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RESUMO

A sindrome do Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é caracterizada por
dificuldades de interacéo, desvio na comunicagao e comportamentos repetitivos. Essa
sindrome também é definida como perda de contato com a realidade, causada por
impossibilidade ou grande dificuldade na comunicacéao interpessoal. O TEA pode ser
classificado de acordo com a gravidade em: leve, moderado e grave. O diagndstico
precoce do autismo € essencial para um tratamento eficaz. As analises
transcriptbmicas sdo um meio de obter informacdes regulatérias para entender o TEA.
Nesse sentido, este trabalho apresenta o resultado de uma meta-analise em dados
publicos de expressao génica disponiveis do TEA em estudos associados. A a
metodologia aplicada consistiu em utilizarmos dados de expresséo obtidos apos uma
revisdo da literatura sobre a TEA, Sendo, trés conjuntos de dados selecionados,
coletados no portal NCBI GEO em Dezembro/19, e analisados via dados RNA-Seq os
genes chaves relativos a TEA. O pipeline de analise de RNA-Seq foi utilizado para: (i)
extracdo dos dados em SRA utilizando o fastg-dump, no Rstudio; (ii) avaliacdo e
controle de qualidade via programa Trimmomatic, no qual foi feito o corte de qualidade
das sequéncias; (iii) em seguida, os dados foram alinhados com o genoma de
referéncia (GRCh38) utilizando o Salmon e aplicado a estimativa de quantificacdo e
nivel de transcrigdo; e (iv) o txtimport foi utilizado para a montagem da matriz de
contagem, por fim, utilizamos o DESeq para analise de expressao diferencial. A
analise da disperséo dos dados de expressao foram exibidos graficamente usando o
Vulcano. Em seguida, a técnica PCA (do inglés Principal component analysis) para
andlise de grupos, junto com a andlise de genes enriquecidos, utilizando os termos do
GO, identificamos potenciais, grupos e funcdes dos genes analisados sendo possivel
identificar um total de dez genes diferencialmente expressos, sendo trés genes
altamente expressos e sete genes com baixa expressao. Destes genes, oito séo
codificadores de proteinas, e dois RNAs pequenos. Além disso, foi observado que
alguns genes apresentam relacdo com outra doenca genética, no caso a

esquizofrenia.

Palavras-chaves: Transcriptoma, RNA-Seq, TEA, meta-analise, Expressao génica,
Bioinformatica.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) syndrome is characterized by interaction
difficulties, communication deviation and repetitive behaviors. This syndrome is also
defined as loss of contact with reality, caused by impossibility or great difficulty in
interpersonal communication. ASD can be classified according to severity into: mild,
moderate and severe. Early diagnosis of autism is essential for effective treatment.
Transcriptomic analyzes are a means of obtaining regulatory information to understand
ASD. In this sense, this work presents the result of a meta-analysis on publicly
available gene expression data from ASD in associated studies. The methodology
applied consisted of using expression data obtained after a review of the literature on
ASD, being, three sets of selected data, collected in the NCBI GEO portal in
December/19, and analyzed via RNA-Seq data the key genes related to TEA The RNA-
Seq analysis pipeline was used to: (i) extract data in SRA using fastqg-dump, in Rstudio;
(i) evaluation and quality control via the Trimmomatic program, in which the quality cut
of the sequences was performed; (iii) then, the data were aligned with the reference
genome (GRCh38) using Salmon and applied to estimate quantification and
transcription level; and (iv) txtimport was used to assemble the counting matrix, finally,
we used DESeq for differential expression analysis. The scatter analysis of expression
data was displayed graphically using Vulcan. Then, the PCA (Principal component
analysis) technique for analysis of groups, together with the analysis of enriched
genes, using the terms of the GO, we identified potentials, groups and functions of the
analyzed genes, being possible to identify a total of ten genes differentially. expressed,
being three genes highly expressed and seven genes with low expression. Of these
genes, eight are protein-coding, and two are small RNAs. In addition, it was observed

that some genes are related to another genetic disease, in this case schizophrenia.

Keywords: Transcriptome, RNA-Seq, TEA, meta-analysis, Gene expression,
Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é definido como um conjunto de
disturbios do neurodesenvolvimento caracterizado por falta de comunicac¢do social,
movimentos repetitivos e hiper-atencao (Ornoy, at al., 2015). Estudos revelam que, na
Gltima década, o niumero de pessoas com diagnostico de TEA aumentou e a taxa de
prevaléncia foi excedida de 1 pessoa em 150 no mundo inteiro (Posar A at al., 2015).
TEA é uma doenca relacionada a fatores genéticos e, neste sentido, um grande
desafio é identificar as alteracdes genéticas que sd@o responséaveis pelo TEA (De
Rubeis, S at al.,2015). O numero de descobertas de novos genes relacionados a
doencas complexas tem aumentado (Posar A at al., 2015). Informacdes advindas de
estudos de associagéo por todo o genoma (do inglés genome-wide association studies
- GWAS) e de transcriptoma tém mostrado que, tanto a variabilidade gendmica
(polimorfismos), quanto a variabilidade transcriptobmica (variacdo da expressao
génica) tém influéncia na susceptibilidade de doencas (Need et al., 2010). No entanto,
a maneira pela qual estes genes se relacionam ainda ndo esta completamente
elucidada.

Nesse cenario, na atual era do "big data", € crescente o numero de
estudos relacionados ao TEA, principalmente referente a dados de expresséo génica
gue sao depositados em repositorios publicos, como o GEO NCBI. Por exemplo, a
revisdo neste trabalho identificou 79 estudos com dados sobre autismo depositados
no Gene Expression Omnibus (GEO: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) até a data de
2017. A consequéncia natural é uma gama de grupos independentes produzindo
estudos em diversos aspectos, tecidos e condicdes em TEA, mas individualizados,
sem uma analise comparativa entre esses dados. Como aplicacdo da bioinformatica,
no contexto deste projeto, a andlise de dados pode contribuir para elucidar
divergéncias e similaridades nesta sindrome. Nesse sentido, abre uma oportunidade
de aplicar a andlise de dados in silico em diversos estudos independentes para
investigar a seguinte questao: quais sdo e quem sao 0s potenciais genes chaves nos
dados publicos de TEA.

Deste modo, este dissertacdo partiu de uma analise dos dados publicos de
expressao disponiveis no GEO, e investigou, de forma comparativa, trés conjuntos de

dados de RNA-Seq, para buscar responder essa pergunta. Apos analise de qualidade,
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controle, expressao diferencial, e técnicas complementares (e.g., PCA, termos GO),
foi possivel elucidar 10 genes potencialmente diferencialmente expressos, sendo 7
codificadores e 3 ndo-codificadores.

A seguir, sdo pontuados de forma clara e objetiva, 0s principais conceitos necessarios
para compreenséao das técnicas utilizadas neste projeto, em seguida os objetivos, e

um resumo sobre a organizacao do restante do texto.

1.1 Transtorno do Espectro Autista

O Transtorno do Espectro Autismo (TEA) é uma condi¢cdo complexa do
desenvolvimento que envolve desafios persistentes na interagcdo social, fala,
comunicacdo nao-verbal e comportamentos restritos e repetitivos. O grau de
severidade do TEA e a gravidade dos sintomas sao diferentes para cada pessoa. O
grau de comprometimento que os individuos apresentam para cada um desses
sintomas é diverso, indo desde formas mais leves, em que o0s pacientes tém uma vida
independente, até os mais graves, 0 que os impossibilitam de ter uma vida social,
podendo apresentar comportamento agressivo, disturbio do sono e alimentar,
problemas gastrointestinais, hiperatividade e ansiedade. (American Psychiatric
Association, 2019)

O diagnéstico, na maioria das vezes, é feito pela primeira vez na infancia,
utiizando como parametros de analise os sinais mais comuns, classificado como
sinais estereodtipos do TEA, com cerca de 2-3 anos de idade. TEA também é até quatro
vezes mais comum em meninos do que em meninas, e meninas com TEA tendem a
apresentar menores sinais esteredtipos em relacao aos meninos (Linhas de cuidado,
Ministério da Saude 2021).

O TEA apresenta heterogeneidade genética e pode ser enquadrado em
diferentes modelos de heranca, o que torna dificil apontar os fatores genéticos

associados ao transtorno (Linhas de cuidado, Ministério da Saude 2022).

1.2 Delineamento e desafios da proposta desta pesquisa

Com a prevaléncia dos TEA na populagéo (Posar A at al., 2015) a pesquisa
sobre esse tema é importante para entendimento das causas e potenciais medidas de

prevencdo. As pesquisas biolégicas relacionadas ao TEA também s&o importantes
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para a compreensado da classe de disturbios do desenvolvimento neurologico. As
deficiéncias da infancia sdo cada vez mais classificadas como
comportamentais/neuroldgicas e é provavel que haja pontos em comum nas etiologias
e tratamentos das condi¢cdes (Neal Halfon et al., 2012).

A literatura apresenta descricdo das estruturas do sistema nervoso central
anatomicamente alteradas em individuos diretamente afetados pelo TEA, por exemplo
0 cerebelo, a amigdala e o cortex frontal (Donovan et al., 2017). Porém, essas
alteracbes ndo sao observadas em todos os pacientes com TEA. Contudo, uma
grande dificuldade em estudos relacionados ao sistema nervoso central e a obtencao
de tecido ou amostras para a conducéo de experimentos celulares e moleculares.

O Autismo é uma condi¢do relacionada ao desenvolvimento do cérebro,
sendo ele o 6rgdo-chave para estudos e compreensdo da doenca. Por se tratar de
uma regido complexa, por muito tempo houve a dificuldade da retirada de amostras
através de bidpsia ou na aquisicdo de amostras post-mortem, sendo um grande
desafio no avanco dos estudos do TEA (Neuroimagem. Brazilian Journal of Psychiatry,
2006).

Com o avanco das pesquisas relacionadas as células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSC, do inglés induced pluripotent stem cells), as quais séo resultados de
um processo em que as células somaticas sao reprogramadas a um estado
pluripotente a partir da superexpressao de genes especificos (Takahashi et al., 2007),
tornou-se possivel a geracdo de modelos de doencas in vitro e in vivo, 0 que viabiliza
o estudo de células neurais por diferentes doencas.

A analise de expressao génica em dados de iPSC de células neurais revelou
a regulagcéo génica em um subconjunto de genes, sugerindo um padrao de expressao
gue pode ser usado como biomarcador do TEA que em outras pesquisas; o padréao
nao se repetiu com dados de post-mortem (Griesi-Oliveira et al., 2020). Embora
estudos de perfil transcricional em TEA utilizando conjunto de dados em microarray
tenham identificado mudancas na expresséo génica, pouca informacéo foi identificada
para células especificas, o que dificulta a elucidacdo de novos biomarcadores ou
expressado génica relacionada ao TEA. (Parikshak et al., Nature, 2016).

Sera apresentado no préximo capitulo, uma diversidade de dados publicos de
expressdo em TEA disponivel em banco como o GEO. A grande questéo, é alvo de
estudo deste projeto, € ver a convergéncia e divergéncia entre diversos estudos de

TEA realizados por grupos independentes, e que podem assim, elucidar potenciais
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novos genes relacionados a TEA. Desta forma, esta proposta teve como objetivo
elucidar genes chaves ligados ao TEA, baseado na analise de bioinformatica e
mineracao de dados de modo a investigar esses dados publicos de TEA. associados
ao transtorno (Linhas de cuidado, Ministério da Saude 2022).

1.3 Anédlise de expressdo Génica

A expressao génica é o processo no qual as instru¢cdes contidas no DNA séo
convertidas em um produto funcional (Figura 2). Para executar esse processo, a célula
interpreta o cédigo genético e para cada trés letras, adiciona um dos 20 aminoacidos
diferentes que sé@o as unidades basicas necessarias para construir proteinas. Como a
expressao génica varia de acordo com as condi¢des na qual o organismo se encontra,
€ possivel se utilizar de analise de RNA-Seq para mensurar os efeitos de diferentes
tratamentos ou condicBes na expressdo de diferentes genes simultaneamente. Esse
processo de andlise é conhecido como expressdo génica diferencial, ele permite
entender como o perfil de expressao de um determinado organismo € alterado a ser
submetido a uma determinada condi¢cao. No processo de andlise de expresséo génica
diferencial, € possivel identificar genes com expressdo aumentada (up-regulated) ou

diminuida (down-regulated) em determinada situacao, ou tecido (HAZEN et al., 2003).

1.3.1 A molécula de RNA

O RNA ( também conhecido por acido ribonucleico)é constituidopor uma
pentosee um fosfato, tendo como bases nitrogenadas a adenina, guanina, citosina e
uracila. O RNA, ao contrario do DNA, € composto apenas por uma fita e ela é
produzida no ndcleo celular a partir de uma das fitas de uma molécula de DNA. Depois
de pronto, o RNA segue para o citoplasma celular, onde desempenha sua principal
funcdo, que é controlar a sintese de proteinas(Fleischmann, et al., 1995).

O Sequenciamento de RNA engloba um conjunto de técnicas experimentais
e computacionais que possibilitam identificar a quantidade de sequéncias de RNA em
amostras bioléogicas em um determinado estagio de desenvolvimento

(KORPELAINEN et al., 2015).
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Figure 1 - Estrutura molecular de DNA e RNA. Na figura a molécula de DNA é uma dupla hélice,
enquanto o RNA apresenta uma cadeia mais simples. As moléculas de DNA possuem dois
polinucleotideos que se espiralam, formando a estrutura conhecida como dupla hélice. A parte externa
da hélice é formada pelas cadeias principais de acUcar-fosfato, quando as bases nitrogenadas estéo
pareadas no interior da hélice. Os dois polinucleotideos estéo unidos por ligacées estabelecidas entre

os pares de bases.

1.3.2RNA-Seq

O RNA-Seq (do inglés — RNA sequencing) € uma abordagem baseada
no sequenciamento de nova geracdo ou (do inglés — Next-generation sequencing
NGS) apresenta e quantidade de RNA em um transcriptoma (ZONG et al., 2014). Essa
abordagem pode dizer quais genes estdo ativos em uma célula, e qual os genes que
estdo mais expressos (up-regulated), ou com menor expressao (down-regulated) Isso
permite o entendimento do perfil transcricional, identificagcdo de SNP (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico) e andlise diferencial de expressdo génica, o que pode fornecer
informacgdes sobre a funcdo dos genes, ou destacar quais genes estdo sendo

expressos em tecidos do corpo (ZONG et al., 2014) e analisados estatisticamente.

Andlises estatisticas sdo realizadas para identificar os transcritos
diferencialmente expressos (Figura 2). Sdo utilizados programas de bioinformatica

para agrupar os genes, quantificar e mapear as reads (Leituras de sequenciamento)
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com base em amostras, e entdo os dados sdo exibidos graficamente, apresentando

0S genes mais expressos (up-regulated) ou menos expressos (down-regulated).

Total RNA

Oligo dT enrichment
mRNA & B = JAAAAA 3

Fragmentation

Random hexamer primed cDNA synthesis
HiSeq™ 2000 sequencing

Reference gene s =_- e

Gene function analysis

Fonte: Bio Lundberg, 2021.

Figure 2 - Fluxograma do RNA-Seq. As amostras de RNA sé&o convertidas em bibliotecas de cDNA,
que sao separadas por adaptadores e os fragmentos sdo sequenciados. O sequenciamento gera
centenas de milhares de leituras (reads) que sdo analisadas estatisticamente para identificar os

transcritos diferencialmente expressos.

1.3.3Vantagens do RNA-Seq sobre Microarray

A analise de expressao génica € uma ferramenta Gtil para se investigar
doencas. Um trabalho publicado por Mahan e colaboradores (2019) teve como
objetivo comparar as duas tecnologias de andlise de transcriptomicas (RNA-Seq e
Microarray) para determinar se o RNA-Seq oferece vantagens sobre o Microarray em
estudos toxicogenomicos.

Houve um resultado com maior expresséo diferencial dos genes quando
utilizamos a plataforma de RNA-Seq comparado com microarray (Mahan et al, fontiers
2019) . Ambas as plataformas identificaram um numero maior de genes
diferencialmente expressos (DEGS), porém, o RNA-Seq mostrou DEGs adicionais.

O RNA-Seq fornece um nivel mais alto de sensibilidade e
precisdo(SCHULZE; DOWNWARD, 2001), bem como a identificacdo de novas
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expressoes, comparado com o microarray, o RNA-Seq demonstra ser uma ferramenta

valiosa para estudos de expressao génica.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo analisar dados publicos de estudos de
RNA-Seq diretamente relacionadosao Espectro do Autismo disponiveis no banco de
dados Publicos (GEO).

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS

> Revisar a literatura, coleta e definicdo dos dados publicos de expressao
relativos a TEA para realizar posterior analise neste projetO.

> Analisar dados de expresséo génica diferencial de TEA.

> Analisar o perfil de expressao dos dados coletados.

> ldentificar genes diferencialmente expressos que possam estar unicamente
relacionados ao TEA.

> Disponibilizar todos os dados deste estudo a comunidade cientifica, na forma
de uma manuscrito a ser publicado em periddico Q1.

> Contribuir para formacéo de recursos humanos no PPGBIOINFO.

2.1.1Organizacao desta proposta

O primeiro capitulo deste trabalho faz uma apresentacdo da pesquisa,
apresentando o que é o autismo, desafios e oportunidades relacionados a pesquisa e
0s objetivos. O segundo capitulo contém os trabalhos (Figura 4) relacionados que
foram identificados junto com os dados (Figura 3) a serem utilizados na pesquisa. No
terceiro capitulo, é apresentada a metodologia e as ferramentas propostas para

andlise dos dados de Autismo utilizados nesta pesquisa.
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3 REVISAO DE LITERATURA DOS TRABALHOS RELACIONADOS

Neste trabalho, foi feita uma reviséo da literatura com dois objetivos (i)
levantamento dos dados publicos de transcriptoma referente a TEA, e (ii) evidenciar
os estudos de meta-analise na temética.

O levantamento dos dados de expressao sobre autismo foi feito no banco de

dados Gene Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/geo/). Para

tanto, a pesquisa para coleta foi feita com a sintaxe de busca: ((autism) AND "Homo
sapiens”[porgn:__txid9606]). Em seguida, foram aplicados os filtros Homo sapiens em
organismo, e o tipo de estudo apenas de RNA-Seq (estudo de expressao baseado
no sequenciamento de nova geracao - technology-based sequencing next generation
sequencing). O resultado ap6s o filtro foi inspecionado de forma manual, de modo a
manter apenas 0s registros com 0s seguintes critérios: (i) Dados biolégicos de
humanos com TEA, (ii) dados de experimentos de RNA-Seq; e (iii) Tipo de amostra,
tecido e cultura biologica do conjunto de dados. A revisdo dos trabalhos foi feita no
periodo de Novembro/2019 a Dezembro/2019 e os demais dados de TEA que néo se
enquadraram nesses critérios foram descartados. Os resultados dos estudos

selecionados estdo resumidos na Tabela 1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Pesquisa dos dados Gene Expression
Omnibus (GEO)
(https://www.nchbi.nlm.nih.gov/geo/)

§ RNA-Seq (n=48)
o

)

Analise manual das Amostras

| Busca

. String de Busca:
{autism) AND "Homo sapiens"[porgn:__ txid9606]
P porgn:__

g Filtro: Homo sapiens - RNA-Seq

Dados biologicos de Humanos com TEA

-
Dados de RNA-Seq e Cultura biolagica, tipo de tecido
Y

Resultado Final
RNA-Seq (n=3)

Figure 3- Revisdo dos dados publicos de expresséo de TEA: Os dados foram obtidos no repositério
do GEO NCBI, sendo selecionados apenas dados de RNA-Seq, ao total 48 conjunto de dados, na
sequéncia utilizado critério de sele¢cdo ( Homo Sapiens) e por fim aplicado o filtro de selecdo para

manter apenas dados, biolégicos e tecido neural. Resultando em trés conjuntos de dados para analise.

ID GEO PMID Tecido Amostras Plataforma
GSE129808 | 31540669 |IPSC Neurdnios 7 [llumina HiSeq 2500
GSE67528 |27378147|IPSC Neurdnios 83 llumina HiSeq 2000
GSE61476 |26186191|IPSC Neuronios 45 [llumina HiSeq 2000

Tabela 1 Tabela do conjunto de dados de RNA-Seq utilizados na andlise de expresséao diferencial.

3.1 CONJUNTO DE DADOS

A partir da revisao (figura 3), foram usados trés conjuntos de dados de
RNA-Seq publicados e disponiveis no GEO sobre o niumero de acesso GSE129808,
GSE67528 GSE61476. O conjunto de dados de Ross e colaboradores (2020)
(GSE129808) relata o estudo utilizando IPSC (Células-tronco pluripotentes induzidas),
de pessoas com TEA. O conjunto de dados GSE67528 (Marchetto MC et al., 2017)
relata a geracdo de células IPSC de oito pacientes com TEA que foram usadas para
derivar células progenitoras neurais e neurénios em cultura. E por dltimo, o conjunto
de dados GSE61476 (Mariani et al., 2015) que foi utilizado para células IPSC

derivadas de culturas neurais tridimensionais (organodides) em pacientes com TEA e
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microcefalia para investigar alteracdes no desenvolvimento neurolégico que causam
essa forma de TEA.

Por fim, como forma de certificar-se do estado da arte sobre estudos
de meta-andlise similar ou igual ao desenvolvido (figura 4), foi feito uma busca na

literatura via o sitio PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Para a revisao, foi

usado a sintaxe de busca ((autism[Title]) AND (meta-analysis[Title])) apenas no titulo
dos artigos. Em seguida, foram aplicados os filtros de: (i) artigos nos ultimos 10 anos;
(i) espécie Humano; e (iii) idioma Inglés. A revisao dos trabalhos foi feita no periodo
de Novembro/2019 a Dezembro/2019. Em seguida, uma inspecdo manual dos
trabalhos revisados considerando os critérios de inclusdo e exclusao dos artigos. Os
critérios de inclusdo utilizados foram: (i) artigos provenientes de meta-analise
relacionados ao autismo; (ii) artigos publicados nos ultimos 10 anos; (iii) Trabalhos em
lingua inglesa; e (iv) Trabalhos utilizando humanos. Ja para os critérios de exclusédo
foram definidos: (i) artigos ndo relacionados com genética ou biologia; (ii) Trabalhos
utilizando animais que ndo humanos (e.g. camundongo); (iii) artigos utilizando
técnicas de imagem, texto e leitura de video. Todos os trabalhos foram lidos na
integra. A busca inicial sem filtro retornou um total de 213 artigos. Ao ser aplicado o
critério de exclusao, restaram o total de 23 artigos. Por ultimo, foram selecionados os
artigos com analise de expressdo génica em base de dados com autismo,

contabilizando um total de 3 artigos(figura 4).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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En.’r 213 artigos
- |dentificadosno
£ PUBMED
=
23 artigos selecionados Foram excluidos 190 artigos
com criterio de selecdo >  gue Naose encaixam nos
(Dados Biologicos) criterios de selegao

.

4 artigos escolhidos
para leitura na integra

Eligibilidade

i

Incluido 3 artigos na
pesquisa de meta-
analise

Figure 4 - Revisdo de literatura para atualizagdo quanto ao estado da arte no tema do projeto: Os
trabalhos cientificos foram obtidos no repositério publico do PUBMED, sendo selecionados os artigos
relacionados a dados biolégicos de humanos, na sequéncia os artigos selecionados foram lidos na

integra e por fim selecionados apenas trés artigos.

O trabalho do banco de dados dbMDEGA (Schena et al.,1995) apresenta um banco
de dados bioldgicos relacionados ao Autismo. Foram utilizados modelos de expressao
de tecido cerebral (Cértex e cerebelo) de seres humanos e modelos de camundongos
com sintomas relacionados ao Autismo; dados analisados em microarray.

Ja Ning e colaboradores (Ning et al., 2015) realizaram uma meta-analise
usando dez conjuntos de dados publicos disponiveis no GEO, sendo nove conjuntos
dados de microarray e um conjunto de dados de RNA-Seq de portadores do TEA. Os
tecidos utilizados foram amostras de sangue e amostras de neurdnios pés-mortem.

Por fim, no ultimo estudo foram utilizados doze conjuntos de dados,
sendo nove conjuntos de amostras de sangue e trés amostras de tecido cerebral. Este
estudo teve como objetivo a meta-analise de dados com intuito de identificar

semelhancas moleculares entre os grupos de amostras.(Carolyn et al., 2016).
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Nota-se que, apesar de apenas trés trabalhos, estes sdo focados em perguntas
especificas como tecidos especificos, 0 que contribuiu para o objetivo deste projeto

gue foi a analise comparativa entre trés estudos de TEA.

3.2 BACKGROUND SOBRE ANALISES DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Neste pipeline foi utilizado o Rstudio na versdo R-4.1.2, sendo utilizado as
ferramentas abaixo para cada etapa.

3.2.1 Download GEO NCBI

Utilizamos o programa wget no linux para fazer download das amostras (SRA)
no repositorio do NCBI GEO. a busca e download foi executada através do codigo

(bioproject) e salvos no formato .csv.

3.2.2 Fastg-dump

Apés baixar as leituras de sequenciamento (SRA) do repositorio do GEO
NCBI, utilizamos o programa Fastg-dump para (i) comprimir as saidas das leituras, (ii)
descartar as leituras técnicas e selecéo de leituras bioldgicas, (i) Anexar o ID de em
cada leitura para diferenciar as leituras entre pares ou nao, (iii) filtrar leituras que estéo
de acordo com a filtragem e selecao (iv) dividir as leituras do FASTQ em dois arquivos,
sendo que um terceiro arquivo é gerado sem leituras repetidas, (v) remocdo das
sequéncias de SRA com tags nao conforme e por fim, (vi) Formata as sequéncias, no

gual os pares de bases séo representados por niumeros).

3.2.3 Trimmomatic

A limpeza das leituras e pares de base de baixa qualidade foram removidas
usando o TrimmomaticSE, seguindo as etapas: (i) remocao dos adaptadores lllumina
(ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10), (ii) remocao das bases principais de baixa
qualidade (abaixo de qualidade 3) (LEADING:3), (iii) remoc¢ao das bases finais de
baixa qualidade (abaixo de qualidade 3) (TRAILING:3), (iv) leitura de 4 bases e
retrando quando a qualidade meédia por base ficar abaixo de 15
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(SLIDINGWINDOW:4:15), e por fim, (v) retira as leituras inteiras que estao abaixo do
comprimento especifico (MINLEN:36).

3.2.4Salmon

O Salmon foi utilizado para explorar a qualidade das leituras brutas e
guantificacdo. O objetivo desta etapa é identificar de qual transcricdo cada uma das
leituras se originou e o numero total de leituras associadas a cada transcri¢ao.
utilizamos transcriptoma de referéncia (no formato FASTA) e as leituras de
sequenciamento bruto (no formato FASTQ) como entrada para realizar o mapeamento
e a quantificacdo das leituras.

O Transcriptoma de referéncia humano (Homo Sapiens GRCh38) foi baixado
do repositério do Ensembl (https://ensembl.org/), sendo um conjunto de arquivos cdna
e outro ncrna, depois mesclamos os dois conjuntos transformando em um Unico
arquivo, com intuito de analisar regifes nao codificantes.

A execugdo do Salmon foi executado em duas fases; Quantificagdo da abundancia
em nivel de gene e indexacdo. por fim, utilizando os dados extraidos do Salmon,
montamos a matriz de contagem que sera utilizado na fase posterior de analise de

expressao diferencial.

3.2.1Combat

Foi ajustado o efeito em lote do conjunto de dados utilizando o pacote do
Combat (Johnson et al. 2007). sendo que os dados de entrada, foram retirados o efeito
em lote e normalizados. O combat utiliza a metodologia de Bayes para ajudar o efeito

em lote.

3.2.2Deseq2

Na etapa final do fluxo de trabalho, o pacote Deseq? foi utilizado para analise
de expresséao diferencial. Para essa analise as contagens brutas sdo ajustadas ao
modelo Naive Bayses e realizado o teste estatistico para genes expressos

diferencialmente entre dois grupos (Autismo) e (Controle).
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Os metadados foram importados para o Deseq, (i) os dados da matriz foi
ajudado para o p-valor 0,05, (i) conforme o p-valor ajustado os dados foram
transformados em dataframe, (iii) os dados foram sumarizados, sendo p-valor
ajustado <0,05 para genes (up-regulated) e Log2FC (down-regulated). Por fim,

plotamos esses dados em um grafico de Vulcano.
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4 ANALISE DE DADOS DE EXPRESSAO DO AUTISMO

Este capitulo apresenta a metodologia, bem como a anélise e os resultados
da dissertacdo. Trazemos para esta secao a versao formatada, em ligua portuguesa,

do artigo cientifico que serd submetido

Analise de dados publicos de Disturbios do Espectro do Autismo

Hudson Pereiral, Eduardo Fukutani?, Artur Trancoso Lopo de Queiroz?, Alexandre
Rossi Paschoal*

Departamento de Computagdo, Programa de P6s-Graduagdo em
Bioinformatica(PPGBIOINFO),Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), Cornélio Procépio, Parana.

?Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ/BA, Salvador, Bahia

RESUMO

A sindrome do Transtorno do Espectro Autista (TEA) é caracterizada por dificuldades de interagéo,
desvio na comunicac¢é@o e comportamentos repetitivos. Essa sindrome também é definida como perda
de contato com a realidade, causada por impossibilidade ou grande dificuldade na comunicagéo
interpessoal. O TEA é classificado em trés graus de gravidade: leve, moderado e grave. O diagnéstico
precoce do autismo € essencial para um tratamento eficaz. As analises transcriptémicas fornecem
informac¢des importantes para entender o TEA do ponto de vista de expressao e regulacdo génica.
Ainda, é crescente o nimero de estudos que disponibilizam dados publicos de transcriptoma, inclusive
em doencas. Nesse sentido, este trabalho apresenta uma meta-andlise de dados publicos de expressao
génica disponiveis do TEA em estudos associados. Deste modo, dados de trés estudos de expressao
génica de RNA-Seq de TEA foram investigados, com o objetivo de elucidar potenciais genes chaves
relativos a TEA. Em seguida foi aplicado um pipeline para andlise de expressao contendo (i) coleta dos
dados, remocédo de adaptadores e controle de qualidade, montagem da matriz de contagem das reads
e por fim foi utilizado o DESeq para andlise de expresséo diferencial. Por fim, foram identificados 10

genes (7 codificantes de proteinas e 3 ndo codificantes).

Palavras-chaves: Transcriptoma, RNA-Seq, TEA, meta-andlise, Expresséo génica, Bioinformatica.

INTRODUCAO

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é definido como um conjunto de distirbios do
neurodesenvolvimento caracterizado por falta de comunicacdo social, comportamentos repetitivos e

hiper-atencéo (Ornoy et al., 2015). Estudos revelam que na Ultima década, o nimero de pessoas com
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diagndstico de TEA aumentou e a taxa de prevaléncia foi excedida de 1 pessoa em 150 no mundo
inteiro (Posar A at al., 2015). TEA é uma doenca relacionada a fatores genéticos e, neste sentido, um
grande desafio € identificar as alteracdes genéticas que séo responsaveis pelo TEA (De Rubeis, S at
al.,2015). O numero de descobertas de novos genes relacionados a doengas complexas tem
aumentado. Informacdes advindas de estudos de associagéo por todo o genoma (do inglés genome-
wide association studies-GWAS) e de transcriptoma tém mostrado que, tanto a variabilidade genémica
(polimorfismos), quanto a variabilidade transcriptbmica (variacdo da expressao génica) tém influéncia
na susceptibilidade de doencas (Need et al., 2010). No entanto, a maneira pela qual estes genes se
relacionam ainda nédo esta completamente elucidada.

Com o grande numero de estudos relacionados ao TEA, é crescente o nimero de dados de
expressdo génica que sdo depositados em repositorios publicos, como o GEO NCBI. Por exemplo, a
revisdo aqui apresentada identificou 79 estudos com dados sobre autismo depositados no Gene
Expression Omnibus (GEO: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ (GEO NCBI Database)), seja RNA-Seq

ou Microarray. Isso implica que temos uma gama de grupos independentes analisando diversos
tecidos/condig6es em TEA, o que abre a possibilidade de aplicar a andlise de dados in silico para buscar
responder quais sao os genes chaves nos dados publicos de TEA e que possam ajudar a elucidar
divergéncias e similaridades nesta sindrome. Por fim, a revisao realizada identificou apenas trés artigos
que aplicaram meta-anélise em autismo, o que demonstra a oportunidade de investigacdo com esta
técnica e nesta temética.

Por fim, este estudo teve como objetivo analisar conjuntos de dados de RNA-Seq que foram
depositados no repositério publico GEO (Gene Expression Omnibus), aplicando analise de DE

(Expressao Diferencial) com intuito de identificar e selecionar genes correlatos ao autismo.

MATERIAIS E METODOS
Conjunto de dados utilizado

Em resumo, a partir dos artigos selecionados (Tabela 1 e 2), os dados foram
coletados no portal NCBI GEO em Dezembro/19, e separados em dados de expressdo de RNA-Seq e
tecido neural (Figura 1 - Parte 1). Sendo selecionados apenas dados de RNA-Seq, ao total 48 conjunto
de dados, na sequéncia utilizado critério de selecdo (Homo sapiens) e por fim aplicado o filtro de
selecao para manter apenas dados, biolégicos e tecido neural, sendo dados de IPSC. Resultando em
trés conjunto de dados para andlise que foi realizada. A partir da extragdo dos dados de cada GSE,
foram analisados os seguintes dados: (i) 0 GSE129808 tem-se sete amostras, sendo quatro controle e
trés TEA, (ii) GSE67528 tivemos de 83 amostras sendo 28 controles e 55 TEA,; e o (iii) GSE61476

contendo 45 amostras de pacientes TEA e ndo-TEA.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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ID GEO PMID Tecido Amostras Plataforma
GSE129808 |31540669|IPSC Neuronios 7 [llumina HiSeq 2500
GSE67528 |27378147|IPSC Neuronios 83 [llumina HiSeq 2000
GSE61476 |26186191|IPSC Neuronios 45 [llumina HiSeq 2000

Tabela 1. Tabela do conjunto de dados de RNA-Seq utilizados na analise de expresséo
diferencial.

Workflow de analise dos dados de expresséao

Na Workflow do pipeline é detalhado a metodologia que foi utilizada neste projeto, a
partir dos dados de expresséo obtidos na reviséo da literatura sobre a TEA (Figura 1) . Os dados dos
trés estudos selecionados foram extraidos para o servidor da Bioinformatica da UTFPR-CP do site do
SRA utilizando o fastg-dump (NCBI SRA database), via programa Rstudio. O corte de qualidade e
retirada dos adaptadores das sequéncias, foi realizado usando o Trimmomatic. Em seguida, os dados
foram mapeados contra 0 genoma de referéncia (GRCh38) utilizando o Salmon. o por fim, o txtimport
foi utilizado para a montagem da matriz de contagem. Para analise da expressao diferencial foi utilizado
0 pacote DEseq (Huber et al., 2015) no Rstudio. Ainda, foram feitos as anotag¢6es funcional dos genes
diferencialmente expressos utilizando o banco de dados do Gene Ontology (GO), bem como a analise

de PCA foi aplicada para compreender a inter-relacéo dos genes.

Figure 5 - Workflow Pipeline. O trabalho foi dividido em trés fases de andlise, sendo; Parte 1 -

Download dos dados no repositério do NCBI, Parte 2 - Processamento e tratamento dos dados que
foram baixados no repositério e por fim na, Parte 3 - Analise dos dados e plotagem dos dados de

expressao.
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Resultados

Apbs a selecdo dos dados, quantificacdo, controle de qualidade das reads foram obtidos um
total de 29374 transcritos de cDNA e ncRNA. Em seguida, estes transcritos foram analisados usando
0 pacote DEseq para identificar diferencialmente (mais ou menos) expressos em relacdo ao grupo
controle. Nesse sentido, foi aplicado o vulcano plot para a visualizagdo dessa dispersdo dos dados de

expressédo (Figura 2).

O gréfico é composto pelo procedimento de duas etapas: primeiro, a alteracdo para base
logaritmica devido a abundancia do gene no grupo ASD para o grupo de controle, seguido por uma
transformacéo log2 para obter uma distribuicdo normal ou quase normal. Valores maiores que 0 sao
considerados genes regulados positivamente, em quando o valor € menor que zero sao regulados
negativamente. Em segundo lugar, um valor de p ajustado (ou g-values), corrigido para multiplas
correcdes, € usado para calcular se a expressao do gene sofre alteragdes entre os grupos de ASD e
controle sdo significativamente diferentes. Por fim, é realizada uma transformacédo do valor P ajustado

para o formato -log10

No grafico do vulcano plot foram configurados e definidos o limite de significancia estatistica,
ou seja (pcutoff e Fccutoff) para que apenas os genes que ultrapassarem os limites definidos tenham

significancia estatisticamente. Sendo pCutoff = 0.05 e FCcutoff = 1.
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Figure 6 - Andlise do Volcano Plot - O gréfico de vulcdo apresenta os genes mais expressos, sendo trés genes
em vermelho, e sete genes menos expressos, ao total sdo dez genes que foram identificados como sendo os mais

expressos entre a analise dos conjuntos de dados estudados.
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Deste modo a partir deste limiar de corte foi possivel identificar dez genes diferencialmente expressos
(Figura 2), sendo que trés genes (SACARNA7, SCARNAL10, RPPH1) ndo-codificantes, e sete genes
(DPH1, FABP1, SLC17A8, DKK4, HLA-A, H2BC4, COAB8) sao genes codificantes.

Analise Funcional Usando os Termos GO

A analise de enriquecimento de gene (GO) foi utilizada para avaliar o processo
bioldgico dos genes e a localizagdo celular da expressao génica dos dados utilizados neste trabalho.
O gréfico do enriquecido com o GO sugere que que vias que tém funcdo de reconstituicdo das
extremidades cromossdmicas, e que estdo relacionadas com a manutenc¢do da capacidade de réplica

estdo mais expressas nos dados analisados neste trabalho (Figura 3).
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Figure 7 - Analise do termo GO - As vias enriquecidas foram selecionadas de genes diferencialmente
expressos, para os genes significativos, sendo 10 genes significativos de expressao diferencial. Os
pontos em vermelho indicam alto enriquecimento, em azul indicam baixo enriqguecimento. Finalmente,
usamos o pacote clusterProfiler do R para comparar esses agrupamentos de genes por seus processos
biolégicos enriquecidos, com o corte estrito de valores de (p-adjust <0,01 e FDR <0,05) relacionados

ao Autismo.

Andlise PCA

A PCA com VST (Transformacé@o de estabilizacdo de variancia) foi utilizada para
verificar como as amostras se agrupam no projeto experimental. O grafico dos trés conjuntos de dados
estudados (GSE129808, GSE67528 e GSE61476) foram separadas em dois grupos (Autismo e
Controle). Como esperado, os dados analisados apresentam variacdo de expressao em genes

relacionados ao autismo, sendo que o conjunto de dados GSE67528 apresentou uma maior variacao
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em relacdo aos demais genes ligados ao autismo. Nessa conjunto em particular (GSE67528) foi
possivel observar a separagao em dois grupos, mas como ele foi 0 Unico a ter esse resultado, a andlise
comparativa via PCA esperada néo foi possivel de ser feita.A grande variacdo dos dados de (ASD e
Controle), sugere que mais genes sdo expressos diferencialmente nestes conjunto de dados
publicos que foram selecionados para andlise. Para entender a variagdo genética apresentada pelo
PCA, plotamos os dados em um grafico de Volcano Plot, com intuito de identificar os genes expressos

e estudar a funcionalidade de cada gene expresso.

GSE67528_Isolated_DEGs GSE61476_lIsolated_DEGs

&

groups groups
ASD ASD

*- CONTROL +- Control

PCZ (11.9% explained var.)

PC2 (15.4% explained var.)

10 -10

5 0 5 0 10
PC1 (27.7% explained var.) PC1 (59.9% explained var.)

GSE129808_|solated_DEGs

groups
ASD
*- Control

PC2 (31.1% explained var.)

PC1 (51 4% explained var.)

Figure 8 - PCA - Para cada conjunto de dados fizemos o gréfico exploratério dos dados estabilizados
usando a andlise de componentes principais (Figura 4). O que demonstrou que o conjunto de dados
GSE67528 € o conjunto que apresenta maior variabilidade dos dados comparado com os outros dois

conjuntos de dados utilizados neste experimento.
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CONCLUSAO

O trabalho foi capaz de identificar variacbes em dados disponiveis em repositério
publico conforme proposto. O conjunto de dados publicos utilizando a meta-analise apresenta
variagbes para o entendimento do Autismo. A analise de PCA apresentou dispersdo em apenas um
conjunto de dados, dos trés que foram utilizados, era esperado a possibilidade de ver isso em todos
0s conjuntos de dados, o que néo foi o caso. No final, dez genes apresentaram expressao diferencial,

sendo essa a grande contribuicdo do trabalho.

Na tabela 1 resume informacdes sobre os 10 genes.Fizemos uma busca rapida no
repositério ( disgenet.org ) consultandos os trés genes Up regulados, sendo os genes DKK4 e HLA-A
que apresentaram associacdo a Esquizofrenia e o gene DPH1 estd associado ao atraso no

desenvolvimento e deficiéncia intelectual.

Dos dez genes identificados, sete genes codificantes de proteinas e trés RNA ndo-
codificantes, sendo trés genes UP regulados (os genes DPH1 - DKK4 — HLA-A), enquanto que o0s outros
setes foram Down regulados (H2BC4 - SCARNALO - SLC17A8 - FABP1 - SCARNA7Y - COAS8 - RPPH1
— Tabela 2).

A préxima etapa futura € a analise mais refinada do papel regulatério, regido génica, e em

particular dos RNAs néo-codificadores.

Gene ID Symbeol Gene name Gene type Scientific name Ensembl Gene ID

1801 DPH1 diphthamide biosynthesis 1 protein-coding Homo sapiens ENSG00000108963
2168 FABP1 fatty acid binding protein 1 protein-coding Homo sapiens ENSG00000163586
246213 SLC17A8 solute carrier family 17 member 8 protein-coding Homo sapiens ENSG00000179520
27121 DKK4 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 4 protein-coding Homo sapiens ENSG00000104371
3105 HLA-A major histocompatibility complex, class |, A protein-coding Homo sapiens ENSG00000206503
677767 SCARNA7 small Cajal body-specific RNA 7 ncRNA Homo sapiens ENSG00000238741
692148 SCARNA1TO small Cajal body-specific RNA 10 ncRNA Homo sapiens ENSG00000239002
8347 H2BC4 H2B clustered histone 4 protein-coding Homo sapiens ENSG00000180596
84334 COAS cytochrome c oxidase assembly factor 8 protein-coding Homo sapiens ENSG00000256053
85495 RPPH1 ribonuclease P RNA component H1 ncRNA Homo sapiens ENSG00000277209

Tabela 2 Na tabela temos as informacdes referente aos genes expressos diferencialmente neste

trabalho, sendo ao total dez genes, sete codificantes de proteinas e trés nao codificantes.
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5 CONCLUSAO FINAL DO TRABALHO

Este trabalho apresentou uma analise em cima de trés conjuntos de dados
publicos de expressao e publicados em artigos relacionados ao autismo. Este trabalho
teve como objetivo comparar esses dados individuais numa sé analise de modo a
buscar os genes potencialmente chaves nesta condi¢cédo estudada.

Foi aplicado analises tradicionais de RNA-Seq para obter os resultados de
expressao, o qual foram analisados os dados de RNA-Seq, e foram identificados 11
genes diferencialmente expressos relacionados ao TEA.

Por fim, este estudo abre oportunidade para novas discussdes sobre a
interacdo dos genes mais expressos, sendo que eles apresentam ligacdo com outra
doenca neuroldgica e também demonstra que os dados publicos de RNA-Seq podem
conter e apresentar novas descobertas quando utilizando a metodologia da meta-
andlise dos dados.
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