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Resumo

A doenga de Crohn é um subtipo de doenca inflamatoéria intestinal caracterizada pela
inflamacao intestinal e disbiose da microbiota. A doenca é causada uma manifestagao atipica
da resposta imune a presenca de proteinas microbianas alteradas na interface da mucosa
intestinal. Varias andalises meta-0micas tém sido executadas para caracterizar a microbiota
intestinal em casos de doenga de Crohn. Entretanto, devido a limitagoes das tecnologias
e desvantagens inerentes aos métodos experimentais existentes, os mecanismos mediados
pelas proteinas do microbioma alterado de doenca de Crohn ainda ndo foram exploradas.
Para analisar essa interacao a nivel molecular, executamos uma abordagem computacional
que combina conjuntos de dados de metaprotedmica publicados de um estudo clinico de
pares de gémeos com predigoes de interagao entre proteinas microbianas e humanas. Essa
predicao baseia-se em caracteristicas estruturais, inferéncias de regioes desordenadas, vias de
sinalizacao e redes de interagao para determinar as possiveis funcoes mediadas pelas proteinas
microbianas. Como resultado, foi obtida uma rede de interacao microbioma-hospedeiro que
inicia sua sinalizacao com proteinas bacterianas que interagem com proteinas humanas de
superficie celular. A expansao desse sinal foi modelada em direcao ao nucleo da célula, onde
observamos potenciais pontos de modulacao de genes de autofagia: um dos processos celulares
mais modificados em células de doenca de Crohn em comparacao as saudaveis. Esse modelo
revelou diferencas em potencial entre as condicoes saudaveis e com doenca de Crohn, onde
podemos observar modulacgoes de diversos processos bioldgicos relacionados a autofagia e ao
desenvolvimento de doenca de Crohn, como mitofagia, apoptose, diferenciacao e proliferacao

celular.



Abstract

Crohn’s disease (CD) is a subtype of inflammatory bowel disease (IBD) characterized by
intestinal inflammation and microbiome dysbiosis. The disease is caused by an atypical
manifestation of immune response to altered microbial proteins located in the intestinal
mucosa. Various meta-omic based analyses have been carried out to profile and characterize
the gut microbiota upon onset of CD. However, the molecular mechanisms mediated by the
altered CD microbiome wasn’t explored yet due to the technology limitations and disavantages
of the experimental methods. In order to analyse this interactio in a molecular level, we
performed a computational approach which uses metaproteomic datasets from a twin-pair
CD cohort study and prediction of the interaction between human and bacterial proteins.
This prediction relies on structural feature based interaction prediction between microbial
and host receptor proteins, disordered region inferences, signalling pathways and interaction
networks to determine the possible functions mediated by the microbial proteins. As a result,
we obtained a host-microbiome interaction network which starts the molecular signal with
bacterial proteins interacting with human receptor proteins interactions. The expansion of
this signal was modeled in direction to the cellular nucleus, where reaches autophagy genes
modulation spots, hence autophagy is one of the key cellular processes to CD development.
This model revealed potential differences between CD and healthy conditions and that there
are different cellular processes related to autophagy and CD being modulated, as mitophagy,

apoptosis, cellular differentiation and cellular proliferation.
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1 Introducao

1.1 Doencas inflamatérias intestinais

Doenga de Crohn (DC) e retocolite ulcerativa (RU) sdo doengas inflamatérias intesti-
nais (IBDs, do inglés Inflammatory Bowel Diseases) caracterizadas pela inflamagao cronica da
mucosa do trato gastrointestinal, principalmente no ileo terminal, por¢ao distal do intestino
delgado e colon intestinal (HENDERSON; STEVENS, 2012). Os principais sintomas manifes-
tados pelos pacientes com IBD sao diarréia, dor abdominal, sangramento gastrointestinal e
perda de peso, apresentando periodos de relapso e remissao (ANBAZHAGAN et al., 2018). As
IBDs nao apresentam cura e os recursos terapéuticos da doenca estao relacionados ao controle
da inflamacao, restauracao dos déficits nutricionais e tratamento dos sintomas, como a diarréia.

Esses tratamentos interferem na qualidade de vida e frequentemente requerem intervencao

cirtirgica (MICHAIL; BULTRON; DEPAOLO, 2013; ANBAZHAGAN et al., 2018).

O desenvolvimento das IBDs ¢ atribuido a inflamagdo cronica das células intestinais
resultante da soma de fatores genéticos, imunolégicos e ambientais (BAUMGART; SAND-
BORN, 2012). Nas primeiras décadas de pesquisa, os fatores genéticos foram considerados
os principais responsaveis pelas IBD; no entanto eles s6 explicam uma pequena fracao da
hereditariedade da doenga (MONDAL; KUGATHASAN, 2017), ressaltando a importancia
dos fatores extrinsecos em sua etiologia. Nao obstante, dependendo do grau de predisposicao
genética caracterizada pela ocorréncia de mutacoes e da profundeza dos fatores extrinsecos, a

severidade das doengas evolui para uma forma extrema.

Fatores extrinsecos como habitos alimentares, drogas, poluicao, radiacao, estresse, expo-
si¢ao a antibiéticos e higiene modulam a funcionalidade do microbioma intestinal, influenciando
na suscetibilidade do individuo de desenvolver alguma das IBDs e em sua intensidade (BAUM-
GART; SANDBORN;, 2012; SHEEHAN; SHANAHAN;, 2017). Alguns fatos corroboram que os
protagonistas no desenvolvimento das IBDs sdo os micro-organismos: primeiramente, estudos

que mostram que ratos livres de micro-organismos nao desenvolvem nenhuma das IBDs
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(STANGE; WEHKAMP, 2016). Além disso, ha uma notéria diferencga entre a microbiota
intestinal de pacientes saudéveis e de pacientes com com DC ou RU (PASCAL et al., 2017).
A microbiota alterada desencadeia uma resposta imune agressiva, resultando na inflamacgao
cronica. Deste modo, podemos considerar que a disbiose intestinal é o elo entre os elementos

extrinsecos e a resposta imune do hospedeiro (MANICHANH et al., 2012).

1.2 Microbioma intestinal

Estima-se que o nimero de microrganismos presentes no corpo humano seja de apro-
ximadamente 100 trilhoes de células, dez vezes mais do que o ntimero de células humanas
presentes no corpo de um individuo (BELLA et al., 2013). Somente no intestino delgado, o
nimero de células varia de 10* a 107 células por grama, enquanto no colo o ntimero chega
a 10'? células por grama (SEKIROV et al., 2010). A maior parte desses microrganismos do
intestino sdo comensais e essenciais para garantir o funcionamento apropriado dos processos

biol6gicos (AVIELLO; KNAUS, 2017).

Microrganismos comensais sao aqueles que co-evoluiram com o hospedeiro e dificil-
mente sdo encontrados em vida livre. Como consequéncia dessa co-evolucao, as bactérias
comensais passaram a apresentar efeitos modulatorios ou estimuladores no sistema imuno-
l6gico do hospedeiro. A interagdo dos micro-organismos com o sistema imune ativa fungoes
protetivas do epitélio, como secrecao de peptideos antimicrobianos e producao de muco. Esse
estimulo também incentiva o recrutamento de células imunologicas e maturacao de tecidos

linféides (IVANOV; HONDA, 2012).

As bactérias imunomodulatérias produzem compostos que modulam processos home-
ostaticos do hospedeiro como o desenvolvimento, diferenciagdo ou funcgao efetora de células
imunolégicas e epiteliais (IVANOV; HONDA, 2012). Um dos exemplos mais notérios de micror-
ganismos imunomodulatérios sao as bactérias fibroliticas como Faecalibacterium prausnitzii,
Roseburia e Oridobacter (SHEEHAN; SHANAHAN, 2017; MORGAN et al., 2012). Essas
espécies produzem acidos graxos de cadeia curta (SCFAs, em inglés short fatty chain acids) a

partir da fermentacao de polissacarideos. SCFAs sao utilizadas pelo epitélio do c6lon como
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principal fonte de energia e modulam diversos processos bioldgicos responsaveis por manter a
homeostase do intestino como proliferacao celular, diferenciacdo de células T, acetilacao de
histonas, resposta imune e expressao de genes. Em pacientes com doenca de Crohn, observa-se
uma quantidade diminuida de bactérias fibroliticas. Amostras de fezes de adultos com IBDs
apresentam menos SCFAs em comparacao aos saudaveis, o que demonstra um potencial
protetivo dos SCFAs em relagao ao desenvolvimento das IBDs (LANE; ZISMAN; SUSKIND,
2017).

Diferente composicao microbidtica dos individuos com IBDs comparado aos saudaveis
é uma das caracteristicas mais marcantes na doenca. A microbiota intestinal de individuos
saudaveis é composta por quatro filos principais: Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria e
Actinobacteria (SHEEHAN; SHANAHAN, 2017). Individuos com IBDs apresentam menor
biodiversidade e menor propor¢ao de micro-organismos do filo Firmicutes, principalmente
bactérias das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae (WILLING et al., 2010). Também
apresentam aumento na concentragao de microrganismos da familia Enterobacteriaceae (LANE;
ZISMAN; SUSKIND, 2017), como as bactérias patogénicas Shigella, Salmonella e linhagens
aderentes e invasivas de Escherichia coli (AIEC). Essas bactérias apresentam mecanismos
que aumentam a inflamagdo e que combatem as bactérias comensais. Deste modo, adquirem
vantagem competitiva na presenca de estresse oxidativo ocasionado pela mucosa inflamada
e nao sao combatidas pelo sistema imune, sendo uma das causas os defeitos genéticos
caracteristicos de individuos com IBDs (MORGAN et al., 2012; SHEEHAN; SHANAHAN,
2017; KOSTIC; XAVIER; GEVERS, 2014).

1.3 Sistema imunoldgico

O sistema imunolégico é constituido de um conjunto de tecidos, células e moléculas
que atuam em resposta a invasores externos ao corpo do individuo, como por exemplo
patégenos e substancias téxicas (CRUVINEL et al., 2010). Esse sistema é dividido em
inato e adquirido: o primeiro representa a primeira barreira de imunidade, incitando uma

resposta rapida ao agente externo; o sistema adquirido é uma resposta mais complexa, que
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¢ ativado no caso do sistema inato nao ser o suficiente para combater o agente externo. O
sistema adquirido também é responsavel por gerar e armazenar memorias imunolégicas de
longo prazo (YATIM; LAKKIS, 2015). As células do sistema imunolégico sao derivadas de
células tronco pluripotentes hematopoiéticas presentes na medula 6ssea, que se diferenciam
em dois tipos: progenitor linféide comum (PLC) e progenitor mieléide comum (PMC). As
PLC originam as células NK (do inglés, Natural Killer) e leucécitos: células do sistema
imunologico adaptativo, que posteriormente se diferenciam entre leucécitos T e B. As PMC
originam as células fagociticas do sistema imunoldgico inato: neutréfilos, macrofagos e células

dendriticas (STEPHEN; HAJJAR, 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Diferenciacao das células imunolégicas. Figura modificada de (MADIGAN, 2012).

Sistema Imunolégico Inato

Quando o corpo entra em contato com agentes externos, a primeira barreira a ser
ativada é o sistema imune inato. As primeiras células a serem ativadas sdo células fagociticas
como neutréfilos, macréfagos, células NK e células dendriticas (MADIGAN et al., 2016). Essas
células reconhecem os patogenos a partir dos Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRR)

presentes em sua superficie. Os PRR reconhecem particulas chamadas Padroes Moleculares
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Associados a Patogenos (PAMPs): moléculas caracteristicas de microrganismos, que nao
ocorrem em células humanas. Esses padroes reconhecidos pelos PRR tém origem genética, e
nao sao modificados ao longo da vida do individuo, portanto tém a capacidade de reconhecer

o agente infectante sem exposi¢ao prévia (CRUVINEL et al., 2010).

Depois de reconhecer os agentes externos, as células fagociticas tentam elimina-los
por fagocitose, processo do qual as células invasoras sao englobadas, mortas e digeridas pelas
células fagociticas. Se essa reacao priméria nao for o suficiente para combater a infecgao, os
peptideos resultantes da degradacao dos patdgenos sao transformados em antigenos e sao
apresentados em proteinas de superficie chamadas complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). Existem dois tipos de MHC: o MHC-I esté presente em todas as células do hospedeiro,
enquanto o MHC-II estd presente somente nas células fagociticas (MADIGAN et al., 2016;
STEPHEN; HAJJAR, 2017). A apresentacao dos antigenos no MHC é um dos sinais de
ativagao do sistema imune adaptativo (STEPHEN; HAJJAR, 2017).

Sistema Imunolégico Adaptativo

Quando a resposta do sistema inato nao é suficiente para combater a infeccdo, o
sistema imunologico adaptativo é acionado pela apresentacao de antigenos no MHC das
células fagociticas. O reconhecimento do complexo MHC-peptideo é feito por receptores de
superficie localizados em células chamadas linfécitos. Ha dois tipos de linfocitos: as células T
e as células B. Cada linfécito apresenta um tipo de receptor de superficie especifico chamados
TCR (receptores de células T) e BCR (receptores de células B) (STEPHEN; HAJJAR,
2017). Além disso, os linf6citos apresentam mecanismos de armazenamento de memoria do

antigeno do qual entram em contato sendo, portanto, capazes de ocasionar respostas imunes

especificas (STEPHEN; HAJJAR, 2017).

O primeiro contato dos linfécitos com o complexo MHC-peptideo desencadeia a
resposta imune primaria. Essa resposta primeiramente estimula a propagacao de linfécitos
com a reatividade aos mesmos antigenos reconhecidos. Essa reatividade é especifica e os
linfécitos reagem somente aquele antigeno. Quando os linfécitos entram em contato com o

mesmo patogeno ou antigeno novamente, desencadeiam a resposta imune secundaria, que ¢é
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mais rapida e intensa do que a primaria. Essa resposta promove a marcacao dos patogenos

para que sejam alvo de destruigdo (MADIGAN et al., 2016).

Existem varios tipos de linfocitos, eles estao descritos abaixo:

e Células T auxiliares: As células T auxiliares (Th) sdo as que interagem com os
MHC-II. Depois da interagao, elas promovem a propagacao das Th e diferenciagido entre
Thl e Th2. As Thl antigeno-especificas interagem com os MHC-II de macréfagos, os
ativando e estimulando a producao de citocinas pelas proprias Thl. Citocinas sao classes
de proteinas soluveis que estimulam outras células imunolégicas para que iniciem ou
intensifiquem a resposta imune e fagocitose e promovam o inicio do processo inflamatério.

A funcao das células Th2 é produzir citocinas que estimulam a producao de anticorpos

pelas células B (MADIGAN et al., 2016).

e Células T citotdxicas: As células T citotéxicas (Tc) interagem com os complexos
MHC-I/peptideo de uma célula infectada. Elas desenvolvem especificidade para aquele

antigeno e secretam toxinas que matam as células portadoras dele (MADIGAN et al.,

2016).

e Células B: Os linfocitos B sao células que possuem anticorpos em sua superficie.
Anticorpos sdo proteinas que interagem com antigenos especificos, reconhecendo os
patdgenos. Cada uma das células B reconhecem especificamente um tipo de antigeno e
atuam em meios extracelulares como no sangue e em secregoes mucosas (MADIGAN et

al., 2016).

Quando uma célula B tem a sua primeira interacdo com um antigeno, ela fagocita o
patogeno, o digere e apresenta os peptideos resultantes em MHC-II da sua superficie.
Esses MHC-II/peptideo sdao reconhecidos pelas células Th2, estimulando a produgao
de citocinas. As citocinas promovem a clonagem dessas células B antigeno-reativas.
Alguns clones permanecem no sangue como células de meméria para induzir uma
resposta secundaria no caso de uma nova infeccdo do mesmo antigeno. Outros clones

diferenciam-se em plasmocitos produtores de anticorpos, cuja fungao sera bloquear a
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interacao do patogeno ou de seus produtos com a célula hospedeira ou marca-los para a

destruicio (MADIGAN et al., 2016).

Inflamacao

Inflamagao é uma resposta imunolégica ativada ndo somente em caso de infecgoes, mas
também de injurias e danos contra tecidos e modificagoes bioquimicas que podem comprometer
a homeostase do organismo. O processo inflamatorio controlado é considerado benéfico, uma
vez que seu intuito é principalmente combater agentes infecciosos e restaurar a homeostase do
organismo (MEDZHITOV, 2008). Entretanto, quando descontrolada, a inflamagao pode levar
o desenvolvimento de doencas que incluem as IBDs (LANE; ZISMAN; SUSKIND, 2017).

O processo inflamatoério inicia-se com o reconhecimento do tecido injuriado ou infecci-
onado pelos receptores toll-like receptors (TLRs) e nucleotide-binding oligomerization domain
protein-like receptors (NLRs) que estao presentes nos macréfagos e mastocitos. Posteriormente,
inicia-se a producao de proteinas mediadoras inflamatérias como citocinas e chemoquinas
que recrutam neutrdéfilos e outros leucédcitos ao local em questdao. Os mediadores inflama-
torios também sao responsaveis por ativar o endotélio dos vasos sanguineos, aumentando
sua permeabilidade e permitindo que os neutréfilos cheguem as veias pos-capilares e tecidos
extravasculares para acessar o tecido inflamado. Como consequéncia, o organismo manifesta
vermelhidao, temperatura elevada e inchago no local, que sao sintomas caracteristicos das
inflamagoes (MEDZHITOV, 2008; KUPRASH; NEDOSPASOV, 2016). Chegando ao tecido
alvo, os neutroéfilos sao ativados tanto pelo contato com os patdgenos quanto pelas citoci-
nas produzidas e combatem os patdgenos a partir da producao de moléculas téxicas como
elastase, proteinase 3, catepsina G e espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio

(ERNs) (MEDZHITOV, 2008; KUPRASH; NEDOSPASOV, 2016).

Citocinas sao classes de polipeptideos e glicoproteinas produzidas pelas células imunes
(principalmente células T, neutréfilos e macréfagos) para atuar na sinalizagao dos processos
imunologicos. Diferentes citocinas desempenham papéis especificos na ativacao, diferenciacao,
proliferacao ou recrutamento de células do sistema imunolégico (FERREIRA et al., 2019). As

principais citocinas estdao descritas abaixo, de acordo com (ALBERTS et al., 2004).
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o IL-2:
Funcao: estimulo da proliferagao e diferenciagao

Células produtoras: células T auxiliares, algumas células T citotéxicas e mastocitos

ativados

Células alvo: células T ativadas e células B

o ILL-4:

Funcao: estimulo da proliferagdo, maturacao de anticorpos nas células B e inibic¢ao

do desenvolvimento das células Thl.
Células produtoras: células Th2 e mastocitos

Células alvo: células Th e células B

o IL-5:
Funcdo: estimulo da proliferagdo e maturagao
Células produtoras: células Th2 e mastocitos

Células alvo: eosindfilos e células B

e IL-10:
Fungdo: inibicao do desenvolvimento de células Thl e de macrofagos
Células produtoras: células Th2, macréfagos e células dendriticas

Células alvo: eosindfilos e células B

o JL-12:

Funcao: inducao do desenvolvimento de células Th2 e inibicao do desenvolvimento

de células Thl
Células produtoras: células B, macrofagos e células dendriticas

Células alvo: células T virgens

e IFN-~:
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Funcao: ativacao de genes de macrofago e MHC, aumento da expressao de MHC em

varios tipos celulares
Células produtoras: células Thl

Células alvo: células B, macréfagos e células endoteliais

e TNF-a:
Funcao: ativacao celular
Células produtoras: células Thl e macrofagos

Células alvo: células endoteliais

Quando a resposta inflamatéria é bem sucedida eliminando os agentes infecciosos,
inicia-se a fase de reparacao do tecido e resolucao da inflamacao. Para a iniciacao dessa fase, é
crucial a transicao entre a producao de mediadores pré-inflamatorios para os anti-inflamatoérios,
como lipoxinas, que da-se a partir de mecanismos moleculares e celulares ativos, incluindo
a entrada dos neutroéfilos no estado apoptético. As lipoxinas permitem o inicio da fase de
resolucao inibindo o recrutamento de neutréfilos e promovendo o recrutamento de monécitos,
que removem as células mortas. Outros lipidios mediadores como resolvinas e protectinas
reagem com os fatores de crescimento produzidos pelos macréfagos e, juntamente aos processos
dos mondcitos, iniciam o remodelamento do tecido inflamado (MEDZHITOV, 2008; ONALI,
FAVALE; FANTINI, 2019).

Quando a resposta inflamatoria falha em eliminar os agentes infecciosos, o quadro ¢é
promovido a um estado de inflamacgao cronica. Neste caso, os neutrofilos sao substituidos por
macroéfagos e células T. Como consequéncia, podem ocorrer danos nos tecidos em decorréncia

de efeitos colaterais como, por exemplo, as respostas auto-imune (MEDZHITOV, 2008).

A ocorréncia das IBDs sao exemplos de consequéncia do descontrole do processo
inflamatério. Nesse caso, a inflamacao descontrolada é efeito de uma resposta imunolégica
anormal contra os antigenos da prépria microbiota comensal de individuos suscetiveis ge-
neticamente. Esse processo causador da inflamacao cronica ainda no caso das IBDs nao
é completamente explicado pela literatura (ONALI; FAVALE; FANTINI, 2019). (ONALI,
FAVALE; FANTINI, 2019) apresenta duas hipdteses a respeito da origem inflamatéria das
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IBD: a primeira é de que ha perda na tolerancia que o sistema imunolégico apresenta com
os antigenos dos microrganismos comensais. Nesse caso, a inflamacao evolui para o quadro
cronico por causa da exposicao continua aos antigenos, que estao constantemente presentes
em contato com o tecido. De acordo com a segunda hipdtese, os sistemas de alternancia entre
0s mecanismos pré- e anti-inflamatorios apresentam defeitos que levam a perturbacao do

processo inflamatério (ONALI; FAVALE; FANTINI, 2019).

Além dessas hipoteses, outros processos biologicos relacionados a inflamacao apresen-
tam defeitos em células de individuos com DC e também estao relacionados a indugao ou
exacerbacao do processo inflamatorio excessivo. Como exemplos temos a autofagia e apoptose,
processos sao ativados para a resolucao da inflamagdo. Dependendo da condicao, a resolugao
pode ser levada a um destino pro-sobrevivéncia celular, onde a via de autofagia sera ativada,
ou pré-morte celular, onde a apoptose serd ativada (MESSER, 2017). Além disso, a apoptose
e autofagia estao relacionadas a homeostase e regeneracao da barreira intestinal que, quando
prejudicada, oportuniza a penetracao do epitélio por células imunoldgicas e bacterianas,

também desencadeando o processo inflamatoério (BLANDER, 2016).

1.4 Homeostase do tecido intestinal

A homeostase intestinal é fundamental para o funcionamento correto do intestino, bem
como a manutencao da comunidade microbiana. O tecido epitelial intestinal desempenha os
principais papéis para manter a homeostase, pois é a barreira do lumen intestinal, onde habita
a microbiota. Sendo assim, apresenta uma estrutura complexa de diferentes tipos celulares
cada qual com uma fungao especifica, que passa por uma constante renovagao orquestrada
por diversos processos bioldgicos como diferenciagao, apoptose e autofagia, que necessitam
atuar em sincronia para que o intestino mantenha a homeostase (DELGADO; GRABINGER,;
BRUNNER, 2016).

O epitélio intestinal é constituido por uma camada tnica de células epiteliais que
formam uma barreira de protecao entre a luz do intestino e a lamina propria e estao dispostos

no intestino em estrutura de vilosidades. O tecido interno das vilosidades intestinais é formado
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basicamente por mioblastos, tecido fibroso e vasos sanguineos, assim sendo responsavel pela

circulagao sanguinea das criptas intestinais (POWELL et al., 2011) (Figura 2).

As células presentes no epitélio intestinal podem ser dos tipos absortivas, secretoras
ou células-tronco. As células-tronco estao localizadas no fundo das criptas intestinais e
diferenciam-se em enteré6citos absortivos ou células secretoras (células caliciformes, células
de Paneth ou células enteroendécrinas) de acordo com a sinalizagao recebida (OBATA et
al., 2012). No fundo da cripta, também estao localizadas as células de Paneth, responsaveis
por proteger o epitélio contra a entrada de microrganismos produzindo a-defensina HD5, um
peptideo com propriedades antibidticas e a-defensina HDG6, que forma redes na cripta do
intestino para restringir a mobilidade das bactérias (STANGE; WEHKAMP, 2016; SHI, 2007).
Em direcao ao topo da cripta encontram-se as células caliciformes, que secretam muco em
diregao ao limen e as células epiteliais absortivas (DELGADO; GRABINGER; BRUNNER,
2016) (Figura 2).

A quantidade das células intestinais é balanceada em individuos saudéaveis, entretanto,
pacientes com IBDs apresentam anormalidades em sua composicao. Em individuos com doenca
de Crohn é observado um aumento nas células caliciformes, diminui¢do nas células de Paneth e
muco intestinal mais espesso. Em individuos com retocolite ulcerativa ha reducao na producao
de muco e defeitos de diferenciacao das células caliciformes (HEAZLEWOOD et al., 2008).
Deste modo, o comprometimento da barreira de defesa da mucosa intestinal possibilita o
contato dos micro-organismos com o epitélio, ocasionando a inflamacgao caracteristica das

IBDs (STANGE; WEHKAMP, 2016).

A estrutura saudével do epitélio é mantida por uma constante renovacao que mantém
a integridade do epitélio, impedindo a invasao de microrganismos e permitindo a secregao
apropriada de peptideos antibacterianos e absor¢cdo de nutrientes. A renovacao acontece
com a ocorréncia simultanea entre a extrusao de células epiteliais senescentes no limen e a
diferenciacao das células tronco, que posteriormente migram em direcao ao topo da cripta
substituindo as células dispersas. Quando a célula senescente é sinalizada para ser liberada no
ltimen, ela estara entrando em um estado apoptotico e sera degradada por células dendriticas

e macréfagos que realizam a autofagia da célula. Em condi¢oes saudaveis, a proporcao de
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novas células que se diferenciam e migram para o topo da cripta compensa o niimero de células
extrudadas, mantendo a barreira intacta. Além disso, os macrofagos e células dendriticas
sao capazes de degradar as células soltas no limen antes que seu numero seja suficiente
para desencadear um processo inflamatério (BLANDER, 2016; DELGADO; GRABINGER;
BRUNNER, 2016) (Figura 2).

Em células de individuos com IBDs, observa-se um nivel aumentado de apoptose das
células epiteliais, que passa a ser responsavel pela permeabilidade da barreira intestinal: as
células tronco nao sao capazes de se diferenciar em tempo suficiente para substituir as células
mortas do epitélio, portanto a integridade da barreira passa a ser comprometida permitindo a
invasao microbiana na lamina prépria e desencadeando processo inflamatorio. Além disso,
observa-se que a autofagia também esta comprometida em pacientes de IBDs, portanto o alto
numero de células exiladas no limen em decorréncia da apoptose aumentada nao é degradado

eficientemente, também induzindo processos inflamatérios (BLANDER, 2016).

Autofagia

Autofagia é um processo homeostatico que tem o intuito de reciclar componentes citosé-
licos nao mais funcionais como organelas, proteinas e microorganismos invasores decompondo-
os para que suas moléculas sejam reutilizadas pelas células. Em condi¢oes normais a autofagia

atua em nivel basal, mas ¢é intensificada em casos de estresse como privagao de nutrientes,

hipéxia, estresse oxidativo e infecgao (MIZUSHIMA, 2007; KUBISCH et al., 2013).

Existem trés tipos distintos de autofagia em células de mamiferos: autofagia mediada
por chaperonas, microautofagia e macroautofagia. A autofagia mediada por chaperonas é
responsavel pela degradacao de proteinas que apresentam motifs especificos em sua sequéncia
de aminoacidos. No processo de microfagia, ocorre o engolfamento dos componentes citoplas-
maticos diretamente pelo lisossomo. No processo de macroautofagia, ha vesiculas de membrana
dupla especializadas em sequestrar os componentes celulares a serem degradados, chamadas
autofagossomo (HENDERSON; STEVENS, 2012). Nesta tese, utilizamos o termo “autofagia”

nos referindo a macroautofagia, uma vez que é o processo envolvido no estudo.
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Figura 2: O epitélio do intestino é formado por células caliciformes (Goblet cell), células de Paneth
(Paneth cell), células-tronco (IESC), enterécitos (Enterocyte) e células enteroenddcrinas
(Enteroendocrine cell). As células epiteliais senescentes entram em apoptose (Apoptotic
IECs) e sao liberadas no limen intestinal. Em um epitélio saudével, as células-tronco se
proliferam e diferenciam-se nos outros tipos de células epiteliais e as células diferenciadas
migram em direcdo ao topo das vilosidades para substituir as células que entraram em
apoptose. (Figura modificada de (PETERSON; ARTIS, 2014))

Sumariamente, a autofagia inicia-se com a formacao de uma vesicula de membrana
bilipidica, o autofagossomo, que compode-se ao redor do elemento realizando seu sequestro. O
autofagossomo fusiona-se entao com lisossomos que contém enzimas de degradacao que realizam
a fragmentacdo do componente, disponibilizando suas moléculas para serem reutilizadas pela
célula ou como fonte de energia (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 2011) (Figura 4). Um

total de 38 genes estao envolvidos no processo de autofagia, cada qual desempenhando
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diferentes papéis ao longo das etapas (Figura 3) (KUBISCH et al., 2013; MIZUSHIMA, 2007).

Alguns genes envolvidos no processo de autofagia sdo considerados como genes de
susceptibilidade da doenca de Crohn, incluindo ATG16L1, NOD2, ULK1 e IRGM. ATG16L1
é um dos genes responsaveis pela biogénese do autofagossomo, enquanto os outros genes estao
envolvidos na indugao da autofagia (HENDERSON; STEVENS, 2012; YANO; KURATA,
2009; KUBISCH et al., 2013; MICHAIL; BULTRON; DEPAOLO, 2013).

Um dos principais sinais de indugao por esses genes ¢ a presenca de patdégenos no
intestino, entretanto, mesmo que o individuo nao apresente mutagoes nesses genes, muitas
bactérias como Salmonella Typhimurium podem interferir no processo de autofagia. Na
doenga de Crohn, observamos a presenga aumentada de Salmonella e outros microrganismos
patogenos. Uma vez que a autofagia ¢ um modulador importante da maquinaria de inflamacao,
podemos sugerir que a presenca desses patégenos seja um meio indireto de interferir no sistema
imune e, desse modo, aumentando a susceptibilidade a doenca de Crohn (SUDHAKAR et al.,
2019).

Mitofagia

A maioria dos processos de autofagia realizam a degradagao nao seletiva de componentes
celulares. Entretanto, existem tipos especificos de autofagia que realizam a reciclagem de
tipos selecionados de componentes alvo (CHEONG et al., 2008) como é o caso da mitofagia,

cujo alvo de degradacao é a organela mitocondria.

A mitocondria é uma organela importante o mantimento da homeostase intestinal,
pois é a principal reguladora de espécies reativas de oxigénio (EROs) celular. Em um nivel
controlado, EROs regula processos importantes como diferenciacao e proliferacao celular e
defesa imunoldgica contra microrganismos invasores. Entretanto, em niveis muito elevados é
extremamente prejudicial para o tecido, aumentando os niveis de inflamagao e induzindo a
morte celular. Quando danificadas, as mitocondrias produzem um alto nivel de EROS e sao
recicladas por meio de autofagia, se a célula estiver em condigoes saudaveis (HAMACHER-

BRADY; BRADY, 2016; MOTTAWEA et al., 2016; CORRIDONI et al., 2018).
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Consequentemente, a disfuncao da mitocondria esta relacionada a patogénese da
DC por meio dos danos causados pelo excesso de EROs. Nao obstante, estudos mostram
que individuos com DC apresentam deficiéncia na producao de energia pela mitocondria,
mitocondrias morfologicamente danificadas e altos niveis de EROs (CORRIDONTI et al., 2018;
MOTTAWEA et al., 2016).

Apoptose

A apoptose é o principal tipo de morte celular programada que ocorre nos tecidos.
Ocorre durante a embriogénese ou em adultos para a renovagao periddica do tecido para o
mantimento da homeostase. Também é um mecanismo de defesa contra patégenos, danos

celulares ou estimulos externos como algumas drogas ou irradiagao (ELMORE, 2007).

Existem duas vias de sinalizacdo de apoptose: a intrinseca e a extrinseca. A via
extrinseca é estimulada por marcadores presentes na superficie da célula que ligam-se a
moléculas especificas e propagam sinais apoptdticos para o interior da célula. Esses receptores
incluem proteinas como as da familia tumor necrosis factor (TNF) que trimerizam-se e
ligam-se a caspases iniciadoras como a caspase-8 e -10, que sinalizam para as caspases-
3, -6 e -7 que sao responsaveis por promover a degradacao celular e ultimos estagios da

apoptose (MUKHOPADHYAY et al., 2014).

O estimulo da via intrinseca da apoptose ocorre na mitocondria em resposta a varios
estimulos de estresse como EROs, danos no DNA, privacdo de fatores de transcricao e
hipéxia e inicia com a permeabilizacio da membrana mitocondrial externa. Essa via é
controlada por proteinas pro- e anti-apoptoticas da familia Bcl-2 que atuam em conjunto
para controlar as etapas do processo. A fase inicial é estimulada quando as proteinas pro-
apoptoticas Bax e Bak dimerizam-se e penetram a mitocondria, permitindo a liberacao do
citocromo C no citosol. O citocromo C, por sua vez, liga-se a proteina Apaf-1 (apoptotic
protein activating factor-1) que inicia a formagao do apoptossomo. O apoptossomo é um
complexo de sete proteinas responsavel por ativar a caspase-9, que ativa caspase-3 iniciando
a apoptose (MUKHOPADHYAY et al., 2014). Um dos controles da apoptose é feito por

proteinas chamadas inibidoras chamadas inibidoras de proteinas apoptéticas (IAP, do ingés
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inhibitor of apoptotic proteins). As IAP permanecem ligadas as caspases, que permanecem
inativas, até que os complexos Smac/DIABLO ou HtrA2/Omi sejam liberados da mitocdndria
e desassociem as IAP das caspases (MUKHOPADHYAY et al., 2014). Durante o processo
de morte celular, as células apoptoticas sao sinalizadas por marcadores que permitem que
sejam encontradas e fagocitadas por macréfagos, evitando uma resposta imunolégica contra

as células mortas (NAGATA, 2018).

Em individuos com doencga de Crohn, a apoptose pode estar em nivel aumentado ou
diminuido dependendo do tipo de célula. Por exemplo, linfécitos T saudaveis entram em
estado apoptotico apds cumprirem seu papel de identificar e eliminar estimulos patolégicos.
Entretanto, linfocitos T da lamina propria de individuos com DC sao resistentes a apoptose,
deste modo, induzindo a propagacao da inflamacao (EDER et al., 2015). Por outro lado,
observou-se um aumento no nivel de apoptose nas células do epitélio intestinal do tipo
enterécitos em condigoes de inflamacao, o que promove um aumento na permeabilidade da
barreira epitelial. Essa permeabilidade permite a invasao de células imunolégicas e bactérias

na lamina prépria, aumentando o nivel da inflamacao (SABATINO et al., 2003).

1.5 Susceptibilidade genética as doencas inflamatorias intestinais

Defeitos nos processos biolégicos que mantém a homeostase dos tecidos relacionados
ao desenvolvimento de IBDs estao associados a variagoes genéticas presentes nos individuos
susceptiveis as doengas. Um exemplo de gene de risco é Nod2. Esse gene reconhece estimulos
bacterianos e em resposta estimula a secrecao de peptideos antimicrobianos e é altamente
expresso pelas células de Paneth, cuja secrecao de a-defensina é comprometida em pacientes
com mutagao em Nod2 (SHI, 2007; YANO; KURATA, 2009). Variantes desse gene representam
aumento no risco de desenvolvimento das IBDs (SHI, 2007; STANGE; WEHKAMP, 2016).

Outro gene importante para o aumento da susceptibilidade de IBDs é o Atgl6L1,
proteina relacionada a autofagia (SHI, 2007; WANG et al., 2018). Ratos com mutagdes no
gene Atgl6L1 apresentam anormalidades nas células de Paneth incluindo diminuicdo na

producao de lisozimas, granulos reduzidos e desorganizados, mitocondria degenerada e falta de
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microvilosidades apicais (YANO; KURATA, 2009; HENDERSON; STEVENS, 2012). Outros
estudos mostram que células com Atgl6L1 deficiente nao realizam autofagia nem no nivel mais
basal, desbalanceando a composi¢ao da microbiota intestinal (YANO; KURATA, 2009). Além
disso, macréfagos deficientes em Atgl6L1 produziram altas quantidades das interleucinas
pro-inflamatorias interleucina 1-beta (IL-1f3) e interleucina 18 (IL-18), contribuindo para
o aumento da inflamacdo do tecido intestinal (SAITOH et al., 2008). Além dos variantes
citados, existem mais de 163 genes de risco para IBDs identificados. Alguns dos mais relevantes

clinicamente estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Lista de genes de risco para doengas inflamatérias intestinais (WANG et al., 2018).

Resposta do sistema imune inato

Nod2

Atgl6L1 Homeostase da mucosa e degradacao de componentes
celulares (autofagia)

IL23R Receptor de citocina tipo 1
Citocina associada ao risco de desenvolvimento de

IBD5
doenga de Crohn

TLRA Receptor Toll-like. Detecta lipopolissacarideos de
bactérias gram-negativas e ativa o sistema imune

OCTN1 Proteina presente na membrana plasmética responsavel
pelo cotransporte de fons de sédio e ergotioneina

RGM Regula a autofagia em resposta a patoégenos intracelulares

DLGS Proteina importante em sitios de contato intercelular

LRRK2 Substrato para autofagia mediada por chaperonas

PTPN22 Influencia na resposta dos receptores de celulas T e B

IL10R Intermedeia o sinal imunosupressor da interleucina 10, inibindo
a sintese de citocinas pro-inflamatoérias

TNF Citocina envolvida na inflamagao sistémica

A informacao sobre os genes de susceptibilidade as doengas inflamatérias intestinais
tém sido obtidos por estudos de associacao ampla do genoma (GWAS) (HENDERSON;
STEVENS, 2012). GWAS ¢ a andlise de como variantes genéticos estao distribuidos entre

individuos de diferentes populagoes. A partir dessas andlises, é possivel determinar associacoes
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entre os variantes e diferentes doengas (NORRGARD, 2008), como no caso dos genes de

susceptibilidade as IBDs descritos na secao anterior.

Enquanto as informagoes sobre a susceptibilidade genética dos individuos com IBDs sao
obtidas a partir de GWAS, informacoes do microbioma intestinal sdo obtidas pela exploragao
de tecnologias como 16S rRNA, metagendmica whole genome shotgun (WGS), metatranscripto-
mica e metaprotedmica. Estudos de 16S rRNA e metagendomica permitem a identificacao das
caracteristicas relacionadas & microbiota de individuos com IBDs e sdo tteis para inferéncias
primarias associadas a doenca. Entretanto, essas analises excluem informacoes essenciais sobre
a presenca ou auséncia de proteinas microbianas que sdo importantes para o estudo completo
da interagao microbioma-hospedeiro. Os estudos de metatranscriptomica fornecem um pa-
norama mais completo a respeito das proteinas expressas pela comunidade microbiana do
individuo, como por exemplo informacgoes sobre a diferenca entre os transcritos microbianos de
individuos saudéveis e individuos com IBDs (ERICKSON et al., 2012; PRESLEY et al., 2012;
JUSTE et al., 2014). Entretanto, apesar desses avangos tecnologicos, nao ha esclarecimento
suficiente dos mecanismos moleculares e vias de sinalizacao do hospedeiro que sdo mediadas

por proteinas microbianas, seja de individuos saudéaveis ou doentes.

1.6 Redes biolégicas

As informagbes obtidas por dados 6micos resultam em dados moleculares de larga
escala que necessitam de uma analise computacional para a interpretagao de seu contexto
biolégico (REDESTIG et al., 2018). Essa etapa representa um dos maiores desafios da ciéncia
atualmente, uma vez que a quantidade de dados gerados ultrapassa a lei de Moore. Isso
significa que a quantidade de dados bioldgicos aumenta exponencialmente mais rapido do que
a capacidade computacional de armazenar e processar os dados obtidos com as tecnologias
disponiveis atualmente (OLIVEIRA, 2019). Deste modo, o desenvolvimento de novos métodos
para analise computacional de dados biolégicos de larga escala é imprescindivel para o avanco

das ciéncias bioldgicas.

Outro desafio estd na conjuntura de como as analises biolégicas sao tradicionalmente
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feitas: assume-se que os sistemas bioldgicos podem ser subdivididos em mddulos e busca-se
entendimento de suas partes separadamente. Essa abordagem é chamada de reducionista.
Entretanto, uma analise fragmentada do sistema nem sempre encontra as resultados satisfato-
rios, pois os organismos sao sistemas complexos e interconectados em diversos niveis. Deste
modo, a biologia de sistemas emergiu com a necessidade de uma abordagem holistica que
pudesse levar em conta o cendrio bioldgico como um todo (GREEN et al., 2017; JUNKER,;
SCHREIBER, 2008).

Uma das estratégias utilizadas na biologia de sistemas para uma investigacao global
¢ a utilizagao de redes para a andlise dos dados 6micos (JUNKER; SCHREIBER, 2008).
A partir da geragdo de redes de dados 6micos é possivel inferir modelos que sdo utilizados
para a predicdo de padroes presentes em diferentes condigoes, como por exemplo saudavel
e patolégica (BADER; KiHNER; GAVIN, 2008). Também é possivel gerar diversos tipos
de redes biolégicas com diferentes niveis de interacao molecular e dados émicos, como por
exemplo redes regulatdrias, redes de interacao de proteinas e redes metabdlicas (JUNKER,;

SCHREIBER, 2008).

As redes de interagoes proteina-proteina (PPIs) apresentam alto potencial em repre-
sentar o funcionamento de processos bioldgicos e também ser utilizadas para tragar modelos
de vias moleculares, pois grande parte dos processos bioldgicos da célula sdo controlados por
interagoes fisicas entre proteinas, bem como muitas doengas sao atribuidas a alteragoes dessas
interagoes (JUNKER; SCHREIBER, 2008). Ha diversos métodos de averiguar a interagao
entre duas proteinas, sendo os mais usados o sistema Y2H (do inglés, yeast two-hybrid system)
e AP-MS (do inglés, Affinity Purifications/Mass Spectrometry) (BADER; KiHNER; GAVIN,
2008). Entretanto, os métodos experimentais apresentam limitagdes como baixa cobertura e
vieses de localizacao celular e de tipos de proteinas, além do custo financeiro. Deste modo, a
utilizacao de métodos computacionais de predicao de interacdo entre proteinas mostra-se uma
alternativa viavel para simulagoes prévias de candidatos a interacao e também pode conceder
informacoes a respeito dos detalhes das interagoes que nao é possivel observar pelos métodos

experimentais (SHOEMAKER; PANCHENKO, 2007).

Dentre os diversos métodos computacionais de predicao de PPIs estao incluidas abor-
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dagens que utilizam co-localizagao dos genes em um cluster, padroes de co-evolucao entre
proteinas, co-expressao de genes, perfis filogenéticos e também a presenca de dominios e
motifs nas proteinas (SHOEMAKER; PANCHENKO, 2007). A maior parte das interacoes
entre as proteinas ocorrem entre regioces especificas chamadas dominios e motifs. Dominios
sao regides da estrutura da proteina que reconhecem alvos e ligam-se a dominios ou motifs
de outras proteinas (BADER; KiHNER; GAVIN, 2008). Motifs, por sua vez, sdo pequenas
sequéncias conservadas de aminoacidos localizadas no C-término da proteina e é uma regiao
de baixa afinidade de ligagdo (KORCSMAROS et al., 2013). Bancos de dados como DO-
MINE (YELLABOINA et al., 2011), PFAM (EL-GEBALI et al., 2019) e ELM (GOUW et al.,
2018) contém informagoes preditas e/ou experimentalmente validadas sobre quais dominios e

motifs que interagem entre si.

Redes de Interacao Microbioma-Hospedeiro

A grande maioria das ferramentas computacionais e bancos de dados de interagao entre
proteinas é direcionada a moléculas pertencentes a uma tnica espécie e técnicas experimentais
para a obtenc¢ao dessas informagoes sao demoradas, financeiramente e computacionalmente
custosas (NOURANI; KHUNJUSH; DURMUs, 2015; DYER; MURALI; SOBRAL, 2008;
DYER et al., 2010; GOULD et al., 2018; WEIMER et al., 2018; FOLEY et al., 2013).
Entretanto, o estudo das interagoes microbioma-hospedeiro sao importantes para o avango
de diversos campos como agricultura, pecuaria, biotecnologia e saude. Independente do
organismo, a interag¢ao microbioma-hospedeiro ocorre a partir da interacao entre moléculas
como proteinas, metabodlitos e pequenos RNAs secretados por ambos microbioma e pelo
hospedeiro (HEINKEN et al., 2013; NOURANI; KHUNJUSH; DURMUs, 2015; KATTYAR-
AGARWAL; JIN, 2010). As moléculas dos micro-organismos tém o potencial de interagir com
as moléculas do hospedeiro, que podem lancar cascatas intracelulares capazes de afetar a
expressao de genes chave e interagir com proteinas, assim modulando processos biol6gicos
do organismos hospedeiro. Deste modo, redes de interacao microbioma-hospedeiro fornecem
informacoes de como as interagdes entre suas moléculas interferem na fisiologia e metabolismo

do hospedeiro (GUVEN-MAIOROV; TSAI; NUSSINOV, 2017), tendo o potencial de langar
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luz em como os micro-organismos podem estar relacionados no desenvolvimento de doencas,

como as IBDs.
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Phases of autophagy
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Gene name Protein name UniProt ID
ULKI Serine/threonine-protein kinase ULK 1 75385
ULK2 Serine/threcnine-protein kinase ULK2 QBIYTS
RBICCI RE I-inducible coiled-coil protein 1 QTDY2
ATGI3 Autophagy-related protein 13 075143
ATGI01 Amophagy-related protein 101 (QYBSB4
pH2SOSTMI | Sequestosome- 1 Q13501
ATG2A Autophagy-related protein 2 homolog A QITAZO
ATG2B Autophagy-related protein 2 homolog B Q96BYT
Wiprll WD repeat domain phosphoinositide- Q5MNZ9
interacting protein 1

WIFPL2 WD repeat domain phosphoinositide- Q9Y4PE
interacting protein 2

BECNI Beclin-1 Q14457

ATGI4 Beclin 1-associated antophagy-related QGZNES
key regulator

PIK3R4 Phosphonositide 3-kinase regulatory Q99570
subunit 4

PIK3C3 Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic QENEBY
subunit type 3

UVRAG UV radiation resistance-associated gene Q9P2YS
protein

AMBRAI Activating molecule in BECN1-regulated | Q9COC7T
autophagy protein 1

ATG3 Ubiquitin-like-conjugating enzyme QONTE2
ATG3

ATGHA Cysteine protease ATG4A QBWYNO

ATG4B Cysteine protease ATG4B Q9Y4P1

ATGH4C Cysteine protease ATG4C Q96DT6

ATG4D Cysteine protease ATG4D QB6TLO

ATGS Autophagy protein 5 QOHIYD

ATG7 Ubiquitin-like modifier-activating 095352
enzyme ATGT7

MAPILC3A Microtubule-associated proteins 1A/1B QYH492
light chain 3A

MAPILC3B Microtubule-associated proteins 1A/1B Q9GZ08
light chain 3B

MAPILC3C | Microtubule-associated proteins 1A/1B Q9BXW4
light chain 3C

MAPILC3B2 | Microtubule-associated proteins 1A/1B AGNCET
light chain 3 beta 2

GABARAP Gamma-aminobutyric acid receptor- 095166
associated protein

GABARAPLI | Gamma-aminobutyric acid receptor- Q9YHORE
associated protein-like 1

GABARAPL?2 | Gamma-aminobutyric acid receptor- P60520
associated protein-like 2

GABARAPL3 | Gamma-aminobutyric acid receptor- QIBY60
associated protein-like 3

ATGOA Autophagy-related protein 9A 7z3Cs__ I

ATGIO Ubiquitin-like-conjugating enzyme QYHOYOD
ATG10

ATGI2 Uhiquitin-like protein ATG12 094817

ATGIGLI Autophagy-related protein 16-1 Q67615

ATGI6L2 Autophagy-related protein 16-2 QENAAS

FYcol FYVE and coiled-coil domain-containing | Q9BQSE
protein 1

TECPR! Tectonin beta-propeller repeat-containing | Q7Z6L1
protein 1

Figura 3: Tabela contendo os genes que compdem a maquinaria de autofagia e as etapas a que estao
relacionados (KUBISCH et al., 2013)
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ESTRESSE
Formacdo da membrana .
+ Baixa disponibilidade de de isolamento Autofagossomo Autolisossomo

nutrientes

Indugdo da autofagia

b
a

Lisossomo

Figura 4: Etapas do processo de autofagia. Primeiramente, a indugao da autofagia por condigoes
de estresse induz a formagdo da membrana de isolamento do autofagossomo. Quando
a formacdo do autofagossomo se completa, ele fusiona-se com o lisossomo, que contém
enzimas de degradacao, formando o autolisosssomo. No autolisossomo, os componentes
sao degradados e suas moléculas sao liberadas para a utilizagdo na sintese de novos
componentes celulares.
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2 Justificativa e Proposta

Na tultima década, a incidéncia das doengas inflamatorias intestinais tém aumentado
progressivamente. Embora apresente maior predominancia em paises desenvolvidos, paises da
América Latina como o Brasil, tém apresentado aumentos significativos na manifestagdo das
doencas: do ano de 1988 a 2012 houve um aumento percentual anual de 11,1% nos casos de
doenca de Crohn e 14,9% nos casos de retocolite ulcerativa, com tendéncia de aumento nos

anos seguintes (NG et al., 2018).

Projetos que visam estudar IBDs com parcerias internacionais sado de extrema relevancia,
pois paises como a Inglaterra - onde a doutoranda realizou doutorado sanduiche - possuem
mais recursos, maior quantidade de dados e maiores avancos nas pesquisas, pois ja vem
enfrentando problemas com essas doengas em maior escala e anteriormente aos paises da
América Latina. Trazer esse conhecimento com potencial para novas tecnologias relacionadas a
cura, tratamento e profilaxia de IBDs para o Brasil passa a ser uma questao de saude ptblica
visto as estatisticas de crescimento de pacientes com IBDs e o prejuizo que os pacientes
apresentam em sua qualidade de vida. Além disso, a metodologia proposta tem o potencial de

ser aplicada em outras problematicas, outras doencas e outros organismos.

Nesse estudo propomos a utilizacdo de uma abordagem computacional integrada que
acessa o impacto potencial de proteinas microbianas diferencialmente presentes em pacientes
com doenca de Crohn e individuos saudaveis. Utilizamos assinaturas de interacao baseadas nas
caracteristicas estruturais das proteinas para predizer a interacao entre receptores de proteinas
humanas e proteinas microbianas expressadas unicamente em individuos com DC ou saudéveis.
O conjunto de dados de proteinas microbianas foi obtido de um estudo sueco (ERICKSON et
al., 2012) que identifica diferengas metaprotedmicas entre duplas de gémeos dos quais um deles
fora diagnosticado com DC e o outro ndo. Comparando os pares de gémeos entre si, é possivel
desprezar a variabilidade genética como principal fator deterministico contribuindo para a
doenca. Também determinamos vias de sinalizagao e processos biologicos em potencial pelos

quais genes de autofagia, um dos principais processos relacionados com o desenvolvimento
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de DC, podem ser afetados pela ligacao das proteinas microbianas aos receptores humanos.
Utilizando testes de enriquecimento e informagao a priori, fomos capazes de identificar cadeias
sinalizadoras canonicas e nao candnicas relacionadas a processos modulados unicamente pelas

proteinas encontradas em individuos com DC.

Hipotese

“A autofagia é modulada pelo microbioma intestinal. Essa modulagdo ocorre de

maneiras diferentes entre individuos com doenga de Crohn e individuos sauddveis.”

L BN s

Interagdes proteina- PPIs direcionadas InteracGes
proteina (PPIs) verificadas transcricionais
preditas verificadas
Membrana

celular humana

Genes de

Proteinas .
autofagia

bacterianas

Fator de
transcrigao

Proteinas humanas
extracelulares ou da
membrana celular

Figura 5: Sugerimos que as proteinas bacterianas interagem com proteinas receptoras humanas
que provoca cascatas de sinalizagdo pelas quais a expressao dos genes de autofagia sao
modulados.

“Quais sao as diferengas nos mecanismos moleculares pelos quais as
proteinas dos individuos saudaveis e com doenca de Crohn modulam a

autofagia?”
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3 Objetivos

O principal objetivo dessa tese é identificar e caracterizar os possiveis mecanismos
moleculares mediados pela microbiota disbidtica na Doenca de Crohn. Para esse fim utilizamos
vias de sinalizacao e redes de interacao moduladas a partir de dados de metagendémica e

metaprotedmica de individuos com DC.

Objetivos
e analisar se e como as proteinas bacterianas de pacientes com DC podem modular a
autofagia;

e identificar proteinas microbianas chaves que podem induzir ou impedir o desenvolvimento

das DC;

e identificar microrganismos chave para a modulagao diferencial da autofagia e de outros

mecanismos moleculares associados a doenga;

e estabelecer um protocolo computacional para analise de interagao microbioma-hospedeiro

a nivel molecular utilizando uma abordagem de biologia de sistemas
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4 Metodologia

A metodologia utilizada nessa tese foi desenvolvida pela autora com o auxilio de seus
colaboradores do Instituto Earlham (Norwich, Inglaterra). A figura 6 apresenta um esquema

geral do método desenvolvido e sera citada ao longo do capitulo.

1. Compilagdo de proteinas 3. Compilacdo de redes 4, Selecdo de vias pela expressdo de genes
multicamadas
Proteinas direcionadas Selecdo de genes

Proteinas receptoras alvas importantes Sgleuiﬁa dns_genes

bacterianas humanas InteracBes o e mais dlferednclalmen‘te
ina- i studado BXpressos e acordo
proteina-proteina e * chm conjuntos de
dados de
— - Interacdes . .
2. Predigdo de interagdio trancricionais ‘ e sk i
microbioma-hospedeire

DOMINE
dominio - dominio

ELM
dominio - matifs

5. Selecdo das vias por especificidade 6. Selegdo de vias pelo
tipo de interagdo final

Vias especificas Vias =2 Manter somente as vias
para somenta especificas: .
o nas guais os genes alvos
- um.:r & :ﬁ;:scnndi Oes =9 \ados
condiches i transcricionalments

A A A A A A,

ﬂg:\/ \.b ﬁf/ \.h "l .o
7t Totr * e

Figura 6: Esquema ilustrando as etapas do método desenvolvido. O método inicia com a compilagao
de proteinas bacterianas e receptores humanos, seguido da predi¢do das interacoes entre
eles. Em seguida, foi feito um filtro das interacoes, e, a partir do resultado obtido, foram
compiladas redes com camadas de interagoes transcricionais e PPIs. Essas redes foram
posteriormente filtradas pela selecdo dos genes diferencialmente expressos, especificidade
da rede e, finalmente, as tultimas interagoes das vias para a obtencao do modelo final.
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4.1 Interacdo microbioma-hospedeiro

A primeira parte do método consiste na busca de quais proteinas microbianas e protei-
nas humanas potencialmente interagem entre si. Para isso, primeiramente foram compiladas
as proteinas bacterianas presentes unicamente em individuos com DC ou saudéveis e também
as proteinas humanas mais provaveis de interagir com as bacterianas, de acordo com sua
localizagao (Figura 6.1). Depois da compilacao das proteinas, foi realizada a predigdo de quais
proteinas bacterianas tém o potencial de interagir com quais proteinas humanas utilizando

informagoes de interagoes dominio-motif disponiveis em bancos de dados (Figura 6.2).

Compilacao de dados

e Proteinas bacterianas

A lista de proteinas bacterianas foi obtida do conjunto de dados disponibilizado

por (ERICKSON et al., 2012).

Nesse estudo, Erickson e colaboradores extrairam o metaproteoma de amostras de
fezes de seis pares de gémeos monozigéticos com doenga de Crohn ileal (IDC) ou coldnica

(DCC)!. Mais detalhes sobre as amostras do estudo estao apresentados na tabela 2.

As informagdes das proteinas bacterianas disponibilizadas por (ERICKSON et al.,
2012) sao anotagoes de cédigos de dominios Pfam e de outras bases de dados de acordo com

a similaridade de cada uma com proteinas disponiveis.

e Proteinas humanas

As proteinas humanas utilizadas para a predi¢ao de interacao com as bacterianas foram
as localizadas na matriz extracelular e membrana plasmaéatica de acordo com os seguintes

bancos de dados (Figura 7.2):

1

Para a simpificacdo da andlise, ndo consideramos as localizagbes das amostras, considerando ambas IDC e
DCC como DC.
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Tabela 2: Tabela contendo os detalhes dos pacientes dos quais foram obtitas as amostras do estudo
de (ERICKSON et al., 2012).

Ano de nascimento | Fenétipo | Sexo | Ano do diagnéstico | Cirurgia (ano)
1951 Saudavel | F - -
1951 Saudavel | F - -
1947 CCD M 41 -
1947 CCD M 40 -
1962 ICD F 23 1985
1962 ICD F 24 1986
1953 ICD M 23 1980
1953 ICD M 23 1976
1954 ICD F 20 1974
1954 Saudéavel | F - -
1953 ICD M 20 1973
1953 Saudavel | M - -

e ComPPI: contém informagoes da localizagao das proteinas na célula (VERES et al.,

2015);

e MatrixDB: contém interagoes moleculares de componentes extracelulares (LAUNAY et

al., 2015);

e Human Protein Atlas (HPA): contém informagdes das localizagbes das proteinas em

6rgaos, tecidos e células (UHLéEN et al., 2015);

Essas as localizacoes foram selecionadas porque sdo onde as interac¢oes entre as proteinas

bacterianas e as humanas sao mais provaveis de acontecer.

Predicao de interacao microbioma-hospedeiro

Depois de compilar os conjuntos de proteinas humanas e bacterianas, foi feita a
predicao de quais estdo propensas a interagir. Para essa predicao, foram utilizadas informagoes
referéncia de interagoes dominio-dominio e dominio-motifs obtidas nos bancos de dados
DOMINE (YELLABOINA et al., 2011) e ELM (GOUW et al., 2018), respectivamente (Figura
6.2 e Figura 7.3). Esses bancos de dados possuem listas de interagoes entre dominio-dominio

e dominio-motif ja conhecidas na literatura e sdo considerados o repositorio de padrao ouro
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para esse tipo de dados. A comparacao dos dominios e motifs coletados com os de referéncia

foi feita por codigos desenvolvidos in-house na linguagem de programacao Python.

Depois de obter os pares putativos, foram aplicados dois filtros para selecionar as
interagoes de maior relevancia. O primeiro trata-se de um filtro estrutural e visa excluir
interagoes das quais o motif localiza-se dentro de dominios globulares ou dentro de regioes
desordenadas com o intuito de reduzir o niimero de predi¢oes falso-positivas. Os bancos de
dados utilizados para a obtengao dessas informagoes foram ITUPRED (DOSZTANYT et al.,
2005), PFAM (EL-GEBALI et al., 2019) e InterPro (MITCHELL et al., 2019) (Figura 7.4.1).
O segundo filtro refere-se a especificidade do receptor: foram mantidos somente os receptores

que interagem com somente uma das condigoes (saudavel ou DC) (Figura 7.4.2).

1. Compilacdo das proteinas bacterianas 3. Predigdo de interagdo microbioma-humano 4. Filtros de selecdo
Metaproteoma de Erickson (2012) Bancos de dados nterach estrutural das
ncos al nteragbes entre
ELM e DOMINE: proteinas do Insorachas
\ interagdes microbiona e dos
i b J dominio-motif & humanos
-‘? J d imia-d .
\ ~ .91' r__T lominio-dominio “
> v
® o °© I — d
I — > v 4
) ' > v x &
Célula intestinal > v X Q
2. Compilagio das proteinas humanas X . * v l::ﬁ:ll)
Localizadas na matriz extracelular ou membrana
celular das células intestinais

Figura 7: Figura ilustrativa do método de predi¢ao de interagao entre proteinas. Depois da predigao
das proteinas bacterianas e receptores humanos, utilizou-se os bancos de dados ELM
e DOMINE para consultar possiveis interagées dominio-motif e dominio-dominio que
podem estar presentes nas proteinas compiladas. Posterior a predigao, realizou-se um
filtro que excluiu interagoes pouco provaveis de ocorrer de acordo com sua estrutura.
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4.2 Compilacdo da rede do hospedeiro

Nesse ponto do processo temos uma lista de possiveis PPIs entre as proteinas bacteria-
nas e as receptoras humanas das condi¢oes de doencga de Crohn e saudaveis. Para avaliar como
essas proteinas bacterianas podem potencialmente modular os processos bioldgicos, foram
compiladas redes diretas® de interacio proteina-proteinas (PPIs) e interagdes transcricionais
(TRIs) a partir dos receptores humanos presentes nessa lista (Figura 6.3). As PPIs e TRIs
foram obtidas dos bancos de dados OmniPath (TGREI; KORCSMAROS; SAEZ-RODRIGUEZ,
2016), HTRI (BOVOLENTA; ACENCIO; LEMKE, 2012) e TRRUST (HAN et al., 2018).

Esses bancos de dados contém vias de sinalizagdo com PPIs e/ou TRIs manualmente curadas.

Depois de obtidas as redes, foram selecionadas vias de sinalizagdo que iniciam nos
receptores humanos e chegam até uma das 38 proteinas de autofagia (Figura 3) (KUBISCH et
al., 2013) (Figura 6.4). A autofagia foi utilizada como principal processo biolégico da rede por
ser um dos processos mais modificados na doenga de Crohn, por ter alto impacto em outros

processos relacionados a doenga e porque apresenta diversos genes de risco caracteristicos da

DC.

Foram mantidas somente vias de sinalizagdo com até quatro proteinas de comprimento.
A utilizacao desse critério foi importante para que possamos selecionar vias biologicamente
relevantes, ou seja que contenham interacoes que causem impacto no funcionamento do
organismo. As vias consideradas iniciam com os receptores na superficie ou fora da célula,
inclui genes no citoplasma interagindo fisicamente e finaliza com genes nucleares. Um niimero

inferior de interagoes nao seria biologicamente plausivel.

Para selecionar as vias mais biologicamente relevantes no contexto da doenga de Crohn,

a rede foi submetida a algumas etapas de filtragem.

2 Uma rede direta é composta de interacdes diretas. Sao consideradas interacdes diretas quando a direcdo

da interagdo entre dois nés é conhecida (JUNKER; SCHREIBER, 2008)
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Genes diferencialmente expressos

Primeiramente, foram buscados quais genes de autofagia eram mais diferencialmente
expressos entre individuos com DC e saudaveis. Para essa analise, foram selecionados trés
conjuntos de dados de transcriptomica que contém dados de expressao diferencial entre
genes de individuos saudéaveis versus individuos com DC no banco de dados de transcripto-
mica GEO (BARRETT et al., 2013). Para o processamento dos dados e calculo do fold
change (logFC) para a obtengao de valores de expressao diferencial, foi utilizado o programa

GEO2R (BARRETT et al., 2013) com os pardmetros pré-definidos.

A partir dos valores obtidos pelo GEO2R, foram selecionados os genes de autofagia

mais diferencialmente expressos de acordo com os seguintes critérios:

adjacent P value maior do que 0.05;

logFC maior do que 0.2 ou menor do que -0.2;

e devem ser diferencialmente expressos (de acordo com o critério 2) e com a mesma

tendéncia em pelo menos 2 conjuntos de dados

Depois de selecionados os genes mais diferencialmente expressos, foram mantidas na

rede somente as vias que atingiam esses genes (Figura 6.4).

Especificidade da rede

Na préxima etapa, manteve-se as vias especificas no maximo de camadas possivel. Ou
seja, vias que tinham nés compartilhados entre as duas condi¢oes saudéavel e com DC foram

excluidas (Figura 6.5).

Genes regulados transcricionalmente

Na proxima etapa de filtragem, manteve-se somente as vias cujos genes de autofagia

eram regulados transcricionalmente. Para este intuito, observou-se quais eram os tipos de
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interacao entre os dois ultimos elementos das vias. Foram mantidos somente as vias que
finalizaram com TRIs e excluidas as que finalizaram com PPIs (Figura 6.6). Utilizamos esse
critério porque o intuito da andlise é obter a informacao a respeito da regulacao dos genes de
autofagia, que estao na ultima camada, nao obstante, utilizamos dados de transcriptomica

para a selecao desses genes.

4.3 Analise de ontologia de genes da rede

Neste ponto da metodologia, ja temos a rede de sinalizacao que inicia com as proteinas
de bactérias e finaliza com a regulagao transcricional dos genes de autofagia. No intuito de
observar quais eram os principais processos biologicos envolvidos na rede além da autofagia,
foi feita uma andlise de ontologia de gene (GO) de processos biolégicos da ultima rede obtida.
O aplicativo do ClueGO v. 2.5.2 (BINDEA et al., 2009) do programa Cytoscape foi utilizado
para executar essa etapa. Foi selecionado um corte de p Value maior do que 0.05 e foram
executadas simula¢des com trés niveis de especificidade de rede: médio, detalhado e entre

médio/detalhado. Os outros pardmetros foram mantidos como padrao do programa.

4.4  Analise taxonbmica putativa

Para obter informagoes sobre a potencial origem taxonomica das proteinas bacterianas
presentes na rede final, foram utilizadas informagoes de (WILLING et al., 2010), que executou
uma analise taxondmica por 16S rRNA das mesmas amostras de (ERICKSON et al., 2012).
Os dados deste estudo fornecem informagoes de quais espécies estavam presentes nas amostras
e quais eram tunicas de individuos saudéveis e com DC. As informagoes taxondmicas de (WIL-
LING et al., 2010) foram entdo cruzadas com as informagoes funcionais de (ERICKSON
et al., 2012) para verificar quais dominios das proteinas bacterianas que podem ocorrer em
quais taxons presentes nas amostras. Os dados sobre quais dominios sao encontrados em
quais taxons foram obtidos no banco de dados PFAM (EL-GEBALI et al., 2019), que tem

a informacao sobre a ocorréncia de dominios e familias de proteinas em espécies e taxons
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superiores.
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5 Resultados

5.1 Predicao da interacao de proteinas microbioma-hospedeiro

Primeiramente foram obtidas proteinas bacterianas diferencialmente expressas pre-
sentes em individuos saudaveis e com DC do estudo (ERICKSON et al., 2012). Foram
selecionadas somente as proteinas diferencialmente expressas entre as duas condig¢oes. No total,
foram obtidas 1221 proteinas microbianas exclusivas de amostras saudaveis e 865 proteinas

microbianas encontradas em amostras de pacientes com DC.

A seguinte etapa foi a compilagdo de proteinas humanas localizadas na matriz extrace-

lular e membrana celular. Um total de 3601 proteinas humanas foram compiladas.

Depois, foi executada a predicao de interagoes entre proteinas humanas e bacterianas
compiladas nas etapas anteriores. Um total de 1921 interagoes foram preditas: 433 de proteinas
bacterianas de individuos saudaveis e 1488 de individuos com DC. A informagao sobre essas
interacoes e seus motifs respectivos podem ser encontradas nos Resultados Suplementares,

aba n° 1.

5.2 Rede de sinalizacao

A proxima etapa foi a compilagdo de redes de sinalizacao de bancos de dados com
informacao de PPIs e TRIs. Foram mantidas somente as interacoes direcionadas. No total,
foram obtidas 61756 interacoes PPIs do banco de dados OmniPath, e 60322 TRIs dos bancos
de dados HTRI e TRRUST. Das redes compiladas, foram selecionadas vias que iniciam com os
receptores que interagem com proteinas microbianas e finaliza com as proteinas de autofagia
selecionadas. Isso resultou em 125506 cadeias de proteinas (com no méximo 4 proteinas),

13221 interagoes e 2212 nés no total (Figura 8).

Como as vias apresentam tamanho maximo de até 4 proteinas, pode-se observar a


https://docs.google.com/spreadsheets/d/10gMWoMmOPTlZh3tXes-zZwqCY1m4xWhz8exEtTfE688/edit?usp=sharing
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organizacao da rede em uma estrutura de 5 camadas que inicia nas proteinas bacterianas e
chega até os genes de autofagia. A primeira camada é constituida de proteinas bacterianas que
interagem com os receptores, presentes na segunda camada. Os receptores estao conectados a
proteinas intermedidrias (3* camada e 4* camada) que os conectam aos genes de autofagia,

na 5* camada, como ilustrado na Figura 8.

BACTERIANAS ; HUMANAS

HUMANAS
(AUTOFAGIA)

1 camada 5% camada

Figura 8: Primeira rede de interagao obtida. Cada n6 em forma de circulo e quadrado (1% até 4%
camadas) representam proteinas. Os nés em formato de tridngulo (5* camada) representam
genes de autofagia.
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Filtro por expressao dos genes de autofagia

Para manter somente as vias biologicamente relevantes no contexto do desenvolvimento
das DC, foram selecionados 3 conjuntos de dados de transcriptomica que contém informacoes
sobre genes de autofagia diferencialmente expressos entre pacientes saudaveis e com DC.
Esses conjuntos de dados foram obtidos pelo banco de dados GEO, e apresentam codigo
GEO GSE36807 (MONTERO-MELéNDEZ et al., 2013), GSE75214 (VANCAMELBEKE
et al., 2017) e GSE9686 (CAREY et al., 2008). Os detalhes sobre as amostras utilizadas
nesses estudos esta apresentado na tabela 3. A selecao desses conjuntos de dados foi feita
levando em conta qualidade dos dados presentes. Para essa avaliagao foram gerados graficos
de distribuigao de logFC wversus valor P para avaliar a distribuicao dos dados (Figura 9).

Tabela 3: Tabela contendo os detalhes dos pacientes dos quais foram obtitas as amostras dos
conjuntos de dados obtidos pelo GEO.

CD Controle
GSE36807 | Feminino 4 7 (F+M)
Masculino 9

Faixa de idades | 31-60 (n=10), <=30 (n=1), >60 (n=2) | —

GSE7214 | Feminino 31 (ICD), 6 (CCD) 11
Masculino 20 (ICD), 2 (CCD) 11
Faixa de idades | 29-54 (ICD), 34-44 (CCD) 52-73

GSE9686 | Feminino 8 9
Masculino 9 11
Faixa de idades | 5,4-17.3 5,7-18,1

Os genes de autofagia e seus respectivos valores em cada conjunto de dados estao

apresentados na Tabela 4. De acordo com os critérios descritos na se¢do de Metodologia, foram

selecionados 5 genes de autofagia do total de 38: ATG4D, ATG7, LC3A, LC3B e WIPIL.

Filtro por especificidade das vias

Observa-se na rede apresentada na figura 8 que muitos nos de proteinas humanas

compartilham conexao de proteinas bacterianas de ambas as condig¢oes DC e saudaveis. Para
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Figura 9: Graficos de distribui¢ao dos valores de expressao de cada amostra dos transcriptomas
obtidos.

que a rede apresente maior especificidade possivel, ela foi submetida a etapa de filtragem
pela especificidade dos seus componentes. Primeiramente, filtramos os receptores. A figura
10 apresenta a rede depois da exclusao das vias com receptores que continham interagoes
com ambas proteinas bacterianas especificas de DC e de saudavel. Essa também apresenta

somente as vias que finalizam com os 5 genes selecionados na etapa anterior.

Em seguida, foi realizada a filtragem das proteinas das camadas intermediérias (32,
4% e 5*). Foram filtradas as vias que continham proteinas da 3* camada conectadas a ambos
receptores de DC e de saudéavel. Entretanto, na 4* e 5* camada da rede nao hé nds especificos,
portanto, foram mantidos os nés compartilhados. Depois dessa filtragem, a rede totalizou 65

nos e 102 conexoes (59 PPIs, 3 PPIs + TRIs e 40 TRIs) (Figura 12).
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Figura 10: Imagem da segunda rede obtida depois da filtragem de especificidade dos nés de proteinas
receptoras humanas e de proteinas de autofagia diferencialmente expressas.

Filtro por regulacdo transcricional dos genes de autofagia

Em seguida, foram excluidas as vias que apresentavam interagoes PPIs entre a 4* e 5?

camada. Deste modo, a 4* camada passou a ser composta de fatores de transcri¢ao.

Dos 65 nés da rede da figura ?7), 6 sdo especificos da condi¢ao saudével, incluindo
uma proteina bacteriana: Tripsin-like serine protease. 9 nés localizados na 4* e 5* camadas
nao sao especificos. Eles incluem os fatores de treanscricaio GATA1, AR, ATF1, GATA3 e
FOXP3 e os genes de autofagia ATG4D, ATG7, LC3B and WIPI1. Os outros 50 nds sao
proteinas especificas de DC. Dentre essas, estao inclusas as proteinas bacterianas ATPases
com atividade de chaperona, proteinas Cold Shock, IMP desidrogenase/GMP reductase e
dominio FHA.
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5.3 Analise de ontologia de genes

Nés utilizamos o aplicativo do Cytoscape ClueGO para executar a analise de ontologia

de genes da rede nos niveis Médio, Detalhado e entre os dois na opg¢ao de especificidade do
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Figura 11: Imagem da rede obtida depois da filtragem de especificidade dos nés de proteinas da 32
camada.
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aplicativo. Os trés niveis geraram um total de 131 processos bioldgicos que estao mostrados
na tabela 5. 40 processos foram classificados como importantes para o desenvolvimento de DC.
A tabela completa com todos os processos identificados estd nos Resultados Suplementares,

aba n° 2.

5.4 Analise taxonomica

Foi utilizado o banco de dados PFAM para obter informacgoes sobre quais proteinas
bacterianas encontradas em amostras DC e saudéveis por (ERICKSON et al., 2012) podem ser
originadas de quais bactérias encontradas por (WILLING et al., 2010) nas mesmas amostras.
Willing encontrou 16 géneros bacterianos tnicos de saudaveis e DC, incluindo 6 géneros nao
identificados de 5 filos. Destes, 7 eram tnicos de saudéveis e 9 de DC (Tabela 6 e Resultados

Suplementares, aba n° 3).

Quando foi consultado quais dominios bacterianos ocorrem em quais bactérias pre-
sentes nas amostras, encontramos que Trypsin-like serine proteases, a proteina bacteriana
unica de amostras saudaveis, pode ser originada de géneros nao identificados das familias
Lachnospiraceae e Porphyromonadaceae e de familias nao identificadas das ordens Clostri-
diales and Bacteroidales. A respeito das proteinas bacterianas tinicas de DC, as bactérias
Aeromonas e um género nao identificado de Enterobacteriaceae sao origens potenciais de
todas as 4 proteinas bacterianas selecionadas: ATPases com atividade chaperona, proteinas
Cold shock, IMP desidrogenase/ GMP reductase e proteinas com dominio FHA. Além desses
géneros, Lactobacillus, Citrobacter e Shigella sdo origens putativas de ATPases com atividade
chaperona, proteinas Cold Shock e MP desidrogenase/ GMP reductase. Bactérias do género

Fusobacterium podem ser a origem em potencial de proteinas de dominio FHA (Tabela 6).


https://docs.google.com/spreadsheets/d/10gMWoMmOPTlZh3tXes-zZwqCY1m4xWhz8exEtTfE688/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10gMWoMmOPTlZh3tXes-zZwqCY1m4xWhz8exEtTfE688/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10gMWoMmOPTlZh3tXes-zZwqCY1m4xWhz8exEtTfE688/edit?usp=sharing
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Tabela 4: Tabela com os valores de expressao diferencial de cada gene de autofagia nos conjuntos de
dados de transcriptoma de individuos com doenga de Crohn e saudaveis. Valores acima
de 0.2 representam super-expressao em DC, e valores abaixo de 0.2 representam sub-
expressao em DC. Os valores selecionados em verde representam os genes que cumpriram

todos os critérios citados na sessao de métodos, portanto foram selecionados.

Gene logFC do GSE36807 logFC do GSE75214 logFC do GSE9686
AMBRA1 0.109 -0.12205879 -0.06580779
ATG10 0.03799999999999999 -0.25827022 0.25732727
ATG101 0.115 0.12410138 0.02396701
ATG12 -0.017 0.06408043 -0.13592089
ATG13 NA NA 0.1329875
ATG14 -0.241 NA -0.08465198
ATGI16L1 NA -0.1141205 -0.20621658
ATGI16L2 -0.120 NA -0.21900987
ATG2A 0.213 0.01977794 -0.03119577
ATG2B 0.1372 0.11136332000000002 -0.14026669
ATG3 NA -0.28323893 0.24402129
ATG4A 0.293 -0.09962228 -0.02781534
ATG4B -0.237 0.075645625 NA
ATG4C -0.15 0.0637247 NA
ATG4D NA -0.260442 -0.38448015
ATG5 -0.09944999999999998 | NA -0.00696115
ATG7 0.16 0.21075753 0.21176386
ATGI9A 0.361 -0.1623623 -0.15990263
BECN1 NA -0.13805106 -0.01729438
FYCO1 0.006500000000000006 | 0.04576568 0.19988549
GABARAP NA NA 0.12573248
GABARAPLI | NA -0.2310241 0.01513399
GABARAPL2 | -0.148 NA -0.10288038
LC3A -0.212 -0.19826496 -0.235831285
LC3B 0.248 0.066244585 0.29480738
LC3B2 NA 0.16618842 NA

LC3C NA -0.10603317 -0.24714824
PIK3C3 -0.21700000000000003 | -0. 1878576 0.16484507
PIK3R4 NA -0.10192457 0.12888458
RB1CC1 -0.10300000000000001 | NA 0.08459826
SQSTM1 0.107 -0.09995885 -0.10989285
TECPR1 0.181 NA 0.14393926
ULK1 NA 0.05942704 -0.07635967
ULK2 -0.26949999999999996 | -0.0575119 0.13351061
UVRAG NA 0.04312765 0.2856167
WIPI1 0.279 0.2463333 0.23778814
WIPI2 -0.173 -0.00323564 -0.11067068

DA

Valores -0.2 >0.2

Valores -0.2 <0.2

Genes selecionados
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Tabela 5: Tabela com os processos bioldgicos identificados na rede pela andlise de ontologia de

genes.
q Nivel de especificidade
Termo GO (er Genes associados ClueGO
) q . ATG7, MAP1LC3B, Medium, Between Me-
G0O:0000422 autophagy of mitochondrion SREBF1 dium/Detailed
. . . . ATGT7, MAP1LC3B, .
GO:0061726 mitochondrion disassembly SREBF1 Medium
G0:0039519 modulation by virus of host autophagy ATGT Detailed
G0:0039521 suppression by virus of host autophagy ATGT Detailed
GO:0008635 actlvatl?n of cysteine-type endopeptidase activity involved in BAX Detailed
apoptotic process by cytochrome c
GO:0001783 B cell apoptotic process BAX, IL10 Between Medium/Detailed
GO:1990117 B cell receptor apoptotic signaling pathway BAX Detailed
G0:2001237 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway AR, GATA1, MEN1 Medium
. . BAX, CTNNB1, FOXO3, .
GO:0051402 neuron apoptotic process NCOAG Medium
G0:0002904 positive regulation of B cell apoptotic process IL10 Detailed
) A " 3 BAX, CTNNB1, FOXO3, Medium, Between Me-
GO0:0043525 positive regulation of neuron apoptotic process NCOA6 v Bl
i . . BAX, CTNNB1, FOXO3, Medium, Between Me-
G0O:0043523 regulation of neuron apoptotic process NCOA6 dium/Detailed
G0:2000320 negative regulation of T-helper 17 cell differentiation FOXP3 Detailed
G0O:2000317 negative regulation of T-helper 17 type immune response FOXP3 Detailed
G0:0002709 regulation of T cell mediated immunity FOXP3, MAP3K7 Between Medium/Detailed
G0O:2000319 regulation of T-helper 17 cell differentiation FOXP3 Detailed
G0O:2000316 regulation of T-helper 17 type immune response FOXP3 Detailed
. . . FOXP3 GTF2F1 .
. 5 5 5
G0:0002456 T cell mediated immunity GTF2F2, MAP3KT Medium
FOXP3, GTF2F1,
G0:0002250 adaptive immune response GTF2F2, MAP3K?7, Medium
SIRT1
adaptive immune response based on somatic recombination of
. X . p . . FOXP3, GTF2F1, .
G0:0002460 ;narinnzne receptors built from immunoglobulin superfamily do- GTF2F2, MAP3KT Medium
X . . FOXP3, GATA3, GTF2F1, .
G0O:0050663 cytokine secretion GTF2F2, IL10, NCOAG Medium
. . . . FOXP3, MAP3K?7, .
G0:0032623 interleukin-2 production RUNX1 Medium
G0O:0060302 negative regulation of cytokine activity IL10 Detailed
G0O:0045085 negative regulation of interleukin-2 biosynthetic process FOXP3 Detailed
G0O:0045403 negative regulation of interleukin-4 biosynthetic process ZFPM1 Detailed
G0O:0032713 negative regulation of interleukin-4 production FOXP3, ZFPM1 Between Medium/Detailed
G0O:0060300 regulation of cytokine activity IL10 Detailed
. q q mem S Medium, Between Me-
GO:0002718 regulation of cytokine production involved in immune response FOXP3, IL10, MAP3K7 dbivoran /Dt
e . . . . FOXP3, MAP3KT, .
G0O:0032663 regulation of interleukin-2 production RUNX1 Medium
GO:0060318 | definitive erythrocyte differentiation GATA1, ZFPM1 Deteem  Mileahimm /Dt
led, Detailed
i . s FOXO03, GATA1l, PRMT1, Medium, Between Me-
G0:0030218 erythrocyte differentiation SPI1, ZEPM1 hivira /iD)stiakecl
5 . FOXO03, GATA1l, PRMT1, Medium, Between Me-
GO:0034101 erythrocyte homeostasis SPI1, ZFPM1 vy /IDistiakel
G0:0030851 | granulocyte differentiation CEBPE, GATA1, RUNX1 | Medium, = Between —Me-
dium /Detailed
CEBPE, FOX03, GATA1,
G0O:0030099 myeloid cell differentiation NCOA6, PRMT1, RUNX1, Medium
SPI1, ZFPM1
. . . FOXO3, GATA1l, PRMTI1, .
G0:0002262 myeloid cell homeostasis SPI1, ZEPM1 Medium
ang q . s Medium, Between Me-
G0O:0045648 positive regulation of erythrocyte differentiation FOXO03, GATA1, PRMT1 @isran Dtk
. e . . . . FOXO03, GATA1l, PRMT1, Medium, Between Me-
GO:0045639 positive regulation of myeloid cell differentiation RUNX1 v o)kl
q Ang . L. Between  Medium/Detai-
GO:0010724 regulation of definitive erythrocyte differentiation GATA1, ZFPM1 .
led, Detailed
i . . s FOXO03, GATA1l, PRMT1, Medium, Between Me-
G0:0045646 regulation of erythrocyte differentiation SPI1, ZEPM1 vy /iD)stiakel
. . . . . FOXO03, GATA1l, PRMT1, .
GO0:0045637 regulation of myeloid cell differentiation RUNX1, SPI1, ZFPM1 Medium
. . FOXO03, GATA1, PRMT1, .
G0:0048872 homeostasis of number of cells SPI1, ZFPM1 Medium
G0O:0010811 positive regulation of cell-substrate adhesion CDC42, JUP, RAC1 Medium

Grupos de processos |
Mitocondria e autofagia

ATG7, MAP1LC3B, SREBF1

Genes

Apoptose

BAX, IL10, GATA1, MEN1, CTNNB1, FOXO03, NCOA6

Células T FOXP3, MAP3K7, GTF2F1, GTF2F2

Interleucinas e citocinas

FOXP3, MAP3K7, GTF2F1, GTF2F2, SIRT1, GATA3, IL10, NCOA6, RUNX1, ZFPM

Células imunolégicas

GATA1, ZFPM1, FOX0O3, PRMT1, SPI1, CEBPE

Outros

FOXO3, GATAL, PRMT1, SPI1, ZFPM1, CDC42, JUP, RAC1
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Tabela 6: Tabela com os genes bacterianos e suas respectivas origens putativas.

Nome da proteina
(Erickson et al.
2012)

ATPases with
chaperone activity

IMP dehydrogenase /
GMP reductase

Nome e c6-
digo PFAM

Clp_N
(PF02861)

CBS domain
(PF00571)

Condicao

Doenca de
Crohn

Doenca de
Crohn

Taxons de origem potencial

Lactobacillus

Nivel ta-
xondmico

Género

Aeromonas
Citrobacter
Shigella

Género
Género
Género

unidentified Enterobacteriaceae

Lactobacillus
Aeromonas

Género

Género
Género

Citrobacter
Shigella
unidentified Enterobacteriaceae

Género
Género
Género
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6 Discussao

6.1 Analise da rede

Pode-se observar na rede da Figura 77, vias de sinalizagdo tinicas para as condigoes
saudavel e DC por onde os genes de autofagia podem ser modulados. Um dos genes que
mais se destacam é ATG4D: de acordo com a Tabela 4, observamos que é o tnico gene
de autofagia sub-regulado na condicdo de DC. E esperado que os genes da maquinaria de
autofagia estejam super-regulados nas amostras de DC, como é o caso de ATG7, LC3B e
WIPI1, pois os tecidos de DC estao em condigoes de estresse, como a presenca de bactérias
patogenas e estresse oxidativo. Deste modo supoe-se que a expressao nao esperada de ATG4D

esteja sendo modulada diferencialmente pelas proteinas bacterianas das diferentes condicoes.

A familia ATG4 é formada por proteinas que vao de ATG4A-D que desempenham
papel importante na formacao do autofagossomo, sendo responsaveis por primar e delipidar
proteinas da familia ATG8 (KAUFFMAN et al., 2018). Especificamente, ATG4D desempenha
papéis importantes em processos mitocondriais, como producao de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e mitofagia (BETIN et al., 2012). A mitofagia pode ser induzida em casos
de dano mitocondrial, principalmente quando os niveis de EROS esta alto, e permite que
as mitocondrias danificadas sejam degradadas (HAMACHER-BRADY; BRADY, 2016). Na
doenca de Crohn, ha evidéncias sobre a presenca de mitocondrias modificadas, EROs elevados
e deficiéncia de produgao de energia em células de pacientes com DC (AVIELLO; KNAUS,
2017), sugerindo que a mitofagia pode nao estar funcionando apropriadamente nessas células

e a sub-reulagdo da ATG4D na condi¢do de DC pode explicar a disfun¢ao da mitofagia.

A falha na reciclagem da mitocondria gera mais EROS que aumentam o estado
inflamatério da DC (AVIELLO; KNAUS, 2017). Durante a inflamagao, os mecanismos de
sobrevivéncia e morte celular sao regulados de acordo com a severidade do caso. Quando
somente a degradacao de micro-organismos ou organelas podem solucionar o problema, a

sinalizacao de sobrevivéncia é ativada e a autofagia é induzida. Entretanto, em um estado
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inflamado onde as células apresentam condigdes extremas e irreversiveis, a autofagia é inibida,
a apoptose é ativada e a célula é levada a morte. Uma das proteinas responsaveis pela
regulacao entre autofagia e apoptose é ATG4D (BETIN; LANE, 2009b; MESSER, 2017).
Na forma clivada, ATG4D apresenta funcao pré-autofagica ativando a proteina GABARAP-
L1 (y-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 1), que participa na formagao do
autofagossomo. Entretanto, quando a ATG4D clivada esta super-expressa, ela induz a apoptose.
Essa indugao acontece a partir da interagao entre o dominio BH3 (Bcl-2 homology domain 3)
de ATG4D e membros da familia BCL2 (BETIN; LANE, 2009a). Essa familia de proteinas
contém proteinas anti-apoptoticas, como BCL-2 e BCL-XL e pro-apoptoticas como BAX,
BAD e PUMA que interagem umas com as outras pra suprimir ou ativar a morte celular

apoptdtica (KALE; OSTERLUND; ANDREWS, 2018).

De acordo com a nossa predicao, a proteina bacteriana dominio FHA presente na
amostra DC pode interagir com BAX por seu motif LIG_ FHA_2 (TABELA SUPLEMENTAR
DAS INTERACOES). BAX é uma protefna cujas funcoes mais bem descritas ocorrem no
citoplasma e na mitocondria. Entretando, observa-se pelo banco de dados ComPPI (VERES
et al., 2015) que BAX pode estar localizada na membrama celular e na matriz extracelular,
com um score de localizacgao maior do que 0.8 e é nessa localizacao onde ela tem possibilidade
de interagir com a proteina bacteriana. Deste modo, sugere-se que essa interacgdo interfira na
interacao da BAX com outras proteinas como Bcl-2, afetando ambas apoptose e autofagia. A
proteina Bcl-2 também tem funcao de intermediagao entre esses processos, pois atua como
proteina pré-autofagica quando interage com Beclinl e anti-apoptética quando interage com

BAX.

Outra proteina importante na regulagao da apoptose é f-catenina (decodificada pelo
gene CTNNBI1, como aparece na rede da Figura ?7). Essa proteina é um componente da
via canonica de sinalizagao Wnt, sendo essencial para a adesdo entre as células e inibicao
da apoptose em células epiteliais (DONMEZ; DEMIREZEN; BEKSAC, 2016). Essa inibicao
acontece porque [-catenina diminui a expressao da pro-apoptotica DAPK-2 por meio do
fator de transcricado TCF4 (LI et al., 2009), também presente na rede da Figura ??. Nao
obstante, pacientes de DC apresentam defeitos de permeabilidade das células e em proteinas

de juncao (GASSLER et al., 2001) , além também nivel de apoptose aumentada em células
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epiteliais (SABATINO et al., 2003). Deste modo, pode-se sugerir que a intera¢ao da proteina
bacteriana com [-catenina pode estar prejudicando sua func¢do de inibicdo da apoptose e
de mantimento da juncao celular. Outro importante papel desempenhado pela -catenina
¢é na proliferacao celular. Quando ativada, (-catenina transloca-se ao nucleo e liga-se ao
fator de transcricao TCF. Esse gene regula a transcricao de genes como ¢-Myc e Cyclin-D1,
consequentemente aumentando a proliferagao celular. TCF4 é a proteina da familia TCF mais

expressa no epitélio intestinal, e também esta presente na rede da Figura ?77.

A sinalizacdo entre S-catenina e TCF também é conhecida por seu papel na diferenci-
acao e rearranjo de células epiteliais. Quando essa via é suprimida, a diferenciacao das células
tronco em células de Paneth e a migracao de células diferenciadas é prejudicada (BATLLE et
al., 2002). Deste modo, a interacdo entre a proteina da bactéria e a [-catenina tem potencial

de estar impedindo também a recomposicao do epitélio.

Em células saudaveis, a [-catenina regula a adesao entre as células. Quando super-
expressa e nao segregada por E-caderina na membrana celular, é rapidamente fosforilada pelo
complexo de destruigdo (APC)/axin/GSK-35 e é rapidamente degradada. Em tumores, a
inativagao do (APC)/axin/GSK-35 leva ao actiimulo da [3-catenina no citosol, promovendo seu
translocamento ao nticleo. Chegando ao ntcleo, promove a transcrigao de genes de proliferagao,

sobrevivéncia e diferenciagao, que inibem da apoptose (SERAFINO et al., 2014).

Em células epiteliais com DC, a apoptose é aumentada e a proliferacao e diferenciacao
estdo diminuidas. Na rede da Figura 77, observa-se a interagao da proteina bacteriana IMP
desidrogenase/ GMP reductase com [-catenina. Essa interacao é unica da condicao de DC,
portanto sugere-se que a proteina bacteriana possa estar reprimindo a -catenina de forma que
a impeca de translocar-se ao ntucleo. Isso impediria que genes de proliferacao e diferenciacao
sejam expressos pela inducao de [-catenina, prejudicando os processos de renovacao da

barreira epitelial e impedindo a diminuicao da apoptose.

Outra proteina relacionada a genes de proliferacao e diferenciacao que interage com
proteina bacteriana nas condigdes de DC é YBX1. Essa proteina é secretada pelas células de
diferentes linhagens em resposta a sinais inflamatorios. Quando extracelular, ativa o receptor

NOTCHS3, que libera seu dominio intracelular. Esse dominio migra para o ntcleo e ativa genes
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relacionados a proliferagao e diferenciacao celular (RAUEN et al., 2009; INDER et al., 2017).
Devido ao seu papel na proliferagao de tumores, NOTCH3 é proposta ser um alvo terapéutico,
pois limita a metdstase quando desativado (INDER et al., 2017). Embora seu papel nas células
epiteliais intestinais especificamente ainda nao tenha sido encontrado na literatura, supoe-se
que o sequestro de YBX1 pela proteina bacteriana na matriz extracelular possa impedir a
ativagdo da NOTCHS3, evitando expressao de genes de diferenciagao e proliferagao celular por

essa via.

Além do seu papel na diferenciagao e proliferacao celular, NOTCH3 também é respon-
savel pela expressao das proteinas anti-inflamatérias 11-4 e IL-10 (ANASTASI et al., 2003).
(BERNHARDT et al., 2017) demonstrou o papel de YBX1 na progressao da inflamagao no
figado. Eles observaram que macréfagos de ratos deficientes de YBX1 apresentam producao
defeituosa de IL-10, consequentemente apresentando alto nivel de infiltracao de células infla-
matorias no tecido e aumento da produgao de citocinas e chemoquinas como TNF-a, 1L-6,
IL-8 e CCL5. Na rede apresentada na Figura 7?7, a proteina bacteriana Cold Shock presente
unicamente nas condigoes de DC interage com YBX1, que esta conectada com IL-10. Se a
interagao entre a proteina bacteriana e YBX1 interfere nas fungoes intracelulares de YBX1,
pode estar contribuindo para o aumento de inflamagao das células DC por impedir que a
expressao de IL-10 seja ativada por essa via. A deficiéncia de IL-10 é amplamente relatada no
desenvolvimento de IBDs. Essa proteina desempenha importantes papéis para o controle de
inflamacgao, como a modulacao de sintese de proteinas, proliferacao e diferenciacao de macro-
fagos e controle de EROS pela ativagao da mitofagia (IP et al., 2017; RATH; MOSCHETTA,;
HALLER, 2018; SHIM, 2019).

Outra proteina envolvida na mitofagia que interage com proteinas bacterianas unica-
mente presente em amostras de DC é FOXO3 (SONG et al., 2017). Observou-se que FOXO3
pode ser inativada por infec¢ao bacteriana, aumentando o nivel de citocinas pro-inflamatorias
e, desse modo, a inflamacao (SNOEKS et al., 2009). FOXO3 também ¢é envolvida em alguns
processos que também fazem parte da patogénese de DC, como inflamacao, proliferacao
celular, autofagia e, mais uma vez, mitofagia (SNOEKS et al., 2009; HAGENBUCHNER,;
AUSSERLECHNER, 2013). Deste modo, a interacao da proteina bacteriana com FOXO03

pode ser outro meio de facilitar a induc¢ao de DC por meio da interferéncia nesses processos.
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6.2 Analise taxondmica

Para deduzir a origem putativa das proteinas bacterianas presentes na rede da Figura
7?7, realizou-se a andlise taxondémica das proteinas bacterianas. Esse resultado pode ser

observado na Tabela 6.

Como observado na tabela, Trypsin-like serine proteases é a tnica proteina bacteriana
presente unicamente em condi¢oes saudaveis da rede. Essa proteina que desempenha papel
em diversos processos como resposta a choque térmico, lise de parede celular bacteriana,
regulacao da transcricao e outros. Ela é expressada em plantas e animais, portanto supoe-se

que sua presenga nos procariotos possa ser a consequéncia de sua adaptacao no ambiente

hospedeiro (TRIPATHI; SOWDHAMINI, 2008).

De acordo com a andlise, observou-se que Trypsin-like serine proteases pode ser
originada de i) géneros nao identificados das familias Porphyromonadaceae e Lachnospiraceae
ii) familias ndo identificadas das ordens Bacteroidales e Clostridiales. Essas bactérias foram
encontradas em amostras de individuos saudaveis, mas nao em DC na andlise de (WILLING
et al., 2010) e também em outros estudos (LOH; BLAUT, 2012; MONDOT et al., 2016).
Bactérias pertencentes a estes filos estimulam as células T regulatorias a diminuir a inflamacao
intestinal e também sdo produtoras de SCFA (YILMAZ et al., 2019; DONG et al., 2016).
Deste modo, sugere-se que essas bactérias sao importantes para um microbioma intestinal
saudavel (ZUO; NG, 2018) também por causa de outros processos importantes além da

modulacao da autofagia.

Em relacao a origem em potencial das proteinas bacterianas especificas de DC, também
observamos géneros caracteristicos da microbiota disbiotica da doenga. Primeiramente, o
género Aeromonas, pertencente a familia Aeromonadaceae, tem o potencial de ser a origem de
quatro proteinas bacterianas especificas de DC presentes na rede final: ATPases com atividades
de chaperona, proteinas Cold Shock, IMP desidrogenase / GMP reductase e dominio FHA.
Infeccao por Aeromonas, juntamente com outros fatores, é conhecida por levar a IBD e ao

seu relapso (LOBATON et al., 2015).
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Outra familia caracteristica da microbiota de DC que é a potencial origem da maioria
das proteinas bacterianas tnicas de DC é Enterobacteriacreae. Essa familia ja é conhecida
por ter ocorréncia aumentada em DC comparado com saudaveis, sendo considerada um
marcador de DC (LANE; ZISMAN; SUSKIND, 2017; WRIGHT et al., 2015). A familia
Enterobacteriaceae é parte da classe Gammaproteobacteria e muitos patdgenos intestinais
pertencem a essa familia incluindo FEscherichia, Salmonella, Shigella e Citrobacter, que
sao causas de doengas enterégenas (JENKINS et al., 2017). O crescimento aumentado de
Enterobacteriaceae em individuos DC é promovido pelo nitrato produzido pelas células
hospedeiras em condiges inflamatérias (BUTT6; SCHAUBECK; HALLER, 2015). Como
notamos na Tabela 6, Shigella, Citrobacter e um género nao identificado de Enterobacteriaceae
estao inclusas como origens putativas das proteinas ATPases com atividade chaperona,
proteinas Cold Shock, IMP desidrogenase / GMP reductase e dominio FHA. Primeiramente,
Clitrobacter pode ser encontrada em individuos com DC e é conhecida por desempenhar papéis
em processos importantes para o desenvolvimento da doencga, como prejudicar a cicatrizagao da
mucosa e a integridade da barreira epitelial, interferir na composi¢do da microbiota comensal e
induzir a inflamacao (KOROLEVA et al., 2015; MATTHEWS et al., 1980). Shigella, também
é conhecida por estar presente em grande quantidade em amostras de DC (WRIGHT et al.,
2015). Essa bactéria ndo somente coloniza o intestino, mas também escapa da maquinaria de
autofagia quando invade as células (OGAWA et al., 2005; SUDHAKAR et al., 2019). Além
disso, Shigella também é conhecida por aumentar a inflamacao do tecido hospedeiro como
uma estratégia de obtengao de vantagens sobre o microbioma comensal (LIU; PILLA; TANG,

2019).

A bactéria Fusobacterium é uma das origens putativa da proteina dominio FHA,
também é considerada uma bactéria marcadora para doenga de Crohn (PASCAL et al., 2017)
e é associada com o aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, 1L-12,

[1-17e TNF — o (BASHIR et al., 2016).

O outro género de bactéria é Lactobacillus. Ao contrario das outras bactérias identifi-
cadas como origem putativa das proteinas bacterianas de DC, Lactobacillus é normalmente
conhecido como uma bactéria probidtica, mas foi identificado como possivel origem das

proteinas ATPases com atividade chaperona, proteinas Cold Shock e IMP desidrogenase/ GMP
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reductase. Nao obstante, essa foi uma das bactérias testadas para uso como probidtico no
tratamento de DC, mas mostrou-se pouco efetivo na prevencao de relapsos ou mantimento de
remissao da doenga (SCHULTZ et al., 2004; LICHTENSTEIN; AVNI-BIRON; BEN-BASSAT,
2016).

Estudo de probiodticos para a prevencao de relapsos ou indugao da remissao de DC
tém executados, mas nao tem-se obtido muito sucesso. Saccharomyces boulardii, uma espécie
de fungo é a tnica espécies que mostrou efeitos benéficos para manter a remissao de DC
nos pacientes (LICHTENSTEIN; AVNI-BIRON; BEN-BASSAT, 2016). Entretanto, nesse
estudo nao foram incluidos dados de fungos, portanto nao podemos apresentar conclusées
a nivel molecular a respeito. Os géneros de bactérias testadas para probidticos contra DC
em estudos clinicos além de Lactobacillus encontradas na literatura foram Bifidobacterium
e Streptococcus (LICHTENSTEIN; AVNI-BIRON; BEN-BASSAT, 2016). Nenhum desses
géneros pertencem as familias Bacteroidales ou Crostridales, familias que, de acordo com a
nossa analise, podem ser a origem putativa da proteina Trypsin-like serine proteases, presente
na nossa rede como moduladora dos genes de autofagia unicamente presente em amostras

saudéveis.

Deste modo, pode-se sugerir que bactérias dos taxons encontrados como origem
putativa de Trypsin-like serine proteases sejam testados como probidticos de tratamento
de DC. Nos Resultados Suplementares, aba n° 4, estao apresentados os taxons abaixo das
ordens Clostridiales e Bacteroiadales que expressam essa proteina (de acordo com o PFAM).
De acordo com essas informagoes, algumas bactérias podem ser sugeridas como futuros
testes probidticos como Coprococcus (familia Lachnospiraceae), que é um produtor de SCFA,

moléculas ja descritas como benéficas contra a DC.

Esses dados foram sugeridos de acordo com os dados que temos disponiveis até agora.
Entretanto, muitas das espécies citadas ainda nao foram muito bem descritas, como por
exemplo o género Anaerocolumna, da familia Lachnospiraceae. Outra dificuldade dessa anélise
inclui a dificuldade dos pesquisadores do estudo de WILLING et al. de identificar as bactérias
com mais especificidade, principalmente levando em conta que o estudo foi realizado ha nove

anos atras. A dificuldade da andlise funcional também é inerente: poucas proteinas da andlise


https://docs.google.com/spreadsheets/d/10gMWoMmOPTlZh3tXes-zZwqCY1m4xWhz8exEtTfE688/edit?usp=sharing
https://pfam.xfam.org/family/PF00595#tabview=tab7
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de ERICKSON et al. tiveram sua origem identificadas, bem como sua sequéncia completa.

Os estudos de metaprotedomica ainda estao em sua infancia, e mais andlises sao
necessarias para conclusoes mais exatas sobre os processos microbioticos. Enquanto aguarda-
se avancos tecnologicos, a biologia de sistemas e predi¢coes computacionais com os dados por
ora obtidos sao de suma importancia para que analises mais direcionadas para o tratamento

das IBDs e outras doengas relacionadas com a microbiota sejam realizadas.
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7 Conclusao

A doenga de Crohn é uma doenca de etiologia complexa e causas pouco claras. Somente
h& poucos anos o microbioma foi incluido como um dos fatores causadores da doenca, deste
modo, as investiga¢Oes sobre como ele influencia no desenvolvimento da doenca ainda estao
em seus primordios. Além disso, as tecnologias que poderiam ajudar a esclarecer as interagoes
moleculares entre microbioma e hospedeiro, como a metaprotedmica, também ainda sdo pouco
utilizadas devido a dificuldade de execucao e andlise. Deste modo, a utilizacao de ferramentas
computacionais e dados ja obtidos para a formacao de teorias que podem servir de atalho

para analises experimentais sao bem vindas.

Nesta tese, foi apresentada uma andlise da interacao microbioma-hospdeiro de indivi-
duos com doenga de Crohn feita com abordagem de biologia de sistemas com a utilizacao de
dados publicos. Primeiramente, observou-se algumas vias presentes unicamente em doenca de

Crohn que tém o potencial de modular a autofagia.

Um dos genes chaves que mostrou-se potencialmente modulado, foi ATG4D, que
desempenha um papel especial na autofagia direcionada a mitocondria: a mitofagia. Ao longo
da rede, outras proteinas com influéncia na mitofagia corroboraram com o fato de que esse

pode ser um processo importantemente modulado e merece atengdao em analises posteriores.

Outros processos potencialmente modulados que também estao presentes na rede
sao relacionados a integridade e homeostase da barreira epitelial, como a diferenciacao e
proliferacao celular e apoptose. Defeitos nesses processos também sao descritos na DC, e estao
relacionados com o aumento da inflamagao 13. Eles também estao direta ou indiretamente
relacionados a autofagia, o processo utilizado como foco inicial da analise, portanto, seus

defeitos podem ser meios pelos quais a autofagia é modulada pelas proteinas bacterianas.

Ademais, analisamos as origens putativas das proteinas bacterianas presentes na rede.
As bactérias identificadas corroboraram com a literatura em relacao a composi¢do microbiotica

diferencial entre as condigoes. A partir desses dados podemos inferir sugestoes de futuras
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Figura 13: Esquema de como os processos biolégicos afetados pelas proteinas bacterianas da rede
obtida podem levar & inflamacao cronica e doenca de Crohn.

bactérias a serem usadas como tratamento probidtico para a DC, como Coproccocus.

Além das conclusoes sobre os processos biologicos envolvidos nessa interacao, essa
analise rendeu a elaboracao de um protocolo de analise computacional da interagao microbioma-

hospedeiro que podera ser aplicado nas mais diversas problematicas e espécies de hospedeiro.
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Abstract

Host-microbiome interactions are important to all living organisms. Understanding it has the potential
to boost technology advance in diverse fields as medical, agriculture, ecology and others. Although,
experimental techniques presents limitations and disavantages which hamper a deeper analysis.
Regarding this, the development of computational approaches to predict host-microbiome interactions
are indispensable. Here, we present a pipeline to predict host-microbiome interactions and construct a
model to infere the human molecular mechanisms which can be modulated by the microrganisms.

Contact: Tamas.Korcsmaros@earlham.ac.uk

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Host-microbiome interactions happens in all plants and animals, shaping
their metabolism and evolution [Barrett and Wu, 2017, Weimer et al.,
2018, Simon et al., 2019]. In many ecosystems, microbial communities
play important roles in the dynamics by decomposing organic matter and
releasing nutrients as sulfur, carbon, nitrogen and oxygen, to be acquired
by other organisms [Wooley e al., 2010].

When associated with host organisms, microbial communities
influence host physiology and health. For example, microbial communities
present in and around plant roots potentially induce beneficial biochemical
activity and hormonal responses to water stress [Fitzpatrick ez al., 2018].
In the intestine of cattle, microbial communities produce enzymes for
cellulose degradation [Morgavi et al., 2013].

In humans, the microbial count amounts to more than 100 trillion
of bacterial cells: this is 10 times more than the number of human
cells [Di Bella ef al., 2013]. This community of microorganisms are

indispensable to the human life since they modulate and influence
immunity and nutrient acquisition. For example, the skin microbiome
helps in protecting and stimulating the immune system [Abdallah e al.,
2017]. Moreover, the gastrointestinal microbiome plays a crucial role
in nutrient assimilation and energy yield by actively participating in
metabolic pathways. Accordingly, dysbiosis of microbial communities
can induce diseases such as type 2 diabetes, obesity and inflammatory
bowel diseases as Crohn‘s disease [Devaraj et al., 2013, Loh and Blaut,
2012].

However, microorganisms need not always be beneficial the host.
Pathogenic microbes are known to cause harm to the host as well the
microbial community by excluding beneficial species . Phytopathogens
for example can be very deleterious to plants in their natural environments
as well in agricultural settings, thus impairing agricultural productivity
[Khater ef al., 2017]. Other bacteria, such as Shigella and Salmonella, are
not only responsible for human diseases, but also for productivity loss in
the poultry industry [Foley et al., 2013].
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Therefore, the study of host-microbiome interactions are important for
the advancement of many fields as agriculture, livestock and human health.
These cross-talks are mediated by molecular interactions between and
among compounds and proteins expressed by the host and the microbiome.
Bacterial molecules, as metabolites [Heinken et al., 2013], proteins
[Nourani et al., 2015] and small RNAs [Katiyar-Agarwal and Jin, 2010],
can interact with the host molecules launching a intracellular cascade able
to modulate biological processes by affecting key genes and proteins.

Protein-protein interactions (PPIs) are one of the most relevant
and studied type of molecular interactions between host and microbes.
However, experimental techniques to probe inter-species PPIs are time
consuming and financially expensive [Nourani et al., 2015, Dyer et al.,
2008,2010, Gould et al., 2018, Weimer et al., 2018, Foley et al., 2013], and
also limit available validated inter-species PPIs present in open databases.
From the inferred microbe-host PPIs, it is possible to build interaction
networks to better understand the interactions among the microbial and
host components and how these interactions interfere on host metabolism
and physiology [Guven-Maiorov et al., 2017].

Here we describe a pipeline to analyse host-microbiome interactions at
amolecular level using network approaches. A central point of our pipeline
is the prediction of interactions between host and bacterial proteins using
a domain-domain and domain-motif approach. From the filtered predicted
interactions between the host and bacterial proteins, we compile a host
multilayer network using experimentally verified downstream interactions
which reach a selected set of user-provided gene/protein list. This list
can be compiled either from apriori knowledge derived from phenotypic
observations or contextual data obtained from -omic experiments. Various
types of datasets, such as as gene expression, can then be used to validate
the biological relevance of the network.

2 Pipeline description

As a first step of the workflow, bacterial and host protein lists for
the interaction prediction are compiled. The bacterial proteins can be
obtained from annotated bacterial proteomes or experimentally derived
metaproteomes in the case of communities. As for the host proteins,
the list is compiled based on their localization depending on whether or
not the interactions between the bacterial and host proteins are spatially
possible. Localization based filtering can be applied also to bacterial
proteins depending on the context. For example, in the case of microbes
which are extracellular to the host, the host proteins are confined to those
present at the extracellular matrix or cellular membrane, because these
are the locations where they are more prone to interact with the bacterial
proteins. In this case, bacterial proteins are narrowed down to extracellular
or secreted or membrane bound subsets. Gold standard databases which are
currently used in the pipeline to compile the human proteins are ComPPI
[Veres et al., 2015], MatrixDB [Launay e al., 2015] and Human Protein
Atlas (HPA) [Uhlen et al., 2015]. The user can also provide their own
pre-compiled lists.

The next step is the interaction prediction. In this step, we compare
the annotated domains and motifs from the compiled proteins with the
databases DOMINE [Yellaboina et al., 2011] and ELM [Gouw et al.,
2018] which contain gold-standard lists of domain-domain and domain-
motif interactions [Bader ez al., 2008, Korcsmaros et al., 2013] which
are already known. This procedure helps determine which host proteins
via their respective domains interact with bacterial proteins via matching
domains and/or motifs. Some studies such as [Sudhakar et al., 2019, Evans
etal., 2009, Wojcik and SchAxchter, 2001] have already successfully used
this approach to predict PPIs.

Subsequently, the interactions are filtered to keep only sterically
possible interactions which is performed by excluding interactions with
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Fig. 1. Pipeline workflow

motifs outside disordered interactions (using [UPRED [DosztAnyi et al.,
2005]) and/or within globular domains (from PFAM [El-Gebali et al.,
2019], InterPro [Mitchell et al., 2019]).

Subsequently, directed multilayered networks containing protein-
protein interactions (PPIs) and transcriptional regulatory interactions
(TRIs) connecting the host receptors potentially modulated by the bacterial
proteins are compiled from molecular interaction databases. With this step,
we get a list of potentially active molecular chains/pathways from the
selected bacterial proteins to the host proteins of interest.

A final step involves prioritizing the molecular chains to those
involving host proteins of interest such as those differentially expressed
at the gene or protein level. Accordingly, the remaining network is
constituted by directed chains which start with host receptor proteins and
reaching selected target genes. Additionally, if the selected host target
genes at the end of the chains are from a transcriptomic dataset, then the
immediate upstream regulator of the selected host target genes is limited
to a transcription factor.

Finally, the obtained model can be visualized by a multilayer network
which starts with the bacterial-host receptor interactions, going through
PPIs and TRIs and ultimately reaching the selected host target genes.

3 Pipeline use case

Crohn’s disease (CD) is an Inflammatory Bowel Disease (IBD)
characterized by chronic inflammation of colon and ileum which it’s
known to be caused by a combination of genetic and environmental factors
[Baumgart and Sandborn, 2012]. Furthermore, there is a relevant change
in the gut microbiome composition of CD patients in comparison with the
healthy individuals [Mottawea et al., 2016]. Together, these factors result
in increased inflammation and altered cellular processes, and one of the
most notorious impaired mechanisms in CD is autophagy [Henderson and
Stevens, 2012].

Autophagy is a homeostatic process which is responsible for degrading
non functional cellular components, as organelles and proteins, as well as
invasive bacteria. This process has a basal activity in healthy cells and
is modulated in stressful conditions such as nutrient starvation, oxidative
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stress and pathogen infection [MAzzes er al., 2013]. Moreover, autophagy
can be modulated by the microorganisms from the microbiota or pathogens
[Krokowski and Mostowy, 2016, Sudhakar et al., 2019, Blacher et al.,
2017]. These conditions are observed in CD cells triggered by the increased
inflammatory state.

Based on the fact that many meta-omic studies demonstrate significant
differences in bacterial protein composition between healthy and CD
individuals [Sheehan and Shanahan, 2017], we hypothesized that bacterial
proteins are able to modulate autophagy in a positive manner in healthy
cells, but impairing it in CD cells. With our pipeline, it is possible to
study which are the differences in terms of the molecular mechanisms and
pathways by which bacterial proteins can influence autophagy.

To address this, the user can first predict which are the human proteins
which directly interact with bacterial proteins. For this step, they can use
a differential gut metaproteome obtained from CD and healthy patients in
order to consider the bacterial proteins uniquely present in either of the
groups. The domains of these proteins are then compared with motifs of
human proteins [Luck er al., 2011] in order to predict if they are prone to
interactions, according to domain-motif interaction information retrieved
from ELM [Gouw et al., 2018]. The human proteins selected to perform
this prediction must be located in the cellular membrane and extracellular
matrix because these are the locations where the interactions are more
likely to happen. This information can be obtained from the databases
ComPPI [Veres et al., 2015], MatrixDB [Launay et al., 2015] and Human
Proteome Atlas [Uhlen er al., 2015]. Subsequently, these interactions go
through a disorder and structural filtering in order to eliminate physically
unprovable interactions.

From the predicted microbial-host protein interactions, the user
can compile multilayer networks containing protein-protein and
transcriptional regulatory interactions. To this end, they can use various
publicly available databases such as OmniPath [TAVrei et al., 2016],
HTRI [Bovolenta et al., 2012] and TRRUST [Han er al., 2018] to compile
the networks. Subsequently, bacterial proteins can then be added to
the compiled network in order to obtain pathways which starts with
bacterial proteins interacting with extracellular human proteins, followed
by intracellular proteins and terminating with autophagy genes. These
networks can then be filtered by retaining only specific pathways from
healthy or CD conditions according to the bacterial protein specificity.

Thereafter, the user can obtain differential gene expression data from
(healthy vs CD condition) publicly available CD expression datasets to
select the most differentially expressed autophagy genes.

This compiled network allows the user to evaluate which modulated
pathways were unique in CD and healthy conditions and how they regulate
the expression of autophagy genes. From the analysis of such networks
in our study, we higlight the role of mitophagy (autophagy of damaged
mitochondrias), which in fact is impaired in CD and is a factor of
increased oxidative stress and, consequently, enhanced inflammation.
Besides autophagy, we could observe the influence of other biological
pathways which are altered in CD cells as cellular proliferation and
apoptosis, both of which are associated with increased inflammation when
dysfunctional.

4 Conclusion

Host-microbiome interactions have considerable impacts on host
phenotypes and their understanding is crucial making advances in various
subjects as medicine, agriculture, environmental conservation to name
a few. However, there are technological and methodological boundaries
which challenge the science to investigate such interactions in a cheap
and practical way. Therefore, the development of computation-enabled
bioinformatic pipelines are in the right direction to understand the potential

host-microbe interactions and the processes they modulate . Due to the
infinitesimal possibilities in terms of all the interactions and pathways
possible between the studied microbe and host, such computational
pipelines will help prioritize on a selected number of pathways based on
specific criteria such as contextual expression data etc.

Here, we presented a pipeline for the prediction of host-microbiome
interactions using a domain-motif interaction theory and, subsequently,
a systems biology approach to include the host-microbiome interactions
in context of the host networks which capture the systemic context. The
obtained networks allow us to yield insights about how the microbiome
can interfere with host biological processes.
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A.2 Capitulo de livro

O seguinte capitulo serd inserido no livro “Bioinformatica: Contexto Computacional
e Aplicacoes”, cuja publicacao estd prevista para o segundo semestre do ano de 2019. A
referida obra esta sendo organizada pelos professores Scheila de Avila e Silva e Daniel Notari,
juntamente com o académico Gabriel Dall’Alba, da Universidade de Caxias do Sul (Caxias do

Sul, Rio Grande do Sul).



Ferramentas de andlise e processamento de metagenomas

Os micro-organismos sdo os seres-vivos mais abundantes da Terra. Bactérias,
arqueias, virus e microeucariotos (fungos e protozodrios) fazem parte de todos dos
ecossistemas terrestres que tém condigoes de suportar vida, desde os mais amenos - como
solo, tecidos animais e vegetais e oceanos - até ambientes extremos, como fumarolas, minas
acidas e geleiras, onde muitas vezes sdo os tinicos habitantes. Comunidades microbianas
cumprem papéis cruciais na dindmica dos ecossistemas, decompondo matéria morta e
disponibilizando novamente nutrientes como enxofre, carbono, nitrogénio e oxigénio,
para serem adquiridos por outros organismos (COUNCIL, 2007; WOOLEY; GODZIK;
FRIEDBERG, 2010).

A habilidade de reciclagem de nutrientes torna os micro-organismos indispensaveis
para a vida na Terra e atrai o interesse humano para aplicagoes que podem ser uteis
em diversas areas. Comunidades microbianas associadas a outros organismos influenciam
na fisiologia do hospedeiro e contribuem para sua saide e crescimento. A microbiota
no intestino de bovinos produz enzimas para a digestdo de celulose; o entendimento
sobre a relacao entre a digestao e as enzimas produzidas pelos microrganismos, fornecem
informagoes que podem servir de embasamento para a melhoria da producao de leite
e carne e também para a diminuicdo do impacto ambiental causado pela criagdo de
gado (MORGAVT et al., 2013). No corpo de seres humanos, hd mais de 100 trilhdes de
células de bactérias, dez vezes mais do que a quantidade das células do préprio corpo
(BELLA et al., 2013). Esses micro-organismos sao indispensaveis para a vida do ser
humano, habitam muitos de seus tecidos garantindo imunidade e aquisicao de nutrientes
a seu corpo. A microbiota da pele auxilia na imunidade e protecdo dos humanos. A
composi¢ao microbioldgica do trato gastrointestinal influencia na aquisicao de nutrientes,
no rendimento de energia e em diversas vias metabdlicas e seu desequilibrio pode facilitar
a inducdo de doencas como diabetes tipo 2 e obesidade; a partir de estudos dessas

microbiotas, podem ser desenvolvidos meios alternativos de tratamento e de prevencao de
diversas doencas (DEVARAJ; HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013).

Em solos, a associacdo da composicao microbiana com plantas é indispensavel, de-
sempenhando papéis na qualidade do solo e produtividade e satide das plantas hospedeiras
através de mecanismos diretos ou indiretos, como na mineralizagdo da matéria organica
do solo, ativagdo dos mecanismos de defesa de plantas e producao de antibidticos contra
patdgenos; o melhoramento de microbiomas do solo pode auxiliar para maior rendimento
agricola e controle de pestes, bem como aprimoramento de alimentos como vinhos e
queijos (ZARRAONAINDIA et al., 2015). Em oceanos, podem ser observadas diferengas

significativas nas comunidades microbianas em diferentes profundidades, influenciadas



por caracteristicas ambientais como oxigenacdo, salinidade e temperatura; em ambientes
marinhos poluidos observou-se a presenca de genes de resisténcia a arsénico e a metais
pesados e de reducao de sulfato, refletindo a alta capacidade de adaptacdo dos micro-
organismos (BIK, 2014).

Entretanto, apenas 1% dos micro-organismos podem ser cultivados em laboraté-
rio (HANDELSMAN, 2004), limitando consideravelmente a extensdo a que estudos de
microbiomas podem ser conduzidos a partir de meios de cultura. Essa dificuldade foi
superada com o advento das tecnologias de sequenciamento de DNA que possibilitaram o
estabelecimento de um novo campo de estudo inserido na genoémica: a metagenémica. O
termo, cunhado por Handelsman em 1998 (HANDELSMAN et al., 1998), define o estudo
dos genomas de comunidades microbianas presentes em um determinado habitat a partir
do DNA extraido desse ambiente, sem a necessidade de cultivo dos micro-organismos.
Deste modo, permitiu a revelacao da diversidade microbiana e genética de diversos siste-
mas bioldgicos, relagoes gendmicas entre funcao e filogenia de organismos nao cultivaveis e
perfis evolucionarios de comunidades, além de outras interagoes biomoleculares (MARCO,
2011; THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012).

Como exemplos de grandes iniciativas baseadas nessa tecnologia, temos o Pro-
jeto Microbioma Humano (Human Microbiome Project), financiado pelo NIH (National
Institutes of Health), e o consércio europeu MicroWine. O primeiro tem como objetivo
sequenciar o metagenoma de partes do corpo humano, como cavidade gastro-intestinal,
olhos, pele, vias aéreas, trato urogenital e sangue, para esclarecer o papel do microbioma na
saude e desenvolver novas ferramentas que possam ser utilizados posteriormente em prol de
outras pesquisas (PETTERSSON; LUNDEBERG; AHMADIAN, 2009). J& o MicroWine,
explora comunidades de micro-organismos que desempenham papéis importantes em todos
os estagios da vinicultura - auxiliando o acesso das plantas a nutrientes do solo e na sua
imunidade contra patégenos - até os processos de vinificagdo, que influenciam nos sabores
e aromas caracteristicos de cada vinho (MICROWINE, A MARIE CURIE INITIAL
TRAINING NETWORK, 2016).

A primeira etapa de qualquer estudo metagenémico envolve a retirada das amos-
tras do ambiente de estudo e posterior isolamento, fragmentacdo e sequenciamento do
material genético dos micro-organismos relacionados aquele meio. Ha trés geracoes de
métodos de sequenciamento. Os métodos de primeira e segunda geragao fragmentam
o DNA em segmentos (reads) cujos comprimentos variam entre 35 e 700 pares de
base. Devido & sua natureza, a andlise dos dados metagenOmicos resultantes dessas
técnicas através de ferramentas computacionais torna-se bastante complexa. O método
de primeira geracdo, também chamado de sequenciamento de Sanger, ainda é utilizado
devido a sua baixa taxa de erros e reads relativamente longos, com mais de 700 pb,

facilitando a andlise pds-sequenciamento. Entretanto, seu custo é mais elevado do que



das plataformas de nova geracdo — U$ 400 mil por gigabase — e limita-se a até 96
Kb de informacao por sequenciamento. Em contrapartida, as plataformas de segunda
geracdo podem chegar a custar U$ 50,00 por gigabase e retornam mais de 1 Gb por
sequenciamento. Consequentemente, essas tecnologias vém substituindo o sequenciamento
de Sanger, através de plataformas como Illumina/Solexa, 454 /Roche e Applied Biosystems
SOLiD. Por sua vez, o sequenciamento de terceira geracao, também conhecido como
sequenciamento de molécula tnica, propoe o rendimento de mais dados a menores custos
e reads de tamanho maior do que 10 mil pb; as duas tecnologias de sequenciamento
de molécula tinica mais utilizados sdo Pacific Biosciences e Oxford Nanopore. Apesar
de suas vantagens, sequenciamentos de terceira geracao ainda sdo pouco utilizados na
metagenomica devido a sua alta taxa de erros (Tabela ) (MOROZOVA; MARRA, 2008;
THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012; LAND et al., 2015; OULAS et al., 2015; LEE et
al., 2016).

Tabela 1 — Lista de plataformas de sequenciamento, o tamanho de seus reads e seu custo por
GB (MOROZOVA; MARRA, 2008; THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012; LEE et

al., 2016).
Tecnologia de Tamanho Custo por  Rendimento
Geragao sequenciamento dos reads ~ GB (aprox.) por corrida
a Sanger >700 pb U$ 400 000 96 kb
a 454 / Roche 400 - 700 pb ~ U$ 20 000 80 - 120 Mb
2 [lumina 100 - 150 pb U$ 50 1Gb
28 Life Technologies / SOLiD 35 - 75 pb U$ 130 1-3Gb
32 Pacific Biosciences 10 - 15 kpb U$ 500 5 Gb
3 Oxford Nanopore Technologies 5 - 10 kpb U$ 1000 >40 Gb

A diminui¢do de preco das tecnologias de sequenciamento de segunda e terceira
geracdo (NGS, do inglés new generation sequencing, ou sequenciamento de nova geragao)
permitiu a popularizacao da metagendémica entre os pesquisadores, e, consequentemente,
o aumento na quantidade de dados disponibilizada em bancos de dados. Entretanto, o
poder computacional e o desenvolvimento de algoritmos de anédlise de metagenomas nao
acompanha o crescimento na quantidade de dados produzidos. O primeiro problema esta
relacionado com a disponibilidade dos metagenomas: os sistemas de armazenamento de
sequéncias nao suportam quantidades de dados tao massivas e o formato dos dados nao
é padronizado. Outro obstaculo esta relacionado as caracteristicas dos dados produzidos:
reads muito curtos e grande quantidade de erros gerados pelas plataformas de nova geracéo
fazem com que a andlise de metagenomas demande algoritmos mais complexos e custosos
comp utacionalmente. Deste modo, é evidente a necessidade de novas ferramentas de
andlise de metagenomas para a maioria das etapas do processamento de dados pés-
sequenciamento (KIM et al., 2013; KUMAR et al., 2015).

Existem duas categorias para o sequenciamento de metagenomas: na primeira, um

gene marcador, mais frequentemente o 16S rRNA, é isolado através de PCR e sequenciado;



\TGAAAAAGGCG/
TTTACGCGCCGAI
_CCGATGCGAGGT
TCTTCACCCCCGC

1. Amostras podem ser 2. O material genético dos 3. O DNA isolado é 4. Os dados do sequenciamento
retiradas de diversos microorganismos da sequenciado sao analisados por meio de
ambientes amostra € isolado ferramentas de bioinformatica

Figura 1 — Etapas da andlise metagenémica de um ambiente.

ja na metagendémica por WGS, do inglés, whole genome shotgun, todo o DNA dos micro-
organismos presentes na amostra é sequenciado (OULAS et al., 2015). A escolha da técnica

mais adequada depende do objetivo de andlise dos dados.

H4 métodos de andlise e ferramentas para trabalhar especificamente com os dados
de cada abordagem. Portanto, entraremos em detalhes sobre as ferramentas utilizadas

dentro das segoes abaixo que discorrem separadamente sobre metagenémica a partir de
16S rRNA e de WGS.
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Metagenoma funcional
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fragmentados)
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Figura 2 — O DNA obtido do ambiente pode ser analisado de duas formas: i) a partir da
informagao de somente um gene, sendo o mais utilizado o 16S rRNA, ou ii) a
partir da informagao de todo o DNA sequenciado, ou metagenoma.



1 Metagenomica a partir do gene 16S rRNA

Embora os estudos a partir de WGS estejam sendo desenvolvidos com frequéncia
cada vez mais alta, a analise dos 16S rRNA ainda é amplamente aceita e é uma ferramenta
poderosa para o estudo das comunidades microbianas em alta resolucao (SUN et al., 2011).
A utilizagdo do gene 16S rRNA como marcador taxonémico possibilitou o desenvolvimento
de um método de identificacdo de micro-organismos de uma amostra sem a necessidade
de cultivo dos micro-organismos. A primeira execu¢do bem sucedida ocorreu em 1991,
quando foram registrados novas espécies a partir da analise dos genes 16S rRNA de
amostras de oceano (SCHMIDT; DELONG; PACE, 1991; RIESENFELD; SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2004).

A inclusdo da analise taxondmica de microbiomas a partir do gene 16S rRNA no
conceito de "metagendmica'ainda é uma controvérsia entre os pesquisadores. Muitos deles
sugerem que esse tipo de andlise seja denominada "metagenética", por utilizar apenas um
gene e nao todo o genoma (ESPOSITO; KIRSCHBERG, 2014). Entretanto, para fins
didaticos, nesse capitulo consideraremos que a andlise taxondmica a partir do gene 16S

rRNA também faz parte do campo da metagendmica.

O gene 16S rRNA codifica a subunidade pequena do RNA ribossémico de Archaeas
e Bactérias e mostrou-se adequado por apresentar regides hiperconservadas intercaladas
com regioes varidveis ao longo de sua sequéncia. As regioes conservadas sdo quase idénticas
dentre os micro-organismos, portanto sdo utilizadas para desenvolver primers universais
para o isolamento dos genes da amostra. As outras regioes variam proporcionalmente
a proximidade filogenética entre os tdaxons, sendo portanto utilizadas como paradmetros
de comparagao para a identificacdo dos micro-organismos (Figura 3) (KIM et al., 2013;
NIKOLAKI; TSIAMIS, 2013).
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Figura 3 — 16S rRNA

Entretanto, as regioes variaveis do gene 16S rRNA apresentam baixa resolucao
entre as espécies, permitindo a classificagdo eficiente dos micro-organismos de um me-
tagenoma somente até o nivel de género. Outro obstaculo da técnica 16S rRNA na
metagendmica é a alta susceptibilidade a vieses, pois os primers podem apresentar mais
afinidade por sequéncias de determinadas espécies. Essa tendencia pode favorecer a selecao

dos genes alguns organismos em detrimento de outros em uma amostra e impedir que novos



taxons sejam representadas se nao forem compativeis aos primers utilizados (NIKOLAKT;
TSTAMIS, 2013; PORETSKY et al., 2014).

Mesmo com as limitagbes apresentadas, a metagendémica por 16S rRNA ainda
tem sido mais utilizada para andlises taxonomicas e filogenéticas do que a andlise
por WGS. Isso porque o advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracio
nao facilitou somente o sequenciamento de genomas inteiros, mas desenvolveram novas
tecnologias especificas para as andlises com o 16S rRNA, tornando esse método mais
rapido, facil e barato. Consequentemente, a quantidade dos dados de referéncia se
ampliou significativamente, facilitando suas andlises (KUNIN et al., 2008; TRINGE;
HUGENHOLTZ, 2008).

O primeiro passo para a execugao da metagendmica a partir do gene 16S rRNA é
a obtencdo do DNA dos micro-organismos de um meio ambiente. Depois de isolado, esse
DNA passa pelo processo de PCR, onde ocorre a amplificagao dos genes a partir de primers
que identificam a localizacdo do gene 16S rRNA e o replica diversas vezes. O produto dessa
amplificacio é submetido a técnica de eletroforese, onde o gene pode ser identificado em
um gel por meio de bandas. As bandas que correspondem ao gene 16S rRNA sao seleci-
onadas e o DNA contido é purificado e submetido ao sequenciamento (SANSCHAGRIN;
YERGEAU, 2014; ZHOU et al., 2015).

Depois do sequenciamento, os dados resultantes (output) sdo armazenados em um
computador e devem ser processados e analisados a partir de ferramentas de bioinforma-

tica.

1.1 Pré-processamento dos dados brutos

O output do sequenciamento de DNA é um conjunto de dados brutos com
erros de replicacdo e sequéncias de baixa qualidade que prejudicam a anélise dos genes
sequenciados. Para a andlise mais precisa dos metagenomas, é necessario realizar uma
etapa denominada, em inglés, denoising, que consiste no pré-processamento dos dados
brutos. No denoising, realiza-se uma filtragem das sequéncias para que reste somente as
que representam a comunidade microbiana com qualidade (KIM et al., 2013; OULAS et
al., 2015).

Abaixo estéo citados algumas ferramentas de denoising mais utilizadas:

o PyroNoise: Ferramenta de denoising dos dados obtidos pelo pirosequenciamento
454, da Roche, uma das mais utilizadas para a metagendmica a partir de 16S rRNA.
Os dados brutos gerados por essa plataforma sao fluxogramas que representam os
reads sequenciados. O PyroNoise clusteriza esse fluxograma e utiliza uma medida

de distancia que modela o ruido do sequenciamento. Esse método permite a identi-



ficagao das sequéncias verdadeiras em meio aos fragmentos sequenciados (QUINCE
et al., 2009; GASPAR; THOMAS, 2013).

o Amplicon-Noise: Essa ferramenta utiliza primeiramente o algoritmo do PyroNoise
para remover os erros a partir da clusterizagao de fluxogramas, mas sem necessitar
de alinhamento, como é o caso do software original do PyroNoise (QUINCE et al.,
2011; GASPAR; THOMAS, 2013).

« QIIME: E uma versdo mais rapida do PyroNoise original. O algoritmo alinha e
clusteriza os fluxogramas em um tnico passo, assim levando em conta tanto os erros
do pirosequenciamento quando os do PCR. Aceita dados em formato fastq, portanto
pode ser utilizado para outras plataformas além da 454 Roche (CAPORASO et al.,
2010; GASPAR; THOMAS, 2013).

« DADA, Divisive Amplicon Denoising Algorithm: Realiza o denoising execu-
tando um modelo estatistico paramétrico de substituicdo de erros juntamente com

um algoritmo de agrupamento hierarquico divisivo (ROSEN et al., 2012).

As sequéncias de baixa qualidade a serem retiradas dos dados incluem quimeras.
Quimeras sdo recombinantes artificiais que se formam entre duas ou mais sequéncias
durante a amplificagio do DNA por PCR. Elas normalmente formam-se quando frag-
mentos de DNA que terminam prematuramente a amplificacdo anelam-se a outros. Essas
moléculas artificiais dificultam a diferenciacao das sequéncias originais das recombinantes,
resultando na superestimacao do nivel de diversidade microbiana presente na amos-
tra (KIM et al., 2013).

Entretanto, a detecgao das quimeras na amostra nao é um processo trivial, uma vez
que a unido das moléculas ocorre em posigoes aleatérias e as plataformas de NGS geram
Bases de dados de 16S rRNA e reads curtos, dificultando a localizacdo das sequéncias

originais que possuam informagao taxondmica suficiente (KIM et al., 2013).

Ha algumas ferramentas especificas para a remocao de quimeras dos dados obtidos
por NGS. O software ChimeraSlayer realiza o alinhamento das sequéncias obtidas com
as de bancos de dados para identificar possiveis quimeras em meio aos dados e retira-
las (HAAS et al., 2011). A maioria das outras ferramentas, como Perseus (QUINCE
et al., 2011), Decipher (WRIGHT; YILMAZ; NOGUERA, 2012) e UCHIME (EDGAR,
2010), utilizam informagdes de frequéncias de sequéncias para detectar as quimeras,
assumindo que sequéncias quiméricas s@o menos frequentemente representadas do que

as normalmente amplificadas.



1.2 Caracterizacdo taxonémica do microbioma

Depois que a filtragem dos dados foi executada, realiza-se a classificacao ta-
xonomica dos genes 16S rRNA. Os pesquisadores que optam por realizar seus estudos
a partir do 16S rRNA normalmente visam a obten¢gdo de um perfil taxonémico ou
filogenético da comunidade microbiana em questdo, para responder a pergunta “quem
estd no meio?". A partir dessas informacoes é possivel realizar estudos relacionados a
evolugdao da comunidade microbiana, associacdo entre micro-organismos e comparacao,

composicdo microbidtica de diferentes meios, entre outros.

A classificacdo dos genes podem ocorrer basicamente de duas maneiras: de forma
taxonomicamente dependente ou independente. Nas andlises taxonomicamente depen-
dentes, as sequéncias desconhecidas sdo comparadas com outras ja classificadas presentes
em bancos de dados e entao atribuidas a taxons cujas sequéncias apresentaram maior
similaridade. Em andlises taxonomicamente independentes, as sequéncias sdo agrupadas
de acordo com determinados indices de similaridade apenas comparando umas com as
outras, sem utilizar bases de dados como referéncia (SUN et al., 2011). Embora muitas
ferramentas apliquem os métodos separadamente, essas abordagens podem ser utilizadas

concomitantemente para uma analise mais pratica e aprofundada.

Os métodos de analise taxonomica de 16S rRNA e suas ferramentas serao descritas

mais detalhadamente a seguir.

1.2.1 Analises taxonomicamente dependentes

Na execuc¢do das andlises taxonomicamente dependentes, as sequéncias de 16S
rRNA desconhecidas sdo comparadas com sequéncias conhecidas disponiveis em bancos

de dados e atribuidas aos tdxons das que apresentam maior similaridade (SUN et al.,
2011).

Uma das ferramentas mais utilizada para as andlises taxonomicamente depen-
dentes é o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Esse software realiza o alinhamento das
sequéncias desconhecidas com sequéncias de bancos de dados que podem ser fornecidos
pelo usuario. Existem bancos de dados especificos com informagoes de RNA ribossomal
que podem ser importados em andlises que utilizam sequéncias de referencia, como
SILVA (QUAST et al., 2013), EzTaxon-e (KIM et al., 2012), RDP (COLE et al., 2009) e
Greengenes (DESANTIS et al., 2006).

As sequéncias alinhadas em algoritmos como BLAST precisam ser submetidas a
analises do resultado em outras ferramentas que processam os outputs e apresentam as
atribui¢bes taxonoémicas ao pesquisador. Exemplos ferramentas utilizadas para esse fim
sao MEGAN (HUSON et al., 2007), que utiliza algoritmo do menor ancestral em comum
(LCA) e TANGO, que utiliza o método de (CLEMENTE; JANSSON; VALIENTE, 2011;



KIM et al., 2013).

assign ambiguous short reads to a node in the reference taxonomy minimizing a

penalty score that generalizes our previous mapping based on the F-measure.

Outra alternativa para a abordagem taxonomicamente dependente é a comparacio
da similaridade das sequéncias por sua composicao. RDP, um algoritmo que utiliza
algoritmo de redes Bayesianas, utiliza a frequéncia de oligonucleotideos de 8 bases das
sequéncias para treinar as redes e atribuir tdxons as sequéncias desconhecidas (WANG et
al., 2007; KIM et al., 2013).

Existe ainda outro método de andlise taxonomicamente dependente, que classifica
as sequencias de acordo com sua alocagdo em uma arvore filogenética guia baseada em
modelos evolucionarios. E uma alternativa 1til para casos em que nao ha sequencias de
micro-organismos de taxons préximos as sequencias desconhecidas nos bancos de dados.
Algoritmos que utilizam essa estrategia incluem SEPP (MIRARAB; NGUYEN; WAR-
NOW, 2012), EPA (BERGER; KROMPASS; STAMATAKIS, 2011), pplacer (MATSEN;
KODNER; ARMBRUST, 2010), QIIME (CAPORASO et al., 2010) e AMPHORA2 (WU;
SCOTT, 2012; KIM et al., 2013).

1.2.2 Anaélises taxonomicamente independentes

A realizagdo de andlises taxonomicamente independentes normalmente baseiam-
se na clusterizacdo de OTUs. OTU, sigla em inglés operational tazonomic unit, significa
“unidades taxonémicas operacionais'em portugués. OTUs sdao os agrupamentos dos genes
16S rRNA de acordo com sua similaridade. Niveis de similaridade maiores do que 97%
para bactérias e archaeas correspondem a mesma espécie (PATIN et al., 2013; OULAS et
al., 2015).

Algoritmos para clusterizacao de sequéncias de 16S rRNA utilizam basicamente
duas estratégias: a partir de alinhamento de sequéncias, na qual as sequéncias desconheci-
das de 16S rRNA sdo alinhadas entre elas, podendo haver ou néo a utilizacio de sequéncias
de referéncia; e estratégias independentes de alinhamento. Abaixo, estao citadas algumas
ferramentas para clusterizacdo de OTUs (KIM et al., 2013):

« NAST: compara cada sequéncia de 16S rRNA submetida alinhando-as com 10
mil sequéncias de referéncia alinhadas e ndo quiméricas de bactérias e archaeas
conhecidas (DESANTIS et al., 2006).

o SINA aligner: realiza o alinhamento das sequéncias com um algoritmo baseado
em ordem parcial (PRUESSE; PEPLIES; GLOCKNER, 2012).

o Infernal: baseia-se nos alinhamentos de perfis de estruturas secundarias de RNA
para realizar o agrupamento de OTUs (NAWROCKI; KOLBE; EDDY, 2009).



o« UCLUST: organiza as sequéncias para diminuir o nimero de oligonucleotideos
em comum, explorando o fato que sequéncias similares tendem a ter pequenos
oligonucleotideos em comum (EDGAR, 2010).

o« CD-HIT: primeiramente, utiliza a maior sequéncia de entrada como primeira re-
presentante do cluster. Depois, compara sequéncias restantes em ordem decrescente
de tamanho para classifica-las como redundantes ou representativas em comparacio
com as representativas existentes. As similaridades sdo calculadas pela contagem

dos oligonucleotideos em comum (FU et al., 2012).

o« ESPIRIT-Tree: emprega uma técnica de particionamento de espago para organizar
os objetos hierarquicamente em células. Deste modo, pode encontrar o vizinho mais
préximo de cada objeto pode em células adjacentes utilizando uma estratégia de
“dividir e conquistar" (CAI; SUN, 2011).

2 Whole Genome Shotgun

Embora a metagenémica a partir do gene 16S rRNA seja um modo eficaz para
estudar a diversidade microbiana das comunidades e seu impacto nos ambientes em que
estdo presentes, ¢ possivel obter somente informacoes sobre a composicao dos micro-
organismos dos meios analisados. A partir de metagenémica por WGS, é possivel ad-
quirir as informagoes de biodiversidade relacionadas a composicdo funcional do meio,
possibilitando a responder as questoes “quem estd presente no ambiente?’, “o que esses
micro-organismos estao fazendo?" e “como eles interagem?" (FORDE; O’'TOOLE, 2013;
OULAS et al., 2015).

O procedimento para metagendmica por WGS também inclui o isolamento do
material genético da amostra, assim como na metagendémica por 16S rRNA, embora no
caso da WGS todo o DNA ¢é submetido ao sequenciamento. Deste modo, o resultado do
sequenciamento consiste em diversos segmentos de DNA dos genomas de micro-organismos
presentes no meio. Como o genoma é aleatoriamente fragmentado, os reads do metagenoma
pertencem a qualquer parte do genoma: desde genes taxonomicamente informativos, como
o gene 16S rRNA, até sequéncias codificadoras que fornecem informacgoes sobre fungoes

que os micro-organismos podem realizar no ambiente (SHARPTON, 2014).

Por apresentar maior complexidade do que os metagenomas de 16S rRNA, o
desenvolvimento de ferramentas para analise de metagenomas por WGS também é mais
desafiador. Primeiramente, porque é mais dificil determinar a origem taxondmica dos
reads. Depois, na maioria das vezes nao é possivel obter a representacao de todos os
micro-organismos do ambiente por causa de sua diversidade. Além disso, a etapa de

filtragem é mais complicada do que a do 16S rRNA: a identificacdo e remocao de sequéncias



contaminantes é problemética devido a dificuldade de diferenciar as sequéncias dos micro-
organismos das sequéncias de organismos indesejados. Também pode haver a necessidade
de montar os genomas, etapa desafiadora para os bioinformatas devido ao alto custo

computacional e demanda por grandes quantidades de informagoes (SHARPTON, 2014).

Essas limitacoes tem esmaecido com o avango das tecnologias de informética, que
vem apresentando computadores mais potentes ao longo do tempo, e com as tecnologias de
sequenciamento, que prezam por maiores tamanhos de reads. Abaixo, estao detalhadas as
etapas de analise de bioinformatica para metagendmica por WGS e ferramentas utilizadas

para cada finalidade.

2.1 Controle de qualidade das sequéncias

O primeiro passo a ser realizado depois que o metagenoma é sequenciado, é o
controle de qualidade, ou filtragem dos dados retornados para retirar sequéncias de baixa
qualidade do metagenoma. Essa é uma importante etapa a ser realizada, pois erros e
sequéncias de organismos nao desejados dificultam a montagem dos reads e sua analise,
especialmente quando o contaminante é altamente abundante ou tem um grande genoma
(BRAGG; TYSON, 2014; SHARPTON, 2014). Alguns dos programas utilizados para o

controle de qualidade sao plataforma-especificos. Os mais utilizados citados abaixo:

o FASTX toolkit: conjunto de linhas de comando para pré-processamento de reads
curtos de dados FASTA/FASTQ (FASTX-TOOLKIT.. ., 2016);

o« FASTQC: ferramenta de controle de qualidade para dados retornados de sequen-
ciamento pela plataforma Illumina. FASTQC fornece uma interface grafica para
visualizagdo e simplificagdo da filtragem desses dados (BABRAHAM BIOINFOR-
MATICS, 2016);

o ngs backbone: aplicavel a dados de sequenciamento de Sanger, 454, Illumina e
SOLiD. Além da limpeza de dados, executa funcbes como: montagem e anotacio
de transcriptomas, leitura de mapeamento e busca e selecdo por polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism) (BLANCA et
al., 2011);

o Pyrobayes: software de controle de qualidade de dados retornados por pirosequenci-
amento 454. Pyrobayes permite busca por SNPs em aplicagoes de resequenciamento,
produzindo buscas mais confidveis do que o programa nativo da plataforma (QUIN-
LAN et al., 2008);

o Shore: realiza busca por polimorfismos em dados retornados por sequenciamento na
plataforma Hlumina (OSSOWSKI et al., 2008).



2.2 Montagem de fragmentos

Depois de pré-processados, os reads dos metagenomas podem ser submetidos a
de montagem. Nessa etapa, os fragmentos sdo unidos com outros originados do mesmo
genoma para formar sequéncias maiores e, assim, facilitar a analise. E praticamente impos-
sivel realizar a montagem de genomas inteiros a partir de dados de metagenomica, pois o
genoma da maioria dos micro-organismos representados na amostra nao é completamente
sequenciada e é dificil atribuir exatamente a qual espécie cada read pertence. Entretanto,
em alguns casos, é possivel montar grande parte dos genomas para realizar estudos que
requerem a estrutura do genoma, como por exemplo em anélises funcionais que busquem
por regides codificantes. (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010; KIM et al., 2013;
SHARPTON, 2014).

A maioria dos softwares de montagem de genomas sdo desenvolvidos para juncio
de fragmentos obtidos por sequenciamento de genomas inteiros, do qual os reads sao
provindos de somente um organismo, sendo pouco eficazes para metagenomas onde as
sequéncias apresentam diferentes origens. Além disso, a falta de genomas de referéncia de
micro-organismos nao culturalizaveis e o pequeno tamanho dos fragmentos gerados pelo

sequenciamento tornam a tarefa ainda mais desafiadora (KUMAR et al., 2015).

H4 dois tipos de montagem de genomas que pode ser executados: a montagem

baseada em genomas referéncias e a montagem de novo.

2.2.1 Montagem baseada em genomas de referéncia

Utiliza-se um ou mais genomas de referéncia como “mapas'onde os reads podem
ser posicionados. Quando dois ou mais reads dispéem-se um ao lado do outro, e possivel

realizar sua uniao e formar fragmentos maiores (Figura ?7).

Ferramentas utilizadas para a montagem a partir de genomas de referéncia incluem
MetaAMOS (TREANGEN et al., 2013), Newbler (montagem de reads da 454-Roche)
e MIRA4 (CHEVREUX et al., 2004). Essas ferramentas nao sao computacionalmente
custosas, mas sao adequadas para a aplicacdo em metagenomas de ambientes bem
explorados, onde a composicao microbidtica ja é conhecida. Nesses casos, é mais provavel
que genomas de micro-organismos préximos aos presentes nesses ambientes ja estejam

disponiveis nos bancos de dados, podendo assim serem usados como referéncia.

2.2.2 Montagem de novo:

montagem de fragmentos sem a utilizacao de genomas de referéncia. Esses softwares
apresentam algoritmos mais complexos do que os que utilizam genomas de referéncia,
normalmente, como por exemplo grafos de-Bruijin (COMPEAU; PEVZNER; TESLER,

2011). Programas de montagem de novo também sdo computacionalmente mais caros,



demandando computadores com grande quantidades de meméria e tomando longos tempos
de execugdo. As montagens de novo de metagenomas sdo comumente executadas por
ferramentas como Abyss (SIMPSON et al., 2009), Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008),
SOAP (LI et al., 2008) e EULER (PEVZNER; TANG; WATERMAN; 2001).

Préoxima geragao de ferramentas de montagem: a maioria dos algoritmos citados
acima foram desenvolvidos para a montagem de reads sequenciados a partir de genomas
unicos. Sua utilizagdo para metagenomas, cujas sequéncias sdo originadas de diversos
organismos, esbarram em alguns obstaculos: primeiramente, subespécies similares podem
apresentar variagoes relevantes, assim como sequéncias de espécies diferentes podem ser
muito similares; além disso, a diferenca na quantidade de DNA de cada espécie na amostra
também interfere na montagem do genoma. Outros algoritmos vem sido desenvolvidos

para superar essas dificuldades.

Dois exemplos de softwares de nova geragdo sao Meta-Velvet-SL (NAMIKI et
al., 2012; AFTIAHAYATI; MULYANA, 2015) e Meta-IDBA (PENG et al., 2011), que
combinam ferramentas de binning (mais detalhes sobre binning sdo apresentados abaixo) e
de montagem de reads para unir os fragmentos de metagenomica com mais acuracia. Esses
programas utilizam valores de frequéncias de oligonucleotideos (k-mers) para detectar
torgoes nos grafos de-Bruijin e limiares de k-mers para decompor os grafos em sub-
grafos. Deste modo, os fragmentos sdo conectados baseados nos sub-grafos decompostos
e executando um agrupamento mais eficiente das sequéncias, possibilitando a separacao

das que pertencem a diferentes espécies.

2.3 Andlise taxonémica e binning

Para analisar a diversidade taxondémica de uma amostra de metagenomica, pode
ser realizado um processo denominado binning (MANDE; MOHAMMED; GHOSH, 2012).
A partir desse procedimento os reads, que até entdo ndo tém sua origem taxondmica
determinada, sdo agrupados em téxons de acordo com diferentes caracteristicas da sequén-
cia. Além de quantificar os micro-organismos de diferentes tdxons que estdo presentes
no meio, a partir do binning é possivel reduzir a complexidade do conjunto de dados
para facilitar posteriores fases do estudo, como a montagem de fragmentos ou andlise
funcional (SHARPTON;, 2014).

A partir de anélises taxonomicas é possivel estudar o papel da composicao das
comunidades microbianas nos ecossistemas em que fazem parte. Zarraonaindia mostrou
que a diversidade de espécies associadas aos 6rgao das parreiras (folhas, flores, frutos
e raizes) e ao solo onde estdo plantadas sdo importantes para definir o sabor final dos
vinhos produzidos (ZARRAONAINDIA et al., 2015). Outro estudo demonstrou que a

microbiota intestinal pode influenciar no desenvolvimento da obesidade (RIDAURA et al.,



2013). Resultados como os citados evidenciam a importancia da composi¢do microbiana

nos ambientes em diversas areas.

Apesar da importancia das analises taxonOmicas, esse procedimento representa
grandes desafios para os pesquisadores e desenvolvedores de software principalmente por
causa do pequeno tamanho dos reads obtidos pelas NGS. Por serem muito pequenos,
muitas vezes nao apresentam informacoes suficientes para que seja possivel classifica-los.
Consequentemente, muitos fragmentos acabam sendo excluidos do agrupamento. Para
minimizar esses problemas, pode ser realizada a pré-montagem dos fragmentos e deve
ser utilizada a ferramenta de andlise mais adequada para o tipo de dados que se esta
trabalhando (KIM et al., 2013).

Existem basicamente duas categorias de ferramentas que utilizam diferentes abor-
dagens para a classificacdo taxondémica dos reads de metagendmica: similaridade de

sequéncias e de composicao de sequéncias.

2.3.1 Ferramentas de similaridade de sequéncia:

classificam a sequéncia desconhecida de acordo com sua similaridade com as
armazenadas em bancos de dados. Primeiramente, os dados sdo alinhados
com ferramentas como BLAST. Posteriormente, os softwares de analise de
metagendmica utilizam as informacgoes para fazer inferéncias taxonomicas e
filogenéticas (KIM et al., 2013). O método de similaridade de sequéncias
para a classificacdo taxonOmica dos metagenomas fornece maior resolucao e
acuracia da analise do que o binning a partir da composicdo de sequéncias
(descrito na segdo 3.3.2.). Entretanto, seu custo computacional é maior e
aumenta exponencialmente com a diminui¢ao do comprimento dos reads (LIU
et al., 2013; SHARPTON, 2014). Abaixo, estao citadas ferramentas de andlise
taxondmica por similaridade popularmente utilizadas (SHARPTON, 2014):
Abaixo, estdo citadas ferramentas de andlise taxondmica por similaridade
popularmente utilizadas (SHARPTON, 2014): MEGAN: utiliza BLAST para
comparar os reads de metagenomica com banco de dados de sequéncias que sao
anotadas com a taxonomia do NCBI. Depois, o software infere a taxonomia da
sequéncia colocando o fragmento em um né da arvore taxonoémica do NCBI
correspondente ao ultimo ancestral comum (LCA, do inglés last commom
ancestor) de todos os taxons que contém homologia com o read (HUSON
et al., 2007). MG-RAST: utiliza reconstrucio filogenética de sequéncias de
banco de dados que sejam similares a cada read para classificd-lo taxonomi-
camente (MEYER et al., 2008). CARMA: utiliza os melhores alinhamentos
reciprocos entre as sequéncias disponiveis em banco de dados e os reads de

metagendmica e modelos de indices de evolugdo especificos gene-familia para



inferir o rank taxondmica apropriado a cada fragmento de DNA (GERLACH,;
STOYE, 2011).

2.3.2 Ferramentas de composicdo da sequéncia

Utiliza as caracteristicas intrinsecas da composicao das sequéncias (e.g. conteido
GC, frequéncia de oligonucleotideos, utilizacdo de cddons, assinaturas periddicas)
para classifica-las taxonomicamente. Essas caracteristicas, também chamadas de as-
sinaturas genomicas, sao moldadas em cada grupo taxondémico ao longo da evolucao
de acordo com as pressoes evolutivas as quais os micro-organismos estao sujeitos.
Levando em conta que organismos filogeneticamente mais préximos apresentarao
mais similaridade na composi¢ao de suas sequéncias, é possivel agrupar ou classificar
os reads de metagendmica de acordo com essas caracteristicas (CAMPBELL; RUAN;
WEI, 1999; THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012).

As ferramentas que utilizam assinaturas genomicas sdo mais rapidas e custam menos
computacionalmente do que as ferramentas de similaridade. Entretanto, apresentam
dificuldade na identificacdo de fragmentos muito pequenos (i.e., 150 pb), pois
eles ndo contém informacao suficiente para uma classificacdo eficiente (MANDE;
MOHAMMED; GHOSH, 2012).

Para agrupar e classificar os reads, os programas de composicdo de sequéncias
frequentemente utilizam aprendizagem de maquina supervisionados ou néo supervi-
sionados. Os supervisionados utilizam genomas conhecidos para que o algoritmo
reconhega os padroes de cada grupo taxondémico; os reads sdo atribuidos a um
taxon de acordo com as caracteristicas reconhecidas pela maquina. Algoritmos nao
supervisionados nao utilizam sequéncias de referéncia, eles comparam um fragmento
com outro reconhecendo padroes comuns entre eles e os agrupando em conjuntos
de acordo com suas caracteristicas compartilhadas. Binning a partir de algoritmos
nao supervisionados retinem os reads em grupos taxonomicamente distintos, mas
é necessaria a utilizacdo de ferramentas adicionais para atribuir taxons a cada
agrupamento (BRAGG; TYSON, 2014).

Os Softwares mais popularmente utilizados para o binning por composicao de
sequéncias sao (KIM et al., 2013; SHARPTON, 2014):

— PhyloPithia e PhyloPithiaS: utilizam o algoritmo de aprendizagem su-
pervisionada de maquina support wvector machines, que analisa sequéncias
de treinamento ja identificadas taxonomicamente para construir modelos de
frequéncias de oligonucleotideos que determinam se o read é um membro do
grupo (MCHARDY et al., 2007; PATIL et al., 2011).

— Phymm: ferramenta supervisionada que utiliza modelos Markovianos inter-

polados que combinam probabilidades de predi¢do derivadas de sequéncias



de treinamento com diversos tamanhos. Opcionalmente, aplica alinhamento
com BLAST para a classificacido dos reads. Adequado para sequéncias pe-
quenas originadas de NGS.Adequado para sequéncias pequenas originadas de
NGS. (BRADY; SALZBERG, 2009; BRADY; SALZBERG, 2011).

— NBC: utiliza classificador supervisionado de Naive Bayes baseando-se nos
perfis de frequéncia de k-mers de cada grupo taxondémico. Adequado para
sequéncias pequenas originadas de NGS (ROSEN; REICHENBERGER; RO-
SENFELD, 2011).

— TACOA: ferramenta ndo supervisionada que utiliza regra do vizinho mais

proximo (k-nearest neighbor) para agrupar os reads (DIAZ et al., 2009).

2.3.3 Ferramentas hibridas

Para compensar as vantagens e desvantagens das categorias de algoritmos citados
acima, ha ferramentas que utilizam tanto a abordagem de composicao de sequéncias
quanto o alinhamento para a classificacdo taxondmica dos reads de metagendmica.

Alguns exemplos estdo descritos abaixo:

— PhymmBL: combina a ferramenta Phymm, descrita anteriormente, com ali-
nhamentos em BLAST pata aumentar a precisdo da classificagio (BRADY;
SALZBERG, 2009).

— RITA: combina BLAST com a ferramenta NBC (descrita anteriormente), mas
considera os resultados do BLAST com mais peso (MACDONALD; PARKS;
BEIKO, 2012).

— SPHINX: na primeira fase, SPHINX compara a composi¢do de tetranucle-
otideos do read com a dos genomas de referéncia para realizar uma pré-
filtragem dos grupos taxonomicos a que ele possa pertencer. Depois, utiliza
algoritmos de alinhamento de sequéncia para classificar o fragmento mais
restritamente (MOHAMMED et al., 2011).

2.4  Analise funcional

A anélise funcional dos metagenomas fornece informacoes sobre fungées codificadas
nos genomas dos micro-organismos da comunidade, respondendo a pergunta “o que os
micro-organismos estao fazendo no ambiente estudado?". A partir da caracterizacao dos
genes do metagenoma é possivel tracar um perfil funcional da comunidade microbiana
que pode ser utilizado para comparar metagenomas de diferentes ambientes, revelar
a presenca de novos genes ou fornecer informagoes do mesmo ambiente em diferentes
condigdes (SHARPTON, 2014).



Para realizar a anélise funcional do metagenoma, primeiramente identifica-se os
fragmentos que contém sequéncias codificadoras e depois as compara com sequéncias de
banco de dados de genes, proteinas, familias de proteinas ou vias metabdlicas com funcoes
conhecidas para identificar qual a fun¢ao dos genes desconhecidos (SHARPTON, 2014).

As etapas estdo detalhadas abaixo.

2.4.1 Identificacdo de genes

A busca por genes em meio ao metagenoma pode ser realizada com ou
sem a montagem dos reads. Se os reads estiverem montados e as sequéncias
codificadoras estiverem completas, a predicdo de genes pode ser muitas vezes
realizada com os mesmos programas de busca de genes em genomas completos
que nao requiram parametros espécie-especificos, pois os reads de metagenomas
sao originados de diversas linhagens. A analise funcional de metagenomas nao
montados é mais desafiadora, pois envolve a predi¢do de sequéncias codifica-
doras incompletas (SHARPTON, 2014). Independente da op¢ao de montagem
ou nao dos fragmentos, a maioria dos programas de predicao de genes utiliza
informagoes de cédons (i.e., start codon - AUG) para identificar quadros de
leitura abertos (ORFs, do inglés, open reading frames) e assim classificar as
sequéncias como codificadoras ou nao codificadoras (OULAS et al., 2015).
Os softwares de identificagdo de genes em metagenomas utilizam diferentes
modelos de predigdo de genes, como aprendizagem de maquina (HAYES;
BORODOVSKY, 1998), modelos ocultos de Markov (HMM, do inglés, hid-
den Markov models) (YADA et al., 1999) e tendéncia de utilizagdo de di-
cédon (NGUYEN et al., 2009). Abaixo, estdo citados alguns algoritmos de
busca de genes em metagenomas (KIM et al., 2013).MetaGeneMark: uti-
liza tendéncia de uso de cédons incorporados a HMMs (ZHU; LOMSADZE;
BORODOVSKY, 2010). Prodigal: utiliza algoritmos de aprendizagem de
méquina (HYATT et al., 2010). MetaGene: utiliza tendéncia de utilizagao
de di-c6dons (TANENBAUM et al., 2010). FragGeneScan: utiliza modelos
de erro de sequenciamento e HMM com tendéncia de utilizacdo de cdédons
incorporado (RHO; TANG; YE, 2010). MetaGeneAnnotator: utiliza al-
goritmos de aprendizagem de maquina com informagoes de tendéncia de
utilizagao de di-c6dons (NOGUCHI; TANIGUCHI; ITOH, 2008). Glimmer-
MG: utiliza HMM (SALZBERG et al., 1998). Orphelia: utiliza algoritmos
de aprendizagem de maquina com informagdes de tendéncia de utilizacdo de
di-cédons (HOFF et al., 2009).



2.4.2 Anotacao funcional dos genes

Depois que os genes sdo identificados no metagenoma, a préxima etapa é encontrar
a funcéo desempenhada por eles no microbioma. Essa etapa é a mais computacio-
nalmente custosa por causa do grande tamanho dos metagenomas e, muitas vezes,
comprimento muito pequeno dos reads. Os genes encontrados no metagenoma sao
comparados com genes caracterizados disponiveis nos bancos de dados a partir de
ferramentas de alinhamento de sequéncia, como BLAST, para inferir a funcio que
desempenham no microbioma (OULAS et al., 2015).

Os bancos de dados fornecem informagdes sobre dominios e classificacdo de proteinas
por suas funcoes. A comparacio dos genes desconhecidos com as referéncias desses
bancos de dados possibilitam a determinacio de quais funcgoes e vias estdo presentes
no metagenoma e sua quantidade. Os bancos de mais utilizados para a busca de
informacgoes de genes conhecidos incluem (BELLA et al., 2013): KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA; GOTO, 2000), COG (Clusters
of Orthologous Groups system) (TATUSOV et al., 2003), Pfam (BATEMAN et
al., 2004), CDD (Conserved Domains Database) (MARCHLER-BAUER et al.,
2005), SEED (OVERBEEK et al., 2005), TIGRFAM (SELENGUT et al., 2007)
e eggNOG (MULLER et al., 2010).

2.4.3 Ferramentas generalizadas

Ha ferramentas que foram desenvolvidas para executar a andlise funcional dos
metagenomas de forma mais simplificada, promovendo a interacdo de algoritmos
de identificagdo de genes, alinhamento de sequencias e bancos de dados. Muitas
delas também processam outras etapas como filtragem dos dados e comparacio
de metagenomas e fornecem visualizacido acessivel dos resultados. Esses programas
estao descritos abaixo (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012; BELLA et al., 2013;
OULAS et al., 2015):

— MG-RAST: ferramenta que possui banco de dados préprio e executa controle
de qualidade, predicdo de genes, anotacao funcional e ambiente de comparacao
de metagenomas, retornando dados ao usuario em forma de perfil de abundan-

cia e informagoes taxondémicas.

O software MG-RAST primeiramente prediz os genes dos metagenomas, exe-
cuta o alinhamento com a ferramenta BLAT (BLAST-like alignament tool) (KENT,
2002) e entao identifica os genes dos bancos de dados com melhores homologia
(acima de 70% de identidade) em comparagao aos reads. A partir desse ponto
da anélise, sdo utilizados os genes homodlogos identificados pelo alinhamento, e

nao mais os genes encontrados nos metagenomas.



Embora a utilizagdo dos genes homélogos e nao dos originais ocasione uma série
de limitagoes, fornece maior rapidez ao método, pois os dados dos homdlogos ja
foram pré-processados. Desse modo, a tinica etapa computacionalmente intensa
o alinhamento dos genes do metagenoma com os de bancos de dados, mas
passada essa fase, o resto das comparagoes ja foram pré-processadas (MEYER
et al., 2008; GLASS et al., 2010).

IMG/MER 4: software que executa controle de qualidade, predigdo de genes
e anotagao funcional. Utiliza perfis HMM para associar genes com o banco de
dados PFAM, e entdo as funcoes sdo identificadas com COGs. Os bancos de
dados com matrizes de corte posicao-especificas (PSSMs, do inglés, position-
specific scoring matriz) para COGs sao obtidos do NCBI e sao usados para
a anotagdo de sequéncias de proteinas. Além disso, os genes sdo rotulados
usando KEGG, nimeros EC e sua filogenia é atribuida utilizando buscas
de similaridade. IMG/MER pode utilizar seus préprios dados, uma vez que

apresenta um grande repositorio publico de genomas.

Inicia o processamento dos metagenomas com a predicao de todos genes do
metagenoma. Depois, utiliza os genes originais do metagenoma sao submetidos

a identificacdo de proteinas correspondentes no banco de dados PFAM.

O banco de dados PFAM néao é aceito pelo MG-RAST. PFAM fornece in-
formagoes muito mais detalhadas do que o COGs, tinico banco de dados de
proteinas utilizado pelo MG-RAST. Além disso, PFAM fornece uma anélise
com maior cobertura do que COGs, pois o nimero de metagenomas inseridos
nos clusters do PFAM é maior do que o do COGs. Entretanto, a maior limitagao
do IMG/MER ¢ o crescimento exponencial do niimero de genes, caracteristica
nao vinculada ao MG-RAST, pois ele ndo mantém os metagenomas para
analise (MARKOWITZ et al., 2013).

EBI Metagenomics service: utiliza estrutura de metadata e formatos que
obedecer os padroes do GSC (Consdéreio de Padroes Gendmicos, sigla em inglés,
Genomic Standards Consortium). Além disso, estd adotando um novo esquema
de dados que atualmente sendo hospedado pelo EBI-EMBL: o ENA (Arquivo
Europeu de Nucleotideos, sigla em inglés, Furopean Nucleotide Archive). O
ENA tem o objetivo de integrar dados derivados das tecnologias de sequenci-

amento em um padrao mutualmente aceito.

O EBI Metagenomics oferece um servigo de anélise de dados genémicos obtidos
por shotgun e também por genes marcadores. Isso permite a extracdo dos dados
de rRNA dos metagenomas utilizando ferramentas como rRNASelector (LEE;
YI; CHUN, 2011) para andlise de metagenémica por genes marcadores. Tam-

bém é compativel com ferramentas de anélise 16S rRNA, como Qiime (citado
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no item sobre “Metagendmica de 16S rRNA") para atribuigdo taxondmoica

correta dessas sequéncias.

Para busca de sequéncias codificadoras nos metagenomas, EBI Metagenomics
utiliza FragGeneScan para identificar as sequéncias codificadoras de proteinas.
Para a anotacao funcional, utiliza bancos de dados como Interpro, que é um
sistema cumulativo e composto de multiplos bancos de dados de familias de
proteinas e permite predicdo de dominios de proteinas e atribuicdo funcional

aos genes.

EBI Metagenomics fornece arquivamento de dados via ENA e nimeros de
acesso unicos para cada conjunto de dados submetido. As politicas de arqui-
vamento requerem que os dados sejam publicos, entretanto, ha um periodo de
2 anos, a partir da submissao, durante o qual os dados sdo mantidos em modo
privativo até que o usudrio publique os resultados analisados (HUNTER et al.,
2014).

CAMERA: servico de nuvem online que fornece ferramentas de software
hospedadas e infraestrutura computacional de alta performance para a analise
de dados de metagenomica. Permite a publicacdo do conjunto de dados e

comparacao entre os metagenomas.

E uma ferramenta flexivel, que permite que o usudrio interfira no processo
de andlise. Entretanto, essa caracteristica exige experiéncia e conhecimento
do usudrio para que a andlise possa ser executada de maneira correta e os

resultados possam ser corretamente interpretados (SESHADRI et al., 2007).

MEGAN: ferramenta para visualizacdo de resultados de analises taxonémicas
ou funcionais derivados do BLAST. Apresenta diversas opgoes de visualizagao,
como dendrogramas, graficos de barras e outros tipos de graficos que permitem
que dados hierarquicos sejam explorados e torna a analise mais visualmente
acessivel (HUSON et al., 2007).

Conclusao e Perspectivas Futuras

Nas ultimas duas décadas foram promovidos avangos importantes nas sub-areas

metagendmica. A disponibilidade de métodos de extracio de DNA de quase todo

tipo de amostra ambiental, diminuicdo brusca nos precos do sequenciamento, evo-

lugdo das tecnologias NGS e progressos no campo da computacdo como poder de

processamento e armazenamento e desenvolvimento de algoritmos mais complexos

possibilitaram a obtencao de andlises de comunidades microbidticas cada vez mais
complexas e completas (KUMAR et al., 2015).



Os progressos no campo da metagenémica ainda apresentam potencial de irem cada
vez mais longe: as tecnologias de sequenciamento em desenvolvimento, como PacBio
ou sequenciamento por nanoporo prometem maiores facilidades para os protocolos
de andlise desde a montagem até o processo de anotagdo funcional. Além das pla-
taformas, as préprias ferramentas computacionais vém se aprimorando no decorrer
do tempo: a crescente quantidade de genomas de referéncia de micro-organismos
cultivaveis e nao cultivaveis fornece um aumento progressivo na quantidade de
informagoes disponiveis, consequentemente aumentando a precisao dos algoritmos

de andlises taxonomica e funcional (OULAS et al., 2015).

A falta de padronizacdo dos dados é outra dificuldade que estd sendo superada: o
GSC vem desenvolvendo protocolos como o MARMS (em inglés, Mininum Analysis
Requirements of Metagenome Sequences, ou "requerimentos minimos para a andlise
de sequéncias metagendmicas'em portugués). MARMS serd composta de metologo-
gias padronizadas e consensos na escolha de softwares, etapas de andlise, valores de
limite e pardmetros. Esse projeto tem o objetivo de minimizar os viéses que podem
ser gerados pela analise de miltiplas metodologias. GSC também pretende promover
a integracdo de dados analisados atribuidos a formatos e estruturas mutualmente
aceitaveis que facilitardo a troca de insights e informacao valiosos no campo da
microbiologia ambiental (OULAS et al., 2015).

Entretanto, o desenvolvimento de ferramentas e bancos de dados para estudos
metagendmicos ainda estd em seu principio, e ainda h& muitas limitagoes para
ser contornadas (KIM et al., 2013). Primeiramente, a precisdo das ferramentas
necessita ser melhorada. Segundo, é necessaria uma melhora na infraestrutura
computacional para gerenciamento, disponibilidade e armazenamento de dados,
pois o rapido aumento no tamanho e quantidade de dados estd superando a
capacidade computacional. Terceiro, é necessario o aperfeicoamento de métodos
estatisticos, especialmente para metagenomas originados e comunidades complexas
onde os dados de taxons e genes podem ser esparcos. Por tltimo, é necessario
o aprimoramento de sistemas experimentais para a manipulagdo de comunidades
microbianas; modificando a composi¢ao dos meios de cultura (e.g., administracao
de antibidticos, suplementacgdo probidtica, transplante de comunidades, mudancas
fisicas como de pH, temperatura, pressao), é possivel estabelecer a relagdo dos micro-
organismos com a composi¢ao do ambiente (SHARPTON, 2014). Com a superacao
dessas dificuldades, as comunidades microbianas poderao ser estudadas com cada
vez mais rapidez e precisao, proporcionando o aumento do conhecimento sobre a
dindmica das comunidades microbianas e impulsionando o avango da ciéncia em

diversas areas.
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