ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Segundo Signal et al. (2016), o método mais comum de inferir a fungcédo de
genes codificante e INcRNAs em um conjunto de dados é através da andlise de
expressao diferencial. Esta analise pode ser utilizada para identificar possiveis RNAs
importantes para aquela analise, dada a diferenca de expressao entre distintas
condigbes, assim como resultar em uma lista de genes diferencialmente expressos
(DEGs, do inglés Differential Expression Analysis) que pode ser utilizada para
andlise de enriquecimento funcional. O pipeline utilizado para este fim esta

diagramado na figura 11.

Figura 11 - Pipeline para analise de expressao diferencial
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Para a analise de diferenca de expressao o transcritoma de macaco foi avaliado com cada tempo
apos a infecgdo comparado com o controle. Além disso foram analisados também os datasets de
camundongos e humanos in vivo comparando as amostras infectadas e nao infectadas. Em todos os
casos foi utilizada a ferramenta DESeq2 para analise de expresséo diferencial, seguida do
enriquecimento funcional dos genes utilizando a base de dados Reactome.
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Apods a obtengao dos dados com o genoma ja reanotado, foi realizada uma
analise de expressao diferencial dos genes utilizando o pacote DESeq2 no programa
estatistico R. Nesta analise foram comparadas as amostras infectadas em relacao
as néo infectadas para os datasets de humano e camundongos. Para a analise dos
dados de Rhesus, comparou-se cada ponto de coleta ao ponto de 2 semanas antes
da infecgdo (controle) utilizando o mesmo pacote. Esse pacote realiza a
normalizagdo dos dados para comparar as amostras com maior acuracia, calcula os
niveis de expressao e realiza testes para verificar as diferencas de expresséo.
DESeq2 é capaz de testar a expressao diferencial quantitativa focada na forca da

expressao e nao apenas na mera presencga desta (LOVE et al., 2014).

Para determinar um transcrito como diferencialmente expresso utilizou-se
duas métricas estatisticas: p-valor ajustado wusando o método de
Benjamani-Hochberg e logaritmo do fold change, de modo que uma comparagao
com diferenca de expressao valida 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 € o menor nivel de
significAncia com que se rejeitaria a hipotese nula. Se o valor p ajustado for menor
que o cut-off, vocé rejeita a hipotese nula (WRIGHT, 1992). O fold change (FC)
representa a razdo da expressao de cada gene na amostra teste em relagdo ao
valor da amostra controle. Para facilitar os calculos e comparagdes, sao calculados
em logaritmos, de forma que um Jlog2 de FC > 1,5 ou < -1,5 representa uma
diferenca de valor aproximadamente trés vezes maior ou menor da amostra de teste
contra a controle (LOVE et al., 2014).

As listas de DEGs obtidas para cada comparacao foram submetidas a uma
analise de enriquecimento de vias, a fim de inferir uma importancia biolégica dessas
alteracdes e encontrar as vias mais relacionadas ao processo de infec¢do. 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 disponivel para download através do Bioconductor. Cada gene
contido na lista de DEGs inserida como dado de entrada € mapeado com a vias

existentes no banco através de uma andlise de sobreposi¢céo e de topologia. Um
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teste hipergeométrico é utilizando a fim de responder a pergunta: "Minha lista
contém mais proteinas 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. Ja a anélise topoldgica considera
a conectividade dos genes nas vias onde estdo 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 comparagoes.
5. ANALISES DE CO-EXPRESSAO E ASSOCIAGAO

A analise de associag¢ao pode fornecer informagdes de como os INcRNAs sao
regulados nas células e revelar possiveis 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 nao
supervisionada dos genes, identifica mdédulo de co-expressao e analises funcionais
distintas (RUSSO et al., 2018). Em um unico relatério essa ferramenta disponibiliza
resultados de diferentes analises que foram obtidos através dos dados utilizados:
ORA (do inglés Over-representation analysis), que pode ser utilizada para identificar
as vias enriquecidas pelos genes daqueles moédulos; GSEA (do inglés gene set
enrichment analysis), que possibilita a associagado da atividade daquele médulo em
cada grupo de amostra; e analise de interacdo proteina-proteina (PPI, do inglés
protein-protein interaction), que pode ser utilizada para identificar os genes principais
(mais conectados) dos moédulos (RUSSO et al.,, 2018). O dado de entrada da
ferramenta é a tabela total de expressdo normalizada (antes de fazer a andlise de
DEGs) e € possivel definir diferentes parametros que serdo utilizados pela
ferramenta. Neste trabalho utilizamos os parametros padrdo do pacote e o

coeficiente de correlagdo de Spearman.

Apods utilizar o CEMiTool foi realizada uma analise a parte de correlagao
também utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman para que fosse possivel
obter este valor par a par (neste caso, INCcRNA - mRNA). Foi utilizado um cut-off de |
0,8| para classificar a correlagdo como significativa ou ndo. Desta forma, todos os

IncRNAs que tinham o valor da correlagdo da expressdo maior que 0,8 ou menor
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que - 0,8 em relagdo a algum mRNA ao longo do tempo, foram considerados

correlacionados.

Figura 12 - Pipeline para andlise de co-expressao e associagao.
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Para a analise de co-expresséo foi utilizada a ferramenta CEMiTool do Bioconductor project. Apos
essa analise foi possivel identificar quais INCRNAs estavam relacionados a genes codificantes e inferir
a sua fungdo ou mecanismo no qual estava envolvido a partir do enriquecimento e predicao
IncRNA-proteina.

6. PREDIGAO DA INTERAGAO LNCRNA-PROTEINA

A fim de compreender como os InNcCRNAs e 0s genes co-expressos e
correlacionados (coeficiente de correlacdo de Spearman > |0,8]) com estes
interagiam, foi realizada uma analise de predigdo da interagdo par a par através da
ferramenta RPISeq (http:/pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeg/index.html). O RPISeq é

um conjunto de classificadores de aprendizado de maquina para prever interagdes
de RNA-proteina usando apenas informacdes de sequéncia (MUPIRRALA;
HONAVAR; DOBBS, 2011).

As previsdes do RPISeq sdo baseadas em classificadores Random Forest
(RF) ou Support Vector Machine (SVM) treinados e testados em dois conjuntos de
dados de referéncia de interagbes RNA-proteina extraidos do PRIDB, um

abrangente banco de dados de complexos RNA-proteina. As probabilidades de
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interacdo geradas pelo RPISeq variam de 0 a 1. Considera-se uma previsao positiva
a partir de > 0,5, indicando que o RNA e a proteina provavelmente interagem
(MUPIRRALA; HONAVAR; DOBBS, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

As quatro amostras provenientes de macacos Rhesus ao longo dos catorze
dias de infeccao foram processadas e analisadas para o sequenciamento e
acompanhamento da carga viral. Esse acompanhamento foi realizado a partir da
quantificacdo genémica em um sistema de PCR em tempo real (SILVEIRA et al.,
2017). Apesar do inéculo de alta dose,ndo foram detectados sintomas clinicos ou
neurolégicos em nenhum dos macacos durante todo o estudo. Para facilitar a
compreensao das analises cada animal recebeu uma identificagao simples (A, B, C
e D). Os dados de sexo, idade e viremia ao longo da infec¢do estéo ilustrados na

figura abaixo (figura 13).

Figura 13 - Caracterizagdo das amostras de Macaca mulatta
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Na imagem é possivel identificar as informagdes de sexo, idade e viremia de cada animal a partir do

seu identificador. A viremia esta representada por uma escala de cores vermelha, onde quanto mais

escuro (animal C, dia 3) maior a quantidade de copias/mL de sangue e quanto mais claro, menor a
quantidade. A cor branca representa o valor de zero coépias virais/mL.

Em trés dos quatro animais a carga viral no plasma ja estava positiva no
primeiro dia apds a infeccdo, mas mas a resolugcdo da infecgdo nestes animais
também foi mais rapida, ndo sendo possivel detectar carga virémica a partir do
quinto dia. O macaco C s6 apresentou viremia detectavel a partir do terceiro dia de

infeccdo, e esta deteccdo se estendeu até o dia 7. Considerando todos os animais, o
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pico de infecgao ocorreu no dia 3, com uma média de 23.379 copias por mililitro de
plasma (10.870-74.945 cépias por mililitro) e a partir do dia 10 nenhum dos animais

apresentou viremia detectavel no sangue.
2. IDENTIFICACAO DE NOVOS LNCRNAS DE MACACOS

No genoma reanotado de Macaca mulatta foram identificados 45.293
transcritos codificantes e 14.696 nao codificantes (figura 14A), dos quais 9.210 eram
RNAs longos nao codificantes, sendo 5.964 ja anotados e 3.246 inéditos (figura
14B). Embora o numero de IncRNAs ja anotados seja préximo de 6.000, poucos
possuem funcdo e/ou validacao relatada, de forma que a maioria foi obtida a partir
de anotagbes automaticas. O genoma Mmul_8.0.1 (GCA_000772875.3) possui em
sua anotagao atual (versdo 102) cerca de 6.898 IncRNAs e nao foi encontrado na
literatura nenhum trabalho mais recente que tenha buscado a reanotagdo do
genoma de Rhesus. Isso significa que o nosso trabalho tem a capacidade de
aumentar o numero de IncRNAs conhecidos neste organismo expressivamente, o
que pode ser de grande valia cientifica. Os transcritos totais identificados
apresentaram uma propor¢ao de distribuicdo dentro dos cromossomos (Figura 15A)
similar ao descrito na documentagao do genoma referéncia (GCA_000772875.3), de
forma que os 1 e 7 sdo os que apresentam maior numero. Apesar da diferengca em
numero absoluto, a proporcao relativa de genes codificantes e nao codificantes é

similar entre todos eles (Figura 15B).

Figura 14 - Numero de transcritos identificados no genoma de Macaca mulatta
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(A) Distribuicdo de transcritos codificantes, longos e outros ndo codificantes. (B) Dentro do nimero de
IncRNAs, distribuicdo dos transcritos ja anotados e dos descobertos neste estudo.
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Figura 15 - Localizagao cromossémica dos transcritos de M. mulatta
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(A) Distribuicdo do numero absoluto de transcritos por localizagdo cromossOmica. (B) Valor
relativo (%) das classes de transcritos (codificantes, ndo codificantes e novos INCRNAs)
dentro de cada cromossomo.

3. ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL E ENRIQUECIMENTO

Na analise individual (por animal) de expressao diferencial, encontramos
3.437 transcritos (todos os animais e todos os tempos), sendo 2.426 codificantes e
1.011 nao codificantes, dos quais 854 sdo IncRNAs (140 ja anotados e 714 novos)
(Figura 16A). Entretanto, apenas 38 transcritos sdo consistentemente expressos em
todos os animais, sendo 20 IncRNAs (Figura 16B e 16C). Pode-se observar que os
animais que apresentam um maior numero de DEGs sdo aqueles que apresentam

uma viremia mais acentuada frente aos demais.

Para as anadlises seguintes consideramos consistentes os genes que foram
encontrados diferencialmente expressos em pelo menos 75% das amostras (n=3),
totalizando 2211 em todas as comparagdes. Os genes foram analisados em cada
comparagao de tempo em relagdo ao controle e o maior numero de DEGs ocorreu
no primeiro dia apos a infecgao (D01vs2WK). Os dias 10 e 14 apds a infecgao foram
0s que menos apresentaram perturbagao (Figura 16D), o que pode estar relacionado
com a resolucdo da infecgao viral no sangue ja descrito em outros flavivirus neste

mesmo periodo apds a infecgdo (RATTERRE et al., 2004).
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Figura 16 - Distribuigcao de transcritos diferencialmente expressos
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Foi realizada uma analise 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 comparagdes foi

avaliada quanto a expressao e enriquecimento nos demais tempos.
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A via de regulacao de BCR foi demonstrada como negativamente regulada no
primeiro dia, voltando ao normal logo em seguida. Ja a via de mecanismo antiviral
teve um pico de expressdo do terceiro dia e redugdo acentuada no quinto. A
sinalizagao por IL-4 e IL-13 também foi alterada ao longo dos dias e, embora seja
associada a resposta imunoldgica contra helmintos, a sua expresséo diferencial ja
foi demonstrada em infecgbes 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 “Sinalizagédo
por Interferon” (R-HSA-913531). Nestas vias estao contidos os genes MX2, ISG15 e
OAS1, regulados positivamente nas comparagdes dos dias 3 e 5, e STAT1, JAKT,
IFNGR2 e EGR1 regulados negativamente em diferentes tempos (figura 17).

Figura 17 - Sinalizagao por Interferon e Mecanismo antiviral

R-HSA-913531 & R-HSA-1169410

i N Sinalizagao por IFN
I Mecanismo antiviral

-5 -05 05 15

Mx2
ISG15
DAS1
RPS27A

UBB

STAT1
CD44
NUP214
JAK1
IFNGR2

EGR1

NUP43

Na parte inferior da figura estao sinalizadas as comparagbes temporais e cada animal em todas as
comparagdes (representados pelas cores rosa, verde, amarelo e turquesa). No eixo X direito estéo os
identificadores dos genes pertencentes a via, de forma que as verdes estdo associadas a sinalizagcéo
por IFN e a marrom a resposta antiviral. No eixo esquerdo uma arvore de classificacdo da expressao.
Os genes em vermelho representam aqueles expressos positivamente em relagdo ao tempo controle

€ 0s expressos negativamente estdo representados em azul. Os diferencialmente expressos séo os

de cor mais forte em ambas as condi¢gdes de acordo com o cut-off de foldchange de 1.5.
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Na comparagdo do dia 1 apds a infecgdo, ha a maior quantidade de genes
com regulagdo negativa da expressao, incluindo o gene IFNGR2, que codifica uma
subunidade do receptor de interferon gama. Essa redugdo impede a formagéo do
complexo responsavel pela maquinaria de ativagdo da via JAK-STAT, cujos genes
também estdo regulados negativamente neste dia, reduzindo a resposta inflamatéria
(SCHNEIDER et al., 2015). Nas comparagdes dos dias seguintes de infec¢do em
relacdo ao controle (D03vs 2WK e D05vs2WK), a regulagdo positiva dos genes
MX2, ISG15 e OAS1 esta 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 supressao de HIV in vitro e in vivo (ASMUTH et al., 2010;
SCHOGGINS et al., 2011), assim como OAS7 é mediador da degradacdo de RNA
viral na infeccao por virus da Hepatite E (HEV) (SOORYANARAIN et al., 2017). A
atividade antiviral de ISG15 frente a alguns flavivirus como DENV e WNV foi
demonstrada por Dai et al. (2011) em um estudo in vitro, onde a expressao desse

gene foi pelo menos nove vezes superior as células controle.

Na comparacgao do dia 10 e do dia 14 apds a infecgdo ha um menor numero
de genes diferencialmente expressos consistentemente, demonstrando que o
organismo esta voltando ao seu controle de expressao basal. No dia 10 o unico
gene consistentemente negativo é STAT1, cuja diminuicdo desencadeia uma
supressdo na atividade de macréfagos frente ao estimulo por interferon
(BROMBERG et al., 1996) e diminui¢do da atividade citolitica de células NK (LIANG
et al., 2003).

Nos dados clinicos dos nossos animais (SILVEIRA et al., 2017), observamos
uma diminuicdo na secrecao de perforina, molécula necessaria para a resposta
citotoxica de células NK, também no dia 10 apds a infecgdo. Na figura 18 esses
genes estdo sinalizados dentro das vias de acgdo, onde € possivel visualizar de
melhor forma como a repressao de JAK71, STAT1 e IFNGR2 leva a reducgao da
resposta imunoldgica. Além disso é possivel ver o envolvimento de OAS17, ISG15 e

proteinas MX tanto na sinalizagcdo quanto na migragao para mecanismos antivirais.
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Figura 18 - Vias de Sinalizagao por Interferon e Mecanismo antiviral

Sinalizagdo por IFN alfa/beta Sinalizagao por IFN-gama
genes estimulados por IFN

Em cinza estdo os genes que ndo apareceram na nossa analise, enquanto os coloridos sdo 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 proteinas JAK7 e TYK2. Apds a
formacdo do complexo, o seus sinais sao transmitidos para STAT1 e 2 que, em
combinagao com /FN9, formam o heterodimero ISGF3 que, por sua vez, promove a
indugdo da transcricdo de genes através da ligagdo ao elemento responsivo a
Interferon (ISRE). Cascata semelhante ocorre na sinalizagdo por IFN-gama, onde
apos se ligar aos receptores IFNGR1 e IFNGRZ2 e recrutar proteinas JAK, ha a
formagcao de um dimero de STAT71 que, ao se ligar a elementos de sequéncia
ativadas por IFN-gama (GAS) inicia a transcricdo de genes responsivos a citocina de
mesmo nome (PLATANIAS, 2005).

Encontramos também vias relacionadas ao ciclo de vida viral e decaimento de
MRNA mediado por mutagbes nonsense (NMD, do inglés Nonsense-mediated
decay), que compartilham grande parte dos genes descritos em cada via, como
diferentes proteinas ribossomais e os genes SMG6 e DCP1A. NMD é um
mecanismo de controle celular responsavel pela degradagdao de mRNAs aberrantes
(BEHM-ANSMANT & IZAURRALDE, 2006), que desempenha um papel antiviral
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capaz de restringir a replicacao de virus de RNA fita positiva (BALISTRERI et al.,
2017).

Nas comparagdes dos dias 1, 3 e 5 apds a infecgdo, o0 aumento da expressao
de genes que codificam proteinas ribossomais como RPLP1, somado a diminuigéo
acentuada de expressdao de SMG6 e DCP1A, sugerem um forte mecanismo de
evasao viral logo na fase inicial de infec¢cdo. De acordo com Campos et al. (2017), o
gene RPLP1 é essencial para a infeccdo por flavivirus em modelos in vitro. Na
infeccdo por ZIKV a células humanas provenientes de hepatocarcinoma (HuH-7), a
replicacao viral e a capacidade de infectividade celular depende da expressao de
RPLP1. Os genes SMG6 e DCP1A codificam enzimas envolvidas na degradacgéao
final de RNAs aberrantes pela via do NMD (EBERLE et al., 2009), de forma que a
sua supressao resulta no aumento de RNA viral circulante (RAO et al., 2018). Virus
como o poliovirus e o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos
(PRRSV) possuem enzimas capazes de clivar DCP1A atenuando a resposta antiviral
do hospedeiro (DOUGHERTY et al., 2011; TAO et al., 2018).

5. ANALISE DE CO-EXPRESSAO E ASSOCIACAO

A inferéncia de fungdo por associacdo baseia-se na ideia de que ha uma
probabilidade grande de transcritos co-expressos compartilharem fungdes ou
estarem envolvidos nos mesmos processos. Com essa premissa € possivel atribuir
funcbes putativas de acordo com os transcritos co-expressos, principalmente no
caso de IncRNAs. Para tanto, € necessario fazer um enriquecimento de vias com os
genes relacionados a cada médulo (SIGNAL et al., 2016). Utilizando a ferramenta
CEMiTool (RUSSO et al.,, 2018) para todo o dataset (sem a analise diferencial),
foram identificados nove mddulos de co-expressdo, cujos genes de cada um destes

modulos foram enriquecidos utilizando as base de dados Reactome.

Dentre os mddulos, os que apresentaram maior enriquecimento significativo
foram o moédulo M1 - Resposta Imune Inata (p = 0,008) e médulo M3 - Regulagéo de
BCR por CD22 (p = 0,0001), vias estas que corroboram com as encontradas na

analise diferencial. A partir desses moédulos buscamos por aqueles INcRNAs cuja
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correlagao de expressdao com outros genes foi maior que 0,8 ao longo do tempo em

comparagao ao controle.

O moddulo M1 foi enriquecido para resposta imune inata, que é importante
para o combate a infeccdo, como citado na introducdo. Neste médulo estdo contidos
44 IncRNAs e distintos genes, como BCL2, CYBA e MYCT1, associados com a
regulacdo da apoptose. Os principais genes e IncCRNAs identificados seguem uma
tendéncia similar de perturbagao da expressao principalmente no primeiro dia apos a
infecgcdo, com subsequente oscilagdo 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 inibicdo de
BCL2 pode ser um mecanismo antiviral, tendo em vista que essa supressao
desencadeia o aumento da apoptose de células infectadas através do aumento de
genes BAX/BAK e, subsequentemente, ocorre o0 aumento da fagocitose, que leva ao

clareamento viral.

No nosso trabalho os genes CYBA e MYCT1 estdo contidos no mesmo
modulo que BCL?2 e, possivelmente, estdo envolvidos nesse mesmo mecanismo de
resposta. O gene CYBA codifica a proteina p22°"*, que faz parte do complexo de
NADPH oxidase fagocitica, presente na superficie de macréfagos e neutrofilos
(SCHAPPI et al., 2008). Fu et al. (2018), correlacionaram a superexpressdo de
MYCT1 com a supressao tumoral e discutiram que a inibigado da proliferacao ocorria
por apoptose. Essa superexpressdo ocorreu concomitantemente com a diminuicéo

da expressao de BCL2, assim como no primeiro dia apés infeccdo do nosso estudo.

Neste mesmo modulo quatro IncRNAs ainda ndo anotados foram identificados
com uma alta correlacdo com esses genes supracitados. Destes, trés possuem uma
correlacéo inversa com MYCT1 e BCL2 e por isso aqui foram listados como PROAP,
tendo em vista que o seu aumento esta associado a modificagbes pré-apoptéticas.
PROAP1 €& um IncRNA de 1642 nucleotideos sem similaridade significante com
sequéncias de qualquer organismo contido na base de dados utilizada pelo BLAST

(do inglés Basic Local Alignment Search Tool).
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Figura 19 - Cinética da expressao de genes e IncRNAs do médulo 1
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Em azul e verde estdo sinalizados os genes codificantes e em tons de laranja tracejados os ndo
codificantes. No eixo X ha tempo de infec¢cdo desde o basal (controle). Pode-se observar que a
tendéncia de expressao dos IncRNAs PROAP1, 2 e 3 € a mesma do mRNA MYCT1, tal como a
expressao do IncRNA SURV1 segue tendéncia similar a dos mRNAs BCL2 e CYBA ao longo do

tempo.

O moddulo M3 foi enriquecido principalmente para as vias de regulagao do
receptor de células B (BCR), onde encontramos genes importantes como IL12B e
RAB27B. As células B desempenham um papel crucial no combate a infecgbes a
partir da producdo de anticorpos que, por sua vez, sao essenciais para a
neutralizagcdo e destruicdo dos patégenos. O gene da IL12B codifica uma
subunidade da interleucina 12, uma citocina com ampla atividade biologica, que é
expressa por macrofagos e tem um importante papel para a resposta imunoldgica de
perfil Th1 (CHEN et al., 2012). RAB27B aumenta o numero de exossomas, que sao
utilizados pelo virus como uma forma de escape e propagagdo (ANDERSON et al.,
2016). Neste moédulo estao contidos também os genes BLK, KLHL25, IGLC2, IGLC7

e GIMAP1 que, assim como os do mddulo 1, apresentam maior perturbagdo nas
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primeiras 24 horas de infecgcado. A diminuicao desses genes no primeiro momento e
posterior aumento pode estar associado com uma diminuigdo da resposta imune
induzida pelo virus, mas com recuperagdo da homeostase até o basal no dia 14
(figura 20).

Figura 20 - Cinética da expressao de genes e IncCRNAs do médulo 3
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Em azul e verde estéo sinalizados os genes codificantes e em laranja tracejado o nao codificante. No
eixo X ha tempo de infecgdo desde o basal (controle). Pode-se observar que os mMRNAs e o IncRNA
identificado possuem a mesma tendéncia de expresséo ao longo do tempo, de forma que no dia 14

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

A proteina quinase de linfocitos B (BLK) envolvida no desenvolvimento,
diferenciacao e sinalizagao de linfocitos B (LAIRD et al., 2014). GIMAP1 é essencial
para a sobrevivéncia de linfocitos B naive e ativados (WEBB et al., 2016). As IGLC
sao regides constantes de cadeias leves de imunoglobulinas, que sao proteinas que
quando associadas a células B atuam como seu receptor (SCHROEDER et al.,
2010). KLHL25 é uma proteina adaptadora que, ao se ligar a proteina CULS,
possibilita a ubiquitinagdo e degradagdo da enzima ATP citrato liase (ACLY), o que
provoca a diminuigdo da sintese lipidica e energia disponivel para célula (ZHANG et
al., 2016). O seu aumento ap6s o dia 01, de acordo com o que esta descrito na
literatura, pode auxiliar na proliferagdo de células B (ZHANG et al., 2016). O IcnRNA
identificado como diretamente correlacionado com esses genes possui 534

nucleotideos e alta similaridade com a sequéncia predita computacionalmente
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LOC108513237, sem referéncias na literatura. Esse INcRNA ndo nomeado também
tem a sua expressao alterada pelo inicio da infecgdo, mas retorna ao seu valor basal

apos 14 dias da inoculagao.

6. PREDIGAO DA INTERAGAO LNCRNA-PROTEINA

Os IncRNAs e mRNAs identificados foram avaliados quanto ao seu potencial
de interagdo utilizando a ferramenta web RPISeq. Para tanto foi utilizada a
sequéncia de nucleotideos de cada um dos IncRNAs frente a sequéncia de
aminoacidos das proteinas codificadas pelos mRNAs correlacionados. Essas
sequéncias de aminoacidos foram obtidas na base de dados do NCBI. A partir desta
analise o IncRNA 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 predigao 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 expressao na literatura. Na figura 21 a possivel

acao desses INcRNAs na inducado da apoptose esta ilustrada.

Figura 21 - Indugao da apoptose a partir da regulagao de IncRNAs
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Os IncRNAs PROAP parecem estar envolvidos com a inibicdo de BCL2, o que acaba por levar ao
aumento de BAX, e o aumento de MYCT1. A modificagéo da expressao desses dois genes tém uma
acgao pro-apoptotica. Fonte: autoral, criada com Biorender (https://biorender.com/).
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7. OUTROS MAMIFEROS

A fim de tentar avaliar como os IncRNAs sao alterados durante a infecg¢ao, os
dados de transcritoma de outros estudos foram analisados com foco nos INcRNAs, o
que nao havia sido feito pelos seus autores originais. Para este fim utilizamos um

dataset de infecgao in vivo em camundongos e de bebés humanos.

Dos transcritos analisados do dataset de camundongos infectados, 285
apresentaram diferengca de expressao, todos com regulagao positiva em relagéo ao
grupo nao infectado. Destes, 10 correspondem a RNAs longos nao codificantes, dos
quais metade também aparecem como DEGs em um estudo de infecgao por WNV
em cérebro de camundongos (LIM et al., 2017), embora ndo tenham fungao descrita
na literatura. Dentre os nossos DEGs podemos citar o IncRNA XIST (log2FC de
10,12 e p ajustado igual a 0,0085), cuja superexpressao ja foi relacionada a redugéo
da proliferagao celular, migracdo e aumento de apoptose em células cancerigenas a
partir da inibicdo do microRNA anti apoptético miR-21-5p, que quando expresso
aumenta a expressado de BCLZ2 (XU et al., 2014; ZHANG & XIA, 2017). Embora
pouco explorado em infecgbes virais, a partir da sua fungdo pré-apoptoética ja
conhecida, o aumento de XIST pode ter sido originado de modificagbes causadas
pelo sistema imunoldgico dos camundongos a fim de combater o virus, corroborando

com o aumento de apoptose observada anteriormente em nossos resultados.

Dos transcritos analisados no dataset de bebés, 442 atenderam aos critérios
de diferencialmente expressos. Dentre estes encontra-se o INcCRNA H19 (log2FC de
-10,65 e p ajustado de 1,71e-26), envolvido na regulagdo do crescimento celular
(KENIRY et al., 2012). A sua regulacéo positiva esta associada uma maior prote¢ao
ao estresse celular e melhor sobrevivéncia sob hipdxia, sendo comum e necessaria
em tecido cerebral durante o desenvolvimento fetal (PHAM et al., 1998; DENG et al.,
2016). A diminuigdo de sua expressao pode ocasionar a redu¢ao de marcadores de
pluripoténcia em células-tronco embrionarias, além de reduz a viabilidade celular e a
angiogénese (ZEIRA et al., 2015). H19 pode também inibir a acdo de miR-19b, que

por sua vez tem como alvo o gene pro-apoptotico SOX6 (HAN et al., 2016).
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Partindo do pressuposto levantado por um trabalho recente que mostra que o
inicio das alteracbes causadas por ZIKV envolve a redugao do crescimento celular e
alteragdes na neurogénese (GARCEZ et al., 2016), uma redugao de expressao do
H19 tdo acentuada nao s6 corrobora com 0s nossos resultados em macacos como
também podem indicar uma relagao entre a supressao de expressao desse INcCRNA

e a alteracao do desenvolvimento neuronal dos bebés.
8. VISAO GLOBAL DO PAPEL DE LNCRNAS NA INFEC(,‘.Z\O

A partir da unido de todos esses datasets podemos observar que, além da
alteracdo de resposta imune ja esperada nesse tipo de infecgcdo, os IncRNAs
encontrados parecem ter um papel importante na regulagdo e aumento da apoptose
de células infectadas, principalmente a partir da inibicdo direta ou indireta da
expressao de BCL2. O mecanismo de apoptose na infecgao por ZIKV ja foi descrito
em experimentos in vitro e in vivo cujo objetivo era avaliar a neuropatologia causada
por este virus (MINER et al., 2016; HO et al., 2017; HU et al., 2017; SLOMNICK et
al., 2017), mas os mecanismos de apoptose em uma infecgao sistémica por Zika

ainda nao foram bem discutidos.

Interessantemente, em um desses estudos (Hu et al., 2017) - realizado com
células progenitoras neurais - os autores encontraram dois INncRNAs (LINC00963 e
LINCO00342) anti-apoptéticos regulados negativamente apds a infecgdo por Zika.
Somado ao aumento do IncRNA PVT1, inibidor de proliferagédo, os autores discutem
que a infeccao leva a uma desregulagao do ciclo celular e alteragdes transcricionais
acentuadas. Resultados estes que corroboram com o0 que encontramos neste

trabalho.

Estudos em outros flavivirus como dengue, oeste do nilo e virus da encefalite
japonesa ja descreveram a atividade pré-apoptética que ocorre apos a infecgao
(DESPRES et al., 1996; PARQUET et al., 2001; HUANG et al., 2014; HUANG et al.,
2016; SUZUKI et al., 2018) mas nenhum deles fez referéncia a presenga ou
importancia de IncRNAs no mecanismo. Desta forma, a partir dos resultados
apresentados, sugere-se que a atividade pro-apoptética ja conhecida e estudada

nas infecgdes por flavivirus sofre interferéncia de RNAs longos néo codificadores,
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principalmente pela regulagdo de BCL2, em diferentes organismos, mesmo que 0s

IncRNAs né&o seja exatamente os mesmos (figura 22).

Figura 22 - Possivel regulagao da apoptose a partir de IncRNAs
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(a) H19 foi encontrado em amostras de bebés infectado e, de acordo com a literatura, acaba tendo
uma fungéo pré-apoptoética por contribuir com a inibigdo de BCL2. (b) O IncRNA XIST inibe miR-21,
que quando expresso aumenta a atividade de BCL2. (c.) Os IncRNAs identificados neste estudo
parecem ter uma funcédo na inibicdo de BLC2, mas nao se sabe se € uma agéo direta ou ha um
intermediario. (d) em células infectadas in vitro foi observado o enriquecimento da via UTR, que
hiperativa a proteina PERK, levando a producédo de proteinas pré-apoptéticas. Observamos a

expressdo de SNHG15, mas nao ha relagdo dele com o processo estudado na literatura.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados da diferenca de expressao, enriquecimento de vias e
analise de co-expresséo e associagdo, podemos observar que ja no primeiro dia de
infeccdo ha resposta antiviral mediada pelo sistema imune inato do hospedeiro e
aumento da apoptose. Apos o sétimo dia de infecgao parece haver uma reducio de
expressao diferencial, que pode estar associada a um combate efetivo da infecgao,
com “clareamento viral” ja no ultimo dia, onde o perfil de expressao se assemelha ao
controle. Durante a resposta antiviral parece que alguns IncRNAs desempenham
papeis importantes na regulagdo da expressao génica, principalmente relacionada
com atividade pro-apoptética e reducdo da proliferacdo celular. Esse resultado
parece ser uma resposta comum a diferentes mamiferos infectados por ZIKV,

embora os INncCRNAs encontrados nao apresentem similaridade.
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Apéndice | - Pacotes da linguagem R e ferramentas utilizados

Nome Versao Etapa
Bowtie 1.2.0 Alinhamento
CEMiTool 1.8.0 Co-expressao
CPAT 1.2.3 Reanotagao
Cufflinks 221 Alinhamento
Deseq2 1.23.0 DEGs
FastQC 0.11.15 Qualidade
Inkscape 0.16 Figuras
ReactomePA 1.28.0 Enriquecimento
RPISeq 1.0 Predig&o proteina-IncRNA
TopHat2 211 Alinhamento
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webCEMiTool: Co-expression
Modular Analysis Made Easy

Lueas E Cardoro', Pegre 5 T Russs', Bruna Go mas-C oreid, Mariana Araujo-Pereira’,
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Co-expreasion analyas has been widsly used 1o elucidate fe functond architectune of
genes under different bidlogical processes. Such aralysia, hawever, requires substantid
kmowledge about programming languages and/or bionfomatfcs skilla. We present
wetCBMiTod,! a unique online tool that periorma compreheraive modular analysss ina
fully auiomated marrer. The webCEMITool not only identifiss co-espression gene modules
bt also performa severd functiond analyaes on them. in addition, webCEMITod integatea
trarscriptomic data with interactome infomation {Le., proteinproiein interactions) and
idertifies potendal hubs on each retworke The todl generatea uaer-friendy himil reports
trat alow uzers to ssarch for goecific genesin each moduls, a5 wel as check f a moduie
contaima gerea overrepredented n specific pathweaya o alteed N a gpecific sample
prerotype. Ve used web CEMIToO 1o perform a modular anakyais of angle-caill RA-aeq
data of human cells indected with eifher Jka vinus o dengue s,

Faywordic €O-aipriddon dndyhia sy dleka bioltgy. |rcccripl o, wab tool. dila integr dlion

INTRODUCTION

Cellular processes are driven by muliple inkeracting mokcuks whose activity level must
be dynamically regulated {Kitana, - As 4 result gens bdonging to the same signaling
and metabolic pathway ar sharing similir functions will tend to be co-expressed across
canditins {Wang o1 ol 2016 ). Co-expression gene madule amalysis crates natwarks comprising
sels of genes {ie, moduks) whase expression s highly carrelated. Such analysis was appliad
ta reveal functional modules rdated 1o indectious {Janova e al. 2015}, inflammatary {Beins
et al, 2016F and neumological {Vainmgu et al 2011} diseasex. ax well ax several types of
cancer {Sharma « al, X017}

Wkighted gene co-exprescion netwaork analysis {WGENMA Y Is 2 widdy used methad to identify
coexpressed gene modulks {Zhang and Harvath In arder ta run WGEENA, however,
users are requirad to be familiar w0 programming enviranments, 2 well a5 0 manually sdea
parameders. These features prevent researchers with insuthcient knmdedge of K to identify

gene mdules from tanscripome data sets

g\ oot ol sy Rl

(2019).

modular analysis made easy. Frontiers in genetics,
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