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1. RESUMO

A Fibrose Cistica € uma doenca autossOmica recessiva que afeta cerca de
70.000 pessoas por ano no mundo e 1 a cada 7.576 nativivos no Brasil. A mutacéo
altera o gene responsavel por codificar a proteina responsavel pela condutancia de
cloro nas células epiteliais e ha diferencas no tipo de mutacdo ocorrida no gene,
sendo caracterizada em alteracdes que podem variar desde a sintese de proteinas
incompletas ou truncadas até a ndo expressdo proteica. O quadro clinico de
pacientes com Fibrose Cistica inclui a producdo em excesso de secrecfes nas vias
aéreas e episodios de exacerbacdo, que abrangem tosse e dispneia. A associacao
comum entre virus oportunistas e Fibrose Cistica conduziu ao estudo realizar
transcriptomas de células do epitélio brénquico primario em pacientes infantis com a

doenca e associacdo ou ndo de Rinovirus.

O objetivo do projeto foi o de reanalizar os transcriptomas obtidos pelo artigo
“‘RNA sequencing of primary bronchial airway epitelial cells from young children with
and without CF, including those with and without rhinovirus infection in vitro” e
também conduzir analises em redes complexas. A reanalise foi realizada utilizando
linguagens de programacdo como R e Python e uso de banco de dados como o
BioGRID e Uniprot, obtendo um comparativo com os valores de contagens de genes
dos grupos estabelecidos: Controle - Pacientes sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus
(A); Pacientes sem Fibrose Cistica e com Rinovirus (B); Pacientes com Fibrose

Cistica e sem Rinovirus (C); Pacientes com Fibrose Cistica e com Rinovirus (D).

Os resultados revelaram vias enriquecidas como a de morte celular, regulacéo do
metabolismo de proteinas e biossintese de RNA quando h& a presenca do Rinovirus

nas amostras. Cabe salientar que a reanalise obteve uma via enriquecida de



regulacdo positiva da sinalizacdo de proteinas, ndo presente de forma direta em
literaturas que envolvem a presenca de Rinovirus em pacientes com a doenca e em
amostras de pacientes com doencas respiratérias, que pode servir de auxilio em
pesquisas futuras envolvendo os genes enriquecidos na comparacao. Além disso,
vias de reparo do DNA no ciclo mitético também foram enriquecidas e mostram-se,

na literatura, como um desafio para a tecnologia de reparo do material genético.

Palavras chave: Bioinformatica, Transcriptoma, RNA-Seq, Fibrose Cistica



1. ABSTRACT

Cystic Fibrosis is an autosomal recessive disease that affects around 70,000 people
per year worldwide and 1 in every 7,576 natives in Brazil. The mutation alters the
gene responsible for coding the protein responsible for chlorine conductance in
epithelial cells and there are differences in the type of mutation that occurs in the
gene, being characterized in changes that can range from the synthesis of
incomplete or truncated proteins to non-expression of the protein. The clinical picture
of patients with Cystic Fibrosis includes excessive production of secretions in the
airways and episodes of exacerbation, which include coughing and dyspnea. The
common association between opportunistic viruses and Cystic Fibrosis led to the
study carrying out transcriptomes of primary bronchial epithelial cells in pediatric

patients with the disease and whether or not it was associated with Rhinovirus.

The objective of the project was to reanalyze the transcriptomes obtained by the
article “RNA sequencing of primary bronchial airway epithelial cells from young
children with and without CF, including those with and without rhinovirus infection in
vitro” and also to conduct complex network analyses. The reanalysis was carried out
using programming languages such as R and Python and use of databases such as
BioGRID and Uniprot, obtaining a comparison with the gene count values of the
established groups: Control - Patients without Cystic Fibrosis and without Rhinovirus
(A) ; Patients without Cystic Fibrosis and with Rhinovirus (B); Patients with Cystic

Fibrosis and without Rhinovirus (C); Patients with Cystic Fibrosis and Rhinovirus (D).

The results revealed enriched pathways such as cell death, regulation of protein
metabolism and RNA biosynthesis when the Rhinovirus is present in the samples. It

is worth noting that the reanalysis obtained an enriched pathway for positive



regulation of protein signaling, not present directly in literature involving the presence
of Rhinovirus in patients with the disease and in samples from patients with
respiratory diseases, which can serve as an aid in future research involving the
genes enriched in the comparison. Furthermore, DNA repair pathways in the mitotic
cycle were also enriched and are shown in the literature to be a challenge for genetic

material repair technology.

Keywords: Bioinformatics, Transcriptome, RNA-Seq, Cystic Fibrosis



2. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é caracterizada como uma doenc¢a genética autossdmica
recessiva que afeta cerca de 70.000 pessoas por ano no mundo (CUTTING, 2015).
No Brasil a incidéncia € estimada em 1 a cada 7.576 nativivos com diferencas
regionais, ademais a estimativa de vida é de 43,8 anos (VENDRUSCULO;
FAGUNDES DONADIO; ARAUJO PINTO, 2021). Cabe salientar que apesar da
cobertura para triagem neonatal da Fibrose Cistica ter melhorado o diagndstico
precoce de pacientes, a estimativa de vida mediana de idade de Obito ainda € de

18,4 anos (VENDRUSCULO; FAGUNDES DONADIO; ARAUJO PINTO, 2021).

A mutacdo causadora da doenca, de heranca autossémica recessiva (BUENO;
ROSA; TREVIZANI, [s.d.]), ocorre no cromossomo responsavel pela codificacdo da
proteina Reguladora de Condutancia Transmembrana em Fibrose Cistica (CFTR)
(GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003), responsavel pela passagem do cloro no ndcleo
de células epiteliais (BUENO; ROSA; TREVIZANI, [s.d.]). A mutacdo de CFTR
culmina em alterac6es que podem variar desde a sintese de proteinas incompletas

ou truncadas até a ndo expressao proteica (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).

As possiveis mutacdes no gene CFTR podem ser classificadas em 6 classes,

assumindo como base o efeito funcional causado na célula pela alteracéo de CFTR:

e Classe |: Mutagbes que resultam na terminacao de sinais de transcricao
que resultam em instavel, truncada ou nula expressdo de proteina
(GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003);

e Classe Il: Mutacdes f508del, que afetam o processamento da proteina,
impedindo-a de exercer sua funcdo e levando a sua degradacéo

prematura (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003);



e Classe lll: Mutagdes localizadas nos locais dois locais de dominio de
ligacdo, acarretando em uma menor atividade do canal de cloro (GIBSON;
BURNS; RAMSEY, 2003);

e Classe IV: Mutacbes localizadas primariamente nos dominios que
abrangem a membrana, resultando em uma menor condutancia de cloro
pelo canal (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003);

e Classe V: Mutacdes que caracterizam uma menor quantidade de proteinas
funcionais expressas causadas pelo splicing anormal (GIBSON; BURNS;
RAMSEY, 2003);

e Classe VI: Mutacdes que resultam na expressao de proteinas instaveis na
membrana apical da célula, sendo prontamente removidas e degradadas

(BUENO; ROSA; TREVIZANI, [s.d.]).

O quadro clinico em pacientes pode ser identificado pela liberacdo exacerbada
de secrecdes nas vias aéreas e também no ducto pancreético, acarretando em
obstrucdes e inflamacbes nas regides citadas anteriormente (CUTTING, 2015).
Outros 6rgaos também podem ser afetados pela doenca, tais como glandulas

sudoriparas, ducto biliar, intestino e o trato reprodutor masculino (CUTTING, 2015).

Episddios de Exacerbac¢do Pulmonar, definido como crises de tosse, dispneia e
diminuicdo da funcdo pulmonar, sdo observados em pacientes infantis, causando
perda de funcgédo irreversivel dos pulmdes (LING et al., 2020). Ademais, a relagéo
entre episédios de Exacerbacdo e infeccdes por virus oportunistas, mesmo nao
compreendida completamente, j4 foi relatada (ASNER et al.,, 2012). Segundo
pesquisa feita com 280 pacientes com CF que passaram por ocorréncias de

Exacerbacdo, foi possivel identificar que, em mais de 85% das amostras



processadas, foi detectada a presenca de virus como o Rinovirus (ASNER et al.,

2012).

O Rinovirus pertence a familia dos Picornaviridae e é um dos maiores
causadores de resfriado comum. Em doencas pulmonares, como o caso da Fibrose
Cistica, o patégeno mencionado € responsavel por acentuar complicacdes
respiratorias em pacientes doentes. A resposta imune exacerbada em pacientes
com doencas pulmonares intensifica a resposta anti-inflamatéria e anti-viral em
infeccbes por Rinovirus, podendo levar a uma inflamacao persistente devido ao
recrutamento constante de células de defesa, como macrofagos e neutrdéfilos

(GANJIAN et al., 2020).

Compreendido como um patdégeno oportunista, o Rinovirus é o virus mais
detectado nas vias aéreas de adultos e criancas com Fibrose Cistica e seu impacto
clinico pode variar desde a hospitalizacdo até a reducdo da capacidade funcional

dos pulmdes (LING et al., 2020).

Dada a relevancia do Rinovirus em Pacientes com Fibrose Cistica, o artigo
Rhinovirus Infection Drives Complex Host Airway Molecular Responses in Children
With Cystic Fibrosis (LING et al., 2020) recrutou 24 pacientes infantis. Dentre eles,
possivel citar crianca sem Fibrose Cistica que iriam passar por procedimentos nao
relacionados com a via aérea e criancas com Fibrose Cistica através de avaliacbes

de visitas anuais. Os grupos foram divididos em:

e Grupo 1. 5 pacientes sem Fibrose Cistica controles e 7 pacientes com
Fibrose Cistica.
e Grupo 2: 6 pacientes sem Fibrose Cistica controles e 6 pacientes com Fibrose

Cistica.



O grupo 1 foi selecionado para a realizacdo de sequenciamento de RNA e o
grupo 2 foi criado com o intuito de validar os experimentos (LING et al., 2020). As
amostras foram coletadas da mucosa da tragueia dos pacientes utilizando uma
escova de citologia e tratadas em um meio de cultura proprio para posterior
contaminacdo pelo Rinovirus RV1b. O RNA obtido foi extraido utilizando um kit
PureLink RNA para posterior andlise de sequenciamento (LING et al., 2020). Foram
entdo realizados sequenciamentos de RNA (RNA-seq) utilizando a plataforma da
lllumina HiSeq 2500. Os arquivos FASTQ, obtidos do RNA-seq foram tratados e foi
construido uma tabela contendo o niumero de contagens dos genes para posterior

analise (LING et al., 2020).

Cabe salientar que a expresséao diferencial também foi realizada com a finalidade
de testar a hipdtese inicial proposta pelo estudo, a qual o virus afetaria a resposta

antiviral do organismo (LING et al., 2020).

De modo geral, o estudo tentou fornecer uma compreensdo mais detalhada
sobre a resposta analisada nos transcriptomas das células do epitélio brénquico
primario em casos de CF com associa¢ao a Rinovirus, identificando possiveis alvos
terapéuticos que podem reduzir o impacto do virus nos organismos (LING et al.,

2020).



3. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho consiste na producédo de reanalise do artigo
“‘RNA sequencing of primary bronchial Airwar epitelial cells from young children with
and without CF, including those with and without rhinovirus infection in vitro”
utilizando os transcriptomas fornecidos pelo estudo para criar redes regulatérias com
a finalidade de comparar as amostras dos pacientes participantes do estudo.
Ressalta-se que a andlise de redes néo foi realizada no artigo escolhido para esse

estudo.
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4. METODOLOGIA

O estudo foi iniciado com a pesquisa de artigos para revisdo no banco de
dados Gene Expression Omnibus (GEO), que contém artigos com todos os materiais
utilizados pelo artigo armazenados no site, facilitando a busca e uso dos dados para
pesquisas na area de Bioinformatica. ApOs a pesquisa, o artigo “RNA sequencing of
primary bronchial airway epitelial cells from young children with and without CF,
including those with and without rhinovirus infection in vitro” foi escolhido para

reandlise, apos revisdo da bibliografia basica, materiais fornecidos pelo estudo.

ApoOs ter escolhido o tema a ser trabalhado, foi realizada a instalacdo do
sistema operacional Ubuntu baseado em Linux, instalacdo das linguagens de
programacao Python e R em conjunto da interface PyCharm Comunity e R Studio,
respectivamente e instalacdo do programa Cytoscape, o0 qual auxiliou na
visualizacdo da rede de interacfes no processo de reanalise dos dados de RNA-Seq

fornecidos pelo artigo selecionado.

Em seguida foi realizada uma pesquisa por repositérios de interacdo de
proteinas e genes e, o repositorio escolhido foi o Biological Genral Repository for
Interaction Datasets (BioGRID). Com a escolha foi possivel construir uma rede de
interacdes entre proteinas. Além disso, o banco de dados utilizado para converter a
interacdo entre proteinas e genes em uma linguagem que pudesse ser usada
posteriormente foi Universal Protein Resource (UniProt). Dessa forma, um script in
house utilizando o Python foi criado com o objetivo de filtrar o repositério BioGRID
para criar uma rede de interacbes, apenas, entre genes de humanos, também

realizando a troca da nomenclatura utilizada pelo BioGRID para a nomenclatura
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utilizada no UniProt, com o objetivo final de facilitar a criagdo de posteriores scripts

em R, Python e no Cytoscape.

Para efetuar o teste de validacdo necessario ap0s a construcdo de uma rede
de interacBes, um script in house em R foi criado, utilizando o pacote igraph, com a

finalidade de criar um grafico de Degree Distribuition.

A varidvel Degree Distribuition é representada como P(k) e pode ser definida
como a probabilidade de que um né selecionado ao acaso tera exatamente “k”
arestas ou ligagdbes com outros nos (HEIN et al.,, 2013). Além disso, 0 uso da
variavel contribui para comprovar que a rede esta apta para 0 uso por seguir o
padrdo de distribuicdo Poisson, o qual indica que o maior nimero dos nds sdo
caracterizados, em sua maioria, pela mesma quantidade de arestas e a chance de

encontrar um né com um namero alto de arestas € baixa (HEIN et al., 2013).

E possivel observar que no grafico de Degree Distribuition (FIGURA 1) a rede
de interacdes filtrada para seres humanos utilizando o banco de dados BioGRID
segue de fato a distribuicdo de Poisson, comportando baixos numero de nés com
muitas conexoes, sendo possivel concluir que a rede possui uma estabilidade alta a

alteracdes randdmicas.

Como préximo passo, a contagem de genes realizada por Ling et al. (2020) foi
filtrada e organizada para formar 4 grupos dos 24 transciptomas de células do tecido

brénquico primario fornecidos pelo artigo, esses foram definidos em:

o Controle - Pacientes sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus (A);
o Pacientes sem Fibrose Cistica e com Rinovirus (B);
o Pacientes com Fibrose Cistica e sem Rinovirus (C);

o Pacientes com Fibrose Cistica e com Rinovirus (D).
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Apoés organizado, o arquivo de contagem de genes passou por uma alteracao
na nomenclatura dos genes, trocando de EsemblID para o vocabulario do UniProt,
com o objetivo de manter a mesma terminologia durante a reanalise. Com a
separacao dos grupos completa, a inclusdo da contagem dos genes para cara grupo
foi feita; ou seja, cada grupo foi separado por sua quantidade de amostras,
respectivas contagens para cada gene e integrado a rede de interagdes criada
anteriormente, obtendo-se uma rede com 108.919 interacdes entre genes ao final do

caodigo.

Com a separacao dos grupos, foi realizada uma média de cada gene dentro
dos grupos separados, ou seja, uma meédia das contagens de cada gene foi
calculada com base em todos os valores de contagens dos genes das amostras
daquele grupo, para exemplificar é possivel utilizar o gene Q9NSG2 do grupo A, que
possuia os valores de contagem: 24, 26, 18, 47 e 34. Calculando a média de
contagens do gene para esse grupo obtemos o valor 29,8. Para elucidar de forma
mais clara é possivel utilizar como exemplo uma interacdo do grupo A como a
interacdo dos genes P49795 e P19086 que receberam as médias 50 e 1,
respectivamente. Em outras palavras, € possivel afirmar que o gene P49795 obteve
a média 50 ap0s o calculo da média de todos os valores para aguele gene no grupo
de Pacientes Sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus (grupo A). O procedimento foi
repetido para todos 0s outros grupos e suas respectivas interagdes, obtendo uma

tabela de interacdes e a média dos pesos de cada interacdo separadas nos grupos

A, B,CeD.

Apoés o calculo das médias de contagens cada gene, ou seja, pesos das
arestas, na interacédo, foi calculado o valor do peso das arestas de cada interacao

nos grupos. Seguindo o exemplo anterior, o calculo do peso da aresta da interagéo
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entre os genes P49795 e P19086 seria dada por 50 x 1, logo o valor do peso da
aresta entre essa interacdo seria de 50. Posteriormente foi feito o calculo de log 2
fold change (Log2FC, log 2(X —Y) /Y), definido pelo valor quantitativo de mudanca
entre um valor inicial e um valor final, de cada interacdo nos grupos, comparando-o0s

na seguinte ordem:

e 1° Comparacao: Grupo B comparado com o grupo A;
e 2° Comparacao: Grupo C comparado com o grupo A,
e 3° Comparacao: Grupo D comparado com 0 grupo A,

e 4° Comparacao: Grupo D comparado com o grupo C.

As interacbes foram entdo filtradas utilizando um valor da média + dois
desvios padréao dos resultados obtidos pelo célculo do valor de Log2FC conforme é
exibido no grafico (FIGURA 2). Para exemplificar o célculo de Log2FC é possivel
retomar os mesmos genes citados no grupo A e utilizar a primeira comparacao, que
consiste no calculo comparativo entre a aresta da interacdo entre os genes P49795

e P19086 grupo B e do grupo A:
Log2FC = Log2 (Aresta de B — Aresta de A) / Aresta de A
Os valores foram atribuidos no seguinte modo:

e 1° Comparacao: Log2FC = 1,0
e 2° Comparagao: Log2FC = 1,34
e 3° Comparacgao: Log2FC 21,5

e 4° Comparagdo: Log2FC 2 1,4

Apos a obtencdo dos valores de Log2FC, a filtragem dos valores e a criacdo dos

grupos que serdo comparados, as tabelas de comparacdo foram submetidas a
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analise no programa Cytoscape, em conjunto da extensdo SAFE, com o intuito de
realizar o enriqguecimento por Ontologias Génicas de processos biologicos e a
transformacdo das comparacdes em graficos, fornecendo uma observacao

detalhada das expressdes diferenciais entre 0s grupos comparados.
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FIGURA 1: Gréfico de Degree Distribuition criado no R.
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FIGURA 2: Valores normalizados, da comparagdo entre 0s grupos, utilizando um valor da média +
dois desvios padrao dos resultados obtidos pelo céalculo do valor de Log2FC para filtragem das
conexoes.
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5. RESULTADOS

Os resultados foram criados utilizando a ferramenta SAFE alocada no
aplicativo Cytoscape, o qual é responsavel pela analise de enriquecimento da
comparacao entre as redes de interacfes e possui 0 objetivo de indicar vias que
estdo em destaque na comparacdo entre 0S grupos. A primeira comparacdo é
definida entre o grupo de Pacientes sem Fibrose Cistica e com Rinovirus (B) e o
grupo de Pacientes sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus (A). No mapa de
enriguecimento por Ontologia Génica de processos biolégicos (FIGURA 3), ha um
destaque das seguintes vias: Via de regulacdo positiva da sinalizacdo de proteinas;
Via de regulacdo metabdlica biosintética de RNA; Via de regulacdo da morte celular

e Via de regulacao da reposta peptidica celular.
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FIGURA 3: As principais vias enriquecidas estdo em destaque. A cor verde representa a via de
regulacdo positiva da sinalizacdo de proteinas; A cor vermelha representa a via de regulagdo
metabdlica biosintética de RNA; a cor amarela representa a Via de regulacdo da morte celular; a cor

roxa representa a Via de regulacdo da reposta peptidica celular.

A seguir foi feita a segunda comparacao, que foi determinada entre o grupo
de Pacientes com Fibrose Cistica e sem Rinovirus (C) e o grupo de Pacientes sem
Fibrose Cistica e sem Rinovirus (A). No mapa de enriquecimento da comparacéo
(FIGURA 4) ha destaque para as vias: Via de replicagdo do DNA no ciclo mitético e

Via de resposta no reparo da quebra do DNA.



18

N:o Y %0 2%0,% %0, 0%00

....0..0...0........00....O‘...........
00 @ o [ X ) [ 4 o0
..:.0.0...0..:..0.0.0..:0..........0==

FIGURA 4: As principais vias enriquecidas estdo em destaque. A cor vermelha representa a Via de
replicacdo do DNA no ciclo mitético; A cor verde representa a Via de resposta no reparo da quebra do

DNA.

Ja a terceira comparacdo, que foi indicada entre o Pacientes com Fibrose
Cistica e com Rinovirus (D) e o grupo de Pacientes sem Fibrose Cistica e sem
Rinovirus (A). No mapa de enriquecimento da comparacéo (FIGURA 5) ha destaque
para as seguintes vias: Via de regulacéo catabdlica de sinalizacdo em proteinas; Via
de regulagcdo metabolica Biosintética de RNA celular e Via de regulagdo sinalizadora

de morte celular | — Kappa B.
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FIGURA 5: As principais vias enriquecidas estdo em destaque. A cor verde representa a Via de
regulacéo catabdlica de sinalizagdo em proteinas; a cor azul representa a Via d regulagdo metabdlica
Biosintética de RNA celular e a cor rosa representa a Via de regulacao sinalizadora de morte celular |

— Kappa B.

A quarta e ultima comparacdo, entre o grupo de Pacientes com Fibrose
Cistica e com Rinovirus (D) e o grupo de Pacientes com Fibrose Cistica e sem
Rinovirus (C). Observando o mapa de enriguecimento da comparacao (FIGURA 6),
€ possivel apreciar as seguintes vias em destaque: Via de regulacdo da sinalizagéao
de proteinas na célula; Via de regulacdo metabdlica biosintética de RNA e Via de

regulacéo de morte celular.
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FIGURA 6: As principais vias enriquecidas estdo em destaque. A cor verde representa a Via de

regulacdo da sinalizac@o de proteinas na célula; A cor azul representa a Via de regulacdo metabdlica

biosintética de RNA e a cor vermelha representa a Via de regulagdo de morte celular.
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6. DISCUSSAO

Os resultados de enriquecimentos das comparacfes sao relevantes para
ressaltar vias de regulacdo que estdo em realce. Como primeiro destague no
enriguecimento, € possivel citar a via de morte celular ou apoptose, que esta
presente na 1° comparacao de Pacientes sem Fibrose Cistica e com Rinovirus (B) e
de Pacientes sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus (grupo A ou Controle), na 3°
comparacao de Pacientes com Fibrose Cistica (D) e com Rinovirus e o grupo (A) de
pacientes controle e, também na 4° comparacdo, composta por Pacientes com
Fibrose Cistica e com Rinovirus (D) e de Pacientes com Fibrose Cistica e sem
Rinovirus (C). E possivel pontuar que a presenca do Rinovirus nas comparacoes,
tanto entre pacientes que sO possuiam o0 virus, quanto entre pacientes que
possuiam Fibrose Cistica, enriqueceram a via de morte celular. Na literatura é
possivel encontrar resultados parecidos quando amostras de pacientes com
doencas respiratérias e sem a doenca sdo expostos ao patdgeno, enriquecendo as

vias regulacéo negativa de morte celular ou apoptose (BOCHKOV et al., 2010).

O enriguecimento de vias como a de regulacdo metabdlica biosintética, de
metabolismo (regulacédo catabdlica e sinalizacdo) de proteinas encontrados nas
andlises de enriquecimento das comparacfes 1, 2 e 4 também se afirmam na
literatura com a analise de enriquecimento de Ontologia Génica em amostras de
pacientes com Fibrose Cistica e sem Fibrose Cistica e seu comportamento quando
expostos ao virus, obtendo resultados com genes responsaveis pelas mesmas vias
(LING et al., 2020). A via de regulacédo da resposta peptidica celular encontrada nos
resultados de andlise de enriqguecimento da 1° comparacdo também pode ser

parcialmente na literatura com o estudo de Ling et al. (2020) que obteve
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enriguecimento nas vias relacionadas a metabolismo de proteinas. Cabe salientar
que a 1° comparacdo obteve uma via enriquecida de regulacdo positiva da
sinalizacdo de proteinas, sugerindo diferenca se comparados com as literaturas
envolvendo células do tecido brdénquico primario, as quais possuem uma maior
ligacdo com sistema de producao de citocinas (IFN beta) induzido pelo Rinovirus em
amostras com Fibrose Cistica e sem Fibrose Cistica (LING et al., 2020) ou expdem
que a maior parte (90%) dos achados na expressao diferencial dos genes
encontrados sdo de expressao reduzida em amostras de células de pacientes com

doencas respiratérias como a asma (BOCHKOQV et al., 2010).

Ja 2° comparacdo, composta por Pacientes com Fibrose Cistica e sem
Rinovirus (C) e por Pacientes do grupo A (controle), possui as seguintes vias
enriquecidas: via de replicacdo do DNA no ciclo mitético e de resposta no reparo da
guebra do DNA. As vias enriquecidas encontradas nos resultados da comparacao
corroboram para uma possivel tentativa de reparo do material genético mutado da
célula em seu ciclo celular. O tema complexo é abordado pelo Cystic Fibrosis
Foundation (“Gene Editing for Cystic Fibrosis | Cystic Fibrosis Foundation”, [s.d.])
gue descreve a tentativa de edicdo genética como uma solugédo para o reparo nao

sucedido da célula na doenca, contudo a tentativa de reparo ainda contém muitos

erros e se mostra muito seletiva para aplicacdo em pacientes.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho abordou a doenca Fibrose Cistica e sua associacdo com
o Rinovirus no tecido epitelial brénquico primario. A reandlise do artigo “RNA
sequencing of primary bronchial Airwar epitelial cells from young children with and
without CF, including those with and without rhinovirus infectioln in vitro” buscou
como objetivo, utilizar transcriptomas de pacientes infantis obtidos pelo estudo
original para efetuar uma analise de enriquecimento dos dados, obtendo novas

comparacoes e vias em evidéncia.

Para melhores resultados, os dados utilizados foram filtrados através de
scripts in house em variadas linguagens de programacdo como Python e R,
utilizando, no processo, banco de dados confidveis com o objetivo final de obter vias
em destaque na comparacao dos grupos criados, sendo esses: Controle - Pacientes
sem Fibrose Cistica e sem Rinovirus (A); Pacientes sem Fibrose Cistica e com
Rinovirus (B); Pacientes com Fibrose Cistica e sem Rinovirus (C); Pacientes com
Fibrose Cistica e com Rinovirus (D). Os grupos passaram por uma normalizacdo das
médias de cada gene em cada grupo, obtendo assim o peso das arestas com 0
calculo de Log 2 Fold Change. Esse valor foi aplicado ao programa Cytoscape e 0s
grupos foram separados em 4 comparativos para observar melhor as vias
enriquecidas entre as comparacdes. No geral, as vias de morte celular e sinalizacao
de proteinas foram as mais observadas na constru¢do do enriquecimento por
Ontologias Génicas e também observadas na literatura com estudos de analise de
enriguecimento com amostras de pacientes com Fibrose Cistica e sem a doenca e
sua exposicdo ao Rinovirus e também de doencas do trato respiratério e sua

interacdo com o patdgeno. E possivel ressaltar que o trabalho trouxe uma possivel
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nova abordagem com a via de regulacdo positiva de sinalizacdo de proteinas,
criando a possibilidade de novos estudos que envolvem o0s genes enriquecidos por
essa via, ja que a literatura atual ndo possui uma abordagem direta e especializada
sobre essa via destacada. Ha que se comentar sobre as vias de reparo do DNA
evidenciadas pela andalise de enriquecimento na segunda via e a possibilidade de
futuras pesquisas envolvendo os genes enriquecidos, ja que as solucdes de reparo
do material genético ainda estdo em pesquisa pela alta seletividade do processo de
edicdo nas células com o gene mutado. Os dados se mostraram relevantes no que
tange Fibrose Cistica e associacdo com rinovirus e podem servir como base para

futuras pesquisas nessa interacao entre a doenca e o patégeno.
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