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RESUMO

Na década de 1940 foi inventado o primeiro computador. A informacdo construia-se
ligando e desligando o sistema binario. Na década de 50, a descoberta da dupla hélice
no ADNveio provar que a informacgdo genética também ¢é escrita ligando e desligando,
ndo um sistema binario como o computador digital, mas quaternario. Mas, s6 foi nos
anos 90 que a informatica e a biologia juntaram-se, inicialmente para decifrar a estrutura
do ADN.

A virologia é uma das areas de relevancia na bioinformatica pelo facto dos virus serem
uma das estruturas mais elementares da vida e a0 mesmo tempo, complexas. Com o
intuito de facilitar o estudo e a compreensdo da diversidade de virus, foram
desenvolvidas muitas classificagdes mas, na actualidade utiliza-se sobretudo a
taxonomia do ICTV e, a combinagdo entre a classificacdo de Baltimore e LHT. O
estudo dos virus tem permitido conhecer a forma como estes utilizam os recursos
energéticos das células hospedeiros e, no esclarecimento de muitos dos mecanismos
biolégicos dos préprios hospedeiros. Isto tem sido possivel pelos desenvolvimentos
tecnoldgicos e cientificos muito significativos nas areas da biologia molecular e da
genética, nomeadamente, nas estruturas do ADN, ARN, do genoma e da sua

sequenciagao.

A sequenciacdo é uma série de processos bioquimicos para a determinagdo da ordem
dos nucle6tidos. Com o avanco da tecnologia, 0 nimero de genomas sequenciados e as
bases de dados necessarias para 0 seu estudotem vindo a aumentar rapidamente,
resultando no desenvolvimento exponencial da bioinformética e promovendo a criacdo

de centros de armazenamento e processamento de dados.

A analise bioinformatica nos virus compreende tarefas relacionadas com a analise de
sequéncias novas, incluindo identificacdo, anotacdo funcional e analise das relagdes
filogenéticas e, para o seu estudo, existem uma grande diversidade e complexidade de
ferramentas que sdo agrupadas em: identificacdo ORF e previsdo de genes; procura de
homogeneidade e alinhamento de sequéncias; reconhecimento de padrdes de epitopos;
analise de repeticdes em tandem curto; dominio transmembranar; estudos estruturais

secundarios e terciarios; analise das vias metabdlicas; e analise de dados de microarrays.
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Os novos desenvolvimentos, sejam bases de dados e/ou ferramentas, estdo a crescer em
fungcdo do aumento da procura. No entanto, ainda existem limitacdes, conforme foi

possivel validar ao longo da leitura cientifica sobre este tema.

O objetivo deste trabalho foi levar a cabo a identificacdodas aplicagcdes desenvolvidas
dentro da bioinforméatica para conhecer melhor os virus.Espera-se que esta visao
resumida, - mas muito complexadesde o olhar do farmacéutico- tenha conseguido
revelar a importancia e utilidade dos recursos bioinformaticos disponiveis para a

investigacdo em virologia.
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ABSTRACT

The first computer was invented in the 40s. The information was built connecting and
disconnecting a binary system. In the 50s, the discovery of the double helix of the DNA
proved that the genetic information was also written connecting and disconnecting but a
quaternary system. However, only in the 90s the informatics and the biology joined

motivated for the need of decipheringthe structure of DNA.

The Virology is one of the most relevant areas of study of bioinformatics because even
the viruses are the most elementary alive structures, at the same time they are complex.
Because of the diversity of virus, several classifications were developed, but currently,
the ICTV taxonomy, the Baltimore classification and LHT are being used. The
bioinformatics provide tools to understand how viruses profit the energy of the host
cells and the biological mechanisms of these hosts, mainly through the technological
and scientific developments of molecular biology and genetics, specifically the

structures of DNA and RNA, genome and sequencing.

The sequencing is a series of biochemical processes to determine the order of nucleoids.
The sequenced genomes and the virus data bases are rapidly increasing. As
consequence, the bioinformatics shows exponential advances and the store centers and

data processing are in the increasing.

Main bioinformatics tasks for virus comprehension are: identification, functional
annotation and analysis of phylogenetic relations. It is possible because of the
development of tools grouped for: open reading frame identification and gene
prediction; homology searching and sequence alignment; patter/motif/epitope
recognition; short tandem repeats; transmembrane domains; secondary and tertiary

structural studies; pathway analysis; and microarray data analysis.

The data bases and the tools are increasing as response to the growing demand.
However, there are still problems to be solved, as verified in the scientific literature.

The objective of this study was the identification of the bioinformatics applications for
the study of viruses. This summarized review — even highly complex from the look of
the pharmaceutic - was intended to reveal the usefulness of bioinformatics resources

available for virology research.
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I. INTRODUCAO

1.1 Problemaéatica em estudo

Na década de 1940 foi inventado o primeiro computador. Atribuiu-se-lhe o nome de
Digital, pois os dados eram armazenados como um alfabeto binario, nomeadamente,o
zero e 0 um.A informacgédo construia-seligando e desligando estes nimeros.Ainda nessa
mesma década, um pouco antes de 1944, Avery e 0s seus colaboradores (Ghose,
2010)descobriram que o ADN era a substancia que carregava a informacdo genética.O
computador digital e a descoberta de Avery surgiram em simultaneo.

A descoberta da dupla hélice no ADN, em 1953(Nufiez, 1999), veio provar que a
informacdo genética também é escrita como um alfabeto, ndo bindrio como o
computador digital, mas quaternario, pois sdo utilizadas 4 bases azotadas, A (adenina),
C (citosina), T (Timina), G (guanina). Posteriormente, percebeu-se que ambos
funcionavam de forma similar, os genes podem ser “ligados” ou “desligados”, assim
como no computador digital. Esta observacdo era suficiente para o entendimento
inerente ao enquadramento da década de 50. Curioso é constatar que um dia a
informatica e a biologia juntar-se-iam originando uma nova &rea de conhecimento: a

bioinformatica.

Todavia, s6 em meados dos anos 90¢é que a bioinformatica surge, isto porque apesar da
estrutura do ADN ter sido desvendada em 1953, nesta época a informacdo que contida
ndo era lidae, a data da referida descoberta, ndoexistia a tecnologia suficiente para
decifrar a estrutura doADN. Acrescente-se que foi necessario, por parte da informatica
uma evolucdo consideravel em éareas como, a capacidade de armazenamento de um
computador, a velocidade de processamento da informacéo eo custo mais acessivel. Na
década de 70,a capacidade de armazenamento media-se em Kilobytes, o que
corresponde aproximadamente a 1000* letras.Nesta linha de pensamento, facilmente se
constata que o computador dessa época ndo seria capaz de processar a informagdo de
um genoma.A titulo de exemplo, o processamento de um novo gene (com cerca de
12.000 pares de bases ou letras quimicas) atualmente consegue ser decifrado em um

minuto. Ha trés anos levava 20 minutos. Ha 20 anos era um trabalho que ocupava um

! Esta comparagao esta referida ao codigo UTF-8.
1
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ano. E de considerar que se fosse estudado todo o genoma humano-gque com os seus 3
bilides de pares de bases pode atingir uma extensio de 800 Biblias*- seria impossivel

comporta-lo numa estrutura desta morfologia.

Por outro lado, o estudo dos virus tem levado a desenvolvimentos cientificos muito
significativos nas areas da biologia molecular e da genética. Estes, fisicamente, podem
ser classificados como material genético que consegue preservar-se, iludindo as
estratégias defensivas dos hospedeiros que usam para se propagar. A importancia
cientifica do seu estudo reside em dois pontos principais: no aumento do conhecimento
da forma como utilizam os recursos energéticos das células que utilizam como
hospedeiros e, no esclarecimento de muitos dos mecanismos biolégicos dos proprios
hospedeiros. As modernas biotecnologias incluem, em grande parte, 0 uso de agentes
virais. Pode ser usado diretamente o material genético isolado, mas também,
indiretamente pode obter-se resultados a partir dos estudos desenvolvidos, em especial
das suas estratégias moleculares de sobrevivéncia.E, neste contexto relevante o facto de
este assunto despertar um interesse cientifico 6bvio, no qual as doencas causadas por
virus contribuem de forma significativa para a morbilidade e mortalidade de muitas
espécies vivas, com particular realce para o seu impacto em muitas das atividades

econdmicas e industrializadas da sociedade atual, como ocaso da indUstria farmacéutica.

1.2. Objetivo

O objetivo da realizagdo deste trabalho foi tentar compreender o estado da arte da
Virologia, facilitado pela bioinformatica e as suas potencialidades, mais
concretamente,levar a cabo a identificagdodas aplicacGes desenvolvidas dentro da

bioinformética para conhecer melhor os virus.

1.3. Metodologia

Esta pesquisa, em consonancia com o seu objetivo, baseia-se na reviséo da literatura
cientifica, nomeadamente da literatura sobre a bioinformatica ea bioinformatica

associada a Virologia.

Zhttp://www.escuelapedia.com/genoma-humano-en-que-consiste/ consultado 04/08/2014
2
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Il. ENQUADRAMENTO TEORICO

Quando se associa bioinformética a Virologia, a nossa atencdo debruga-se
inevitavelmente sobre a biologia molecular, e esta leva-nos & compreensdo das

estruturas doADN e ARN, do virus, do genoma eda sua sequenciagao.

Todos 0s organismos vivos dependem dos seguintes tipos de moléculas para todas as
suas fungdes bioldgicas: acidos nucleicos,proteinas, lipidos eglicidos.Nomeadamente,
0s é&cidos nucleicos, ADN e ARN sdo macromoléculasque codificam o conjunto
completo de “instrucdes’ (0 genoma) que sdo necessarias para unir, manter e reproduzir

cada organismo Vivo.

2.1 ADN

Desde Avery em 1944, que se conhece a estrutura basica do ADN. OADN é uma
molécula composta de fosfato, desoxirribose e pelas bases adenina, guanina,
citosinaetimina.No ADN a citosina emparelha com a guanina e a adenina emparelha
com a timina.A espinha dorsal da molécula de ADN € uma cadeia de repetices de
unidades de desoxirribose-fosfato. Eformada por duas cadeias na forma de uma dupla
hélice. A dupla hélice é um fator essencial na replicagdo do ADN, onde cada hélice
serve de molde para a nova cadeia. Assim, cada cadeia contém a informacgdo genética

codificada das carateristicas hereditarias(Bryce & Pacini, 1994).

Nas células dos eucarioticos, o0 ADN esta dentro do nucleo, mas nas células dos
procariéticos, como estes ndao tém ndcleo definido, o ADN estd aglomerado no

nucleoide.

2.2ARN

O ARN nos procaridticos é produzido no citoplasma e nos eucariéticos é produzido
dentro do ndcleo.

A molécula de ARN ¢é formada por fosfato, ribose, adenina, guanina, citosina e uracilo.
Durante a replicagdo do ARN a citosina emparelha com guanina e a adenina emparelha
com o uracilo. A espinha dorsal da molécula de ARN é uma cadeia de repeticdo de
unidades de ribose-fosfato(Bryce & Pacini, 1994).

3
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Os trés tipos principais de ARN: mARN, tARN e rARN s&o todos eles de cadeia
simples. O mARN tem como primeira responsabilidade ser mensageiro da informacéo
genética presente no ADN, ou seja, carrega o prototipo (projeto de estrutura) de uma
proteina, desde o ADN da célula para os ribossomas, onde é produzida a proteina. O
tARN leva 0 aminoacido apropriado para dentro do ribossoma para ser produzida uma

nova proteina. Enquanto os préprios ribossomas sao constituidos sobretudo de rARN.
Outros tipos de ARN fazem muito mais do que participar na sintese de proteinas:

e ARNs envolvidos na modificagdo da transcri¢cdo tardia ou na replicacdo do
ADN.
Exemplos:

Small nuclear RNA para emendar e outras fungfes (Thore, Mayer,
Sauter, Weeks, & Suck, 2003).

Ribonuclease P para o desenvolvimento do tARN(Pannucci, Haas,
Hall, Harris, & Brown, 1999)

e ARNS regulatorios
Exemplos:

MicroARN para a regulacdo do gene da maioria dos eucarioticos(Lin,
Miller, & Ying, 2006)

Crispr ARN para resistir aos parasitas, provavelmente atingindo o seu
ADN (Brouns et al., 2008)

e ARNS parasitario
Exemplos:

Retrotransposon para a autopropagacdo nos eucariéticos e algumas
baterias (Boeke, 2003)

e Qutros ARNSs
Exemplos

Vault ARN provavelmente para a expulsdo dos
xenobidticos(Gopinath, Matsugami, Katahira, & Kumar, 2005).

As moléculas de ARN que ndo assumem a forma de mARN séo conhecidos como nao-
codificantes (ncARN).Por exemplo, muitos tipos de ARN sdo catalisadores, mais
concretamente, estes executam reagdes bioquimicas como as enzimas. Outros tipos de
ARN desempenham fungdes complexas de regulagdo nas células, nas quais
desempenham numerosas fungdes, tanto nos processos normais das células como nas
celulas doentes(Mattick, 2001).



Bioinformatica e aplicacfes em Virologia

2.3 O Genoma

O termo Genoma foi criado em 1920, por Hans Winkler, um professor da Universidade
de Hamburgo. Este permitiu a definigdodomaterial genético de um organismo.O
genoma é a soma de genes que define como se vai desenvolver e funcionar um ser
vivo.O genoma é transmitido de geracdo em geracdo e determina a espécie do ser vivo,
porque nele encontram-se gravadas as carateristicas hereditarias encarregues de orientar

o0 desenvolvimento bioldgico de cada individuo(Ridley, 2000).

Pode ser aplicado especificamente para definir o que esta armazenado num set completo
de ADN nuclear ou ‘genoma nuclear’ como também ¢é aplicado ao que esta armazenado,
dentro de organelos que contém o seu proprio ADN.No caso em andlise, 0 ‘genoma
mitocondrial’ ou o ‘genoma do cloroplasto’. Destaque-se ainda que, 0s virus, 0S
plasmideos e outros elementos transportaveiscomo 0 transposao contem
genoma(Madigan, 2005).Mas, a maior diversidade de genomas pode ser encontrada nos

virus (University of Cape Town, 2008).

2.4 A sequenciacao

A sequenciacdo do ADN é uma série de processos bioquimicos que tem por finalidade a
determinacdo da ordem dos nucleétidos, cujasletras quimicas ou bases séo A, G, C, T.
Nos anos 70 foi desenvolvida uma metodologia de sequenciacdo que consiste na adi¢cao
de nucleétidos modificados aos quais podemos chamar dedidesoxinucleotideos. Estes
impedem o crescimento de um fragmento de ADN em replicacdo pelaADN polimerase,
apos a sua adicdo. Na década de 80, desenvolveu-se uma técnica rapida de sequenciagdo
por meio da quebra de uma cadeia de ADN, sendo os fragmentos visualizados através
do processo de eletroforese®. Poucos anos depois houve um novo avango tecnolégico
por meio da introducdo da técnica de interrupgdo da sequéncia, através da incorporagdo
ao acaso dum nucle6tico modificado. A referida técnica chamada de técnica de
didesoxi, rapidamente tomou o lugar da anterior, possibilitando o desenvolvimento de

sequenciadores automaticos de ADN- técnica conhecida por metodologia de Sanger.

A sequenciacdo realiza-se sob a forma de genome projects,pela complexidade, pelo

custo e pela duragéo requerida.

® A eletroforese é uma técnica de dissociacdo eletrolitica na qual as particulas carregadas movem-se pela
influéncia de forcas electroestaticas para um elétrodo de carga oposta, quando é aplicada uma diferenca
de potencial numa solugdo que contem eletrolitos.

5



Bioinformatica e aplicacfes em Virologia

Hagenome projectsque podem ser de curto e de longo alcance. Nos genome projects de
curto alcance, todo o ADN de uma fonte (pode ser um organismo simples como virus,
uma bactéria ou até mesmo um mamifero) é dividido em milhdes de pequenos pedagos.
Estes pedagos séo lidos por maquinas de sequéncias,de forma automatica, que podem
ler até 1000 bases a0 mesmo tempo, resultando em grandes quantidades de informacé&o.
Quando termina a leitura da sequenciacdo, esta informacdo é processada por um
algoritmoque junta todos os pedacos, que deteta onde as duas das sequéncias curtas se
sobrepGem. Refira-seque este mecanismoé de acerto e correcao.(Pevsner, 2009).

Existe uma grande diferencaentre o genoma dos procariontes e dos eucariontes. Nos
procariontes, a maior parte do genoma (85-90%) é ndo-repetitivo, quer esta definicdo
dizer que esta formado por cddigo ADN, enquanto as regides sem cédigo sdo muito
pequenas (Koonin & Wolf, 2010). No caso dos eucariontes, a variagdo do contetdo
repetitivo de ADN € extremamente alto, dai que o genoma das plantas e dos mamiferos

seja composto de ADN repetitivo (Lewin, 2004).

Em 1976, quando Walter Fieres estabeleceu a sequéncia completa de nucleoide, de um
genoma-ARN viral (Bacteriofago MS2) (Fiers et al., 1976), a tecnologia era muito
limitada. Na atualidade, o desenvolvimento tecnoldgico tem facilitado

exponencialmentea sequenciagdo que pode ser realizada a custos acessiveis.

Consequentemente, 0 nimero de genomas sequenciaisestd a aumentar rapidamente e
também as bases de dados necessarias para 0 seu estudo. Esta multiplicacdo de
informacdo tem vindo a promover a criacdo de centros de armazenamento e
processamento de dados, patrocinados pelos governos, como por exemplo, o NCBI
criado em 1988. Estepertence ao governo dos Estados Unidos de América(NCBI,
n.d.).Estas imensas quantidades de informacdo tém vindo a promover o
desenvolvimento de uma nova disciplina, a bioinformatica, que pretende dar resposta a

necessidade de armazenamento e tratamento sistematico, confiavel dos dados.
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2.5 O tamanho do genoma

Quando falamos da bioinformatica, referimo-nosa gestdo de grandes quantidades de

dados. Isto é deve-se sobretudo aotamanho do genoma de cada ser vivo. Um genoma

corresponde ao ndimero total de pares de bases numa cépia de um genoma haploide®. O

genoma esta constituido por segmentos que podem ou ndo ser repetitivos, como foi

explicado anteriormente. Os tamanhos de genoma sdo muito variados. Os procariontes e

0s eucariontes mais basicos possuem muito ADN ndo-repetitivo, enquanto 0s

eucariontes mais evoluidos tendem a ter mais ADN repetitivo (Lewin, 2004). Na Tabela

1 é possivel corroboraras grandes diferencas:

Tabela 1. Exemplos de tamanhos de genoma.

Tipo de

Tamanho

organismo Organismo (bp) Descricao
. Polychaosdubium Genoma mais comprido, mas debatido
Ameboide ("Amoeba" dubia) 670Gb (Parfrey, Lahr, & Katz, 2008)
Paris japonica (Japanese- O mais comprido genoma de planta conhecido
Planta native) 150Gb (Pellicer, Fay, &Leitch, 2010)
Peixe Protopterusaethiopicus 130Gb O mais comprido genoma de vertebrado
(marbledlungfish) (Dufresne&Jeffery, 2011)
. . Sequencia¢do do genoma humano (U.S. D.O.E
Mamifero  Homo sapiens 3.2Gb &NationallnstitutesofHealth, n.d.)
Primeira sequenciacdo de uma arvore
Planta Populustrichocarpa 480Mb  (Set/2006) (Wilkins, Nahal, Foong, Provart,
&Campbell, 2009)
. Tetraodon nigroviridis O mais pequeno genoma de vertebrado
Peixe (type of puffer fish) 390Mb estimado (Broadinstitute, n.d.)
Inseto i%r:)byxmorl (bicho da 432Mb 14,623 genes estimados (Consortium, 2008)
. . . Primeiro genoma sequenciado de uma planta
Planta Arabidopsisthaliana 157Mb (2000) (Greilhuberet al., 2006)
. . Primeiro genoma sequenciado de um animal
Nematoide Caenorhabditiselegans 100Mb multicelular (1998) (Initiative, 2000)
Planta Genliseamargaretae 63Mb O mais pequeno genoma de uma planta florida

(2006) (Greilhuberet al., 2006)

* Haploide: refere a uma copia do genoma em uma célula determinada. Os cromossomas sio geralmente

diploide.
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Tlpo_ it Organismo VEIENIE Descricéo
organismo (bp)
Fungo Aspergillusnidulans 30Mb (Galaganet al., 2005)
. O mais pequeno genoma animal conhecido
Nematoide Pratylenchuscoffeae 20Mb (“Animal Genoma SizeDatabase,” n.d.)
O primeiro genoma de eucarionte sequenciado
Levadura  Saccharomycescerevisiae 12.1Mb  (1996) (“Saccharosmyces Genome Database,”
n.d.)
Virus Pandoravirussalinus 2.47Mb O mais comprido genoma (Philippe et al,
2013)
- A O primeiro genoma de um organismo Vvivo
Bacteria Haemophilusinfluenzae 1.8Mb sequenciado (1995) (Fleischmannet al., 1995)
O mais comprido genoma viral conhecido até
Virus Megavirus 1.3Mb 2013 (Legendre, Arslan, Abergel, &Claverie,
2012)
- Nasuiadeltocephalinicola O mais pequeno genoma  ndo-viral
Bacteria irain NAS-ALF) H2kb Greilhuberet al., 2006)
Utilizado como vetor para a clonagem da
Virus Phage A 48kb recombinacdo do AND (Thomason, Sawitzke,
Li, Costantino, & Court, 2007)
Virus VIH 9.7kb (Hunt, n.d.)
Virus Phage ®-X174 5 kb A primeira sequéncia de genoma-AND (Ziffet
al., 1973)
Virus Bacteriophage MS2 3.5k A primeira sequéncia de genoma-ARN (Fierset
al., 1976)
O mais pequeno virus a replicar
Virus Porcinecircovirustype 1 1.8kb autonomamente nas  células  eucariontes
(Mankertz, 2008)
Fonte: Adaptado da tabela http://en.wikipedia.org/wiki/Genome (consultado 14-8-
2014).
2.6 Virus

Uma das &reas de relevancia na bioinformatica é o estudo dos virus, pelo facto de serem

uma das estruturas mais elementares da vida. Paradoxalmente sdo também estruturas

complexas.Esta dualidade proporciona debate como pode verificar-se na literatura

(Forterre, 2010). Apontar-se-d40 como causaso facto destes seremagentes infeciosos

considerados ameaca para a saude. O Virus(do latim virus, "veneno™ ou "toxina™)

apresenta genoma constituido de uma ou varias moléculas de acido nucleico (ADN ou
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ARN), as quais possuem a forma de fita simples ou dupla. Os virus sdo seres simples
formados basicamente por uma estrutura proteica chamada capside, que protege o
material genético. Em geral, os virus s6 apresentam um tipo de material genético:ADN
e ARN. Apenas no caso do citamegalovirus®, que tem ADN e um ARNm(Wagner &
Hewlett, 2004). O virido ou virion é a particula viral completa rodeada por uma capsula
protetora ou capsideo e constitui a forma infeciosa do virus. Fora do ambiente
intracelular, os virus sdo inertes(Fraenkel-Conrat & Singer, 1964)(Adelberg, Jawetz, &
Melnick, 1998).

As proteinas que compdem a capside sdo especificas para cada tipo de virus. A capside
juntamente como acido nucleico é denomina-se de ndcleo capside. Alguns virus sao
formados apenas pelo nlcleo capside, outros no entanto, possuem um involucro externo
ao nucleo capside. Esses virus sdo denominados virus com involucro. O involucro
consiste principalmente numa bicamada fosfolipidica derivada da membrana plasmatica
da célula hospedeira e em moléculas de proteinas virais, especificas para cada tipo de
virus, imersas nas camadas de lipidios. Alguns virus possuem enzimas. Por exemplo o
VIH tem a enzima Transcriptase Reversa que faz com que o processo de transcrigcéo
reversa seja realizado (formacdo de ADN a partir do ARN viral). Esse processo de
formacdo de ADN a partir de ARN viral é denominado retrotranscrigdo, o que deu o
nome retrovirus aos virus que realizam esse processo. Os outros virus que possuem
ADN fazem o processo de transcri¢do (passagem da linguagem de ADN para ARN) e s6
depois a tradugéo (Wagner & Hewlett, 2004).

Dentro da célula, a capacidade de replicagdo dos virus é surpreendente: um unico virus
é capaz de multiplicar, em poucas horas, milhares de novos virus, e infetar células que
servem de hospedeiras. Osvirus sdo parasitas obrigatorios do interior celular e, tal
situacdo significa que somente se reproduzem pela invaséo e possessédo do controle da
maquinaria de autorreproducdo celular do hospedeiro. Nesse mesmo lugar efetuar-se-4 a
sintese das proteinas dos virus e, simultaneamente, serd permitidaa existénciada
multiplicacdo do material genético viral. Sendo assim, os virusinfetameucariontes
(organismos cujas células tém invélucro nuclear), mas também infetam procariontes

(dominios bactéria e archaea). Em muitos dos casos os virus modificam o metabolismo

*Citamegalovirus s&o herpes-virus com elevada especificidade com o hospedeiro e que podem causar
infecbes no homem. E frequente encontrar-se em individuos com tumores e em portadores de VIH
(Candeias, Stewien, & Barbosa, 1974)
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da célula que parasitam, e podem provocar a sua degeneracdo e morte. Para isso, é
preciso que o virus inicialmente entre na célula. Os viruscapsulados aderem a parede
celular e "injetam™ o seu material genético no citoplasma. No caso dos virus ndo
capsulados, estes penetram na célula por endocitose mediada por recetores ou por
viropexia (penetracdo direta) (Wagner & Hewlett, 2004).

Os recetores das células sdo os que determinam qual tipo de virus ira infetar a célula.
Geralmente, o grupo de células que um tipo de virus infecta, é bastante restrito. Existem
virus que infetam apenas bactérias, denominadas de bacteriéfagos; os que infetam
apenas fungos,denominam-se demicéfagos; os que infetam as plantas e 0s que infetam
0s animais, denominados, respetivamente, virus de plantas e virus de animais(Flint,
Racaniello, Enquist, & Skalka, 2009).

2.6.1 Classificacdo dos virus

Os virus representam a maior diversidade biolégica do planeta, sendo mais diversos que
as bactérias, as plantas, os fungos e os animais juntos(Cann, 2001). Tal situacdo traduz-
se num gigantesco numero de genes. Sendo assim, para compreender 0s virus, tem
vindo a ser necessaria a organizacdo de grandes quantidades de informacéo viral,

resultandoesta nacriagéo de uma diversidade de classificagoes.

Inicialmente, os virus foram denominados de acordo com o nome da doenca que
ocasionavam. A primeira tentativa para classificar os virus foi proposta por Johnson em
1927, uma nomenclatura baseada em hospedeiro e prioridade de constatacdo, expressa
em um namero, conforme a ordem de sua descoberta (ex. tabaco virusl, tabaco
virus2).A partir dessa altura, foram surgindo muitas outras, mas nenhuma obteve

€onsenso.

2.6.1.1 Critérios para a elaboracéo das classificacoes

As classificagdes que tém vindo a ser desenvolvidas foram criadas com o intuito de
facilitar o estudo e a compreensdo da diversidade de virus.Na atualidade, é possivel
agrupar a diversidade de classificagdes de acordo com aspropriedades e critérios

considerados:
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a) Morfologia do virdo, incluindo tamanho, forma, tipo de simetria, presenca ou

auséncia de espiculas ou peplémeros®, ea presenca ou auséncia de invélucros.

b) Propriedades do genoma do virus, incluindo tipos de acido nucleico (ADN ou
ARN), tamanho do genoma em kilo-bases (kb), cadeia (simples ou dupla), linear
ou circular, direcdo (positivo, negativo), segmentos (nUmero, tamanho),

sequéncia do nucleétido e contetdo G + C.

c) Propriedades fisico-quimicas do virdo, incluindo massa molecular, estabilidade
do pH, estabilidade termal, e suscetibilidade a agentes fisicos e quimicos,

nomeadamente éter e detergentes.

d) Propriedades das proteinas dos virus, incluindo nimero tamanho e atividade
funcional das proteinas estruturais e ndo-estruturais, sequéncia do aminoécido, e

modificagdes (glicosilacdo, fosforilacdo).

e) Organizacdo e replicacdo do genoma, incluindo ordem do gene, nimero e
posicdo da grelha de leitura aberta’, estratégia de replicacdo (padrdes de
transcrigdo, traslagdo), localizagdo na célula (acumulagdo de proteinas, encaixe

do virido, tipo de virido).

f) Propriedades bioldgicas, incluindo gama de hospedeiros naturais, modo de
transmisséo, relagdes do vetor, patogenicidade, tropismo tecidual, e patologia
(Flint et al., 2009; Wagner & Hewlett, 2004).

Vaérios sistemas de classificacdo foram criados, sendo que estes geramalguma
dificuldade na gestdo do conhecimento do virus. Uma resposta a este problema foi a

criacdo do International CommitteeonTaxonomyofViruses.

2.6.1.2 Sistemas de classificagdo utilizados

a) Classificacéo ICTV

® S&o estruturas proeminentes, geralmente constituidas de lipidos e glicoproteinas, expostas na superficie
do involucro viral de certos virus (Cann, 2001).
'A grelha de leitura aberta, em Inglés Open Reading Frame(ORF), conhecida também por
proteincodingsequencesé uma porcdo de uma molécula de ADN que, quando transferida dentro dos
aminoacidos, contem coddes de iniciagdo. O cddigo genético 1€ sequéncias de ADN em grupos de trés
pares de base, o que quer dizer que uma molécula de ADN de cadeia dupla pode ler-se em qualquer das
seis possiveis grelhas de leitura (National Human Genome Research Institute, n.d.)
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O ICTV, desde 1971, tem vindo a desenvolver o sistema atual de classificagcdo
taxondmica utilizando as propriedades mais certas dos virus para manter a
uniformidade familiar. A estrutura taxondmica geral € a seguinte:

Ordem: virais

Familia: viridae

Subfamilia: virinae

Género: virus
Espécie: virus

Na atual taxonomia do ICTV (versdo 2013), foram estabelecidas sete ordens:
Caudovirales, Herpevirales, Ligamenvirales, Mononegavirales, Nidovirales,

Picoarnvirales e Tymovirales (ICTV, 2014).

b) Classificacéo Baltimore

O sistema de classificacdo taxonomica do ICTV ¢é utilizado juntamente com o
sistema de classificacdo Baltimore. A classificacdo de Baltimore(figura 1) esta
baseada no método de sinteses do mARN viral(Flint et al., 2009).0 bidlogo, premio
Nobel, David Baltimore concebeu este sistema de classificagdo que foi apresentado a
comunidade cientifica em 1971.0s virus devem gerar mARNs desde 0s seus
genomas para produzir proteinas e replicarem-se a si proprios,utilizando diferentes
mecanismos para o conseguir em cada familia de virus. Os genomas virais podem ser
de cadeia simples (ss) ou dupla (ds), ARN ou ADN, e podem ou ndo utilizar
transcriptase reversa (RT)®. Osvirus dessARN podem também ser de cadeia positiva

ou negativa. Esta classificacdo coloca os virus em sete grupos:

® Transcriptase reversa é uma enzima usada para gerar ADN complementar (CADN), utilizado para a
replicacdo de retrovirus (Wagner & Hewlett, 2004).
12
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Figura 1. Classificacdo de Baltimore(Carter & Saunders, 2007).

c) Classificagdo Holmes
Holmes (1948) utilizou o sistema CarolusLinnaeus(Knapp, n.d.)para classificar os
virus em 3 grupos por uma ordem:Virales. Foram coligados da seguinte forma:
Grupo |: Phaginae (ataca bactérias)
Grupo Il: Phytophaginae (ataca plantas)
Grupo I11: Zoophaginae (ataca animais) (Wagner & Hewlett, 2004).

d) Sistema de Classificacdo de Virus LHT

O sistema de classificacdo LHT esta baseado em carateristicas fisicas e quimicas: o
acido nucleico (ADN ou ARN), simetria (helicoidais, cubicos ou complexos),
presenca de envelope, didmetro do capsideo, numero de capsdémeros. Esta
classificagéo foi aprovada pelo ICTV em 1962(Wagner & Hewlett, 2004).

2.6.2 Os genomas dos virus

Os virus mostram uma grande variedade de estruturas. Dos milhGes de diferentes tipos
de virus, apenas uns 5000 tém vindo a ser descritos detalhadamente(Dimmock et al.,
2007).Diversos sdo 0Ss processos responsaveis por gerar avariabilidade genética dentro
de uma populacdo viral. Entre tais processos, estdo: mutacOes, recombinagdes,
rearranjos genéticos em coinfecgdes, entre outros. A fidelidade e a frequéncia dos
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processos de replicacdo, as taxas de ocorréncia de coinfec¢des, 0 modo de transmisséo,
0 tamanho e a estrutura das populagbes (virais e de hospedeiros) sédo fatores que
influenciam a geracdo da variabilidade genética viral. Quando os virus se multiplicam
no interior de uma célula, o material genético viral pode sofrer mutacdes, originando
uma grande diversidade genética a partir de um Unico tipo de virus. Os virus de ARN,
que dependem das enzimas ARN polimerase ou transcriptase reversa para se replicar,
apresentam taxas de mutacdo mais elevadas, se comparados a virus de ADN(Knipe et
al., 2001), visto que as polimerases de ARN virais ndo tém a capacidade deprova-de-
leitura’ das polimerases do ADN.

Os genomas virais podem ser circulares, como é o caso do polyomavirus,ou lineares
como acontece no adenovirus. O tipo de &cido nucleico é irrelevante na determinagéo da
forma do genoma. Entre os virus deARN e alguns virus deADN, o genoma esta
frequentemente dividido em partes separadas, sendo este caso chamado segmentado.
Para os virus ARN, cada segmento frequentemente codifica s6 uma proteina e aparecem
agrupados na cépside. No entanto, ndo é necessarioter todos 0s segmentos dentro do
mesmo Virido para que este seja infecioso, como no caso do brome mosaico virus e

alguns outros virus de plantas (Balows & Duerden, 1998).

O Tamanho do genoma do virus

A maioria dos virus apresenta tamanhos muito pequenos que estdo além dos limites de
resolucdo dos microscépios Gticos, sendo comum para a sua visualizagcdo o uso de
microscopios eletronicos. Nesse mundo submicroscépico, o tamanho do genoma varia
grandemente entre espécies. O genoma viral mais pequeno, o ssDNAcircovirus da
familia Circoviridae, codifica para duas proteinas e tem um tamanho de duas
kilobases(Swiss Institute of Bioinformatics, n.d.);enquanto o maior — o pandoravirus —
tem um tamanho de aproximado de dois megabases, codificando-se para
aproximadamente umas 2500 proteinasque sdo visiveis ao microscopio Gtico

(SwisslnstituteofBioinformatics, n.d.-b).

Em geral, os genomas dos virus ARN sdo mais pequenos que os virus ADN porque
apresentam taxas mais altas de erro na replicagdo e tém um limite de tamanho. Além
deste limite, os erros no genoma fazem deles ndo viaveis ou ndo competitivos. Para

compensar esta limitacdo os virus ARN frequentemente apresentam-se segmentados

° Prova-de-leitura é o termo usado em genética para referir aos processos de erros de codificacéo
(Hopfield, 1974).
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para reduzir as hipoteses de que a ocorréncia de um erro em um componente S0,
incapacite todo o genoma. Em contraste, os virus ADN geralmente tem genomas mais
compridos porque sao replicados por enzimas mais fiaveis (Pressing & Reanney, 1984).
O virus ADN de uma cadeia ou ssADNpodem ser uma excecao a esta regra, conforme
estudos desenvolvidos porDuffy&Holmes em geminivirus, explicada pela muito alta
frequéncia de mutagdo, até ao ponto deste aproximar-se do extremo das taxas de
mutacio dosssARN’(Duffy & Holmes, 2009).

I11. BIOINFORMATICA

A bioinformatica é um campo cientifico interdisciplinar que desenvolve métodos e
ferramentas de software para 0 armazenamento, recuperacao, organizacao e analise de
dados bioldgicos. Sendo um campo interdisciplinar, a bioinforméatica combina ciéncia
da computacgdo, estatistica, matematica e engenharia para estudar os dados e processos

biol6gicos.

Os Sistemas de informacéo, tais como bases de dados e ontologias**, sdo usados para
armazenar e organizar os dados bioldgicos. Aanalise de dados bioldgicos para a
producédo de informacdo significativa envolve a escrita e a execugdo de programas de
software que vdo buscar algoritmosateoria dos grafos™, & inteligéncia artificial, aSoft
Computing®®, & sondagem de dados (mining) e ao processamento de imagens e
simulagdes computacionais. Os algoritmos, por sua vez dependem de fundamentos
tedricos, como a matematica discreta, teoria decontrolo, teoria de sistemas, teoria da

informacdo e da estatistica(Hogeweg, 2011).

10 «A alta frequéncia de mutagdo e as altas taxas de substituicdo estimadas do geminivirus, as altas
frequéncias de mutacdo e das taxas de substitui¢do de nuclettidos de outras familias de virus sSADN, (as
taxas de mutagdo dos fagos @X174 e M13, aproximam-se as dos virus do mosaico do tabaco) determinam
asaltas taxas de mutagdodos virus dessADN(Duffy&Holmes, 2009:1545) .

1 Nas ciéncias da informatica e da informagdo utiliza-se o termo ontologia para representar o
conhecimento como uma hierarquia de conceitos dentro de um dominio, utilizando um vocabulario
partilhado para os tipos, propriedades e interrogagdes destes conceitos (Chandrasekaran, Josephson, &
Benjamins, 1999)
2 A teoria dos grafos ¢ um ramo da matematica que estuda as relacdes entre os objetos de um
determinado conjunto, utilizando estruturas chamadas de grafos. (Biggs, Lloyd, & Wilson, 1986)
3 Soft computing é um termo aplicado nas ciéncias da computacdo para se referir a problemas da
informatica cujas solucdes sdo imprevisiveis, improvaveis (Zadeh, 1994).
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A bioinformatica € similar mas distinta da biologia computacional. Esta Gltima utiliza
bioengenharia e biologia para construir bio-computadores**, enquanto a bioinformatica
utiliza a computacdo para compreender melhor a biologia. A bioinformética e a biologia
computacional perseguem 0s mesmos objetivos e abordagens cientificas, mas diferem
em escala: a bioinformatica organiza e analisa os dados biolégicos base enquantoa
biologia computacional constréi modelos tedricos de sistemas bioldgicos (Waterman,
1995).

3.1 Tipos de arquivos de dados da biologia molecular

As bases de dados da biologia molecular contém sequéncias de acidos nucleicos e de
protefnas, estruturas e funces de macromolécula, padrées de expressdo™, redes de vias
metabélicas, e cascatas de regulacio®.

Segundo Artur Lesk (2008:29) estes arquivos de dados incluemas bases de dados
primarias, as bases de dados derivadas ou secundarias, as bases de dados bibliograficos
e bases de dados de sitios na web. Estas Ultimas bases de dados virtuais especializadas
facultam fungGes de pesquisa conforme o objetivo, direcionadas para as necessidades de
grupos de pesquisa especificos ou até de cientistas individuais.

A qualidade de uma base de dados ndo depende apenas da informagéo que contem, mas
também da efetividade das suas conexdes com outras fontes de informagdo. A
importancia crescente do acesso simultaneo a base de dadostem levado a pesquisa sobre
a integracdo entre eles, sendo este o ponto em que encontrao estado da arte.

“Bio-computadores utilizam sistemas de moléculas biologicamente derivadas, como o ADN e as
proteinas, para realizar célculos de armazenamento, recuperacdo e processamento de dados. O
desenvolvimento dos bio-computadores foi possivel pela expansdo da nanobiotecnologia. O termo
nanobiotecnologia pode ser definido de multiplas formas: como um tipo de tecnologia que utiliza
materiais a escala nano, assim como materiais bioldgicos. Uma outra definicdo vé a nanobiotecnologia
como o desenho e engenharia de proteinas para construir estruturas funcionais maiores. (Stix, 2001)
> Processo pelo qual a informacdo contida num gene e traduzida em estruturas presentes num
determinado tipo celular (MARN ou proteinas). A acumulagdo exponencial de sequéncias genéticas tem
aumentado consideravelmente a procura por metodologias, entre outras para a elucidacdo de padrdes de
expressdo (National Human Genome Research Institute, n.d.)
16 Cascata de regulagdo: em procariotas, ¢ uma forma de regulacéo genética dos c6digos de um operéo
para a producdo de um indutor interno que gira em torno de um ou mais operdes. Em eucariotas, é um
modelo de multiplas etapas de regulacdo genética que envolve mecanismos que fazem interface com a
formacdo do mRNA, transporte e traducéo (Parker, 1989).
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3.1.1Bases de dados primarios

As bases de dados primarios de arquivos de informacdo biolégica sdo sequéncias de
ADN e proteinas, incluindo anotacao; variacdes, tais como compilacdes de haplétipos'’,
estruturas de &cidos nucleicos e proteinas, incluindo anotacdo; bases de dados
especificas para organismos, incluindo bases de dados de genomas; bases de dados de
padrdes de expressdo proteica; bases de dados de padrOes de interacdo e de vias
reguladoras.

O armazenamento e a organizacdo das grandes quantidades de dados produzidos

diariamente s&o geridos através de colaboracéo internacional:

O GenBank, situado no NCBI, em Bethesda, Maryland, US; o
EMBLNucleotideSequenceDatabase, localizado no EBI, em Hinxton, no Reino Unido;
e o Center for InformationBiology e ADNDataBank, no Instituto Nacional de Genética,

em Mishima, Japdo gerem em parceria o0 arquivo de sequéncias de acidos nucleicos.

AUnNIProt é um consorcio entre o EBI, o0 SIB, e 0 PIR. O EBI, no Reino Unido quealoja
grandes bases de dados e servicos bioinforméticos. O SIB, em Génova, mantem 0s
servidores do ExPASy, que sdo 0s recursos centrais para as bases de dados e
ferramentasda protedmica'®. O PIR, alojado no NBRF em Washington, é o herdeiro da
mais antiga base de dados de sequencia¢do proteica. UniProt mantem o arquivo de

sequéncias de aminoacidos de proteinas.

Muitos projetos de sequenciacdo de genomas completos mantém bases de dados
focalizadas em espécies individuais como, por exemplo, o Homem, o rato, 0 peixe
zebra, etc. Sdonotaveis 0 ENSEMBL do Reino Unido(Sanger Institute, n.d.) e os
navegadores da Universidade da Califérnia, em Santa Cruz, Estados Unidos (CBSE,
n.d.).

YHaplétipos sdo blocos de ADN transmitidos em conjunto para os descendentes. O haplétipo é um
segmento do genoma que, um Unico cromossomo de cada par ndo pode ter partes da mae e do pai juntas,
apenas de um deles.Sdo uma combinacéo de alelos de ligamento, quer dizer, que existem combinacdes de
alelos em "excesso" e hd uma "falta" de combinacg@es de outros alelos. Um alelo é cada uma das vérias
formas alternativas do mesmo gene, ocupando um dado locus (posi¢cdo) num cromossoma. Por exemplo, o
gene que determina a cor da flor em vérias espécies de plantas - um Unico gene controla a cor das pétalas,
podendo haver diferentes verses desse mesmo gene. Uma dessas versdes pode resultar em pétalas
vermelhas, enquanto outra versao originara pétalas brancas (Watson, 1970).
18 A protedmica é a ciéncia da 4rea da biotecnologia que estuda o conjunto de proteinas e as suas
isoformas, contidas numa amostra bioldgica, que sdo determinadas pelo genoma da mesma.

17



Bioinformatica e aplicacfes em Virologia

3.1.2 Bases de dados derivadas ou secundarias

As bases de dados derivadas ou secundarias contém informacgdes obtidas a partir
debases priméarias e das andlises dos seus conteudos. Por exemplo: motivos de
sequéncias proteicas (“padrdes de assinatura” carateristicas de familias de proteinas);
mutacdes e variantes nas sequéncias de ADN e de proteinas; classificaces ou relacdes
(conexdes e carateristicas comuns das entradas dos arquivos; por exemplo, uma base de
dados de conjunto de familias de sequéncias de proteinas ou uma classificacéo
hierarquica de padrdes de enrolamento de proteinas).

Em geral, as bases de dados secundarias ou derivadas estdo organizadas pelo
agrupamento de familias de proteinas ou subunidades, estando baseadas no critério de

similaridade entre as suas sequéncias.

Por exemplo, alnterpro(EMBL-EBI, n.d.) é um tipo especial de base de dados que
integra os conteudos, as carateristicas e as anotagcBes de diversas bases de dados
individuais de familias de proteinas, dominios e sitios funcionais.Esta basetem ainda
conexdes com outras bases, incluindo a classificagdo funcional do Gene Ontology
Consortium (GO Consortium, n.d.).
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IV. A VIROLOGIA NA BIOINFORMATICA

A virologia dentro da bioinformética tem vindo a progredir significativamente nos anos
recentes. Bases de dados e ferramentas que contém informacdo gendmica, proteica, e

funcional tém vindo a ser indispensaveis para desenvolver estudos na virologia.

A analise bioinformatica nos virus compreende tarefas relacionadas com a analise de
sequéncias novas, incluindo identificacdo, anotacéo funcional, e anélise das relacbes
filogenéticas. Com estas ferramentas informaticas é possivel responder a questdes,

como:

e A base de dados contém as informacGes do que eu preciso? Ex.: Em quais bases
de dados consigo encontrar as sequéncias de aminoacidos de uma proteina viral

especifica?

e Como posso organizar as informagdes selecionadas de bases de dados de
maneira Gtil? Ex.. Como posso compilar uma lista de sequéncias de ADN do

virus da hepatite C?

No entanto cada estudo tem desafios especificos. Por exemplo, muitos virus tém grelhas
de leitura aberta sobrepostas ou deslocacdes do quadro de leitura'®. Acrescente-se que, a
quantidade de recombinagdes frequentemente impossibilita a aplicagdo de uma analise
filogenética classica. Os grandes volumes e a diversidade de sequéncias de virus
disponiveis, requerem informac&o organizada e integrada em repositdrios especificos de
virus. Também, as pesquisas de homogeneidade virais requerem ferramentas especificas

para familias de virus.
Segundo Lesk, as consultas mais frequentes (Lesk, 2008:31)ocorrem porque:

1. Dada uma sequéncia ou fragmento de uma sequéncia, encontram-se

sequéncias na base de dados que sejam similares a sequéncia ou fragmento?

9 Como o ADN codificador de proteinas é dividido em coddes de trés bases cada, insercdes e deleces
podem alterar um gene a ponto de sua mensagem perder o sentido. Essas alteracGes sdo chamadas de
deslocamento do quadro de leitura. Essas alteracGes sdo chamadas de deslocamento do quadro de leitura.
Um coddoé uma sequéncia de trés bases nitrogenadas de ARN mensageiro que codificam um
determinado aminoécido ou que indicam o ponto de inicio ou fim de traducdo da cadeia de ARNm. Isto
significa que cada conjunto de trés bases consecutivas é responsavel pela codificagdo de um aminodacido
(Calderaro et al., 2004)
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2. Dada a estrutura de uma proteina, ou parte de uma estrutura proteica,
encontram-se estruturas de proteinas na base de dados que sejam similares a
estrutura ou parte dela?

3. Dada a sequéncia de uma proteina de estrutura desconhecida, encontram-se
estruturas na base de dados que adotem estruturas tridimensionais similares?

4. Dada a estrutura de uma proteina, encontram-se sequéncias na base de dados

gue correspondem a estruturas similares?

Para responder a estas e outras perguntas em virologia, Yan (2008) elaborou um
diagrama de fluxo (figura 2) que apresentaos passos frequentemente seguidos na analise
da estrutura — funcdoou andlises dos sistemas, sendo estes dois o0s estudos chave para
compreender as doencgas virais e encontrar 0s agentes antivirais potenciais. Cada passo
corresponde a um tipo de analise, sendo que para cada analise pode existir mais do que
uma ferramenta. Um resumo das ferramentas mais frequentemente utilizadas nas

analises de virologia apresenta-se na Figura 2.

4‘ Sequencias Virais "

=+ | Predigio genética, identificagdo do ORF

P Procura de homogeneidade, alinhamento
) ¢ = da sequéncia, estudos fitogenéticos
entre
Estrutura-
Funcio I e Reconhecimento do padrio

Anélise de repeticdes em

tandem curto

P | Analise do dominio transmembranar

Analises 2D/3D

—
Andlise de micro-arranjo |q— Estado de
- <j sistemas
Analise de Pathway %
> Inibidores anti-virais/ +—
Potenciais vacinas.

Figura 2. Diagrama de fluxo das principais analises nos estudos de virologia.
Adaptadode “The workflow diagrama of major bioinformatic analyses in virology
studies” de Yan (2008:72).
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Tabela 2. Ferramentas de analise bioinforméatico em estudos de virologia.

Analise Ferramenta Link Conteldo
Identificacdo do ORF Finder  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html Predicdo de ORF para todo tipo
ORF de genoma.
GeneMark http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/ge Predicdo para viruses
nemarks.cgi
Anotagéo Gene Ontology http://www.geneontology.org Vocabulario para anotagéo de
genoma
Busca de BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ Busca de sequéncias similares
homo6logos
Alinhamento Clustalw http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ Alinhamentos, arvores
sequencial evolucionarios
Programas Phylogeny http://evolution.genetics.washington.edu/ Lista de programas filogenéticos
Filogenéticos Programs phylip/software.html
SimPlot http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/ Inferir recombinacéo entre
simplot/ ancestrais de um virus
SplitsTree http://www.splitstree.org Para inferir recombinacéo

entre ancestrais de um virus

Reconhecimento ScanProsite  http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/ Predicdo de regibes funcionais
de padrGes

Pfam http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/  Familias de proteinas e
dominios
Arquitetura SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ Identificacdo de dominios de
modular simples sinalizagédo
Analise Epitope IEDB http://www.immuneepitope.org Epitopes de anticorpos e cél. T
Repeticiones en EQUICKTAN http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/ Explora uma sequéncia para
tandem curtas DEM equicktandem.html potenciais repeticdes tamdem
Identificacdo do  Tmpred http://www.ch.embnet.org/software/ Predicdo das regides de
dominio TMPRED form.html extensdo membranar e a sua
transmembranar orientacdo
DAS http://www.sbc.su.se/"miklos/DAS/
SOUSI http://bp.nuap.nagoya-u.ac. jp/sosui/
Predicdo da PredictProtein http://www.predictprotein.org/ Predicdo de estrutura
estructura secundaria
Modelamento da SWISS- http://swissmodel.expasy.org/ Modela¢do de homologia 3D
estrutura em 3D. MODEL
Andlisis da rota. KEGG http://www.genome.ad. jp/kega/kegg2.html  Vias metabdlicas e de
regulamentacgdo
Microarrays EBI http://www.ebi.ac.uk/microarray Gestdo, armazenamento e
Microarray analise de microarrays
Informatics
Gene http://www.ncbi.nih.gov/geo/ Expressdo de gene y base de
Expression dados de microarrays
Omnibus

Fonte: Adaptado da tabela “Bioinformaticanalysistools for virologystudies” de Yan
(2008:73).

21



Bioinformatica e aplicacfes em Virologia

Pela diversidade e complexidade das ferramentas da virologia-bioinformatica para a
selecgdo e recuperacao de sequéncias, considera-se pertinente seguir os critérios de Yan
(2008) na sua descrigdo e apresentam-se aquelas que este considera como as mais

comuns.

4.1 ldentificacdo ORF e previsao de genes

O ORF é a base para procurade homologos, anélise funcional e reconhecimento das
proteinas virais na identificacdo de potenciais agentes antivirais ou vacinas. Os ORFs
podem ser identificados nas sequéncias de ADN ou ARN. Se um ORF é uma proteina
de superficie, localizada na superficie do virus (que pode ser verificada através dos
programas de dominio transmembranar referidos mais a frente) e é particular para esse
organismo, esta pode causar respostas imunes e vir a ser um candidato para uma vacina.
A detecdo dos ORF esta no topo do diagrama de fluxo apresentado na figura 2. A sua
importéncia esta associada a criacdo de vacinas bacterianas, vacinas virais eaos estudos
de farmacos. A identificacdo do ORF também é um dos primeiros passos na analise de
um genoma viral desconhecido. O programa ORF Finderé utilizado para identificacdo
de ORFs, sendo uma ferramenta de previs&o.

4.2 Procura de homogeneidade e alinhamento desequéncias

A procura de homogeneidade normalmente é o0 passo a seguir para a anotacdo do
genoma e para a analise funcional depois de ter realizado a pesquisa do ORF. Um alto
grau de homogeneidade entre um ORF de um genoma desconhecido e uma proteina
conhecida pode significar que a nova proteina tem uma fungéo similar & j& conhecida. O
programa Blastpode ser usado na pesquisa da sequéncia tanto a nivel dos nucledtidos,

como ao nivel dos aminoacidos.

Também o programa ClustalW tem sido utilizado amplamente para o estudo do genoma
viral, onde os alinhamentos das sequéncias dos nucledtidos e aminoacido séo
importantes na comparacao de sequéncias virais em diferentes espécies e cadeias. Este
tipo de analise é dtil para identificar semelhangas, comparar regifes conservadas e ndo

conservadas, estabelecer relacGes evolutivas e construir arvores filogenéticas.
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A dataminingdos alinhamentos ClustalW permite completar uma série de comparacées
entre diferentes genomas virais. Por exemplo: para genomas de cadeias variadas do
mesmo virus é possivel comparar regibes de sequéncia com menos de 90% de
identidade e analisar as diferencas funcionais dentro destas regides através da analise
dos diversos padrbes. Esta andlise poderia fornecer pistas de como as diferencas
estruturais afetam as funcGes, as quais podem ser um ponto indicativo para agentes
antivirais potenciais ou candidatos a vacinas. Por exemplo, com o ClustalW os
investigadores analisaram a data das sequenciagfes das variantes do coxsackievirus
A24l, e encontraram homologias de 97% - 100% (Park et al., 2006). As arvores

filogenéticas também foram construidas na base desta analise.

4.3 Reconhecimento de padrdes de epitopos®

O padrdo representa as carateristicas comuns auma familia de proteinas, constitui a
regido curta, mais representativa dentro de uma sequéncia de proteina. Os dominios de
proteina de uma familia em particular que vem de um antepassado comum, usualmente
partilham carateristicas funcionais. Sendo assim, a procura do padrdo é um método
importante para corelacionar a estrutura da sequéncia do genoma com a funcéo
protedmica. Os padrdes funcionais podem também ser alvos potenciais para identificar

inibidores antivirais.

A procura de padrdes tem vindo a ser utilizada amplamente na analise de sequéncia de
genomas. Por exemplo, a base de dados PROSITE foi utilizada na anéliseda sindrome
da mancha branca®, para o estudo das funces dos produtos do gene viral. (Huang et
al., 2002). No PROSITE também ¢é possivel encontrar a ferramenta PRATT, para
descrever padrées num conjunto de sequénciasndo-alinhadas, o que permite encontrar

padrbes novos ndo identificados na base de dados.

2Epitopo ou determinante antigénico é a menor pocdo de antigénio com potencial de gerar a resposta
imune. E a area da molécula do antigénio que se liga aos recetores celulares e aos anticorpos. S&o
importantes para entender e compreender as doengas virais e encontrar alvos antivirais (Amabis &
Martho, 2004).

21 O virus da Sindrome da mancha branca é o agente patogénico causador das maiores perdas econémicas
registadas na carcinicultura mundial. Dissemina-se rapidamente, infetando diferentes espécies de
organismos aquaticos, os quais podem tornar-se reservatorios alternativos para o patogénico (Marques,
2007).
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Sendo que os genomas dos virus tém carateristicas diferentes dos restantes organismos,
e podem ter padrbes especiais, em muitos casos € preciso utilizar padrdes especificos
para virus. Em programas como 0 ScanProsite podem ser utilizados padrdes definidos
pelo usuario no formato PROSITE.

Uma ferramenta Gtil para analisar os epitopos é a ImmuneEpitopeDatabase que contem
informacdo sobre anticorpos e epitopos de células T humanas, primatas ndo humanos,
roedores e outras espéecies animais. Atualmente a base de dados contem informacéo

depurada sobre os virus influenza, hepatites B, herpes.

4.4 Anélise de repetices em tandem curto®

Regibes de repeticdo de ADN curto sdo sitios potenciais de mutacdo e variabilidade
imunogénica. A detecdo e comparacdo de mudancas em regides de repeticdo de tandem
curto nas sequéncias do genoma viral sdo Uteis na identificagdo das linhagens dos virus
de distintas regides geograficas. Sdo vantajosas em estudos epidemioldgicos de virus
patogénicos. Um motor de busca de tandem repetido muito utilizado é o Tandem
RepeatsFinder. O programa procura repeticdes de tandem em sequéncias de ADN

enviadas pelo usuario.

4.5 Dominio transmembranar

Os dominios transmembranar sdo frequentemente encontrado nas proteinas de
superficie e podem ser reconhecidos pelo sistema imune. Sdo bons candidatos a incluir
nas vacinas virais. Os programas de identificacdo transmembranar podem predizer as
regibes de extensdo membranar e asua orientacdo para algumas sequéncias. Um
programa utilizado é o TMpred (PredictionofTransmembraneRegionsandOrientation).
Por exemplo, o TMpredjuntamente com dois outros programas de predi¢do de
dominio(SOSUI e DAS)foram utilizados na anélise do virus do mosaico do tabaco. Os

22Repetigéo em tandem curto sdo sequéncias curtas de ADN, normalmente com uma longitude entre 2a 5
pares de base, que estdo repetidas numerosas vezes com a forma de cabega-cauda. Por exemplo: a
sequéncia de 16 pares de bases “gatagatagatagata” representariam 4 copias cabeca-cauda da sequéncia
anterior “gata”. Os polimorfismos nas repeticdes de tandem curto devem-se ao nimero diferente de
cOpias do elemento de repeti¢do que ocorrem num grupo de individuos (Arizona University, n.d.)
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investigadores encontraram e asrecombinacfes do virus do mosaico do tabaco que
afetavam o tabaco mais suscetivel que continham um dominio transmembranar nas

subunidades de proteina de cobertura e causavam respostas necroticas (Li et al., 2006).

4.6 Estudos estruturais secundarios e terciarios

O desenvolvimento de modelos de uma estrutural viral pode ajudar no esclarecimento
da relacdo estrutura-antigenicidade. Também, modelos de previsdo em 3D podem, em
diferentes cadeias e segmentos, ser comparados para estudar como as diferengas de
alinhamento afetam a estrutura real da proteina e os sitios antigénicos, superficies de
dobramento e padrfes funcionais. Estas comparagdes podem ser utilizadas para
identificar inibidores e vacinas. Por exemplo, a previsdo 3-D da estrutura da proteina foi
analisada no virus humanosyncytial respiratério (HRSV)*(Sugawara et al., 2002).Neste
estudo observou-se diferengas estruturais significativas relacionadas com a longitude
dos peptideos que contém a ligacdo cisteina (cysteinenoose), encontrando-se boa

correlacdo com a atividade imunogénica dos peptideos.

Para desenvolver o modelo duma estrutura secundaria da proteina é utilizada a
ferramenta PredictProtein. Este programa permite prever a estrutura secundéria e
resolve a acessibilidade do solvente, e possiveis hélices transmembranar. O programa

também fornece informacéao sobre a precisdo esperada dos métodos de predigéo.

Para predicOes de estrutura 3-D, utiliza-se ferramentas como a SWISS-MODEL. Estes
programas baseiam-se na busca homologa utilizando como padrdes de busca estruturas
similares e conhecidas de proteinas. Estos padrdes vém sobretudo de dominios de
proteinas disponiveis no Protein Data Bank. O resultado obtido inclui o padréo
selecionado, a sequéncia de alinhamento entre a sequéncia de busca e o padréo, e 0
modelo predito.

2 O HRSV é o virus que causa infecdes do trato respiratério. E a causa principal das infecdes
respiratorias inferiores. (Glezen, Taber, Frank, & Kasel, 1986)
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4.7 Anélise dasvias metabdlicas

Através de andlises bioquimicas de vias e interagcBes proteina-proteina é possivel
compreender como estas moléculas interatuam entre elas, e as suas tarefas funcionais ao
nivel dos sistemas. Variacbes anormais e interagdes nestas vias podem contribuir para
estados de doenca. A informagéo das vias pode ser utilizada para encontrar potenciais
intervengdes antivirais e vacinas. Uma base de dados usualmenteutilizada para este
efeito € a KEEG que fornece informagdo das vias metabdlicas e regulatorias.
Adicionalmente, contém mapas graficos das vias e catalogos moleculares que podem ser

Uteis para os virologistas.

A anélise da via € determinante na compreensdo dos processos de infecdo viral, e a
sinalizacdo da via que permite o crescimento do virus fornece excelentes elementos para
terapias antivirais. A infecéo viral pode disparar uma variedade de vias de sinalizagéo
evocando respostas antivirais da célula hospedeira. Realce-se que 0s virus podem ativar-
se e aproveitar as vias de sinalizacdo celular para a sua proliferacdo. Portanto, as bases
de dados de vias podem esclarecer 0os mecanismos e osprocessos da infe¢do viral. Por
exemplo, a apoptosissignal-regulatingkinase 1 (ASK1)* e a sua via sdo importantes na
regulacdo da apoptosena infecdo de virus incluindo influenza, hepatite C e
outros(Sumbayev & Yasinska, 2006).ASKI é um componente da quinasses de proteina
mitogénica ativada (MAP)?*, como mostra a impressdo do ecrd do diagrama da via da
MAP quinase(figura 3).

% E uma protefna-enzima conhecida também por MAP3K5. ASK1 foi encontrada envolvida no cancro,

diabetes, e doengas cardiovasculares e neuro degenerativo (Hattori, Naguro, Runchel, & Ichijo, 2009).

% MAP so proteinas quinase especificas dos aminoacidos serina, teonina, tirosina (Hattori et al., 2009).
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Figura 3. Impressdo de ecrd da ASK1 na via da proteina quinasemitogénica ativada
(MAP).Impresséo tirada de um processamento de bioinformacdo na base de dados
KEGG (YYan, 2008:80). A estrela indica a localizagcdo da ASK1.
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4.8 Andlise de dados de microarrays

A tecnologia para 0os microarrays permite simultaneamente examinar a expressédo de
milhares de genes. Esta tecnologia € util para os estudos da genética funcional e para
compreender as interaces hospedeiro-virus. A detecdo de genes que se expressam de
forma diferenciada conforme condicBes especificas pode ajudar na descoberta de
mecanismos de fendmenos bioldgicos especificos. Os genes com padrdes de expressao
similar podem ser agrupados, de forma a obter pistas das vias de transducéo de sinal®.
Por exemplo, com a tecnologia microarray,os investigadores tém vindo a descobrir que
a patogenicidade e a letalidade do virus influenza de 1918 estdoassociadasauma resposta

imune aberrante e ndo verificada (Park et al., 2006)

Doutra parte, existe a possibilidade dos investigadores estarem perante demasiada
informacdo. Vérios sites bioinformaticos ajudam nesta grande complexidade de
manipulagdo de informagdo. O EBI, através do ArrayExpress, € um portal que fornece

informacdo sobre manipulacdo, armazenamento e analise de dadosmicroarray.

O Gene ExpressionOmnibus é uma base de dados de expressdo genética e de
microarrays. Este site também fornece ferramentas BLAST e outras ferramentas de
apresentacéao.

Para terminar, existem duas fontes que convém verificar regularmente porque fornecem
informacédo atualizada do conteudo e das ferramentas que tém vindo a aparecer: NCBI e
EBI.

% Transducdo de sinal acontece quando uma molécula de sinalizacdo ativa um recetor especifico
localizado na superficie da célula ou dentro dela. Por sua vez, este recetor dispara uma cadeia bioquimica
de eventos dentro da célula, criando uma resposta. Conforme a célula, a resposta altera 0 metabolismo da
célula, forma, expressao genética e a capacidade de divisdo (Krauss, 2006)
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CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel atestar a complexidade da bioinformatica, e ainda mais
quando esta esta associada a virologia. Mostraram-seos mecanismos € Servicgos
cientificos existentes no conhecimento da virologia, a partir da bioinformatica. Esta area
cientifica ndo s6 € complexa quanto aotema propriamente dito, mas também, este dentro
da bioinforméatica, é o0 mais extenso. Fez-se uma opcdo pela apresentagdo das
ferramentas, em detrimento da tentativa de descricdodas bases de dados, sendo que a
partir das primeiras é possivel chegar aos dados. Apesar de muitas ferramentas terem
vindo a ser desenvolvidas recentemente para estudos especificos de virologia, ainda
existem limitagdes, conforme foi possivel validar ao longo da leitura cientifica sobre
este tema. Os novos desenvolvimentos, sejam bases de dados e/ou ferramentas, estdo a

crescer em func¢do do aumento da procura.

Espera-se que esta visdo resumida, mas muito complexa-desde o olhar do farmacéutico-
tenha conseguido revelar a importancia e utilidade dos recursos bioinforméaticos
disponiveis para a investigacdo em virologia. O foco da informacdo aqui analisada
debrucou-se sobre as andlises estrutura-funcdo e anélise de sistemas, que séo essenciais
para encontrar mecanismos antivirais. Outras areas da bioinformatica associadas a virus

néo foram desenvolvidas porque cada uma merece um estudo por separado.

Provavelmente, a conclusdo mais marcante tem sido a descoberta da profunda
especializacdo necesséaria para mergulhar nesta tematica, onde o grande dominio da

informatica e da virologia é fundamental.

Tendo sido este trabalho desenvolvido num contexto de mestrado de farmécia, fica ao
alcance da profissdo de farmacéutico, o conhecimento, no sentido de orientar a
colocagéo de perguntas sobre este tema.Ocaminho a percorrer e a necessidade de ter um
dominio aprofundado da virologia e da informatica sdo ferramentas cruciais para a

resposta a estas mesmas questoes.
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