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Introducao:

Desde o langamento do mapeamento do genoma humano a partir de esforgos de pesquisadores
de todo o mundo a bioinformatica tem se tornado cada vez mais influente na ciéncia em pesquisas que
estdo na fronteira do conhecimento [1]. Este fato deve-se primordialmente, ao avanco das tecnologias
de sequenciamento génico, como as tecnologias lllumina baseadas em leituras curtas, que possibilitam
a geracao de dados genéticos em alta velocidade e confiabilidade [2]. Com isso, ha a gera¢cdo maior a
cada dia de dados genéticos que abastecem grandes bancos de dados. A partir disso, uma ampla gama
de experimentos e estudos é criada, por exemplo, para estudos de metagenémica das mais diferentes
amostras, o0 que demanda a cada dia de mais profissionais de bioinformatica para a sua analise.

A metagenbmica consiste no conjunto de informacdes genéticas de microrganismos existentes
em uma comunidade presente em um ambiente [3]. Através de ferramentas de bioinformética, entéo, é
possivel se identificar toda a comunidade microbiana de uma determinada localidade sem a exigéncia
de seu cultivo em laboratérios, por meio da montagem de seu genoma. Tendo em vista que o corpo
humano é composto por cerca de 90% de células estranhas a ele, o que é chamado de microbioma [4].
Estudos que tentam revelar esses individuos e entender as suas fungcfes nos diferentes tecidos que o
compdem tém alta relevancia visando avancos na medicina ao verificar como essa composi¢ao se da
diante de doencas, diferentes costumes alimentares, locais frequentados e outros hébitos cotidianos [5].
Disbioses, ou seja, desequilibrio desfavoravel na diversidade da microbiota, por exemplo a intestinal é
um fator que pode levar a muitas doencas, como obesidade, asma, artrite e doencas hepaticas [4].

Repeticbes Palindrébmicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas (do inglés
CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) séo elementos genéticos presentes
nos genomas da maioria das bactérias e arquéias, e que estdo envolvidas na resisténcia microbiana
contra bacteriéfagos (virus que infectam bactérias e arquéias) [6]. A descoberta desses elementos
genéticos foi realizada a partir da analise da sequéncia do genoma da bactéria Streptococcus
thermophilus, onde foi possivel encontrar locis que codificam um conjunto de repeti¢cdes palindrémicas
curtas e regularmente espagadas [6]. O CRISPR combina sequéncias exclusivas de seu genoma
intercalados com fragmentos curtos chamados de 'espacadores’ (do inglés: spacers), que demonstram
alta similaridade com bacteri6éfagos ou plasmideos [7].Associado a uma proteina, denomida de proteina
cas (Crispr-associated), € formando o sistema CRISPR-Cas, que é responsavel pelo reconhecimento de
genomas exdgenos e a sua clivagem apés infeccao [8].

A descoberta do sistema CRISPR-cas [9] permitiu uma revolucdo no campo da engenharia
genética, onde foram desenvolvidas novas ferramentas de interesse biotecnologico para edi¢cdo de
genomas de animais, plantas e humanos, visando seu uso para a solugéo de problemas genéticos atuais
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Embora o mecanismo deste sistema tenha sido sistematicamente explorado, os elementos
genéticos moveis armazenados neles e a sua ampla gama de genes cas associados em seus diferentes
sistemas ainda é pouco explorada [10]. Existem mais de 65 proteinas diferentes compreendidas nos
genes associados ao sistema CRISPR, os quais podem ser divididos em muitos subtipos e classes [11],
evidenciando o grande potencial de diferenciacdo desta maquinaria e seu aparente potencial de
adaptacdo as condicdes ecolégicas em que esta inserido e pode se associar, como por exemplo em
diferentes microbiomas do corpo humano [12].

O desenvolvimento de pesquisas que desejam implementar ferramentas de bioinformatica para
exploracdo de dados metagenbmicos, no entanto, ndo é tdo simples ao passo que requer o uso de
muitas etapas em que diferentes softwares sdo necessarios. Dessa forma, o uso de pipelines
computacionais, sequéncias de etapas que devem ser aplicadas aos dados visando sua andlise e
processamento de maneira organizada e eficiente, € de suma importancia para formar a metodologia
gue abrange esses trabalhos.

Dado o contexto, este trabalho tem como objetivo propor um pipeline computacional
automatizado que visa a identificacdo de sistemas CRISPR-Cas e seus protoespacadores associados,
bem como o histérico de infeccdo da comunidade microbiana do microbioma humano intestinal sob
diferentes condi¢cdes, como em dishiose. O processo tem como abrangéncia a reconstru¢cdo dos
genomas bacterianos em metagenomas (MAGSs) usando dados de sequenciadores llumina NovaSeq.
Os genomas séo reconstruidos, filtrados e identificados utilizando ferramentas que tem como principio
aprendizado de méaquina e algoritmos complexos. A ferramenta automatizada sera disponibilizada na
linguagem de programacdo python em repositoério publico visando contribuir com a comunidade
cientifica, bem como a formagdo de novos recursos no campo de Biologia Computacional e
Metagendmica na llum — Escola de Ciéncia, faculdade do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM).

Metodologia:

Para o desenvolvimento da plataforO processamento dos dados é totalmente feito utilizando o
super-computador de alto desempenho (HPC) da llum — Escola de Ciéncia.

Para o desenvolvimento desde projeto foi utilizado um conjunto de dados de sequenciamento
metagendmico da microbiota intestinal humana disponibilizados para uso publico no repositério do
Centro Nacional de Informagfes sobre Biotecnologia em sua particdo de Arquivo de Leitura de
Sequéncia. As sequéncias foram geradas por meio de sequenciadores da plataforma Illlumina
NovaSeq6000, gerando em média 23 milhdes de sequéncias de leituras curtas (do inglés short reads).

Todo o trabalho é dividido em duas etapas principais, sendo que a primeira etapa (l), tem como
foco areconstrugéo e curadoria de genomas microbianos a partir de dados metagenémicos de pacientes
com o objetivo de selecionar os genomas mais completos e com melhor qualidade capazes de gerar
resultados mais precisos nas etapas seguintes. Ja a segunda etapa (Il) concentra-se na identificacdo
dos loci CRISPR-Cas destes genomas e sua classificacdo [13], por meio de ferramentas de
bioinformatica que funcionam a partir de aprendizado de maquina [14].
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Etapa 1: Reconstrugiio de Genomas a partir de dados Metagendmicos
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Figura 1. Pipeline proposto para a exploracdo do sistema CRISPR-Cas existente na microbiota intestinal humana. A etapa 1
ilustra suas trés particdes, Controle de qualidade (I), Montagem e Binning dos genomas (ll) e Taxonomia dos microrganismos
(). Para a etapa 2 sao precisos o passo IV de identificacdo dos sistemas CRISPR-Cas a partir do conjunto de genomas, V de
identificac@o dos virus presentes nos protoespagadores do sistema e VI analise comparativa dos resultados obtidos a partir dos

dados anteriores.
Etapa | — Reconstrucdo de Genomas a partir de dados Metagendmicos

Na primeira etapa do pipeline € realizada a montagem e reconstrugdo de genomas a partir
de dados metagenémicos. O primeiro passo (I) Figura 1 consiste na analise do controle de qualidade
utilizando trés softwares de bioinformatica. O processo inicial € feito pelo software FastQC [15], o
qual realiza um conjunto de verificagbes dos arquivos de sequenciamento e produz um relatério que
resume todos os resultados, como a pontuacdo de qualidade por base. Na proxima etapa a
ferramenta Trimmomatic [16] realiza cortes em regibes especificas dos dados, visando eliminar
gualquer possivel contaminante. Por fim, é necessario 0 uso do software BowTie2 [17] para executar o
alinhamento das sequéncias com o genoma correspondente ao hospedeiro da microbiota para eliminar
qgualquer resquicio que nao seja de DNA bacteriano.
Em seguida, a montagem dos genomas € feita com o software Megahit [18] (passo Il, Figura
1). Apés a montagem, a partir do software Metabat2 [40], foi realizado o processo de binning das
contigs. O controle de qualidade dos genomas microbianos € feito pelo software CheckM2 [19]. Por fim,
é feita a identificagcdo taxonébmica dos microrganismos utilizando o software GTDBTk [20].

Etapa Il — Identificagdo in silico de CRISPR-Cas de bactérias em escala gendmica de dados de
microbiomas

A segunda etapa do sistema consiste na busca por loci CRISPR e seus genes Cas associados
presentes nos genomas do catalogo de genomas obtidos na etapa anterior. A identificacdo do sistema
e suas classificagdes em subtipos foi feita utilizando o software CrisprCasTyper [21], que tem como
principio o uso de aprendizado de maquina (Deep Learning). Possibilitando também a visualizacdo
graficamente da estrutura dos sistemas CRISPRs. Esse modelo € implementado utilizando a biblioteca
xgboost e tem a capacidade de identificar e classificar os diferentes subtipos de repeticbes do
sistema com uma precisdo média de 89% [22].

Com o loci CRISPR identificado e seus genes cas associados, 0 prOXimo passo consiste em
analisar o que foi encontrado. A partir dos espacadores (do inglés spacers) presentes no sistema,
sabendo que eles consistem no material genético de mével de um invasor que se integrou ao das
bactérias, é feita a identificacdo de sequéncias correspondentes a virus que ja as infectam. Para isso
sera utilizada a ferramenta de bioinformatica Cherry, a qual tem alta precisdo no reconhecimento de
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interacdes virus-procarionte, com alta preciséo e estabilidade até mesmo para contigs curtos [23]. Assim,
com todos os passos anteriores finalizados, é construida uma planilha utilizando a biblioteca Pandas
para reunir os resultados obtidos para as diferentes amostras. A fim de realizar todas as tarefas
complexas que abrangem esta etapa, sera feito um codigo em Python de modo a automatizar todo o
processamento utilizando o software Nextflow, o qual sera disponibilizado posteriormente em repositério
publico no GitHub.

Resultados e Discussao:

O projeto encontra-se em andamento e até o momento tem todos os scripts da etapa | do pipeline
ja definidos e em execucdo. Assim, a atencdo agora esta na etapa Il e na averiguacdo dos seus
resultados e cédigos de execucgao.
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