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RESUMO

Transferéncia génica horizontal (HGT) € um evento bioldégico onde ocorre a
transferéncia de material genético entre espécies sem vinculo parental. Esse evento
pode ocorrer entre espécies de diferentes niveis taxondmicos, desde género até
reinos diferentes, como por exemplo entre bactérias/virus e eucariotos. Os
fragmentos de DNA derivados da HGT podem ser fixados na populagdo caso a
infeccdo ocorra em células da linhagem germinativa e dependendo da evolugéo da
espécie pode ser fixado e transmitido para as préximas geragoes. Esses elementos
endogenizados (EEs) podem ser utilizados para inferir relacdes
hospedeiro-patdgeno de longo prazo. Além disso, esses elementos podem ser
identificados como falsos positivos em analises de metagendémica viral, vigilancia
genbmica e técnicas de identificacao bacteriana por marcadores moleculares. Esses
falsos positivos sdo gerados pela semelhanga a nivel genético com organismos
circulantes, assim gerando falsos positivos nestes estudos. Esse problema pode ser
resolvido com a montagem de um banco de dados com o conteudo de EEs
presentes no genoma de eucariotos. Atualmente ndo existem metodologias
padronizadas para identificacdo desses elementos enddgenos. Os estudos
existentes usam metodologias diversas e filtragens manuais que aumentam o
enviesamento dos resultados e dificultam a reprodutibilidade dos achados. Nesse
contexto, uma ferramenta computacional padronizada se torna de extrema
importancia para aumentar a reprodutibilidade e avango metodologico da
identificacdo e caracterizagdo dos elementos enddgenos. Portanto o presente
trabalho se propde a desenvolver e testar uma ferramenta intitulada EEfinder que
tem como objetivo identificar elementos endogenizados originados por HGT em
genomas de eucariotos. A ferramenta foi desenvolvida em Python 3 utilizando o
paradigma de programacao orientada a objetos (POO). A execugdo do EEfinder
apresenta 6 etapas: tratamento dos dados de entrada; busca dos elementos por
algoritmos de alinhamento; filtragem dos elementos por banco de proteinas do
hospedeiro; assinatura taxondmica; jungdo de elementos fragmentados e extragéo
de regides flanqueadoras. A ferramenta encontra-se disponivel em
https://github.com/WallauBioinfo/EEfinder, com documentagdo para instalacédo e
instrugdes de uso. O teste de sensibilidade teve o objetivo de identificar EVEs
(Elementos Virais Endogenizados) e EBEs (Elementos Bacterianos Endogenizados)
demonstrando que a ferramenta atingiu resultados similares aos encontrados na
literatura. Foi realizada a comparagdo entre os métodos de alinhamento (BLAST e
DIAMOND), mostrando o BLAST como mais sensivel. Nos testes de consumo de
recursos computacionais, a ferramenta apresentou um baixo uso de recursos
computacionais, podendo ser utilizado em computadores pessoais. O trabalho
entrega uma ferramenta para identificagdo de elementos virais/bacterianos
enddgenos em genomas eucariotos que aumenta a reprodutibilidade no campo de
pesquisa de elementos enddgenos.

Palavras-chave: Bioinformatica. Elementos Enddgenos. Ferramenta. Gendmica.
Paleovirologia.
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ABSTRACT

Horizontal gene transfer (HGT) is a biological event that occurs when species
without a parental relationship exchange genetic material. This event can occur
between species at different taxonomic levels, ranging from genera to different
kingdoms, such as between bacteria/viruses to eukaryotes. DNA fragments derived
from HGT may be fixed in the population when infection and HGT takes place at
germline cells, and depending on the species evolution, it can then be fixed and
transmitted to future generations. These endogenized elements (EEs) can be used to
infer host-pathogen relationships and provide an advantage in studying ancient
infections. Additionally, these elements can be identified as false positives in viral
metagenomics, surveillance, and techniques for controlling culicidae, such as using
mosquitoes infected with Wolbachia, due to their genetic similarity to circulating
organisms, therefore generating false positives in these studies. This problem can
be solved by assembling a database with the content of EEs present in the genomes
of eukaryotes. However, currently there are no standardized methodologies for
identifying these endogenous elements. Existing studies use diverse methodologies
and manual filtering, which increase result bias and lower the reproducibility. In this
context, a unified tool becomes extremely important to increase the reproducibility
and methodological advancement of identifying and characterizing endogenous
elements. Therefore, this study aims to develop and test a tool called EEfinder, which
aims to identify endogenized elements originating from HGT in eukaryotic genomes.
The tool was developed in Python 3 using the Object Oriented Programming (OOP)
paradigm. EEfinder execution consists of 6 steps: data treatment; similarity analysis;
element filtering by host protein database; taxonomic signature; merging fragmented
elements and flank extraction. The tool documentation is currently available at
https://github.com/WallauBioinfo/EEfinder. The sensibility tests had the objective to
identify EVEs (Endogenous Viral Elements) and EBEs (Endogenous Bacterial
Elements) showing similar results with the literature. A comparison was made
between alignment modes (BLAST and DIAMOND), showing BLAST to be more
sensitive, and computational requirements tests concluded low resource usage,
making it suitable for personal computers. The study delivers a tool for identifying
viral/bacterial endogenous elements in eukaryotic genomes that increases
reproducibility in the field of endogenous element research.

Key words: Bioinformatics. Endogenous Elements. Tool. Genomics. Paleovirology.
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1 INTRODUGAO

Transferéncia horizontal génica ou, do Inglés, Horizontal gene transfer (HGT),
€ um evento bioldégico que acontece quando existe a transferéncia de material
genético entre individuos que n&o apresentam relagdo parental (Soucy; Huang;
Gogarten, 2015). Esse evento ja foi evidenciado em diferentes niveis taxonémicos,
tanto em individuos de espécies diferentes quanto em niveis taxonémicos
superiores, como reinos (Holmes, 2011). Tais eventos ja foram descritos em
culicideos, o qual possui locus gendémicos especificos que apresentam alta
identidade com genomas virais (Whitfield et al., 2017). Essas regides com
similaridade a genomas virais, sdo descritas como Elementos Virais Endogenizados
(EVEs) (Katzourakis; Gifford, 2010). O mesmo pode ser notado com sequéncias
homologas a bactérias sendo encontradas em Joci nos genomas de eucariotos
(Leclercq et al., 2016) gerando Elementos Bacterianos Endogenizados (EBEs).

Quando uma bactéria ou virus infecta um eucarioto em suas células
germinativas, por ocasidao do préprio mecanismo de replicacdo (como nos retrovirus)
ou por outro mecanismo, o material genético dessas entidades biolégicas pode ser
integrado no material genético do hospedeiro e a depender do sucesso evolutivo do
hospedeiro, o elemento pode fixar-se em futuras populagdes (Aswad; Katzourakis,
2012). Os mecanismos para essas integracao nao estadao completamente elucidados,
mas tem-se como hipotese que elementos transponiveis, ou transposons, podem ser
0s responsaveis por essas integracdes (Tassetto et al., 2019). Transposons sao
elementos com capacidade de auto-replicagdo que residem nos genomas de
eucariotos (McClintock, 1950). Por possuirem essa capacidade autbnoma, alguns
desses elementos (como retrotransposons) codificam proteinas que s&o capazes de
reconhecer o RNA viral e inseri-los nos genomas de eucariotos (Wallau, 2022). Em
bactérias esses eventos provavelmente ocorrem por unido de extremidade
nao-homdloga quando o DNA bacteriano consegue ter contato com o nucleo
eucarioto (Husnik; McCutcheon, 2018). Outros mecanismos de insergédo incluem o
préprio mecanismo replicativo de retrovirus que se integra ao DNA do hospedeiro
para ser transcrito e traduzido (Holmes, 2011).

Os Elementos Endogenizados (EEs) podem ser utilizados para estudar
relacbes antigas entre patdgenos e hospedeiros (Souilmi et al., 2021). Esses

estudos apresentam grande desvantagem caso utilize-se apenas virus/bactérias


https://www.zotero.org/google-docs/?uRsWUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?uRsWUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?x4wBgN
https://www.zotero.org/google-docs/?fD0Szk
https://www.zotero.org/google-docs/?RsjkQo
https://www.zotero.org/google-docs/?dfvB3m
https://www.zotero.org/google-docs/?zKOAIj
https://www.zotero.org/google-docs/?zKOAIj
https://www.zotero.org/google-docs/?SwKLd8
https://www.zotero.org/google-docs/?grifaT
https://www.zotero.org/google-docs/?VNa89W
https://www.zotero.org/google-docs/?M7vVjd
https://www.zotero.org/google-docs/?MiKgb7
https://www.zotero.org/google-docs/?hgK6gS
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atuais pois, as enzimas de replicagcdo de bactérias e virus apresentam taxas de
erros maiores (Drake et al., 1998; Sanjuan et al., 2010), levando a perda do sinal
mutacional desses patdégenos, enviesando inferéncias feitas sobre infeccbes
passadas (Katzourakis, 2013). Ja as taxas mutacionais de eucariotos geralmente
sdo menores que as desses patdgenos (Drake et al., 1998). Apds a integracao do
virus/bactéria esses elementos comecarao a sofrer as taxas de mutagcdo do
hospedeiro (Aswad; Katzourakis, 2012). Isso permite estudos de infec¢cdes passadas
mais precisos com esses elementos funcionando como fésseis virais (Katzourakis,
2013; Katzourakis; Gifford, 2010; Koutsovoulos et al., 2014). Alguns desses
elementos podem passar por um processo de domesticacdo no qual a proteina tem
sua fungcao modificada para ser utilizada em processos biolégicos do hospedeiro
(Aswad; Katzourakis, 2012). Um exemplo notavel desse fenébmeno é observado no
contexto do gene humano ERVW-1, cuja funcdo crucial envolve a fusdo de
membranas, desempenhando um papel vital no desenvolvimento placentario. Este
gene € o produto de uma integragdo genémica e exibe uma identidade genética de
100% com o virus endégeno HERV-W, conforme documentado por (Mi et al., 2000).
Este achado destaca a relevéncia do gene ERVW-1 na biologia humana e ressalta
sua origem a partir da incorporagao evolutiva do virus HERV-W. Esse processo
também acontece em bactérias, como mostrado por Leclercq que descreveu uma
insercdo de 3 MB da bactéria Wolbachia wVulC no genoma do isépode
Armadillidium vulgare, onde a integragdo desse elemento comegou a determinar a
frequéncia sexual do hospedeiro tornando-se o cromossomo sexual (Leclercq et al.,
2016).

Um problema gerado por essas integracdes € a semelhanga que esses
elementos podem ter com patdégenos circulantes (Dezordi et al., 2020). Isso pode
ocorrer quando o elemento é cooptado (quando um elemento que foi selecionado
para uma fungao comega a ser selecionado e utilizado para uma fungao diferente)
com o hospedeiro, aumentando a conservagao daquela regiao (Aswad; Katzourakis,
2012). Estudos de metagendmica e vigilancia podem identificar esses elementos
como patdégenos circulantes sendo considerados falsos positivos (Dezordi et al.,
2020; Lara Pinto et al., 2017). Esse equivoco pode ser resolvido com um banco de
dados constituido de elementos enddgenos, onde estes elementos podem ser
utilizados em etapas de filtro. Porém, atualmente, o processo de caracterizagio

desses elementos apresenta uma baixa reprodutibilidade metodolégica devido ao


https://www.zotero.org/google-docs/?6wS9PA
https://www.zotero.org/google-docs/?gY4bct
https://www.zotero.org/google-docs/?6XaTEG
https://www.zotero.org/google-docs/?gtPnAc
https://www.zotero.org/google-docs/?3DTOvA
https://www.zotero.org/google-docs/?3DTOvA
https://www.zotero.org/google-docs/?WoOfDB
https://www.zotero.org/google-docs/?9J6H5v
https://www.zotero.org/google-docs/?Gp0HhL
https://www.zotero.org/google-docs/?Gp0HhL
https://www.zotero.org/google-docs/?E7vnVF
https://www.zotero.org/google-docs/?eT2Ytt
https://www.zotero.org/google-docs/?eT2Ytt
https://www.zotero.org/google-docs/?Gi3rs2
https://www.zotero.org/google-docs/?Gi3rs2

15

uso de ferramentas diversas e a procedimentos manuais realizados por diferentes
grupos de pesquisa (Palatini et al., 2022).

A maioria dos estudos utilizam curagem manual dos elementos identificados,
o0 que diminui a reprodutibilidade e aumenta os niveis de vieses desses resultados
(Palatini et al., 2022). A criagdo de uma ferramenta padronizada para caracterizagao
de EVEs e EBEs torna-se um meio ideal para aumentar a reprodutibilidade e
possibilitar comparacdes inter-estudo, possibilitando um refinamento metodolégico

necessario para descricao dos EEs em um genoma.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

Doencgas negligenciadas sao aquelas ligadas diretamente a locais com baixo
acesso a saneamento basico, em contato com habitats de animais silvestres ou
comércio desses animais, areas com dificuldade de acesso e zonas de guerra
(Engels; Zhou, 2020). Essas regides em sua maioria encontram-se em zonas
tropicais do continente Africano, Asiatico e nas Américas. Essas doencgas tém uma
baixa iniciativa para erradicacdo pois ndo se encontram em grandes poténcias
mundiais (Engels; Zhou, 2020). Além disso, ndo matam como outras doencgas
prioritarias, mas sim debilitam os atingidos, impedindo que trabalhem mantendo
assim as populagdes no ciclo da pobreza (Da Conceigao et al., 2022; Engels; Zhou,
2020). Essas doencgas, por se apresentarem majoritariamente em populagdes com
baixo desenvolvimento socioeconémico, muitas vezes sé sao alvos de intervengdes
durante grandes surtos (Engels; Zhou, 2020). Mas também por terem uma baixa
disseminagao no globo nao apresentam o apelo econdmico para desenvolvimento
de medicagbes e tratamentos (Engels; Zhou, 2020). O que mantém essas
populagdes marginalizadas e reforcam estigmas de racismo e desigualdade social
(Da Conceigao et al., 2022; Engels; Zhou, 2020).

Vérios tipos de patdgenos sao responsaveis por essas doengas como:
helmintos que induzem a esquistossomose, cisticercose; protozoarios que induzem
a leishmaniose, doenca de Chagas; bactérias, que induzem por exemplo a
tuberculose, hanseniase, sifilis; e virus que causam a raiva, Dengue, Chikungunya e

Zika. Muitos desses virus sdo transmitidos por artrépodes hematoéfagos, como


https://www.zotero.org/google-docs/?a4P6IY
https://www.zotero.org/google-docs/?MkwMPi
https://www.zotero.org/google-docs/?h1yMqo
https://www.zotero.org/google-docs/?4jid1B
https://www.zotero.org/google-docs/?cLT3vS
https://www.zotero.org/google-docs/?cLT3vS
https://www.zotero.org/google-docs/?a1ry4q
https://www.zotero.org/google-docs/?3OZOk3
https://www.zotero.org/google-docs/?W0kTGu
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carrapatos, flebotomineos € em sua maioria mosquitos, sendo esses Vvirus

reconhecidos como arbovirus (do inglés arthropod-borne viruses) (Young, 2018).

1.2 ARBOVIROSES

A maioria dos arbovirus transmitidos por mosquitos sao das familias
Togaviridae, Bunyaviridae e Flaviviridae, sendo a ultima de grande importancia
médica para humanos (Young, 2018). Dentre os principais arbovirus temos: o virus
Chikungunya (CHIKV), West Nile Virus (WNV), o virus Dengue (DENV), o virus Zika
(ZIKV), o virus da febre amarela, do Inglés, Yellow Fever Virus (YFV). Esses virus
apresentam um estagio replicativo no intestino de mosquitos que se alimentaram de
um organismo infectado, a infecgdo entdo consegue alastrar-se por outros tecidos e
atinge altos titulos nas glandulas salivares inoculando o patégeno em um novo
organismo no préximo repasto sanguineo (Young, 2018).

Existe uma expansao desses virus para areas antes ndo colonizadas como
nos Estados Unidos com WNV e na europa com CHIKV e DENV (Barzon, 2018;
Hadfield et al., 2019). Muitos fatores podem ser apontados para a razédo de tal
expansao: crescimento populacional, maior variagdo de temperaturas, aumento da
precipitacdo e aumento da resisténcia dos mosquitos, o que indica que nenhuma
regido esta salva da colonizagdo (Asad; Carpenter, 2018; Young, 2018).

Em 2022, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS),
foram registrados mais de 3 milhdes de casos de arboviroses (PAHO/WHO, 2023).
Além dos mortos, muitos dos casos levam a sequelas com efeitos de longo prazo na
populacdo , como por exemplo, a infeccdo humana pelo virus ZIKV relacionado com
casos de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré e a infecgédo pelo virus CHIKV
esta atrelado com casos de poliartralgia (Weaver et al., 2018). Além desses
problemas, o impacto dessas doencas traz tanto problemas para o sistema de saude
e para a economia, diminuindo a capacidade de desenvolvimento do pais (Young,
2018).

Os tratamentos para essas doencas, geralmente, sdo terapias de suporte,
com excegdes para tratamentos de imunoterapia passiva (Weaver et al., 2018).

Alguns medicamentos apresentam eficacia in vitro para alguns virus (Barrows et al.,
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2016; Weaver et al., 2018). Existem vacinas sendo desenvolvidas para alguns
arbovirus e temos exemplos de virus que ja apresentam vacinas disponiveis como
YFV e DENV (Kallas et al., 2024; Torres-Flores; Reyes-Sandoval; Salazar, 2022;
Weaver et al., 2018). Um dos principais métodos para controlar a infeccdo desses
virus é diminuir o contato dos humanos com os vetores, 0os mosquitos, controlando
os locais de oviposicao, utilizando mosquitos infectados com Wolbachia, uso de

inseticidas e larvicidas (Wilson et al., 2020).

1.3 PRINCIPAIS CULICIDEOS VETORES DE ARBOVIROSES

A familia Culicidae € composta atualmente por mais de 3000 espécies que
estdo distribuidas em duas subfamilias: Anophelinae, com 3 géneros, e Culicinae
com 110 géneros (Mosquito Taxonomic Inventory, [s. d.]). Todas as espécies
apresentam habitos de repasto sanguineo, necessarios para o amadurecimento dos
embrides, apenas o género Toxorhynchites nao é considerado hematéfago (Consoli;
Oliveira, 1994).

No género Culex, temos mais de 800 espécies, sendo Culex quinquefasciatus
e Culex pipiens os vetores mais estudados do género (Reis et al., 2023). Cx.
quinquefasciatus apresenta competéncia vetorial para ZIKV, DENV e CHIKV (Reis et
al., 2023). Ja os mosquitos do género Anopheles sdo conhecidos por transmitir os
patdgenos causadores da malaria e filariose, mas ja foram detectados 35 arbovirus
infectando esse género (Hernandez-Valencia et al., 2023).

O género Aedes, apresenta dois grandes vetores de arbovirus: Aedes aegypti
e Aedes albopictus. A primeira vez que o Ae. aegypti foi identificado como vetor foi
em 1900 em Cuba (Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019). A competéncia vetorial é
um fendtipo que depende de interagbées entre 0 mosquito, patdégeno e a microbiota
do mosquito (Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019). Por isso existem diferencas
entre a competéncia vetorial de diferentes populacdes de Ae. aegypti, por exemplo
as diferencas de competéncia vetorial entre as populacdes domésticas e silvestres
de Ae. aegypti em uma mesma regiao (Carvalho-Leandro et al., 2012). Mas em
linhas gerais esse mosquito se apresenta como vetor primario para DENV, ZIKV,
CHIKV e YFV (Souza-Neto; Powell; Bonizzoni, 2019).

O Ae. albopictus também se mostra como um importante alvo para o controle

de vetores. Essa espécie que foi originada na Asia, ocorre principalmente em areas
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rurais e suburbanas, com a globalizacédo e mudancgas climaticas esse mosquito foi
introduzido nas Américas, Africa, Australia, ilhas do Pacifico e Europa (Paupy et al.,
2009). Esse mosquito consegue transmitir os mesmo principais patégenos que o Ae.
aegypti (os quatros sorotipos de DENV, CHIKV, ZIKV e YFV) apesar de néao
apresentar a mesma capacidade vetorial e ser muitas vezes descrito como vetor
secundario (Lwande et al, 2020). Uma grande diferenca entre eles dois é a
resisténcia do Ae. albopictus a condigdes climaticas desfavoraveis, tornando a
distribuicdo do mosquito mais ampla (Briegel; Timmermann, 2001). Além disso, o
mosquito realiza o repasto sanguineo em um amplo numero de espécies,
possibilitando eventos de transbordamento de patégenos para outros hospedeiros
(Benedict et al., 2007).

1.4 METODOS DE MONITORAMENTO VIRAL

Uma das primeiras abordagens para monitorar a presenca de virus foi a
maceracao de tecidos e a inoculagdo em animais. Nesse método, seleciona-se um
tecido de um animal ou mosquito suspeito de infeccdo, o qual € macerado. Em
seguida, o material resultante é inoculado em um animal, permitindo a observagao
de sintomas tipicos de infeccao, como febre (Calisher; Maness, 1970). Pode-se
também utilizar um animal sentinela, colocado em uma regido estratégica ou
utilizando os préprios animais daquele habitat e monitorando se o animal apresenta
sintomas (Ramirez et al., 2018). E possivel ainda a inoculagdo em culturas de
células, muito semelhante ao primeiro método, mas em escala menor, onde se pode
até isolar o virus (Leland; Ginocchio, 2007).

Atualmente as técnicas moleculares se sobressaem entre os outros métodos
para estudos de vigilancia e monitoramento por apresentarem uma alta sensibilidade
e serem menos laboriosas (Ramirez et al., 2018). Na técnica Polymerase Chain
Reaction (PCR) pode-se utilizar primers especificos e detectar acidos nucleicos
virais até se nao houver particulas virais viaveis (Ramirez et al., 2018). Porém, tais
técnicas necessitam de conhecimento da gendmica viral, além dos custos de
infraestrutura que a técnica necessita (Ramirez et al., 2018).

O descobrimento viral também é de importancia para o monitoramento, tanto
para identificar novos virus emergentes com potencial epidémico, como para

caracterizar os virus presentes nesses vetores e entender a dindmica do surgimento
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dessas doencgas (Maia, 2024). Advindo das tecnologias de sequenciamento de nova
geracao, do inglés Next Generation Sequencing (NGS), a metagenémica possibilita
o sequenciamento de material genético viral presente em uma certa amostra (Zhang
et al., 2019). Estudos dessa area se mostram promissores, com descobertas de

ordens virais inteiras antes desconhecidas (Zhang et al., 2019).

1.5 IMPACTO DE ELEMENTOS ENDOGENIZADOS NO MONITORAMENTO E CONTROLE

Os EVEs podem ser muito semelhantes aos virus circulantes e isso pode
gerar falsos positivos (Dezordi et al., 2020; Nouri et al., 2018). Técnicas que se
baseiam na detec¢cdo de material genético podem sofrer com a interferéncia dos
EVEs, os quais podem estar sendo transcritos e serem detectados em estudos
metagendmicos como novos virus (Dezordi et al., 2020; Nouri et al., 2018) assim
interferindo nos resultados da vigilancia viral.

O controle de culicideos pode ser feito usando bactérias do género
Wolbachia, existindo duas estratégias principais: liberar mosquitos machos
infectados para gerar incompatibilidade citoplasmatica nos gametas e impossibilitar
o desenvolvimento da prole ou liberar mosquitos fémeas infectadas com uma cepa
especifica de Wolbachia que diminui a replicacao de arbovirus (Laven, 1967; Ye et
al., 2015). Mas para tais técnicas funcionarem precisa-se de um conhecimento
prévio da disseminagcdo de Wolbachia na populagdo alvo (Yen; Failloux, 2020).
Muitas vezes esse monitoramento da populacdo do vetor e nivel de infecgao por
Wolbachia pode ser feito por técnicas moleculares como a PCR convencional que
detecta material genético da bactéria, porém nao distingue se o material € de uma
bactéria infectando o hospedeiro ou um EBE de Wolbachia integrado no hospedeiro
(In&cio da Silva et al., 2021).

1.6 IMPACTO BIOLOGICO DOS ELEMENTOS ENDOGENOS

Além dos efeitos no monitoramento viral e controle de vetores, os EEs podem
ser responsaveis por alguns efeitos biolégicos no hospedeiro. Apds a integragao no
genoma do hospedeiro o novo locus de EVE pode se fixar em uma regido que
transcreve small RNA (sRNA), podendo entdo contribuir ativamente para a

modulacdo da replicagdo viral no hospedeiro (Ter Horst et al., 2019). Outro
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mecanismo imunoldgico descrito € baseado na transcrigdo e tradugao de proteinas
virais defectivas provenientes de EVEs (Nouri et al., 2018). A presengca de
glicoproteinas com nivel estrutural semelhante a circulantes que se ativamente
traduzidas podem competir por sitio de ligacdo com virus circulantes (Armezzani et
al., 2014; Nouri et al., 2018). Além disso EVEs podem ter seus produtos proteicos
utilizados em processos moleculares do hospedeiro, como acontece com o gene
humano ERVW-1 que transcreve uma proteina importante para fusdo de membranas
(Mi et al, 2000). Os EBEs também foram descritos com esse tipo de
comportamento, quando uma insergcdo completa de uma bactéria do género
Wolbachia tomou a fungdo do cromossomo W do is6pode Armadillidium vulgare,

agora determinando a frequéncia sexual do organismo (Leclercq et al., 2016).

1.7 METODOS DE ESTUDO DOS ELEMENTOS ENDOGENOS

Identificagbes in vitro de EEs sao possiveis, basta utilizar técnicas
moleculares como a PCR e com primers especificos amplificar o material integrado
(Leclercq et al., 2016). Até mesmo utilizar sequéncias de EVEs conhecidos para
recriar e observar particulas virais ancias em laboratoério para entender as interacoes
dessas particulas e seus hosts in vitro (Katzourakis, 2013). Porém utilizar
abordagens in vitro torna-se um processo custoso para identificar todo conteudo
endogenizado em um genoma, como por exemplo dos genomas de Ae. aegypti
(AaeglL5.0) com 1.3 GB (Matthews et al., 2018) e Ae. albopictus (Aalbo_primary.1)
com 2.5 GB (Matthews et al., 2018). Por isso abordagens in silico tornam-se formas
viaveis para identificagdo em massa desses elementos.

Os estudos in silico para identificagdo de EVEs geralmente seguem um fluxo
similar, comegando por uma filtragem por tamanho das sequéncias do genoma
eucarioto para evitar comparagdes contra contaminacdes (Dezordi et al., 2020;
Palatini et al., 2017). Para identificagdo em si utiliza-se uma ferramenta de
alinhamento, geralmente BLASTX, da tradugdo do genoma do hospedeiro contra um
banco de proteinas virais (Dezordi et al., 2020; Whitfield et al., 2017). Seguido de um
filtro para retirar elementos putativos com similaridade a genes eucariéticos, que
geralmente é realizado por um BLAST das regides de EVEs putativos contra um
banco de proteinas do hospedeiro (Palatini et al., 2017; Whitfield et al., 2017).

Alguns estudos utilizam os flancos desses EVEs para pesquisas de transposons
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interagindo com esses EVEs (Katzourakis; Gifford, 2010). Além disso, € comum
realizar analises filogenéticas para entender as relagdes evolutivas que os EVEs
identificados apresentam com os patdgenos circulantes (Dezordi et al., 2020;
Whitfield et al., 2017). Para EBEs, os estudos ainda continuam escassos e se
utilizam de técnicas moleculares invés de bioinformatica (Leclercq et al., 2016).

A ferramenta mais utilizada na identificacdo EVEs é o BLASTX, pois
comparagdes entre aminoacidos sao mais sensiveis que entre nucleotideos para
deteccdo de homdlogos distantes evolutivamente (Palatini et al., 2022). Os estudos
apresentam uma notavel diferenga entre o numero de EVEs encontrados, mesmo
utilizando o mesmo genoma, isso pode ocorrer por diversos motivos: algoritmos in
house nao documentados, bancos de proteinas virais diferentes, diferentes
parametros e filtragens manuais (Whitfield et al., 2017). Na curagem dos elementos
muitas vezes nao é descrito quais foram os critérios utilizados (Whitfield et al., 2017).
Estudos diferem em como anotar elementos em uma mesma regido, sendo varias
integracbes de um mesmo virus ou uma unica integragao (Palatini et al., 2022).
Dessa forma, o desenvolvimento de uma ferramenta se faz necessaria para gerar

resultados reprodutiveis e comparaveis (Palatini et al., 2022).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma ferramenta que possibilite a identificacdo de elementos

endogenizados virais e/ou bacterianos em genomas eucariotos de forma

reprodutivel e automatizada.

2.1 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Desenvolver a ferramenta e disponibilizar o codigo de forma publica.

e Comparar os dois principais modos de alinhamento em larga escala

disponibilizados na literatura.

e Analisar o consumo de recursos computacionais da ferramenta com testes

com recursos limitados.

e Testar a sensibilidade da ferramenta para identificacdo de EVES/EBEs

comparando com resultados da literatura no genoma de eucariotos.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA

A ferramenta foi desenvolvida na linguagem de programagao Python
(Welcome to Python.org, 2024) versao 3.9. Essa linguagem foi escolhida por ser
uma linguagem multiparadigma, facilidade no aprendizado e desenvolvimento por
ser de alto nivel, o que facilita o aprendizado da ferramenta, e por ser amplamente
adotada na comunidade cientifica. Foram utilizadas abordagens para identificacdo
de EEs ja presentes na literatura como: filtro de sequéncias pequenas, filtro de
elementos putativos por alinhamento com proteinas do hospedeiro e extracédo de
flancos (Dezordi et al., 2023; Palatini et al., 2017; Russo et al., 2019; Whitfield et al.,
2017). Utilizamos o paradigma de programacao POO (Programagdo Orientada a
Objeto) que promove modularidade, reusabilidade e manutengao do cédigo, além da
ferramenta ter sido transformada em pacote podendo ser integrada em novas
aplicagbes. Durante o desenvolvimento utilizamos a ferramenta Git (Chacon; Straub,
2014) para versionamento e Github (github.com, [s. d.]) como repositério. O EEfinder
funciona por linha de comando com uma série de parametros customizaveis (Tabela
1).

A ferramenta possui 6 etapas principais: tratamento dos dados; busca de
similaridade; filtro de elementos putativos; assinatura taxondmica; jungdo de
elementos fragmentados e extracdo dos flancos (Figura 1). O EEfinder requer 4
arquivos de entrada (Tabela 1 e Figura 1): o genoma do eucarioto alvo em formato
fasta; o banco de dados proteico viral/bacteriano no formato fasta; uma tabela de
metadados com 0s campos necessarios para anotagcao taxondmica: ID de acesso,
espécie, género, familia, tipo de molécula, produto proteico, hospedeiro; e um
arquivo baits em formato fasta com proteinas para serem utilizadas na filtragem de

falsos positivos.
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Tabela 1: Argumentos da ferramenta com valores esperados e breve explicagao do uso.

Argumento

Valor esperado

Descrigao

-in, --genome_file

-db, --database

-mt, --dbmetadata

-bt, --baits
-md, --mode
-In, --length
-fl, --flank
-Im, --limit

-rj, --range_junction

-mp, --mask_per

-cm, --clean_masked
-p, --threads
-rm, --removetmp

-id, --index_databases

-pr, --prefix
-od, --outdir

-ml, --merge_level

Arquivo

Arquivo

Arquivo

Arquivo

Texto

Numero

Numero

Numero

Numero

Numero

Flag
Numero
Flag

Flag

Texto
Texto

Texto

Arquivo fasta do genoma eucarioto a ser
pesquisado

Arquivo fasta com proteinas
virais/bacterianas

Arquivo tabular com informacgdes para
anotacao taxonémica

Arquivos com proteinas do hospedeiro
para filtragem dos elementos putativos

Selecgao do algoritmo de alinhamento a
ser utilizado, BLAST ou DIAMOND

Tamanho minimo dos contigs do genoma
Tamanho que sera extraido dos flancos

Limite para juntar elementos com a
mesma taxonomia

Intervalo de junc&o dos elementos
redundantes

Limite em porcentagem de caracteres
minusculos para considerar um EE uma
regiao repetitiva

Utilizar esse argumento remove EEs em
regides repetitivas

Threads utilizadas na analise

Utilizar esse argumento remove 0s
arquivos intermediarios da analise

Realiza indexacéo dos bancos de dados
Prefixo para os arquivos

Caminho onde serao guardados os
arquivos de resultado

Nivel que os elementos seréo juntados

Fonte: Autor, 2024



Figura 1: Fluxo computacional da ferramenta
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3.1.1 Tratamento dos Dados

EEfinder foi desenvolvido usando as metodologias utilizadas por diferentes
estudos ja publicados. Por exemplo, alguns estudos usam um limiar para o tamanho
das sequéncias do genoma pesquisado onde os EEs foram encontrados (Flynn;
Moreau, 2019; Palatini et al., 2017), filtrando possiveis contaminagdes que poderiam
ser identificadas como EE. Logo, o EEfinder permite a selegdo do tamanho minimo

de contigs/scaffolds que s&o utilizados na etapa de busca (Figura 1).

3.1.2 Busca por Similaridade

O EEfinder foi desenvolvido com dois principais algoritmos para realizar os
alinhamentos, escolhidos pelo usuario, BLAST v2.5.0 (Camacho et al., 2009) ou
DIAMOND v2.0.15 (Buchfink; Reuter; Drost, 2021) (Figura 1). Utilizando os dois
algoritmos, podemos encontrar elementos enddgenos bastante divergentes dos
patdgenos circulantes (Palatini et al., 2022). Comparagdes entre aminoacidos sao
mais sensiveis que com sequéncias nucleotidicas para detec¢cao de elementos
divergentes dos virus atuais utilizados como sonda (Palatini et al., 2022). No modo
BLAST utilizamos o parametro word_size 3, que nao esta disponivel no DIAMOND,

e a matriz de substituicdo BLOSUM45 para aumentar a sensibilidade da ferramenta.

3.1.3 Filtro dos EEs Putativos

Os resultados da etapa anterior sdo passados por um filtro para identificar
falsos positivos. Sequéncias identificadas como elementos enddégenos podem por
acaso apresentarem uma convergéncia evolutiva com eucariotos (Dezordi et al.,
2020; Whitfield et al., 2017). Esse problema é resolvido atualmente realizando
filtragens manuais retirando falsos positivos (Dezordi et al., 2020; Whitfield et al.,
2017), diminuindo a reprodutibilidade do método. Por esse motivo, o EEfinder aplica
essa filtragem de forma automatica realizando uma andlise de similaridade dos
elementos putativos contra um banco de proteinas do hospedeiro, contido no
arquivo baits (Figura 1). Com os resultados desse alinhamento o EEfinder compara

os bitscores dos resultados e mantém apenas elementos putativos que tiveram um
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https://www.zotero.org/google-docs/?TWGwkQ
https://www.zotero.org/google-docs/?TWGwkQ
https://www.zotero.org/google-docs/?nnK3F0
https://www.zotero.org/google-docs/?nnK3F0
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valor de bitscore maior nos resultados contra o banco viral/bacteriano.

3.1.4 Anotacao Taxonbmica

O EEfinder utiliza uma tabela de metadados provida pelo usuario para
construir a assinatura taxonémica de cada EE (Figura 1). A ferramenta conta com
instrucbes para montagem da tabela de metadados, também €& disponibilizado um
script adicional para construir essa tabela de forma automatizada com dados do
usuario.

Essas classificagcbes serdo intermediarias pois serdo utilizadas para a
proxima fungao, de juncao de elementos fragmentados, e apos a fungao finalizada, é

feita uma atualizagdo da taxonomia intermediaria para o resultado final.

3.1.5 Juncéao de Elementos Fragmentados

Elementos fragmentados podem ocorrer por acumulo de mutagdes do
hospedeiro, situagcdo essa demonstrada por elementos ancestrais que durante as
geragbes do hospedeiro podem ter sido fragmentados (Aswad; Katzourakis, 2012)
ou terem sido integrados de particulas virais defeituosas (Palatini et al., 2022) e
agora se apresentam como um elemento degenerado. A ferramentas juntara
elementos que estiverem a pelo menos 100 nucleotideos (valor padréo, que pode
ser alterado pelo usuario) que representem a mesma familia/género de virus ou
bactéria (Figura 1). Esse valor foi escolhido arbitrariamente visto que na literatura

nao existe essa abordagem.

3.1.6 Extracdo dos Flancos

Por fim, o EEfinder realiza uma extragcdo dos flancos de cada elemento
endoégeno com uma opgédo de escolha do tamanho da extragdo (Figura 1). Esses
flancos podem ser utilizados em analises adicionais em busca de elementos
transponiveis ou identificagdo de genes do hospedeiro (Dezordi et al., 2023;
Whitfield et al., 2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?PBM5AE
https://www.zotero.org/google-docs/?MgyaSG
https://www.zotero.org/google-docs/?h2quPQ
https://www.zotero.org/google-docs/?h2quPQ
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3.2 DaDos DE TESTE

Nos testes de sensibilidade para EVEs utilizamos a versdao do genoma Aag2
do espécie Ae. aegypti disponivel com o codigo GCA 021653915

(https://0-www-ncbi-nIm-nih-gov.brum.beds.ac.uk/datasets/genome/) no  National

Center for Biotechnology Information (NCBI). Para o banco de proteinas virais
utiizamos duas alternativas: todas proteinas do NCBI virus refseq na data
09/08/2022 e proteinas de EVEs descritas por Whitfield em seu estudo, que foi
escolhido por ter o maior numero de etapas automatizadas presente na literatura
(Whitfield et al., 2017). Atualizamos a taxonomia do estudo de Whitfield realizando
um BLASTx contra o NCBI virus refseq no dia 11/10/2022. O banco de proteinas do
hospedeiro foi obtido recuperando todas proteinas de Ae. aegypti no refseq na data
09/08/2022, duas versdes foram feitas desse banco: proteinas nao caracterizadas
(sem filtrar as proteinas hypothetical e uncharacterized) e proteinas caracterizadas
(fitrando o banco anterior retirando todas proteinas com termos hypothetical e
uncharacterized).

Para avaliar a sensibilidade para a detec¢do de EBEs e o consumo de
recursos computacionais utilizamos o genoma do isépode Armadillidium vulgare
GCA _001887335.1 contra um banco de proteinas da bactéria WvulC recuperado do
NCBI na data 27/05/23. Para a filtragem dos resultados utilizamos todas proteinas

do Armadillidium vulgare presentes no NCBI refseq na data 30/05/2023.


https://0-www-ncbi-nlm-nih-gov.brum.beds.ac.uk/datasets/genome/
https://www.zotero.org/google-docs/?AR6Znw
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Tabela 2: Arquivos utilizados em cada analise com descrigdo do conteudo

Arquivo Conteudo Uso

Analise das diferencas
na eficiéncia entre os
modos de busca;
Aag2.fa Genoma de Aedes aegypti Consumo de recursos
computacionais; Analise
de sensibilidade para
EVEs

Analise das diferencas
na eficiéncia entre os
modos de busca;
Consumo de recursos
computacionais; Analise
de sensibilidade para
EVEs

host_sub_characterized Proteinas caracterizadas de
protein.fa Aedes aegypti (30/05/2023)

Analise das diferencas
na eficiéncia entre os
modos de busca;
refferences_whitfield.fasta  Proteinas descritas por Whitfield Consumo de recursos
computacionais; Analise
de sensibilidade para
EVEs

Consumo de recursos
computacionais; Analise
de sensibilidade para
EBEs

A_vulgare_v1.fna Genoma de Armadillidium vulgare

Consumo de recursos
Proteinas da bactéria WvulC computacionais; Analise
(27/05/23) de sensibilidade para
EBEs

wvulc.fa

Consumo de recursos
computacionais; Analise
de sensibilidade para
EBEs

Proteinas caracterizadas de
Armadillidium vulgare
(30/05/2023)

armadillium_characterized
__host_db.fasta

Fonte: Autor, 2024
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3.3 ANALISE DAS DIFERENCAS NA EFICIENCIA ENTRE OS MODOS DE BUSCA

Para determinar a indicacdo de uso para cada modo de busca (BLAST x
DIAMOND), realizamos testes com a ferramenta utilizando os dois modos, com 8
threads em todas analises. Utilizando o BLASTx e DIAMOND blastx nos modos fast,
sensitive, mid-sensitive, more-sensitive, very-sensitive e ultra-sensitive (Buchfink;
Reuter; Drost, 2021). Apds as analises comparamos os resultados em numero de
EVEs, intervalo de identidade dos EVEs com os virus circulantes e tempo de

execucao da ferramenta.

3.4 CONSUMO DE RECURSOS COMPUTACIONAIS

Para estipular o consumo de recursos computacionais da ferramenta, nos
realizamos testes com numeros limitados de memadria RAM e threads para bancos
de dados virais e bacterianos. Os testes foram realizados com 4 configuragdes de
memoria RAM e threads: 4 threads com 8 GB, 8 threads com 16 GB, 16 threads com
32 GB, e 32 threads com 64 GB. Os testes foram repetidos trés vezes para cada

configuragéo.

3.5 ANALISE DE SENSIBILIDADE PARA EVEs

Para avaliar a capacidade da ferramenta em identificar EVEs, configuramos a
ferramenta com os mesmo parametros utilizados € com o mesmo conjunto de
proteinas virais que Whitfield (Whitfield et al., 2017) utilizou para descrever o

conteudo de EVEs no genoma Aag?2 utilizando o seguinte comando:

eefinder -in Aag2.fa -mt refferences_whitfield.fasta.meta -db
refferences_whitfield.fasta -bt host_sub_characterized_protein.fa -p 36 -ml

family -Im 100

Para verificar se as diferencas numéricas entre o estudo de Whitfield e o
EEfinder, geradas pela funcdo de jungcdo de elementos fragmentados, utilizamos

scripts in house, que analisavam se a posicao de comeco e final de cada elemento


https://www.zotero.org/google-docs/?TeB0Vb
https://www.zotero.org/google-docs/?TeB0Vb
https://www.zotero.org/google-docs/?e1FsKK
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estavam sobrepostos com no maximo 100 nucleotideos de diferenca, para assim
validar se os elementos dos dois estudos estavam em sobreposigao.

A fim de concluir se Whitfield et al identificou um elemento endogenizado
degenerado como diversos eventos de integracdo separados, extraimos as ORFs
desses elementos utilizando ORFfinder (Rombel et al., 2002) e alinhamos contra o
gene viral identificado utilizando MAFFT v7(Katoh; Rozewicki; Yamada, 2019) e
verificando se as ORFs apresentavam continuidade entre si. Esse processo foi

realizado com 2 casos de cada familia que houve sobreposigao.

3.6 ANALISE DE SENSIBILIDADE PARA EBEs

Realizamos testes baseados em dados da literatura sobre elementos
bacterianos para determinar a sensibilidade da ferramenta em identificar EBEs.
Utilizamos o estudo de Leclercq (Leclercq et al., 2016) que descreve por técnicas de
biologia molecular um evento de endogenizacao da bactéria Wolbachia WvulC no
genoma do isdpode Armadillidium vulgare. Para executar a ferramenta utilizamos a

seguinte linha:

eefinder -in A _vulgare_v1i.fna -mt wvulc.fameta -db wvulc.fa -bt

armadillium_characterized_host_db.fasta -p 16 -ml genus -Im 10000 -rj 100

Foram feitos 19 testes com diferentes valores de limit merge (-lm) e range
Junction (-rj) a fim de chegar no resultado mais préximo ao estudo de Leclercq et al.
O merge level foi colocado no nivel género ja que a bactéria possui apenas um
género. Apos as analises comparamos os resultados utilizando as posig¢des de inicio

e fim e o tamanho do elemento, com o descrito por Leclercq (Leclercq et al., 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?120E5f
https://www.zotero.org/google-docs/?MSJE7b
https://www.zotero.org/google-docs/?IVI54L
https://www.zotero.org/google-docs/?jhgbSm
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA

O cdbdigo encontra-se finalizado e depositado no repositério do Github

(https://github.com/WallauBioinfo/EEfinder), acompanhado de documentagdo para

instalacao, teste rapido e descricdo dos outputs.

4.2 DIFERENCAS NA EFICIENCIA ENTRE OS MODOS DE BUSCA

Dentre os modos do DIAMOND tivemos o very sensitive como maior
sensibilidade alcangada pelo algoritmo com 225 EVEs retornados em um intervalo
de identidade de 16,2% a 100,0% com um tempo de 42h e 34 min. O ultra sensitive
teve os mesmo resultados de numero de EVEs e intervalo de identidade porém com
um maior tempo 45h 39min. O modo fast foi o mais rapido com 126 regides de
EVEs, 16,9% - 100,0% de identidade e tempo total de 8h 6min (Tabela 3).

Porém o BLAST teve resultados mais sensiveis com 481 proteinas
recuperadas em um intervalo de identidade de 10,2% - 100,0%, com um tempo total
de 56h e 14min (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados das comparagées entre BLAST e DIAMOND

Modo Numero de EVEs  Intervalo de identidade Tempo de execucéo
blastx 481 10,2 -100,0 56h 14mim
fast 126 16,9 - 100,0 8h 6min
sensitive 221 16,2 - 100,0 38h 39min
mid sensitive 223 17,8 - 100,0 31h 25min
more sensitive 219 16,2-100,0 38h 17min
very sensitive 225 16,2 -100,0 42h 34min
225 16,2 - 100,0 45h 39min

ultra sensitive

Fonte: Autor, 2024

O DIAMOND funciona utilizando um algoritmo de alfabeto reduzido e no artigo

de desenvolvimento da ferramenta é relatado que néo existe impacto nos resultados


https://github.com/WallauBioinfo/EEfinder
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em comparagdo com o BLAST (Buchfink; Reuter; Drost, 2021). Porém em estudos
de EEs é perceptivel uma grande diferenga na sensibilidade, tendo uma diferenca de
256 EVEs que nao seriam encontrados caso utiliza-se o DIAMOND ao invés do
BLAST, além do DIAMOND conseguir atingir uma identidade minima de 16,2% em
comparagado com o BLAST de 10,2%. Ainda é possivel utilizar o DIAMOND para
triagens em genomas para determinar qual contém a maior quantidade de EEs e

apos tal triagem realizar a pesquisa com o melhor candidato utilizando o BLAST.
4.3 CONSUMO DE RECURSOS COMPUTACIONAIS

O menor tempo de processamento do benchmark viral foi com 8 threads e 16
GB de RAM com uma meédia da triplicata de 2 horas e 20 minutos, enquanto que o
maior tempo (média de 2 horas e 38 minutos) foi com 4 threads e 8 GB de memoria

(Tabela 4).

Tabela 4: Valores dos testes de consumo de recursos computacionais com dados virais

Numero de threads Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média
2horase 2horase 2 horase 31 2 horas e 38
4 threads . , . .
30 minutos 53 minutos minutos minutos
2horase 2horase 2horase?25 2 horas e 20
8 threads . , . .
20 minutos 15 minutos minutos minutos
2horase 2horase 2horase 33 2 horas e 33
16 threads . ) . .
46 minutos 20 minutos minutos minutos
2horase 2horase 2horase40 2 horas e 34
32 threads ) . . .
25 minutos 39 minutos minutos minutos

Fonte: Autor, 2024

Em relacéo aos testes para EBEs tivemos o menor tempo de processamento
(média de 1 minuto e 18 segundos) com 16 threads e 32 GB de memaria (Tabela 5).
Ja o maior tempo foi em média 2 minutos e 4 segundos com 4 threads e 8 GB de

memoria.


https://www.zotero.org/google-docs/?wc0xhz
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Tabela 5: Valores dos testes de consumo de recursos computacionais com dados bacterianos

Numero de threads Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média
4 threads 2 minutos e 2 minutos 2 minutos 2 minutos e
12 segundos 4 segundos
1 minuto e 1 minuto e 1 minuto e 1 minuto e
8 threads
24 segundos 30 segundos 36 segundos 30 segundos
16 threads 1 minuto e 1 minuto e 1 minuto e 1 minuto e
18 segundos 18 segundos 18 segundos 18 segundos
32 threads 1 minuto e 2 minutos e 2 minutos e 2 minutos

12 segundos 18 segundos 30 segundos

Fonte: Autor, 2024

Nao foi apresentado diferengas significativas no tempo de processamento
pelo numero de threads utilizado, sendo entdo uma ferramenta que pode ser

utilizada inclusive em computadores pessoais.

4.4 ANALISE DE SENSIBILIDADE PARA EBEs

Em comparacgao contra o estudo de Leclercq et al, o teste contra o genoma do
isépode Armadillidium vulgare, utilizando as proteinas da bactéria Wolbachia w\VulC
retornou uma grande regido de endogenizagdo comegando e terminando nas
mesmas regides descritas por Leclercq 95380 - 2798100 (Figura 2), esses
resultados foram atingidos com os valores -Im 10000 e -rj 100.

Apesar da fragmentacédo apresentada no resultado do EEfinder, a ferramenta
consegue entregar um resultado bastante semelhante a um método de biologia
molecular, o que reflete na eficiéncia da ferramenta em identificar EBEs de forma
reprodutivel. Essa fragmentagao pode ser reflexo de mutagdes que fragmentam os
elementos em diversas regides como acontece com EVEs, mas no resultado de
Leclercq nao fica claro se também foi observado esse evento visto que soé
descrevem o comeco e final da integragdo, sem informagdes adicionais no estudo

sobre a regiao endogenizada.


https://www.zotero.org/google-docs/?UlNNpn
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Figura 2: Representacdo das regides encontradas entre os resultados de Leclercq e EEfinder, o
retdngulo representa um cromossomo. As regides identificadas como Wolbachia WvuIC estdo em

azul.

95,380 2,798,100

Elemento F segundo Leclercq et al

Regides endogenizadas de wVulC encontradas pelo EEfinder
Fonte: Autor, 2024.

4.5 ANALISE DE SENSIBILIDADE PARA EVEs

Os resultados que seguiram para as comparagdes foram com o banco de
dados do Whitfield, adquiridos com o parametro -m/ Family.

Os resultados utilizando as proteinas virais e o banco de proteinas do
hospedeiro ndo caracterizadas (banco contendo proteinas hypothetical e
uncharacterized) resultou em um numero de EVEs de 377 (Tabela 6). Ja removendo
proteinas hipotéticas e proteinas ndo caracterizadas tivemos um numero maior de
elementos recuperados (578 EVEs). Quando utilizamos apenas proteinas descritas
por Whitfield (Whitfield et al., 2017) como banco de proteinas virais e o banco de
proteinas caracterizadas o numero diminui para 423 elementos encontrados, o que

se assemelha ao resultado do artigo de Whitfield (472 elementos).


https://www.zotero.org/google-docs/?ly6D6x

36

Tabela 6: Resultados com diferentes combinagdes de bancos virais e bancos de filtro.

Banco viral Banco de proteinas do Numero de EVEs
hospedeiro
NCBI refseq Banco contendo 377

sequéncias anotadas
como nao caracterizado

NCBI refseq Banco somente com 578
proteinas caracterizadas

Proteinas descritas por Banco caracterizado 423
Whitfield

Fonte: Autor, 2024.

Provavelmente a diferenga entre o primeiro e segundo teste com o banco viral
do NCBI se deu porque diversos elementos putativos (201) foram filtrados, pois o
valor de bitscore com as proteinas hipotéticas e ndo caracterizadas foi maior que o
bitscore viral. Provavelmente essas proteinas hipotéticas e nao-caracterizadas sao
na verdade EVEs que ndo passaram pela curadoria do NCBI permanecendo como
nao caracterizadas (uncharacterized). Esses resultados apontam a necessidade da
atualizacdo das anotagbes dessas proteinas, assim ajudando esse campo de
pesquisa.

Para verificar se essas jungdes de elementos fariam sentido biologico,
recuperamos as sequéncias e extraimos suas ORFs dos dois estudos e executamos
alinhamentos multiplos contra as proteinas que tiveram o melhor hit. Para concluir se
o Whitfield realmente descreveu um elemento endogenizado degenerado como
diversas endogenizagdes separadas. Na Figura 3 mostramos 3 exemplos desses
alinhamentos com os virus: Blueberry necrotic ring blotch virus, Citrus Leprosis virus
C e Shayang Fly Virus 1. Nos 3 exemplos é possivel observar que o EEfinder
conseguiu juntar resultados que possivelmente quando ocorreu o evento de

endogenizagdo eram um unico elemento que posteriormente sofreu fragmentacéo.
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Figura 3: Alinhamento multiplo com representagédo das sequéncias virais correspondente a regiao
endogenizada (em fonte preta), regido encontrada pelo EEfinder (em fonte vermelha), regido descrita

por Whitfield (em fonte azul).

Shayang Fly Virus 1

YP_009300663, |

D005 10F: 1062571108962 —m

0005 10F:1106257-1107198 —
0005 10F: 1107796-1108962

e _.-_I..

041061 14757 110883 [IRFY =

DRI 1062571 1967198 = .I

HISHOR | 106257, | 09962 CHLFS = ‘

D005 10F-1 162571108502 ORFID = |l I‘I
ORI T T = |lI‘I

o 500 1000 1500 2000

Blueberry necrotic ring blotch virus
Ne_oteoss. 1 N —
000044F: 1834803183 5542 -—

= -li

O0OD44F: 1334970- 1835476
O00044F: 1834805- 1834934

o -I.-II-I

DOME:| EMIEDS. 1938542 ORE =
ONOSF- | § LTI 1140 | ‘

RMAT 5101 54542 O —

DOHOSIE- 1§48 18403 = .|
¥ T T T T -
1000

3 200 ano wan L

Citrus leprosis virus C

NC_008169.1
e
DO0044F:1 §34803- 1835542 -
00438F:522883.523575 i

ON0438F; 523 584-524204

o —-.
DMISF 22083523378 = II
COMSIEF. S1Z8E3. 524204 ORF1 = I

I ST 52000 = .
T 1 T T 1 e

Fonte: Autor, 2024.
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A diferenga entre o resultado do EEfinder com proteinas do Whitfield e os
resultados do préprio Whitfield pode ter sido resultado da abordagem que o EEfinder
emprega de juntar elementos proximos com a mesma assinatura taxondémica.
Quando comparamos as regides encontradas descobrimos que as duas analises
tém 357 elementos em comum entre si, com o Whitfield apresentando 8 elementos

exclusivos e o EEfinder com 66 elementos exclusivos (Figura 4B).

Figura 4: Grafico de Venn com comparagéo das regides endogenizadas encontradas em cada
estudo. A) Regides dos elementos antes da curagem de elementos degenerados B) Regides dos

elementos apds a curagem de elementos degenerados.

EVEs found
by EEfinder in both studies @ by Whitfield et.al.
A B
77 66 357

Fonte: Autor, 2024.

As familias mais presentes em ambos os estudos foram: Rhabdoviridae,
Flaviviridae e Chuviridae. Das 13 familias encontradas, 5 foram apresentadas
apenas pelo EEfinder: Spinareoviridae, Virgaviridae, Sedoreoviridae, Closteroviridae
Bromoviridae (Figura 5). O estudo de Whitfield apresentou uma familia exclusiva
(Reoviridae). O numero e tamanho dos elementos encontrados pela ferramenta
seguiram o mesmo padrao de distribuicdo apresentado pelas familias descrito por
Whitfield.
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Figura 5: Distribuicdo dos elementos por familias virais em cada estudo. A) Distribuigdo dos
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Fonte: Autor, 2024.

O total de bases encontradas em cada estudo foi bem préximo, com uma
diferenca de 79,189 pb (Tabela 7). O total de bases encontradas pelo EEfinder de
405,550 pb, ja Whitfield identificou 326,364 pb. Essa diferenga de tamanho dos dois
estudos provavelmente também é advinda da estratégia que nossa ferramenta tem

de juntar elementos degenerados.
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Tabela 7: Soma das bases que representam endogenizagdes encontradas em cada estudo.

Bases totais encontradas que

Estudo 2
representam endogenizagdes
EEfinder 405,550 bp
Whitfield et. al. 2016 326,364 bp

Fonte: Autor, 2024.

Os resultados apresentados comparando ao estudo de Whitfield tem
conclusdes semelhantes pelo conteudo de elementos virais endogenizados. Além de
conseguir identificar elementos que foram fragmentados, o EEfinder ainda possibilita
que esses resultados sejam replicados por disponibilizar arquivos logs. Isto
demonstra a eficiéncia da ferramenta em identificar e classificar EVEs de forma

reprodutivel.
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6 CONCLUSAO

O EEfinder provou-se uma ferramenta que apresenta sensibilidade quando
consegue atingir resultados tdo préoximos a literatura de EVEs e EBEs disponivel.
Além disso, o EEfinder traz consigo duas ferramentas para analise de similaridade
com propositos distintos, o DIAMOND com um tempo de execugdo menor e
sensibilidade reduzida que pode ser utilizado para triagem de genomas e o BLASTx
que apresenta uma melhor sensibilidade com objetivo de identificar todo conteudo
de EEs em um certo genoma. A ferramenta se insere no campo de EEs como uma
ferramenta com baixo consumo computacional podendo ser utilizada em
computadores pessoais sem um aumento do tempo de processamento. O EEfinder
também traz um melhoramento metodoldgico da area com recursos que aumentam
a reprodutibilidade do campo como: parametros customizaveis, arquivos de registros
das andlises e todas etapas automatizadas. E esperado que a ferramenta seja
utilizada amplamente no estudo de elementos enddégenos, podendo construir bancos
de dados para refinamento dos estudos de vigildncia e metagenémica, como
também gerando dados para os estudos de interagdo patdgeno-hospedeiro e

evolucao de patdégenos.
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ANEXOS

ANEXO A
Alinhamento multiplo da curagem com o virus endogenizado Aedes flavivirus (em
fonte preta), regido encontrada pelo EEfinder (em fonte vermelha), regido descrita

por Whitfield (em fonte azul).

NC_012932.1

000438F:509039-511070 BEim
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O00438F:510069-511070 ORF 5 = I‘”I

T T T T T T T
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Fonte: Autor, 2024.
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ANEXO B
Alinhamento multiplo da curagem com o virus endogenizado Kotonkan virus em
fonte preta), regido encontrada pelo EEfinder (em fonte vermelha), regido descrita
por Whitfield (em fonte azul).
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ANEXO C
Alinhamento multiplo da curagem com o virus endogenizado Wuchang Cockroach
Virus 3 (em fonte preta), regido encontrada pelo EEfinder (em fonte vermelha),
regido descrita por Whitfield (em fonte azul).

YP_009666257.1 | —

ORFG ORF7 URES ORFS
000312F:1287559-1289412

0003 12F:1287530-1287882 —{ 0

000312F:1287930-1289163 s

000312F:1289180-1289317 [

000312F:1287559-1280412 ORF6 — IIIII |‘
000312F:1287530-1287882 -IllIIII

000312F:1287559-1289412 ORFT = ’

YP 0096662571 |

000312F:1287559-1289412 ORFS5 =

000312F:1289180-1289317 =

000312F:1287559-1289412 ORFS& —

T T T T T T L
0 100 200 300 400 500 600

Fonte: Autor, 2024.



