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Resumo:

O Streptococcus pneumoniae, ou pneumococcus, ¢ uma bactéria causadora de doencas em
humanos,tais como pneumonia, meningite bacteriana e otite, entre outras. Apresenta uma elevada
taxa de mortalidade em certas faixas etarias e regioes do mundo. Desde a década de 70 do séc. XX
que tém sido desenvolvidas vacinas que conseguiram diminuir a taxa de infe¢do pelo
pneumococcus. No entanto, além da progressiva resisténcia adquirida aos antibidticos e a
vacinacao, observou-se que a divisao dos serotipos em classes de estirpes causadoras de doenca ou
simplesmente colonizadoras ndo ¢ estatica. Algumas estirpes que causam doenca num hospedeiro
ndo causam noutro e vice-versa, além de clones com o mesmo serotipo apresentarem diferentes
padroes de invasividade. Uma compreensdo aprofundada dos mecanismos de invasividade do
pneumococcus poderd fornecer novas vias para o combate as doencas provocadas por este
microorganismo.

A capacidade do pneumococcus de causar doenca ¢ heterogénea entre as varias estirpes que
fazem parte da espécie. Especificamente, o contetido génico inter-estirpes varia, sendo o
reservatorio do pan-genoma do pneumococcus nao s as varias estirpes, como até outras espécies de
Streptococcus, estando bem documentada a transferéncia horizontal de genes (HGT). Devido a esta
heterogenidade, ¢ possivel observar co-presencas de genes especificos e a invasividade e deduzir
potenciais associagdes “genes — doenga”.

Este trabalho estd inserido num projeto que usa uma abordagem da biologia de sistemas, ao
recorrer a construcdo de relagdes semanticas entre processos biologicos de genes de S. pneumoniae,
com o objectivo de identificar modulos de genes funcionalmente coerentes associados a viruléncia.
Se a fungdo de um gene tem impacto na viruléncia do microrganismo, entdo os genes envolvidos
em processos bioldgicos vizinhos em termos semanticos poderdo ter uma influéncia similar, mesmo
que indireta, ao afetar a atividade desse gene. A busca de modulos de genes ¢ mais poderosa do que
a identificacdo de associagdes de genes individuais com a viruléncia. A associacdo cumulativa do
moédulo pode ser significativa mesmo quando nenhum dos genes constituintes apresenta uma
associacao suficientemente forte per se.

A partir da lista de genes dos genomas de trés estirpes de referéncia (G54, R6 e Tigr4), foi
medida a semelhanca semantica entre cada par possivel de genes, usando para isso as anotagdes de
processo bioldgico de acordo com a Gene Ontology (GO), um vocabulario controlado de termos
usados para anotacdo de genes. Estas semelhancas foram entdo usadas para, computacionalmente,
construir modulos de genes, que ndo sdo mais que conjuntos de genes com uma semelhanga média
elevada entre si. Usando dados de hibridacdo gendmica comparativa por microarray (aCGH)

referentes a 72 estirpes de pneumococcus, a contagem de presencas de genes de cada modulo em



estirpes consideradas invasivas foi comparada com a mesma contagem em estirpes consideradas
colonizadoras. Aqueles modulos em que as estirpes consideradas invasivas tinham maior presenca
em relacdo as colonizadoras foram considerados associados a invasividade, sendo depois analisados
os resultados, quanto a sua fungdo bioldgica. Estes revelaram fungdes relacionadas com a sintese e a
degradacgdo proteicas, metabolismo e transporte de carbohidratos, € em menor magnitude modulos
associados ao processamento da capsula e a mecanismos relacionados com a expressao génica.
Acreditamos que este método permite tirar partido das ontologias e das propriedades destas que
permitem medir semelhangas semanticas, aplicando-as neste caso na descoberta de potenciais alvos

terapéuticos.



Abstract:

Streptococcus pneumoniae, or pneumococcus, is a bacteria causing human disease, such as
pneumonia, bacterial meningitis and otitis media, among others. It has a high rate of mortality in
certain age groups and regions. Since the late 70th of XX century vaccines able to decrease the rate
of pneumococcal infection have been developed. However, besides the progressive acquired
resistance to antibiotics and vaccination, it was observed that the division of serotypes in classes
causing disease or colonizing is not static. Some strains that cause disease in a host don't cause in
another and vice versa, and clones with the same serotype have different patterns of gene
expression. A thorough understanding of the mechanisms of invasiveness of the pneumococcus may
provide new avenues for combating diseases caused by this organism.

The ability of the pneumococcus to cause disease is heterogeneous among the different strains
belonging to the species. Specifically, the inter-strain gene content varies, being the reservoir of the
pan-genome of pneumococcus not only the various strains, but also other Streptococcus species,
being well documented horizontal gene transfer (HGT). Because of this heterogeneity, it is possible
to observe the co-presence of the expression of specific genes and deduced invasiveness and
potential "disease gene expression —" associations.

This work is inserted in a project using a systems biology approach, by using the construction
of semantic relationships between biological processes of genes from S. pneumoniae in order to
identify modules of functional coherent genes associated with virulence. If the function of a gene
has an impact on virulence of the microorganism, so the semantically neighboring genes in terms of
biological process may have a similar effect, even if indirectly, by affecting the activity of that gene.
The search for gene modules is more powerful than the identification of associations of individual
genes with virulence. The cumulative association of the module can be significant even when none
of the constituent genes provides a strong enough association per se.

From the list of genes present in the genomes of three reference strains (G54, R6 and Tigr4),
semantic similarity between each possible pair of genes was measured. These similarities were then
used to computationally build gene modules which are no more than clusters of genes with a high
average similarity. The module gene counts in strains considered invasive versus the same counts in
strains considered colonizers were compared and those modules that were most present in invasive
strains were considered to be associated with virulence, the results are then analyzed in terms of
their biological processes. We believe that this method takes advantage of the properties of these

ontologies and the capacity of measuring semantic similarity, applying them in the discovery of



potential therapeutic targets.
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Introducao:

O Streptococcus pneumoniae ¢ uma bactéria gram-positiva que tem o seu nicho ecoldgico em
humanos no trato respiratorio superior. A relagdo ecologica da bactéria com a nossa espécie €, num
quadro nao patologico, de colonizagdo assintomatica [1]. No entanto, em individuos suscetiveis, tais
como criangas, idosos e pessoas imunodeprimidas, essa relagdo pode-se modificar e a bactéria nesse
caso provoca doengas, tais como pneumonia, meningite, otite, sinusite e sepsis [1]. O quadro clinico
¢ variavel, dependendo este de fatores como o serotipo da bactéria e a suscetibilidade do individuo
doente, podendo ser fatal. Em 2010, cerca de 18% das mortes a nivel mundial, em criancas com
menos de 5 anos, foram devidas a pneumonia, sendo o pneumococcus o agente mais comum,
responsavel por esta doenca.

Até antes da revolugdo causada pelos antibidticos, as infe¢cdes causadas por este agente, assim
como por outros microorganismos, tinham alta taxa de mortalidade. Apds esse periodo estas
passaram a ser encaradas como triviais, dada a elevada taxa de sucesso dos tratamentos com recurso
a antibidticos . Simultaneamente, avangos noutras areas, tais como na vacinagdo, permitiram atuar
na prevencao, aumentando assim o leque de abordagens possiveis no combate as doencas do foro
bacteriano. No caso particular do pneumococcus, desde a década de 70 do séc. XX, foram
aprovadas para uso vacinas tendo como agente imunogénico a céapsula polissacarida do
pneumococcus (CPS) [1]. Estas vacinas conferem imunidade para aprox. 90% das estirpes
causadoras de doencas. O principal problema desta classe de vacinas ¢ o facto dos antigénios
baseados na capsula polissacéarida serem fracos agentes imunogénicos em criangas com menos de 2
anos— o maior reservatorio do pneumococcus em humanos — devido as reac¢des imunogénicas nesta
faixa etaria serem independentes das células T e ndo criarem memdria imunoldgica a longo prazo.
Novas classes de vacinas tém sido desenvolvidas, nomeadamente as vacinas conjugadas
CPS/proteinas. Estas t€m maior capacidade de estimular as células T, sendo aplicadas, por exemplo
no Reino Unido, a criangas com menos de 5 anos, a individuos com mais de 65 aos ¢ a outros
grupos de risco, tais como individuos imunocomprometidos, diabéticos, doentes cardiacos cronicos.
No entanto, esta classe de vacinas ¢ dispendiosa, o que podera ser um problema quanto a sua
aplicacdo generalizada em paises pobres.

A emergéncia de estirpes resistentes e multi-resistentes, a par da diminuicdo da taxa de
descoberta de novos antibidticos pds em evidéncia um problema que ¢ a diminui¢do do arsenal de
combate as infe¢des por microorganismos, incluindo o pneumococcus. Algumas das consequéncias

sdo o aumento de estirpes resistentes a antibidticos de primeira linha e a emergéncia de estirpes



multi-resistentes.

Outro problema associado aos organismos patogénicos ¢ o facto do nicho ecolédgico deixado
livre pelas estirpes eventualmente eliminadas pela vacinagdo ser ocupado por estirpes
serotipicamente diferentes. Este fenomeno ¢ designado por treatment strain replacement ou
replacement effect [2], [3]. Isto acontece devido ao facto dos microorganismos em geral terem
reduzidos tempos inter-geracionais, um elevado nimero de descendéncia e mutabilidade elevada.
Este fendbmeno aumenta o risco potencial da emergéncia de patologias causadas por serotipos nao
incluidos na vacinagdo, € 0 pneumococcus nao ¢ exce¢do a este fenomeno. No estudo
epidemioldgico usado como fonte de informacao para este trabalho, observou-se que o potencial de
causar doenga para os clones de alguns serotipos ¢ variavel, ou seja, alguns serotipos recolhidos em
individuos doentes estdo igualmente presentes em individuos portadores saudaveis, e vice-versa.
[4]. Este facto reforca a hipdtese da importancia do papel da variabilidade genética no processo de
invasividade. Existem ja referéncias a casos de bactericémia causados por serotipos ndo incluidos
nas classes de vacinas usadas [5]. Observou-se também que a pressdo seletiva sobre as estirpes
resistentes, em que o factor de pressao ¢ o antibiodtico, favorece a selecdo de estirpes especificas,
conforme o alvo do antibidtico[6]. Varias abordagens estdo actualmente a ser estudadas, e¢ a
descoberta de novos potenciais alvos terapéuticos e até de alternativas aos antibioticos (silencing do
RNA bacteriano [7], por exemplo) sdo potenciais ferramentas para que se mantenha a vantagem dos
humanos sobre as doencas causadas por organismos patogénicos, vantagem essa suportada até
agora pelos antibioticos e pela vacinagdo. Neste trabalho usaram-se semelhangas semanticas, que
reflectem em principio uma semelhanca quanto a fungdo bioldgica, como um agregador de
entidades que, caso tenham uma associagdo positiva com a presenca das estirpes consideradas
invasivas, poderdo ser importantes para o sucesso do processo patoldgico desencadeado pelo
pneumococcus.

Sdo varios os passos envolvidos no processo que culmina na patogénese do pneumococcus,
sendo os fatores de viruléncia responsaveis pela evasdo ao sistema imune do hospedeiro e também
pelo processo inflamatorio. A capsula bacteriana desempenha um papel importante no processo de
invasividade. Esta possui propriedades que permitem a bactéria resistir a fagocitose e contém os
determinantes moleculares que definem o serotipo da bactéria em questdo. Outros fatores de
viruléncia incluem moléculas de ligagdo a componentes celulares e extracelulares do hospedeiro,
componentes que dotam o pneumococcus de resisténcia ao stress oxidativo, a evasdo do sistema
imune de complemento do hospedeiro e péptidos antimicrobianos envolvidos na competi¢do intra-
especifica pelo nicho ecologico (nasofaringe) [1].

O nicho ecoldgico do pneumococcus em humanos € a nasofaringe, onde este pode habitar



numa relacdo comensal com o hospedeiro. Os episddios patoldgicos acontecem quando o
microorganismo coloniza outros locais do organismo do hospedeiro [8] ou quando o hospedeiro ¢é
susceptivel.

Quanto a genética do pneumococcus, esta apresenta uma grande variabilidade, possuindo
também capacidade de competéncia (incorporacdo de DNA exdgeno). As estirpes comensais ou
virulentas apresentam um genoma reduzido, na ordem dos 1,5 — 3 Mb, enquanto as estirpes de vida
livre apresentam um genoma maior. Este facto provavelmente ¢ devido a necessidade de
economizar recursos ndo essenciais quando num organismo hospedeiro, mantendo no entanto a
capacidade de adquirir DNA exo6geno, facto verificado pela presenga de operdes que possibilitam a
esses pneumococci a aquisi¢do de DNA por horizontal gene transfer (HGT). Uma caracteristica de
algumas infecgdes cronicas provocadas por bactérias € a formag¢ao de um biofilme que protege as
bactérias do sistema imunitario do hospedeiro. Adicionalmente, este biofilme, quando devido a
infecdes policlonais, cria um ambiente favoravel as bactérias para que haja HGT, tendo tal facto
sido verificado experimentalmente para S. pneumoniae [9].

As fontes da diversidade genética dos pneumococci sdo geralmente outros Streptococcus,
nomeadamente S. infantis, S. oralis e S. mitis, partilhando estes entre si genes responsaveis pelos
factores de viruléncia presentes em patologias humanas. Ha estudos que apontam para a hipotese de
que certos organismos possuam um pan-genoma distribuido num 'superset' genémico distribuido
por varias estirpes € que aquele 'flui' por recombinagdo entre as varias estirpes com capacidade de
recombinacdo (competéncia), designando-se este fendmeno por 'distributed-genome hypothesis
(DGH). Observou-se que a dinamica genética dos pneumoccoci se enquadra neste fenémeno [10].
Este facto foi verificado por analises moleculares filogenéticas, e € uma das hipodteses para explicar
o facto do pan-genoma do pneumococcus ser tao extenso. Especificamente, analisando a origem dos
genes dispensaveis, observou-se que S. mitis € o principal reservatorio da variabilidade genética dos
pneumoccoci [11]. Todos estes factos dotam os pneumococci de uma flexibilidade acrescida que
aumentam as suas probabilidades de sobrevivéncia e evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro.
Uma consequéncia resultante dos fenomenos relacionados com esta dinamica de partilha génica
inter-especifica podera ser o aumento da taxa de substituicdo génica de alelos e/ou genes. Alelos de
genes nao essenciais para a invasividade do pneumococcus que sejam usados em vacinas poderao
ser mais rapidamente substituidos por outros que eventualmente poderdo aumentar a taxa de
sucesso da invasividade do pneumococcus. Num estudo epidemiolédgico [4], observou-se que, numa
colecdo de isolados recolhidos em individuos saudéaveis portadores do pneumococcus € em
individuos doentes, alguns dos serotipos recolhidos tanto em portadores como em doentes sdo os

mesmos, o que indica que um mesmo serotipo em hospedeiros diferentes pode exibir caracteristicas



de invasividade ou existir numa relagdo ndo patoldgica. Mais ainda, em alguns serotipos, observou-
se que varios dos seus clones apresentavam capacidade variavel para causar doenga, o que indica
que a variabilidade genética poderd ter um papel importante no surgimento de doencga dentro do
mesmo serotipo.

A problemdtica da crescente resisténcia dos microorganismos em geral aos antibidticos
disponiveis € uma area da ciéncia que, tal como provavelmente todas as outras, tem o potencial de
tirar partido do conhecimento acrescido obtido a partir de informagao pré-existente. No entanto, a
preméncia da descoberta de novos potenciais alvos terapéuticos ¢ a cada vez maior dificuldade na
descoberta destes, no ambito da resisténcia aos antibidticos, ¢ um problema para o qual as
ontologias se podem revelar uma ferramenta de valor acrescentado, nomeadamente na interpretagao
de resultados, devido as suas caracteristicas. Outras areas, como a farmacogendémica, em que a
necessidade de obter resultados personalizados num intervalo de tempo que permita a viabilidade
do tratamento, podem beneficiar também de ferramentas que fagam uso das ontologias [12].

De modo a manipular com eficiéncia e tirar partido da cada vez maior quantidade de dados
produzida pelas '6micas', por parte da comunidade cientifica, este trabalho visa tirar proveito da
quantidade massiva de dados disponivel e a sua crescente anotagdo. Para tal, implementou-se um
método que tira partido da anotagdo dos produtos génicos, usando aquela para compara-los e medir
a semelhanca entre eles. A anota¢do usada para os produtos génicos considerados neste trabalho
pertence a um conjunto que constitui um vocabulario controlado denominado Gene Ontology
(GO), que ¢ um conjunto de termos, tais como “enzyme”, “transcription factor” ou ‘“glicolysys
pathway” que representam os mesmos termos usados na literatura das ciéncias bioldgicas e da
saude. O uso de termos numa linguagem natural visa criar um vocabulario que seja entendivel por
pessoas e passivel de ser tratado computacionalmente, devido justamente ao vocabulario ser
controlado, ou seja, este obedece a regras, sendo estas comuns a todos os sistemas digitais onde o
vocabulario ¢ usado e a aplicacdo por humanos. Este vocabulario, quando aplicado a uma base de
dados representativa do genoma de um ou varios organismos, tal como a UniProt KnowledgeBase,
dota cada entidade presente na base de dados (neste caso sequéncias representando produtos da
expressdo génica) de uma anotacao adicional — uma ontologia — sendo a Gene Ontology também
uma ontologia.

O conceito de ontologia ¢ definido como uma caracterizagdo objectiva e formal de
determinado conceito ou entidade, usando como meios para tal um vocabulario comum, de modo
que quando determinada entidade ¢ caracterizada com recurso a uma ontologia, isso significa que a
caracterizagdo sera feita com recurso a termos, tais como palavras, que pertencem ao vocabulario

que constitui a ontologia. Diz-se que o vocabulario ¢ comum porque, como a ontologia ¢ aplicada a
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uma determinada area do conhecimento, o contexto em que se inserem os termos do vocabulario
dessa ontologia (criado especificamente para ela) estd definido a partida. Este facto permite a
reutilizagdo da mesma ontologia para anotar varias cole¢des dentro da area de conhecimento para a
qual foi criada. Uma ontologia proporciona um vocabulario comum que pode ser usado para
caracterizar um dominio do conhecimento, anotando os as entidades pertencentes ao respetivo
dominio do conhecimento com termos que transmitem informagao sobre a natureza das respetivas
entidades e também as relacdes entre elas. Esta anotagdo, se rigorosa, acrescenta utilidade as
anotacdes que nao apenas uma informacdo de teor enciclopédico ou uma maior facilidade de
pesquisa (importantes por si s6). No caso deste trabalho, implementou-se o conceito de semelhanca
semantica, que significa medir o quao semelhante sdo dois produtos génicos entre si, sendo tao
mais semelhantes quanto mais termos GO (Gene Ontology) possuirem em comum.

Quando se comparam dois produtos génicos, ou simplesmente ¢ necessario consultar a
anotacdo de apenas um produto génico, os termos GO (Gene Ontology) permitem saber qual a sua
funcdo bioldgica, molecular, e a sua localizagcdo celular. Com base nesta informagdo, usou-se o
conceito de conteudo informativo (IC ou information content), que reflete a frequéncia com que
determinado termo ¢ usado na anotacao da totalidade das entidades, num determinado corpus (o
corpus neste caso € toda a base de dados Uniprot KnowledgeBase). Quanto mais entidades forem
anotadas por um determinado termo dentro de um corpus, menor sera o poder discriminatorio desse
termo especifico dentro do corpus em analise e, como tal, menos informativo sera. O inverso
também ¢ verdadeiro. Como o conteudo informativo (IC) € um valor numérico (a frequéncia), pode-
se usar esse valor para comparar dois termos entre si. Dois produtos génicos serdo tdo mais
semelhantes semanticamente entre si. Se se compararem todos os termos de um organismo entre si,
por exemplo numa matriz representativa do mapa combinatorio de todos os produtos génicos,
poderemos saber, para cada par de produtos génicos, o valor de semelhanca entre ambos os
elementos.

Este trabalho consistiu na constru¢do de modulos coerentes de genes presentes em S.
pneumoniae para posterior andlise quanto a sua associacdo com a invasividade. Os modulos em si
sdo conjuntos de 20 ou 50 sequéncias génicas, correspondentes a genes do pneumococcus, com
semelhanca funcional entre si. O célculo da semelhanga entre cada par de genes foi um trabalho
prévio efectuado pelo BDXL, do departamento de informatica da FCUL. Neste trabalho, o conjunto
das semelhancas semanticas entre pares de genes foi usada por nos para construir médulos de genes
funcionalmente coerentes.

Para testar a associagdo dos modulos a invasividade, estes foram comparados com os

conteudos génicos de varias estirpes de S. pneumoniae obtidas a partir de um estudo prévio, em que



foram estudadas 72 estirpes de S. pneumoniae isoladas em Portugal. 49 foram considerados
invasivos e 23 simplesmente colonizadores, de acordo com dados epidemiologicos da populagdo
pneumocdccica portuguesa [4]. O genoma destes serotipos foi analisado por hibridagdo em
microarrays. Estes representavam os genomas de trés estirpes de referéncia: G54, R6 e Tigr4. Os
resultados consistiram no mapa de presengas e auséncias de cada ORF para cada uma das 72
estirpes testadas.

A associacao dos modulos de genes a viruléncia consistiu em comparar o mapa de presencas €
auséncias de cada uma das 72 estirpes com cada um dos modulos. Para cada modulo, se o nimero
de presencas de genes do mddulo nas estirpes consideradas invasivas for superior ao nimero de
presencas nas estirpes consideradas colonizadoras, o modulo é considerado como potencialmente
associado a invasividade. A andlise estatistica usada seguiu o modelo de distribuigdao
hipergeométrico, em que foi medido o nivel de enriquecimento de presencas do médulo em estirpes
invasivas versus colonizadoras. Nesse caso, cada um dos 20 ou 50 genes do modulo serad
posteriormente analisado quanto a sua fun¢do biologica.

Apos a selecdo dos mddulos candidatos, foi necessario desenvolver e aplicar testes estatisticos
aos mesmos, para calcular a probabilidade da presenga diferencial em estirpes invasivas versus
colonizadoras no modulo ser devida ao acaso ou efetivamente existir uma associagdo a

invasividade.



Abordagem Computacional e ontologias:

O objetivo deste projeto consistiu na constru¢do de modulos de genes com uma associagao a
invasividade, usando informagdo da presenca diferencial de genes obtida através de hibridacao
gendmica comparativa no ambito de um estudo epidemioldgico [4], anotando esses genes com
recurso a Gene Ontology.

O projeto enquadra-se num esfor¢co maior que consiste na criagdo de métodos que permitam
obter uma associagdo entre motivos de rede e fendtipos virulentos. Este projeto tira partido da fusao
entre as Tecnologias de Informagao e as tecnologias de detecao molecular, que permitem a obtengdo
de informacao em larga escala. Tal apenas € possivel, num espago de tempo razoavel, se se possuir
meios de automatizar tarefas e processar elevadas quantidades de informagdo. O exponencial
crescimento tanto da informagdo obtida pelas “Omicas” (gendmica, transcriptomica, protedmica,
metaboldémica, entre outros) como da obtencao de conhecimento acrescido usando como base essa
informagdo deve-se, sem duvida, a evolucdo das tecnologias de recolha de informagdo em larga
escala, mas principalmente a capacidade crescente de poder computacional disponivel e a eficacia
dos algoritmos preditivos de sequéncia e fungdo. Caso contrario ndo se conseguiria ter a quantidade,
tanto de informacdo como principalmente da anotagdo desta, que se tem atualmente, gracas, por
exemplo, a crescente sofisticacdo dos algoritmos preditivos das fungdes génica, proteica e
enzimatica, entre outras.

Um dos fatores que pode ser limitante ao aproveitamento da informagdo disponivel € a
multiplicidade de regras de anotacdo dispares entre si, sem obedecer a uma norma. Este facto pode
obrigar a um re-tratamento da informacao, caso seja necessario o uso de informagdes anotadas de
modos dispares, obrigando a trabalho adicional e gastos de tempo que podem ser evitados a
montante, caso uma norma de classificagdo da informagdo seja usada por toda uma comunidade.
Justamente com o objetivo de unificar o modo como a informagdo disponibilizada ¢ anotada,
surgiram varias iniciativas, sendo as ontologias (onde se inclui a Gene Ontology) uma delas.

O uso de uma linguagem comum para a anota¢do de fungdes bioquimicas ou bioldgicas
proporciona a comunidade cientifica uma maior agilidade do tratamento da cada vez maior
quantidade de informagdo que as “Omicas” produziram e continuam a produzir. Adiciona também
confianga no uso de termos pertencentes ao universo da ontologia usada, ja que o investigador, ao
usar um termo em questdo (numa pesquisa, por exemplo), sabera a priori que todas as entidades
anotadas com esse termo serdo consideradas. Simultaneamente, devido ao vocabulario ser

normalizado, terd a seguranga de nenhum resultado correspondente aos termos usados na pesquisa



ter sido excluido na pesquisa, caso se encontre anotado com termos pertencentes ao universo da
ontologia usada. Uma caracteristica importante das ontologias ¢ o seu vocabulario (corpus) ser
entendido tanto por humanos como por computadores, eliminando assim a necessidade de interfaces
e agilizando assim o fluxo da informagao entre os Sistemas Digitais dedicados as 'Omicas' e os

utilizadores.

Gene Ontology:

A Gene Ontology (GO) ¢ uma iniciativa que visa a implementacdo de um vocabuldrio comum
que descreva genes e produtos da expressdo génica para qualquer organismo de qualquer dominio
da vida. Esta iniciativa, gerida pela Gene Ontology Consortium, ¢ um trabalho colectivo de varios
grupos, que contribuem com novas anotagdes, revém e atualizam o vocabulario existente e propdem
correcdes ao mesmo. A Gene Ontology faz parte de um esfor¢o maior que tem em vista a criagdo de
um vocabuldrio controlado que possa ser partilhado entre as diversas areas da biologia e da
medicina — a Open Biomedical Ontologies. O vocabuldrio GO visa classificar qualquer produto da
expressdo génica quanto a 3 caracteristicas, ou classes: fung¢do molecular, processo biologico e
componente celular, podendo a escolha das anotagdes de determinada entidade para as suas 3
classes ser resultado de trabalho experimental, deduzida através de algoritmos preditivos ou ambos.
A anotacdo ¢ feita com recurso ao vocabulario GO, que ¢ o conjunto de todos os termos (palavras)
disponiveis para uso na classificacdo e anotagdo, escolhendo-se, para cada uma das trés classes, o
ou os termos que, o mais especificamente possivel, se adequam a entidade em questdo. Os termos
pertencentes ao vocabuldrio GO sdo em lingua inglesa e sao semelhantes aos usados na literatura
cientifica.

Formalmente, o vocabulario GO ¢ organizado na forma de um grafo aciclico dirigido. Este
tipo de grafo toma a forma aproximada de uma arvore, em que junto a raiz estdo as 3 classes
independentes pelas quais qualquer entidade pode ser classificada (fun¢do molecular, processo
biologico e componente celular). Estas 3 classes incluem todos os termos que constituem o
vocabulario GO, estruturados numa hierarquia em que os termos mais gerais, € por consequéncia
menos especificos, estdo perto da raiz, e subordinado a cada termo existe um ou mais termos
“filhos”, mais especificos que o termo parental. Quanto mais informacdo se possuir sobre
determinada entidade candidata a ser classificada com recurso a termos GO, maior ¢ a hipdtese de
esta ser classificada com termos mais especificos e, consequentemente mais informativos. Como

existem trés grafos independentes, expressando cada um deles as relagdes hierdrquicas entre os



termos de cada uma das classes de anotacdo disponiveis (fun¢do molecular, processo biologico e
componente celular) e como cada entidade pode ser anotada pelos termos das 3 classes, cada

entidade pode estar representada nos trés grafos GO.

cellular
component

biological
process

molecular
function

is_a is_a

cell killing

is_a is_a

transcription
regulator
activity

@D is_a

part_of

is_a

nucleic acid

binding cell

part

is_a

. membrane

transcription
factor activity

Figura 1: Secgdo do grafo GO representando os sub-grafos correspondentes as trés classes de
anotagoes GO existentes (molecular function, biological process e cellular component), assim
como as relagoes hierdrquicas entre os termos. Estas sdo sempre designadas com termos tais
como 'is a' ou 'part of", de modo a proporcionar, de um modo o mais natural possivel de
entender, as relagoes entre os termos. A relagdo entre as entidades 'transcription factor
activity', 'cell part' e os seus respetivos termos parentais reflete a forma das relagoes GO como
um grafo aciclico dirigido e ndo como uma arvore, em que nesta todos os termos-filho apenas
tém um termo parental.

Classificacao de produtos génicos:

A Gene Ontology, embora possa ser consultada, ndo proporciona informagdo biologica per se.
E a aplicacdo dos seus termos na anotagio das entidades bioldgicas que a torna uma ferramenta.
Quando determinada entidade ¢ anotada (neste trabalho as entidades sdo genes), o que acontece ¢ a
associacdo dos termos que melhor a classificam. A classificagdo ¢ feita, como dito anteriormente,
em trés classes ( fungdo molecular, processo biologico € componente celular), sendo esta feita

automatica ou manualmente. Cada entidade podera ser anotada com um ou mais termos de cada



uma das trés classes que melhor descrevam a entidade. Cada termo terd uma posi¢do no grafo da
respetiva classe, conforme o seu nivel de especificidade. No entanto, o que se descreveu até agora
nao foi a implementagdo da Gene Ontology a algo concreto. Apenas se explicou a sua arquitetura. A
Gene Ontology ¢ aplicada geralmente a um conjunto de produtos génicos. Embora nada impeca a
anotacdo de um qualquer produto génico isolado com termos GO, o valor acrescentado do uso das
ontologias observa-se quando este ¢ aplicado a bases de dados com alguma dimensdo. Uma delas,
que foi a usada neste trabalho, ¢ a UniProt KnowledgeBase (UniProtKB). Esta base de dados
contém sequéncias de produtos génicos, nomeadamente sequéncias de aminodcidos resultantes da
tradu¢do de um transcrito. No caso especifico da UniProtKB, esta contém sequéncias de diversos
organismos, incluindo do pneumococcus. O facto de se usar como fonte de dados uma base de
dados de grande dimensdo permite obter certas informacgdes, tais como o valor do contetido
informativo, uma informac¢ao essencial para a execugdo deste trabalho. O contetido informativo,
ou Information content (IC), ¢ essencial para o calculo das semelhancas semanticas e sera
explicado em detalhe em seguida. Cada entidade disponibilizada pela UniProtKB, caso tenha
anotacao GO, possibilita a visualizagdo de cada termo na arvore GO, onde se pode consultar a
posicao de cada um dos termos que anotam a entidade em questdo no grafo GO, para cada classe de

anotagao.
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Figura 2: Diagrama onde se pode observar a posi¢do na darvore GO do termo GO:0006260, que
corresponde ao processo biologico "DNA replication”. Note-se que a drvore mostra a posi¢do de
um termo da classe "processo biologico". caso a sequéncia que este termo GO anota tenha
também anotagoes pertencentes as classes "fungdo molecular" e "componente celular", esses
termos estardo representados nas drvores correspondentes as classes respectivas e ndo nesta.

Se determinada entidade a ser classificada for, por exemplo, uma proteina de fungdo desconhecida,
com localizacdo celular precisamente conhecida, a localizagdo relativa dos termos de cada uma das
trés classes de anotagdes nos respectivos grafos GO, em relacdio a raiz da arvore, sera
topologicamente bastante dispar. A sua classificacdo no grafo componente celular podera fazer uso
de termos bastante particulares, tais como 'alpha-1,6-mannosyltransferase complex'. Por outro lado,
a sua classificagdo no grafo processo biologico pode ndo existir, devido a falta de informagao, e a
funcdo molecular poderd ser apenas 'proteina’, caso ndo exista informagdo sobre a sua fungdo
molecular. Visualmente, na arvore das relagdes hierarquicas entre os termos GO, o termo alpha-1,6-

mannosyltransferase complex, que ¢ parte de 'Golgi cisterna’, que '¢' um 'Golgi cisterna’,
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O modo como esta relagdo hierarquica € estruturada €, topologicamente, um grafo aciclico
dirigido (directed acyclic graph), ja que a organizacdo das entidades GO anotadas ¢ direcional, ou
seja: os termos mais gerais (fungdo molecular, processo bioldgico e componente celular) sdo os nos
(ou vértices) aos quais todas as anotacdes GO existentes estdo ligadas, embora algumas entidades
possam nao possuir anotagdo no total das 3 classes, pelos motivos anteriormente expostos. Assim,
uma biomolécula que esteja envolvida na apoptose, por exemplo, terd como termo parental “morte
celular”, e este terd como termo parental “processos bioldgicos”. A posi¢do que a entidade
classificada ira ocupar no grafo dependera do detalhe com que € possivel classifica-la. Assim, se
para determinada proteina se souber apenas que ¢ uma proteina membranar, ndo se podera
classifica-la como “transmembranar”, “integral” ou “de superficie”, pois ndo se dispde de
informacao suficiente para tal. Nesse caso, o termo “membranar” ocupard uma determinada posi¢ao
na hierarquia, herdando também todos os termos mais gerais que também a qualificam, tais como
“proteina de membrana” e “proteina”. Caso posteriormente se obtenha informagdo adicional que
permita classificar com maior detalhe a entidade em questdo e existam termos GO que reflitam com
rigor o novo conhecimento, a nivel de anotagdo, bastard actualizar a mesma. Neste trabalho os
genes considerados foram descritos tendo em conta apenas a classificagdo GO associada ao

processo biologico.

Semelhancas semanticas entre entidades anotadas:

Uma técnica que tira partido da anotacdo de entidades bioldgicas com recurso a uma ontologia
biomédica ¢ a determinagcdo das semelhancas semanticas entre duas entidades anotadas. As
anotacdes com base em ontologias dao a possibilidade de comparar duas entidades entre si, ¢ a
comparagao dos termos que anotam cada uma permitem medir quao semelhantes estas sdo. Gragas
ao conceito de contetido informativo (IC), ¢ possivel quantificar a semelhanca porque, no contexto
de uma base de dados de anotacdo de determinado organismo ou de um conjunto de produtos
génicos de varios organismos (tal como a base de dados UniProt KnowledgeBase), o IC de cada
termo GO que anota determinada entidade deriva da sua presenca relativa (do seu uso relativo)
dentro do conjunto de entidades que estamos a comparar, podendo o conjunto ser, por exemplo,
uma base de dados de produtos génicos de varios organismos, tal como a UniProt KnowledgeBase.

O IC, intrinseco a cada termo usado na anotagdo (ja que € sempre possivel em qualquer

classificagdo calcular a presenca relativa de um qualquer termo usado, que pode ir de 0 a 1), € usado
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para o calculo das semelhangas semanticas.

Existem varios métodos para calcular as distancias semanticas entre entidades classificadas por
ontologias. Estes sdo divididos em dois grupos: Comparagdes baseadas em nds (vértices) e
comparagoes baseadas em links. Como neste trabalho se usou o primeiro método, apenas este sera
descrito.

Na comparacdo baseada em nos ¢ usado o conceito de conteiido informativo (information

content, ou IC). O conteido informativo pode ser quantificado pela seguinte formula:

1C = -log p(c)

em que p(c) € a probabilidade de determinado termo (c) do vocabulario GO ser usado na anotagdo
de qualquer entidade presente no corpus (no conjunto de todas as entidades anotadas consideradas).
A probabilidade de anotacdo ¢ estimada pela frequéncia relativa do termo em questao ao total dos
termos usados na anotagdo das entidades do corpus.[13] [14]. Quanto maior for a probabilidade da
ocorréncia de um termo particular no corpus, menos informativo esse serd. Se IC = -log p(c), para

um termo que anote todas as entidades, a sua probabilidade de anotagdo ¢ 1 e como tal -log p(1) =0

Outra propriedade do conteudo informativo (IC) ¢ que, mesmo quando uma entidade tem
termos-filhos e estes hipoteticamente nao sdo usados na anotacao de entidades de um determinado
corpus, isso ndo significa que o termo, mais geral que os seus termos-filhos, seja menos
informativo, ao nivel do seu IC, j4 que, embora os termos-filhos o sejam justamente por possuirem
uma anotacdo mais especifica que o termo parental, o conteudo informativo ¢ igual a -log p(c) ou
seja, reflete a presenca relativa de um determinado termo e nao o nivel de conhecimento cientifico
que o termo significa per se. Este pormenor visa clarificar que quando ndo se dispdoe de
conhecimento suficiente sobre determinado gene, este podera ser anotado com termos relativamente
gerais, que eventualmente possuem termos-filhos mais especificos, no grafo GO, mas que nao
podem ser usados para classificar a entidade em questdo devido a ndo se saber qual seria o mais
adequado, ou até se algum deles o seria, ¢ mesmo assim o valor de IC poder ser elevado. Por
exemplo, se numa determinada base de dados existisse apenas um gene anotado como
“transposition”, € num momento posterior o conhecimento cientifico permitisse anotar 0 mesmo
gene como “regulation of transposition, RNA-mediated”, igualmente mantendo-se aquele como a
unica anotada com este termo na base de dados, o IC associado a ambos os termos, na base de
dados em questdo, teria o mesmo valor, independentemente de um termo possuir mais rigor

classificativo que o outro. Independentemente de um termo transmitir mais informagao que o outro,
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ambos, nas condi¢des acima conceptualizadas, possuem o mesmo poder discriminatdrio. No célculo

do IC, ¢ a presenca relativa de determinado termo na base de dados que é considerada.

Método Resnik:

A semelhanca semantica entre dois termos ¢ um conceito que apenas faz sentido quando se
comparam duas entidades biologicas entre si com recurso aos termos que as anotam. Nao ¢ um
“valor préprio” pertencente a cada termo GO porque intrinseco a definicdo de semelhanga esta
associada uma operacao de comparagao.

O método Resnik, usado para o célculo das distancias semanticas, usa também o conceito de
information content, mas nao ¢ afectado pelas potenciais diferengas de presengas de entidades
intermédias entre cada termo e o ancestral comum mais informativo (MICA), usando como valor

de information content o valor do MICA, de acordo com a seguinte formula:

SimResnik(Cl, 6'2) :[C(CMICA)

O método de Resnik permite obter o IC do termo comum mais informativo entre duas entidades
biologicas calculando as distdncias semanticas entre os valores de cada par de elementos da
combinagdo entre os termos que anotam cada entidade biologica do par.

Um exemplo para a escolha do MICA usando o método de Resnik pode ser visualizado na figura

abaixo.
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Figura 3: Representa¢do de uma secgdo do grafo aciclico direcionado dos termos da classe
"processo biologico". Os termos "carbon utilization" e "nitrogen utilization" (a azul) tém como
termo parental comum (MICA) o termo "single organism process" (a verde), sendo o valor de
semelhanga semantica dos dois termos igual ao IC do termo parental, ou seja, ao logaritmo da
frequéncia relativa da presenga do termo parental na base de dados a que as entidades anotadas

pertencem.
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Aborgagem pairwise:

O célculo das distancias semanticas entre os conjuntos de termos pertencentes as entidades
biologicas do par a comparar (pares de genes) pode ser feita com recurso a varias abordagens.
Dependendo da abordagem, o valor da semelhanga semantica entre duas entidades biologicas
podera ser diferente. Isto deve-se ao facto de cada elemento do par de entidades bioldgicas ser
normalmente anotado por varios termos. A distancia semantica ¢ sempre comparada medindo a
mesma entre cada termo de uma entidade com todos os termos da outra. Neste trabalho usdmos a

abordagem “pairwise”. Esta abordagem tem duas variantes:

* A técnica all pairs (“todos os pares”) considera a semelhanca entre cada combinagao
possivel dos termos das duas entidades bioldgicas a comparar, sendo o valor final da
semelhanca semantica a média, a soma ou o maximo dos valores de semelhanca parciais,
correspondendo cada um deste todas as semelhancas entre cada par de termos.

* A técnica best pairs calcula igualmente a semelhanca semantica entre os termos da
combina¢do de cada conjunto associado a cada entidade bioldgica, mas considera apenas a
combinagdo com o maior ou maiores valores de MICA (most informative common

ancestor).
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Metodologia

Descricao da metodologia:

Este trabalho pode ser dividido em varias fases:

* Recolher as distdncias semanticas a usar, ja que apenas uma parte delas representa as ORF's
presentes nos microarrays usados para obter o mapa das presengas génicas, € 0s recursos
computacionais necessarios para carregar todas as distdncias semanticas previamente
calculadas sdao bastante exigentes, sendo um desperdicio de recursos e de tempo de
computacao.

* A segunda fase consistiu em criar os modulos de genes. Para tal, usaram-se valores de
semelhanca entre os membros do conjunto de genes usado. Antes de criar os mddulos,
excluiram-se todos os genes com potencial de confundimento, por terem uma identificagdo
ambigua no microarray.

* A terceira fase consistiu em aplicar o tratamento estatistico com vista a avaliar se a presenga
enriquecida de cada mddulo nos genomas de estirpes invasivas seria devido ao acaso ou
especificamente associada a viruléncia.

* Na quarta fase, os modulos considerados estatisticamente validos foram sujeitos a um
agrupamento pelo método de hierarchical clustering, de modo a criar grupos de médulos
com semelhangas ao nivel do conjunto de genes que incluem. Cada grupo foi classificado
quanto a sua funcdo bioldgica, usando a anotagao GO e, considerando os seus elementos
(produtos génicos) propuseram-se hipoteses quanto ao seu eventual papel na viruléncia do

pneumococcus.

Todo o trabalho foi efetuado usando a linguagem de programacdo Python versdo 2.7, exceto a
aplicagdo do método de “hierarchical clustering”, em que foi usada a linguagem Matlab® versao
R2010b.

Fonte dos dados genomicos e epidemiologicos:
A Hibridagdo Genomica Comparativa(CGH) em microarrays compara as estirpes em analise,

quanto a presenca/auséncia de genes. Para tal, usa um conjunto pré-definido de sequéncias génicas,

correspondentes a oligomeros de DNA presentes no microarray, representando cada uma um
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determinado gene. Neste caso, cada spot contém vdrias copias de oligdmeros representativos do
genoma completo de trés estirpes de S. pneumoniae (G54, R6 e Tigr4).

Os dados usados neste estudo foram obtidos de um estudo epidemioldgico com vista a analisar
o genoma de amostras de pneumococci isoladas de diversos fluidos biologicos estéreis (sangue,
fluidos pleural e cérebro-espinal) com origem em adultos e criancas até 18 anos, recolhidos entre
2001 e 2003. Do total de isolados, foram selecionadas 72 estirpes e posteriormente analisadas com
recurso a microarrays representativos do genoma total de 3 estirpes: G54, R6 e Tigr4 [4]. Cada
microarray contém 3620 spot's, correspondendo cada oligdmero do spot a um gene de uma, duas ou
trés estirpes representadas no microarray. Os resultados desse trabalho foram disponibilizados em
formato digital pelo Instituto de Medicina Molecular da Universidade de Lisboa. Estes incluem a
informacao sobre a presenga/auséncia de cada um dos 3620 spot's nas 72 estirpes analisadas por
CGH, na forma de uma matriz. Cada linha corresponde a uma estirpe de S. pneumoniae e cada
coluna a um spot. Para cada coordenada correspondente ao conjunto spot/estirpe, assinala-se a
presenca ou a auséncia de hibridagdo no respectivo spot, para a estirpe correspondente, com um 1
ou 0, respetivamente.

Cada uma das 72 estirpes foi classificada, de acordo com um estudo epidemioldgico anterior
[4], como tendo um comportamento invasivo, neutro ou colonizador. Neste trabalho foram apenas
utilizados os dados referentes a estirpes colonizadoras e invasivas.

Nao foram incluidos no estudo os genes que apesar de presentes no microarray, nao tinham
uma identificag@o Unica, ou seja, cuja sequéncia representada no microarray correspondia a mais do
que um gene. Também foram retirados do estudo os genes que foram detectados em todas as
estirpes analizadas por hibridagdo genomica comparativa e os que nunca foram detectados.

Obtiveram-se 778 genes que cumprem todos estes requisitos.

Semelhancas semanticas:

Para este trabalho foi essencial a informacao das semelhangas semanticas entre as anotagoes
GO (de processo bioldgico) correspondentes aos genes presentes nos microarrays. Para cada gene
presente no microarray foi procurada a referéncia UniProt correspondente na base de dados UniProt
KnowledgeBase. Nesta base de dados foram também identificados os termos GO, do ramo
biological process (BP), associados a cada gene. Alguns genes representados no microarray nao
tinham referéncia UniProt, ou ndo tinham anotagdes GO BP, e consequentemente, ndo foram
utilizados neste trabalho. Para cada par possivel de referéncias UniProt, foi definida a semelhanga

semantica como sendo a semelhanga méxima pela formula de Resnik entre dois termos GO, um de
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cada termo UniProt. Estes calculos foram realizados com a ferramenta ProteInOn

(http://x1db.fc.ul.pt/biotools/beta/proteinon/).

Construcao dos modulos:

A obtencdo dos modulos associados a invasividade constitui o objectivo principal deste
trabalho. A metodologia consistiu entdo em desenvolver um algoritmo que agregasse os genes em
grupos — os mddulos — usando como critério a méxima semelhanca funcional entre eles. Criaram-se
modulos compostos por 20 e 50 elementos. A dimensdo real dos moddulos de viruléncia ¢
desconhecida. Como a procura ¢ realizada com grupos de genes envolvidos em processos
bioldgicos semelhantes, os nimeros 20 e 50 tentam captar processos bioldgicos que envolvam um
nimero menor ou maior de produtos génicos.

O método de criagdo do modulo consiste em, a partir de um gene ‘“semente” inicial, ir
acrescentando genes selecionados, um a um, com base na semelhanga semantica média entre o gene
selecionado e os genes que ja fazem parte do modulo. Para cada adicdo de um novo gene ao
modulo, todos os genes que ndo fazem parte do modulo sdo testados quanto a sua semelhanca
semantica média com os genes do modulo em construgdo. E selecionado o gene que tem uma maior
semelhanca média com os genes ja presentes no modulo. Este processo repete-se até cada modulo
ter 20 ou 50 elementos na sua constituigao.

Todos os 778 genes foram usados como “semente” inical, gerando 778 modulos de 20 genes e

778 modulos de 50 genes.

Analise estatistica da associacdo dos modulos com o comportamento invasivo ou colonizador:

Apobs a obtencdo dos modulos foi efectuada a contagem das presencas dos genes de cada
modulo em cada estirpe, discriminada por classe (invasiva ou colonizadora). Das 72 estirpes com
dados de hibridagdo gendmica comparativa, 31 foram anteriormente classificadas como invasivas e
16 como colonizadoras. A contagem de genes de cada modulo apenas foi efectuada para estas 47
estirpes. Apds a contagem, para cada modulo dispomos de 31 niimeros de genes do moddulo
presentes em estirpes invasivas e 16 numeros de genes do modulo presentes em estirpes
colonizadoras. O objectivo principal deste trabalho ¢ encontrar modulos que apresentem

significativamente maiores contagens de genes num grupo de estripes face ao outro. Ou seja,

procuramos dois tipos de mddulos: uns cujos genes tendem a estar presentes em simultdneo apenas
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em estirpes invasivas, € outros cujos genes tendem a estar presentes em simultineo apenas em

estirpes colonizadoras.

Para detectar se as diferengas no nimero de genes do mddulo presentes entre estirpes invasivas
e colonizadoras sdo estatisticamente significativas ou se podem ser explicadas com a variabilidade
natural de presenga de genes de estirpe para estirpe, foi aplicado um teste hipergeométrico com
threshold variavel. Este teste tinha sido aplicado com sucesso num trabalho semelhante realizado
anteriormente [15]. Resumidamente consiste em variar um threshold que define o nimero de genes
do moddulo que ¢ necessario estar presente numa estirpe para o modulo ser considerado ‘activo’.
Para cada threshold, o teste hipergeométrico [16] devolve um valor p. Este corresponde a
probabilidade de encontrar ao acaso um conjunto de estirpes com uma diferenga igual ou maior do
que a observada entre as propor¢des de estirpes com modulos “activos” entre as estirpes invasivas e
as colonizadoras. Consideremos um modulo de 20 genes hipotético, em que os numeros de

presencas nas 31 estirpes invasivas sio:

20, 20, 20, 19, 19, 19, 19, 19, 19, 19, 18, 18, 18, 18, 18, 17, 17, 17, 17, 17, 16, 16, 16, 16, 16, 16,
16, 16, 16, 16, 15

e nas 16 estirpes colonizadoras sao:

17,17,17, 15, 15, 15, 13, 13, 13, 13, 10, 10, 10, 6, 6, 5

Se o threshold for 17, existem 20 estirpes invasivas com o moédulo “activo e 3 estirpes
colonizadoras com o mddulo “activo”. A proporcdo 20/31 € superior a 3/16, o que sugere que o
facto de uma estirpe ter o moédulo ‘activo’ pode contribuir para o comportamento invasivo. O teste
hipergeométrico permite definir se a diferenca entre as proporgdes ¢ significativa. A execucao do
teste produz um valor p que corresponde a probabilidade de encontrar uma diferenca de proporgdes
igual ou maior a que foi observada supondo que a presenca do moéddulo ¢ independente do
comportamento da estirpe. Se o valor p for muito pequeno, podemos inferir que a presenca do
moédulo estd significativamente associada ao comportamento invasivo das estirpes. Neste caso o
valor p para o threshold 17 ¢ 0.00329. O teste ¢ repetido para todos os thresholds possiveis, sendo o
valor p final do modulo o menor valor p encontrado. Quando o menor valor p for inferior a 0.05,
consideramos que o médulo estd associado ao comportamento invasivo (como no exemplo dado) ou

ao comportamento colonizador (quando a diferenga de proporgdes ¢ no sentido contrario).
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Agrupamento dos modulos significativos e caracterizac¢io:

Dado o modo como foram criados os modulos, ¢ expectavel encontrar modulos parcialmente
redundantes. Os moddulos em que os respetivos genes ‘semente’ possuem elevada semelhanga
semantica entre si tendem a partilhar elementos. De forma a tentar evitar esta redundancia, foi
realizado um agrupamento hierarquico dos modulos significativamente associados a invasividade
(ou a colonizagdo). Entre cada dois modulos foi definida uma medida de distancia que consiste na
fragdo de genes que diferem entre os dois moddulos. Estas distancias foram utilizadas por um
algoritmo de agrupamento hierdrquico (hierarquical clustering) com ligacdo média (average
linkage) para gerar um dendrograma. Os dendrogramas gerados foram inspecionados visualmente
para selecionar o numero de grupos de mddulos que maximizava a separacao entre grupos € a
homogeneidade dentro de cada grupo. Apds a definicdo dos grupos de méddulos, foram organizadas
listas com os termos GO de processo biologico associados aos genes pertencentes aos modulos do
grupo. Foram considerados mais relevantes os termos com maior frequéncia, quer por serem
comuns a varios genes dentro do mesmo modulo, quer pela maior repetigao dos genes anotados com
esse termo em varios modulos do mesmo grupo. Em principio os termos que aparecem em mais
genes do modulo e que surgem num maior numero de médulos do grupo serdo os responsaveis pela
significAncia estatistica da associagcdo dos moddulos ao comportamento invasivo (ou ao

comportamento colonizador).
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Resultados e discussao:

\

Na pesquisa de modulos associados a invasividade, foram encontrados 66 moédulos de 20
genes e 58 modulos de 50 genes com associagdo significativa. Nao foi encontrado nenhum modulo,
quer de 20 ou de 50 genes, associados a um comportamento colonizador.

Apds o agrupamento dos moddulos com 50 elementos associados a invasividade, o
dendrograma respectivo foi dividido em 5 grupos. O dendrograma representativo do agrupamento

dos modulos de 20 elementos foi dividido em 6 grupos.

Distancia
Distancia
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Figura 4: Dendrogramas resultantes da aplica¢do do método de 'hierarchical clustering' aos
modulos de 50 e 20 elementos, usando a abordagem 'top-down'. A linha horizontal que
atravessa cada dendrograma representa a zona de corte escolhida, sendo o numero de grupos
correspondente ao numero de ramos atravessados pela linha. O eixo Y representa a percentagem
de genes diferentes entre os médulos, para o mesmo nivel; A esquerda: dendrograma
representativo dos médulos com 50 elementos. A direita: dendrograma representativo dos
modulos com 20 elementos.

Apb6s a obtencdo dos grupos, estes foram verificados manualmente de modo a fazer
corresponder aos genes de cada um deles as respetivas anotagcdes GO. Para tal, consultou-se a base
de dados UniProtKB, de modo a, a partir da referéncia UniProt associada a cada gene, obter a ou as
anotacdes GO que o classificam. As anotagdes GO foram entdo recolhidas e associadas ao respetivo
gene e, para cada grupo, criou-se uma lista com todos os termos GO que anotam cada um dos
genes. Para cada grupo, os termos foram ordenados por ordem decrescente de presenga no grupo,
sendo que o termo mais presente ¢ 0 termo que anota mais genes no grupo em questdo € o termo
menos presente ¢ 0 que anota menos genes no grupo. Posteriormente, e para cada grupo, pesquisou-
se a literatura com o objetivo de encontrar informagdo sobre processos bioldgicos associados a
invasividade que sejam coerentes com o conjunto dos processos biologicos descritos pelos

respetivos termos GO.
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Os processos biologicos associados aos grupos encontrados sdo predominantemente
relacionados com processos de sintese e degradagdo proteica, metabolismo e transporte de
carbohidratos, processos associados ao processamento da capsula bacteriana, e expressdo génica,

tanto nos modulos de 20 elementos como nos com 50 elementos.

Moédulos com 50 elementos:

1° grupo - sintese proteica; parede celular:
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Figura 5: Numero de presencas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presengas de cada termo no grupo.

Este grupo tem predominantemente genes associados a sintese proteica € a processos
bioldgicos relacionados com a parede celular. O papel essencial do processo de sintese proteica e,

mais precisamente, o do ribossoma torna-o num alvo terapéutico privilegiado. Em particular, os
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ribossomas procariotas sdo estruturalmente diferentes dos seus homodlogos eucariotas, o que permite
minimizar efeitos secundarios no paciente devidos ao uso terapéutico dos antibidticos. Os
ribossomas possuem ainda motivos mais complexos que os tornam alvos mais especificos que
outros tipos de RNA celulares menos estruturados [17]. Existem varias familias de antibidticos que
visam precisamente sub-unidades ribossomais, e algumas delas apenas interagem com o rRNA [18].

Nos streptococci, assim como em outras bactérias, a parede celular tem um papel estrutural e
de protecdo, sendo também um alvo terapéutico para varias familias de antibidticos B-lactamicos,
das quais a penicilina ¢ o exemplo mais conhecido. Noutra perspetiva, estudos imunoldgicos
revelaram que a proteina pneumococica de superficie A (PspA) esta presente em todas as estirpes de
S. pneumoniae até agora conhecidas [19], estando esta localizada na parede celular [20]. Esta
proteina estd envolvida na prote¢do da bactéria contra o sistema de complemento do hospedeiro.
Existem também evidéncias de que a secrecdo e a distribui¢ao de fatores de viruléncia pelos
pneumococci estdo inseridos num processo altamente organizado, em que um microdominio focal
localizado no citoplasma designado como ExPortal [21]- coincide espacialmente com o local da
sintese de novo do peptidoglicano [22], [23] . Um maior conhecimento sobre a interdependéncia

destes dois processos podera ser um potencial fonte de alvos terapéuticos.
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2° grupo - biossintese:
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Figura 6: Numero de presencas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presengas de cada termo no grupo.

As entidades contidas neste grupo evidenciam propriedades associadas a biossintese, tendo-se

encontrado um maior numero de anotacdes ligadas a via biossintética do chiquimato. Esta via
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metabodlica liga o metabolismo dos carbohidratos a biossintese dos compostos aromaticos [24]. Esta
via é reconhecida como um alvo terapéutico, por se encontrar presente em bactérias, fungos, plantas
e em certas classes de parasitas, mas nao em humanos [25]. Uma estirpe de S. suis mutante para um
operdao que o torna auxotréfico para os aminoacidos aromaticos revelou-se imunogénica quando
usada como base para a criagdo de uma vacina contra a estirpe WT, mas avirulenta. Além disso, a
mutagdo faz com que a bactéria fenotipicamente ndo tenha capsula [26]. O IMP ¢ usado para a
sintese das purinas e, especificamente em certas estirpes de Streptococci, ¢ um percursor dos
nucledtidos de guanina. Observou-se em modelos de murganho uma diminuicdo da viruléncia,
usando como agente infeccioso uma estirpe mutante de S. suis com knock-out para o gene da
inosina 5-MP desidrogenase. Adicionalmente, este mutante, in vitro, apresentava um pH alterado e
uma taxa de crescimento reduzida em relacao a estirpe WT [27].
O acetil CoA ¢ um co-fator envolvido na sintese e oxidagao dos acidos gordos. Em S. pneumoniae,
esta molécula desempenha um papel essencial na formac¢do da parede celular, estando envolvido na
via da sintese do UDP-N-acetilglucosamina, um substrato para as vias sintéticas do lipido-A e do
peptidoglicano [28].

A timina difosfato ¢ um co-fator envolvido em varios processos metabolicos. Na familia
Streptococcus (por exemplo S. sanguis), observou-se o uso da timina como co-fator do piruvato

oxidase [29].
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3° grupo — degradacio proteica:
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Figura 7: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presencas de cada termo no grupo.

Este grupo contém entidades anotadas com termos relacionados com a degradagao proteica.
As metalopeptidades sao uma classe de proteinas com atividade enzimatica, presentes na superficie
de varias bactérias do género Streptococcus. Existem evidéncias de que estas proteinas
desempenham um papel na invasividade dos streptococci. Num estudo onde se efetuou a analise
genética de 218 isolados, representativos de 35 serotipos de pneumococcus, recolhidos de doentes
com estados patologicos causados pela bactéria, todos eles possuiam genes codificantes das
metalopeptidades zmpB e igA [30]. Uma por¢do variavel dos isolados possuiam outros dois tipos
destas proteases. Observou-se, usando um modelo de colonizagdo em culturas de células epiteliais
respiratdrias que a protease IgA1, com especificidade para as imunoglobulinas humanas A1, cliva
esta imunoglobulina na sua regido variavel, expondo assim uma regido cationica do anticorpo que

servird de promotor para a adesdo do pneumococcus ao tecido epitelial, sugerindo a observacao que
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a regido catidnica dos anticorpos clivados pela peptidase IgA1 podera neutralizar a carga catidnica

da céapsula do pneumcoccus, promovendo assim a invasividade [31].

4° grupo — metabolismo de carbohidratos e aminoacidos:
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Figura 8: Numero de presencas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de

presengas de cada termo no grupo.

Este grupo contém entidades relacionadas com o metabolismo de carbohidratos e aminoécidos.

A via dos fosfatos de pentose ¢ uma via alternativa a via da glicolise, estando a oxidacdo dos

carbohidratos nesta via acoplados a sintese de NADPH, tornando-a numa das principais fontes de

equivalentes redutores.

Os lipopolissacaridos estdo envolvidos na colonizagdo do pneumococcus. O manitol faz parte dos
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polissacaridos da capsula, um agente major de viruléncia em S. pneumoniae. Neste, o d-manitol foi
encontrado nos polissacaridos da capsula, em véarios serotipos, tendo sido propostos os genes mnpl
e mnp2, localizados no cluster génico CPS (capsule polysaccharide). Noutros Streptococci, o

manitol ¢ conhecido por possibilitar um maior rendimento da via glicolitica, especificamente em S.

mutans, em condi¢des anaerdbias [32].

5° grupo — transporte de carbohidratos:
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Figura 9: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presencas de cada termo no grupo.

Os carbohidratos sdo a fonte exclusiva de carbono do S. pneumoniae, representando os
sistemas de transporte destes 30% do total dos sistemas de transporte do S. pneumoniae.
O sistema de fosfotransferase, em bactérias Gram-positivas, incluindo o género Streptococcus, esta
envolvido em vérios processos bioldgicos, tais como a quimiotaxia, a transcricdo génica e a

repressao catabolica [33]. Observou-se que mutantes para certos transportadores de acgucares

apresentam viruléncia atenuada in vivo [34] [35].
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Modulos com 20 elementos

1° grupo - via do acido félico:
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Figura 10: Numero de presencas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presengas de cada termo no grupo.

Os derivados do folato desempenham um papel essencial como cofatores na sintese de de
acidos nucleicos e aminoacidos em todas as células de todos os dominios da vida [36]. As
interferéncias na sintese e uso dos folatos e seus derivados tem sido um dos alvos terapéuticos
estudado no combate a infe¢des bacterianas, sendo as sulfonamidas, inibidores competitivos do
dihidropteroato sintetase, um exemplo. O folato desempenha também um papel na taxa de
crescimento populacional do pneumococcus. Foi observado em bibliotecas de S. pneumoniae
mutantes que o dihidrofolato/ folipoliglutamato sintase, codificado pelo gene folC, desempenha um
papel na fase de crescimento bacteriana ao manter os niveis das cadeias de poliglutamil-folato, que
vao sendo depletadas durante a fase 'log' do crescimento bacteriano em meios com baixas taxas de

CO, [37].
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2° grupo - processamento da capsula:
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Figura 11: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de presengas de cada
termo no grupo.

A existéncia de capsula em S. pneumoniae ¢ uma condig¢do sine qua non para a invasividade,
tendo sido observada a co-relacdo entre a sua presenca e/ou o seu serotipo com a capacidade da
respectiva estirpe de causar doenga. O pool do total de alelos responsaveis pelos diferentes serotipos
da cépsula polissacarida pneumocécica ¢ de cerca de 450 kb, o equivalente a 25% do genoma
individual médio pneumocédcico . Existem mais de 90 serotipos capsulares diferentes de
pneumococcus. Desde logo, a existéncia de capsula evita a eliminagdo da bactéria pelo muco do
hospedeiro, facilitando o acesso desta a zona epitelial [38]. a sua existéncia inibe os processos de

fagocitose por neutréfilos e o processo de lise celular promovido pelo sistema de complemento,
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nomeadamente o processo de deposicao do complexo C3b/iC3B na membrana celular da bactéria
[39]. O pneumococcus consegue evitar o processo de fagocitose, por este ser dependente da acdo, a

montante, do sistema de complemento [40][41].

3° grupo — dubio:
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Figura 12: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o
numero de presengas de cada termo no grupo.

Os elementos deste conjunto de processos bioldgicos ndo permitem caracterizar o grupo como
associado a um processo especifico, como se pode ver pela presenca de genes relacionados com o
metabolismo, com o transporte e outros processos celulares relacionados com a expressao génica, a

competéncia e a adaptagdo.
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4° grupo — carbohidratos:
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Figura 13: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o
numero de presencgas de cada termo no grupo.

Os carbohidratos sdo uma fonte de energia essencial para o crescimento e divisdo celular dos
streptococci. A estirpe R6 de S. pneumoniae, por exemplo, consegue metabolizar varias familias de
carbohidratos, incluindo monossacaridos (glucose, manose, frutose e galactose), dissacaridos
(sacarose, lactose, trealose, maltose e celobiose) e trissacaridos, tais como a rafinose e
oligossacaridos (inulina). Em S. pneumoniae, estudos gendmicos identificaram 21 sistemas de
fosfotransferase, 7 transportadores “ATP Binding Cassette” de uptake de carbohidratos, um sistema
simporte Na'/soluto e uma permease [42].

O sistema de fosfotransferase dependente do fosfoenolpiruvato, ou “phosphoenolpyruvate-
dependent phosphotransferase system” (PTS) cataliza a incorporagdo e a fosforilagio de
carbohidratos para e no citoplasma das bactérias, promovendo assim um gradiente de concentragao
dos carbohidratos dentro da célula, devido a fosforilagdo daquele [43]. O sistema possui trés
enzimas essenciais para o seu funcionamento: O enzima EI, que recebe o grupo fosforil do
fosfoenolpiruvato, o enzima Hpr (Heat-stable Protein), que recebe o fosfato do enzima I, e o
complexo enzimatico membranar EIl, que desempenha a fungdo de permease e que pode ser
constituido de 1 a 4 dominios proteicos, podendo ou ndo estarem covalentemente ligados. Estes
catalizam a fosforilacdo do carbohidrato ao atravessar a permease [44]. Desde a descoberta deste
sistema, em 1964 [45], que se descobriram outras fungdes desempenhadas pelo sistems PTS,
predominantemente envolvidas na regulacdo transcricional e na regulacdo de mecanismos
metabolicos [46], tais como a regulagdo de enzimas do catabolismo de carbohidratos, de permeases

de agucares e da adenilato ciclase.
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5° grupo — traducio:
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Figura 14: Numero de presengas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presengas de cada termo no grupo.

A tradugdo ¢ o processo em que a informagdo contida no mRNA ¢ usada para sintetizar
polipéptidos, por via dos ribossomas e de acordo com o cddigo genético de cada organismo. Pode
ser o ultimo passo da via da expressdo génica, ou os polipéptidos poderdo ainda ser alvo de
modificagdes pos-traducionais.

Sendo as proteinas ubiquas quanto a sua localizacdao celular e quanto a sua intervengdao em
todo o espectro de fungdes biologicas, estas, e especialmente os sistemas a montante que as
sintetizam, sdo alvos terapéuticos importantes, porque afetando o sistema de tradugdo, o processo a
jusante de sintese proteica também ¢ afetado [47].

Os sistema de traducao procariota tem diferencas em relagao ao sistema de traducao eucariota,
nomeadamente por este tltimo envolver mais componentes proteicos € o processo ser ligeiramente

diferente [48]. Estas diferencas podem ser exploradas na busca de novos alvos terapéuticos, ja que
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as diferengas entre os dois sistemas aumentam a probabilidade de que moléculas com potencial
terapéutico e afinidade para componentes ribossomais e/ou envolvidos no processo de traducao dos
procariotas ndo tenham a mesma afinidade para componentes ribossomais eucariotas, diminuindo

assim potenciais efeitos secundarios no paciente.

6° grupo — reparacio do DNA / adaptacio:
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Figura 15: Numero de presencas de termos GO no grupo. O eixo y representa o numero de
presengas de cada termo no grupo.

A capacidade de adaptacdo ao meio ¢ uma necessidade para os microorganismos, incluindo o
pneumococcus. A sua taxa de mutabilidade das bactérias ¢ favorecida pela sua competéncia natural
e pela distribuicdo do seu pan-genoma intra e inter espécie. Varios mecanismos de variabilidade
genética sao conhecidos, nomeadamente rearranjos e aquisi¢ao exdogena de DNA: o mecanismo de
Horizontal Gene Transfer, ou HGT. Este mecanismo permite a incorporacdao de DNA exogeno, na
forma de cadeia simples, e posterior integracdo, com taxa de sucesso variavel e tolerancia a regides
nao homologas de até cerca de 10% [49]. Uma das consequéncias da adaptagdo pneumococica foi a
emergéncia de estirpes com resisténcia aos antibioticos, incluindo a familia de antibidticos dos beta-
lactamicos (especificamente, proteinas de ligacdo a penicilina com baixa afinidade para os beta-
lactamicos). Existem evidéncias que a recombinacao inter-especifica serd responsavel pela evolugao

dos factores de viruléncia e da resisténcia aos antibidticos [50]. Observou-se, em algumas estirpes
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resistentes a penicilina, que os proprios genes que proporcionam resisténcia a penicilina sdo
mosaicos, com partes da sua sequéncia que correspondem a sequéncias do gene homologo noutras
espécies de streptococci. Foi também observada uma diversidade consideravel entre essas mesmas
variedades alélicas, existindo informagdo que, numa colegio de 45 estirpes Pen®, foram detetados
18 mosaicos diferentes do gene pbp2x e 16 mosaicos diferentes do gene pbp2b [51]. Os dadores
provaveis de sequéncias com impacto na evolucao dos genes de resisténcia a penicilina (pbp) serdo
S. oralis e S. mitis [51][52], tendo j& sido demonstrado experimentalmente a transformagao dos
genes pbp2* e pbplb do pneumococcus com sequéncias origindrias de S. mitis, € também a
aquisicao de resisténcia a optocina por parte de estirpes de pneumococcus, sendo o dador S. oralis
[53].

Num estudo recente, comparou-se a expressao génica de fatores de viruléncia entre estirpes de
S. suis com acesso a diferentes tipos de carbohidratos. Observou-se que a presenga de carbohidratos
(alfa-glucano) que ndo apenas a glucose, normalmente presentes na orofaringe do hospedeiro de S.
suis (suinos jovens) estava correlacionada com a expressao de 19 factores de viruléncia de S. suis,
envolvidos na adesdo e invasao das células epiteliais do hospedeiro. Adicicionalmente, observou-se,
também nas mesmas condi¢des, que a toxina suilisina ¢ expressa numa ordem de grandeza superior
nas estirpes com acesso a pululano e a baixos niveis de glucose [54]. S. suis tem como hospedeiro

preferencial os suinos mas estd a emergir como um patogéneo em humanos [55], [56].
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Conclusao:

O trabalho desenvolvido no decurso desta tese teve como objetivo identificar vias
tendencialmente presentes em estirpes de S. pneumoniae com maior potencial de invasividade. A
abordagem usada foi criar entidades — moddulos de genes — que se caracterizam pelos seus
constituintes terem uma semelhanga semantica média elevada. O modo de medir a semelhanca foi
comparar os termos que classificam cada gene, termos esses que pertencem a uma ontologia.
Quanto mais semelhantes forem os termos entre os genes, mais semelhante sera a sua fungdo, em
principio. Quanto mais genes pertencentes a estirpes consideradas invasivas estiverem presentes
num moddulo, maior serd a probabilidade dos genes desse modulo estarem associados a
invasividade.

Foram usados varios critérios de modo a obter um conjunto de genes que sejam informativos.
Para tal, os dados foram sujeitos a processos de exclusdo, de modo a obtermos um conjunto o mais
informativo possivel e excluir informagao dubia. Acreditamos que a aplicacdo dos testes estatisticos
permitiu excluir as presencas de genes pertencentes a estirpes invasivas nos modulos devido ao
acaso.

Pela analise dos grupos obtidos por “hierarquical clustering”, observa-se que os processos
bioldgicos anotados com recurso ao vocabulario GO descrevem processos que, com base na
literatura, sdo processos importantes que co-ocorrem com a invasividade e também refletem
acontecimentos que estdo ligados ao sucesso da invasividade. Acreditamos, como tal, que a
construgao de moddulos — neste trabalho o foco ¢ a associagdo a invasividade - com recurso as
semelhancas semanticas é uma técnica promissora para estudar sistemas e processos complexos.
Um dos problemas ¢ a dificuldade em eliminar os genes falsos positivos, sendo uma das causas a
anotacdo pouco rigorosa das entidades biologicas em andlise, que poderd ser minimizado com a
melhoria da qualidade das anotagdes, a medida que novos conhecimentos forem surgindo e as
anotacdes automaticas forem sendo substituidas por anotagdes baseadas em informagdo mais
rigorosa e/ou que os algoritmos preditivos da fungdo dos respetivos genes forem evoluindo.

Este método tem, como tal, a vantagem acrescida de usar como fonte de informacao entidades
que estdo em permanéncia sujeitas a revisdo pela comunidade cientifica. Constru¢cdes de modulos
com base em informagao anterior e menos rigorosa poderdo ser reconstruidos sem grande esforgo, a
medida que nova informagdo sobre as entidades biologicas vai surgindo, ou até em caso de

descobertas que afetem de forma significativa o conhecimento sobre as entidades em estudo. Como
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tanto o processo de calculo como o acesso as anotagdes nas bases de dados sdo automatizados
(embora neste trabalho ndo tenha sido implementado nenhum processo de aquisi¢do automatico de
anotacdes, tendo estas sido obtidas manualmente), os investigadores ganham mais tempo para a

investigacao e discussdo cientificas e dispendem menos com as aplica¢des informéaticas associadas a

obteng¢ao dos modulos.
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Anexos:

Foi usado o seguinte software:

* Enthought Canopy version 1.3.1 (64 bit)

* python 2.7
*  NumPy
* ScyPy

e Matlab versao 2010b
*  OpenOffice

No CD anexado a dissertagdo estdo os ficheiros com o cddigo usado para o calculo dos mddulos,
para a aplicag@o dos testes estatisticos e para a aplicagao do método de “hierarchical clustering” e
criacdo do dendrograma. O CD contém um ficheiro “readme.txt”, com a descri¢do do tipo e fungao

de cada ficheiro.
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