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RESUMO

Atualmente a maioria das areas costeiras mundiais
apresentam danos causados por poluentes,
impactando atividades como pesca e aquicultura. A
exposi¢do de organismos vivos a xenobibticos pode
causar alteracbes em varios niveis de organizacao
biolégica, desde o nivel molecular até o nivel
tecidual, que podem ser utilizadas como
biomarcadores. Sequenciamentos de transcritomas
sdo Uteis para a ecotoxicologia pois ajudam o0s
pesquisadores a entender os efeitos a nivel
molecular das respostas a exposicdo dos
organismos Vivos aos xenobidticos presentes no
ambiente. O desenvolvimento das técnicas de
sequenciamento gerou um grande fluxo de novos
dados biol6gicos que precisam ser estudados.
Neste trabalho, um sistema de andlise de
sequenciamentos foi desenvolvido, em conjunto
com um banco de dados. A partir deste sistema,
experimentos de peixes expostos a atrazina, cobre
e fenantreno foram comparados. Seis programas
de montagem de sequéncias foram comparados, e
o programa CAP3 obteve os melhores resultados.
Diversos scripts em Python foram desenvolvidos
para automatizar e facilitar a analise dos



sequenciamentos, dentre eles estdo analises de
termos Gene Ontology e vias metabdlicas. Um
esquema de tabelas relacionais para o MySQL foi
criado. Este passou por normalizacdo, evitando
redundancia nos dados. A exposicao de peixes das
espécies Prochilodus lineatus e Poecilia vivipara a
atrazina, cobre e fenantreno gerou respostas
semelhantes, tais como, ativacdo de genes
envolvidos na imunidade inata, do sistema
complemento e do sistema de coagulacao
sanguinea. O sistema de analise e o banco de
dados desenvolvido devem auxiliar as analises de
sequenciamentos no LABCAI.

Palavras-chave: bioinformatica; banco de dados
bioldgico; hibridizacao subtrativa supressiva;

sistema de analise integrada.
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ABSTRACT

Presently most of the coastal areas already show
damage caused by pollutants, impacting activities
such as fishing and aquaculture. The exposure of
living organisms to xenobiotics can cause changes
at various levels of biological organization, from
molecular to tissue level, which can be used as
biomarkers. Transcriptome sequencing is useful for
ecotoxicology helping researchers to understand
the effects at molecular level of the organisms
exposed to xenobiotics in the environment. The
development of sequencing methods created a
large flow of new biological data that need to be
analyzed. In this work, a sequencing analysis
system was developed together with a database.
Furthermore, experiments of fish exposed to
atrazine, copper and phenanthrene were compared.
Six sequence assembly softwares were compared,
and the software CAP3 got the best results. Several
Python scripts were developed to automate and
facilitate the sequencing analysis, including Gene
Ontology term and metabolic pathway analysis. A
MySQL scheme for relational tables was created. It
went through standardization, avoiding redundancy
in the data. The exposure of Prochilodus lineatus
and Poecilia vivipara to atrazine, copper and
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phenanthrene vyield similar responses, with
activation of genes involved in innate immunity,
complement system and clotting. The analysis
system and database developed should help
sequencing analysis in LABCAI.

Keywords: bioinformatics; biological database;
subtractive suppression hybridization; integrated

analysis system.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contaminacao de ecossistemas aquéaticos

Muitas atividades humanas, como pesca e
aquicultura, dependem de ambientes costeiros e
marinhos, entretanto, desde as primeiras
civiizagbes humanas, esses ambientes sao
afetados direta ou indiretamente por poluentes
(Figura 1) (UNESCO, 2011; ISLAM e TANAKA,
2004). Hoje, a maioria das areas costeiras mundiais
ja apresentam algum dano causado por poluentes
(TANAKA, 2004), principalmente por compostos
gue geram grande preocupacdo como 6leos, metais
pesados, patdégenos, herbicidas, horménios,
antibioticos, etc (WILLIAMS, 1996). Em 2012, mais
de 2,8 bilhdes de pessoas viviam a menos de 100
quildmetros da costa, e a rapida urbanizagdo deve
aumentar esse numero NOS pProximos anos
(UNESCO, 2011). A consequéncia dessa situagao é
que grande parte da contaminacdo tem origem em

areas populosas e de grande importancia
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econbmica, 0 que acaba afetando a qualidade de
vida nestes locais (MOORE et al., 2014). Do ponto
de vista econdmico, estima-se que 0S ecossistemas
aquéticos conservados, que atuam na regulacdo
climatica, recreacdo e servem de fonte de

alimentos, agua, etc, valham mais de 33 mil délares

i

[ Impacto muito pequeno Impacto médio [HImpacto alto
Impacto pequeno Impacto médio alto M Impacto muito alto

por hectare por ano (DE GROOT et al., 2012).

Figura 1 — Mapa mundial dos impactos de atividades
humanas em ambientes costeiros e marinhos.

Fonte: HALPERN et al., 2004
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Estes contaminantes podem gerar efeitos
toxicos em organismos sensiveis, eventualmente
causando impacto sobre as  respectivas
populacdes, através do aumento da mortalidade e
de efeitos indiretos que também podem ocorrer
dependendo da duracdo e intensidade da
exposicdo. A disponibilidade de alimentos, as taxas
de decomposicdo, 0s niveis de oxigénio, etc,
podem ser influenciadas por contaminantes
(FLEEGER; CARMAN; NISBET, 2003) e assim
causar mudancas no funcionamento do
ecossistema. Vérias alteracdes na estrutura dos
ecossistemas aquaticos ja foram documentadas em
razdo da poluicdo aquatica (AUSTEN; WARWICK;
CARMEN ROSADO, 1989; SMITH; TILMAN;
NEKOLA, 1999; WU, 1999; TANAKA, 2004; ZOU et
al., 2011; IANNELLI et al., 2012).
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1.1.1 Contaminantes: Atrazina, cobre e
fenantreno

Neste trabalho serdo avaliadas respostas de
fauna marinha exposta aos contaminantes atrazina,
cobre e fenantreno.

Atrazina é o segundo herbicida mais utilizado
nos EUA (KIELY et al., 2004). Ele funciona inibindo
a fotossintese e é utilizado para controlar ervas
daninhas de folhas largas. Nos ultimos anos, o risco
ambiental apresentado pela atrazina em ambientes
aguaticos esta sendo reavaliado pela Agéncia de
Protecdo ao Meio Ambiente dos EUA (U.S. EPA,
2003; U.S. EPA, 2007).

O Cobre é de modo geral toxico para
organismos aquaticos (TAYLOR et al.,, 1996;
CLEARWATER et al., 2002). Na exposi¢cdo aguda,
h& danos diretos a 6rgdos, como as branquias que
causam problemas respiratérios. Em exposi¢ao
cronica, entretanto, sabe-se que o0 cobre gera
mudancas neurolégicas e endocrinas (LINDER,
1991).
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O Fenantreno €é um hidrocarboneto
aromatico policiclico (HAP) composto de trés anéis
de benzeno. E encontrada no alcatrdo do tabaco, e
também é uma substancia conhecidamente irritante
e fotossensibilizante da pele. HPAs estédo altamente
presentes no meio ambiente devido a sua
ocorréncia em petréleo, carvao, etc (HARDIN et al.,
1992; MUDZINSKI et al., 1993; COOKE e DENIS,
1988).

1.2 Respostas biolégicas e biomarcadores

A exposicdo dos organismos Vivos a
xenobidticos pode causar alteracdbes em muitos
processos fisiologicos (HANDY E DEPLEDGE,
1999). Essas alteracdes podem ser divididas em
duas categorias: as que ajudam o organismo e se
proteger dos efeitos tdéxicos do xenobidtico e as que
nao o protegem. Um alteracdo protetora, por
exemplo, € a inducdo de metalotioneinas, que
diminuem a biodisponibilidade de metais no
organismo (WALKER et al., 2001). Por outro lado,
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muitos quimicos acabam se ligando ao DNA e
formam adutos que podem levar a mutacdes
(WALKER et al., 2001). Alteracdes fisioloégicas bem
documentadas incluem distarbios respiratorios,
cardiovasculares, osmorregulatérios, neurolégicos e
endécrinos (HANDY E DEPLEDGE, 1999).
Geralmente, as primeiras respostas observadas em
animais expostos sdo a nivel molecular, através do
aumento ou diminuicdo da expressdo de diversos
genes (BRULLE et al, 2008). Como os
xenobidticos interagem com as varias moléculas
presentes nas células, acredita-se que a
compreensao da ecotoxicologia a nivel molecular é
um ponto chave para um melhor entendimento dos
efeitos biol6gicos desses compostos (FOWLER,
2005).

Biomarcadores sdo alteracbes a nivel
molecular, celular ou fisiol6gico que revelam efeitos
causados por poluentes (WALKER et al., 2001).
Através da sua utilizacdo € possivel identificar
organismos que foram expostos a contaminantes,

como também a magnitude dessa exposicao
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(CAJARAVILLE et al., 2000). A grande vantagem da
utilizacdo dos biomarcadores como meio de
monitoramento ambiental estd no potencial que
eles possuem em predizer mudancas nos niveis
populacionais ou ecossistémicos (CAJARAVILLE et
al., 2000). Assim, ao se identificar alguma
contaminacdo, ha tempo para realizacdo de
estratégias de biorremediacdo ou ainda de evitar

gue algum dano permanente ocorra no ambiente.

1.3 Sequenciamentos de DNA

O sequenciamento de DNA é o processo de
determinacdo da ordem de nucleotideos em uma
molécula de DNA. Varias técnicas de
sequenciamentos foram desenvolvidas, sendo
notério o método conhecido como método dideoxi
ou de terminacdo de cadeia (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), desenvolvido por Frederick
Sanger e colaboradores em 1977, rendendo o
prémio Nobel de Quimica em 1980. O

sequenciamento baseado no método de Sanger foi
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muito utilizado durante décadas, mas para
sequenciamentos em larga escala vém sendo
substituido pelos métodos de sequenciamento de
nova geragao (SHENDURE e JI, 2008).

Sendo o DNA a molécula que contém as
parte das instrucdes sobre o funcionamento e
desenvolvimento dos seres vivos, estuda-la pode
trazer inmeros beneficios a sociedade (COLLINS
et al., 2003). Com o sequenciamento do genoma
humano, por exemplo, pesquisadores foram
capazes de identificar genes relacionados a
diversas doencas e de desenvolver farmacos
especificos a determinadas proteinas alvo. Na
agricultura, foi possivel melhorar culturas e
identificar biopesticidas (COLLINS, et al., 2003).

O dogma central da biologia molecular,
enunciado pela primeira vez por Crick em 1958
(CRICK et al., 1970), é um conceito que trata do
fluxo de informacbes genéticas através de
moléculas biolégicas. Segundo ele, muitas
informacdes necessarias para sintese de RNAs e

proteinas encontram-se no DNA. Para se produzir
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uma proteina, entretanto, € necessario que o DNA
seja convertido em RNA mensageiro (RNAmM),
molécula responsavel por levar a informacdo aos
ribossomos, onde ocorre a sintese de proteinas.
Além disso, para que as células tenham a
capacidade de se multiplicar, € necessario que o
DNA possa ser duplicado.

O conjunto de moléculas de RNAmM em uma
célula, em determinado estagio de desenvolvimento
ou condicao fisioldgica é chamado de transcriptoma
(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
Especificamente para a ecotoxicologia, estudos de
transcriptbmica podem ajudar pesquisadores a
entender os efeitos e respostas moleculares que
xenobibticos, sozinhos ou em conjunto com outros
estressores, geram nos organismos Vivos e
consequentemente no meio ambiente (SCHIRMER
et al., 2010).
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1.4 Bioinformatica

Com o desenvolvimento das técnicas de
sequenciamento em larga escala e popularizacéo
de projetos genomas e transcriptomas, criou-se um
grande fluxo de novos dados biolégicos que
precisam ser estudados (VERLI, 2014). A tendéncia
deste fluxo é de continuar crescendo (Figura 2),
levando as ciéncias bioldgicas ao grupo de ciéncias
gue lidam com grandes conjuntos de dados, como
a astronomia e fisica (MARX, 2013). A
complexidade dos dados biolégicos cria Vvérios
desafios aos pesquisadores. Enquanto que na
fisica as informacdes sdo bem estruturadas e
anotadas, na area biologica elas sdo bastante
dificeis de se organizar. Além das sequéncias, seja
de nucleotideos ou aminoécidos, cientistas devem
levantar informacdes sobre outros componentes
celulares e condi¢cdes ambientais. Muitos desses
fatores sdo pouco conhecidos e com isso as
analises se tornam bastante dificeis. Enquanto
novos dados  biolégicos forem  gerados,

precisaremos de avancos em hardware, software e
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novas estratégias de analise e armazenamento de

dados.
140 25
120 Twenty Three Years of Growth:
NCBI Data and User Services 20
100 A Genome Referghce
GenBank Base Pairs Consortium
—| | sers (Average) .
Genome-Wide F 15
80 A Association Studlies
NIH Public Access
60 1 PubChem Genetic Testing | | .
PubMed Central / Registry ’
Clinvar
Human Genome
40 A
GenBank PubMed /
at NCBI
Ty r 05
oMM 1000 Genomes
20 Entrez
Genomes
BLAST J.
:|¢ e —¥ — Yy ¥l a0

Figura 2 — Crescimento do nimero de usuarios
e sequéncias depositadas no National Center
for Biotechnology Information (NCBI).

Fonte: http://www.nlm.nih.gov/about/2014CJ.html

Diversos métodos

computacionais sao

intrinsecos as ciéncias biolégicas (COLLINS et al.,

2003). Com o aumento da informacdo disponivel

aos pesquisadores a partir de novas técnicas ou

Users/Weekday (Millions)
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bancos de dados tornou necessario a aplicacao de
modelagem matematica, simulagéo in silico para
estudo de sistemas biolégicos e varios outros
métodos (WELCH et al., 2014).

A bioinformatica é comumente definida como
a disciplina que faz utlizacdo de métodos
computacionais na analise e armazenamento de
dados biolégicos. Teve origem na década de 1960,
com a utilizacdo de programas para visualizacdo de
estruturas tridimensionais de proteinas (VERLI,
2014), e foi impulsionada pela necessidade de
criacdo de grandes bancos de dados para
armazenar e disponibilizar sequéncias de DNA e
proteinas, a partir da popularidade do
sequenciamento de DNA. O avango e
barateamento dos computadores também tornaram
0S pesquisadores capazes de abordar problemas
cada vez mais complexos. Hoje, a bioinformatica é
uma area interdisciplinar, abrangendo muitas
disciplinas exatas como a estatistica e a
matematica e tem como objetivo aumentar o

conhecimento de processos biologicas, como a
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identificacdo de genes em um genoma ou a
caracterizacdo da estrutura tridimensional de uma
proteina. Apesar de sua importancia, ainda ha
necessidade de pessoas bem treinadas em
bioinformética (WELCH et al., 2014).

1.4.1 Cromatogramas e montagem de
sequéncias consenso

Ao final de um sequenciamento pelo método
de Sanger, os pesquisadores obtém um arquivo
chamado cromatograma, que contém as leituras
dos dideoxinucleotideos fluorescentes (Figura 3). A
partir dele, é possivel determinar a sequéncia
(reads) e a qualidade dos nucleotideos
sequenciados através da andlise dos picos de
leitura do cromatograma. Programas conhecidos
como nomeadores de base sdo capazes realizar
essa tarefa. Dentre eles, o Phred (EWING et al,
1998; EWING e GREEN, 1998) é bastante utilizado
por também ser capaz de realizar o trimming

(remocao de bases de baixa qualidade a partir das
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extremidades dos reads) automaticamente com a

leitura dos cromatogramas.

CTGTOGTGAAATTGEGTTATCCGOGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA
110 120 130 140 150 1860

Figura 3 — Cromatograma obtido de um sequenciador
que utiliza o método de Sanger. Os picos obtidos a
partir de diferentes comprimentos de onda para cada
base séo utilizados para determinar a sequéncia dos
nucleotideos.

Fonte: http://www.biol.unt.edu/~jajohnson/Chromato

gram_Interpretation

Até 0 momento, 0s métodos de
sequenciamento s&o incapazes ler uma grande
sequéncia de DNA, como um cromossomo, de
ponta a ponta. Por isso técnicas como a de Sanger
e outros sequenciadores de nova geragao
fragmentam o DNA em fragmentos menores. Desta

forma, apOs 0s sequenciamentos, € necessario que
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o DNA seja reconstruido através de um processo
conhecido como montagem. Os programas Phrap
(EWING et al, 1998; EWING e GREEN, 1998),
CAP3 (HUANG; MADAN, 1999) e MIRA
(CHEVREUX; WETTER; SUHAI, 1999) sé&o
capazes de comparar os reads provenientes da
metodologia de Sanger e produzir uma sequéncia
consenso (contig) (Figura 4). O método mais
utilizado para produzir contigs em neste tipo de
sequéncias é o de overlap-consensus, no qual
primeiramente todos os reads sdo comparados
entre si. Na segunda etapa € realizada a
determinacdo da posicdo relativa dos reads ao
longo da sequéncia e a terceira consiste na escolha
do mais provavel nucleotideo para cada posi¢do no
contig, levando em conta os valores de qualidade
(Ll etal., 2012).



reads

contig
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ACGCGATTCAGGTTACCACG
GCGATTCAGGTTACCACGCG
GATTCAGGTTACCACGCGTA
TTCAGGTTACCACGCGTAGC
CAGGTTACCACGCGTAGCGC
GGTTACCACGCGTAGCGCAT
TTACCACGCGTAGCGCATTA
ACCACGCGTAGCGCATTACA
CACGCGTAGCGCATTACACA
CGCGTAGCGCATTACACAGA
CGTAGCGCATTACACAGATT
TAGCGCATTACACAGATTAG

ACGCGATTCAGGTTACCACGCGTAGCGCATTACACAGATTAG

Figura 4 — Montagem de fragmentos sobrepostos em uma

sequéncia consenso.
Fonte: http://contig.wordpress.com/2010/02/09/how-

newbler-works/

1.4.2 Bancos publicos de dados bioldgicos

Os bancos de dados biolégicos séo
repositérios de informagBes coletadas em
experimentos cientificos, literatura e andlises
computacionais. Os primeiro bancos surgiram no
inicio da década de 1970, onde pesquisadores,
influenciados pelo crescimento das ciéncias da
computacdo e acumulo de dados biologicos,
comecaram a agrupar resultados em portais de livre
acesso (COORAY, 2012). O primeiro banco de
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dados bioldgico surgiu em 1971 e foi chamado de
Protein Data Bank (PDB) (BERNSTEIN et al.,
1977), tendo como objetivo a disponibilizacdo de
informacdes sobre a estrutura de varias proteinas.
A partir dai, bancos de dados com os mais variados
objetivos foram criados, como aqueles focados em
genomas, vias metabolicas ou familias de
proteinas.

Hoje, dentre os bancos biolégicos publicos
de sequéncias proteicas, podemos citar 0 Swiss-
prot, mantido desde 2002 pelo Universal Protein
Resource (UNIPROT) (UNIPROT CONSORTIUM,
2008), que contém somente sequéncias de alta
qualidade e manualmente curadas. Outro
repositorio importante é o banco ndo redundante de
proteinas (NR) mantido pelo NCBI, que congrega
varios bancos de sequéncias proteicas mantidos
por diferentes organizagbes, formando uma base
central (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).
Também existem bancos de dados focados na
disponibilizacdo de informacdes sobre familias de

proteinas, como o Pfam (FINN et al., 2014), ambos
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disponibilizando modelos ocultos de Markov (HMM)
para analise. Além deles, o PRINTS (ATTWOOD et
al., 1994) é um banco de fingerprints de proteinas,
ou seja, grupos de motivos conservados que
podem ser utilizados para identificacdo de
determinada familia.

A identificacdo das vias metabdlicas
envolvidas em uma determinada resposta biolégica
€ uma das maneiras de se estudar o fenémeno.
Vérios projetos se propdem a fornecer informacdes
sobre vias metabdlicas, entre eles, o Reactome
(JOSHI-TOPE et al., 2005) é apresentado como um
repositério de anotaces manualmente curadas
sobre vias metabdlicas.

A iniciativa Gene Ontology (GO) prové um
banco de dados que tem como objetivo fornecer um
vocabulario preciso e controlado para as funcdes
dos genes em todos os organismos (ASHBURNER
et al., 2000). Esses termos sao divididos em um
dos seguintes dominios: processo biologico, funcéo
molecular ou componente celular. Processo

bioldgico se refere ao objetivo biolégico para o qual
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o produto génico em questdo contribui. Termos
como 'translation' ou 'cell growth and maintenance'
fazem parte deste dominio. Fungdo molecular esta
relacionada com a atividade bioquimica do produto
génico e termos como ‘'enzyme' ou ‘transporter'
estdo nesta categoria. Componente celular é
definido como o local onde o produto génico esta
ativo, por exemplo, ‘'nuclear membrane' ou
'proteosome’. E importante notar que cada dominio
possui termos em muitos niveis hierarquicos e a
anotacdo de determinado produto génico em um
nivel depende da quantidade de informacdo que

existe sobre o mesmo (Figura 5).
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Biological process | Molecular function . .Cel lular component |
(GO:0008150) (G0:0003674) {GO:0005575)
. Metabolic process | binding . . Intracelular
{GO:0008152) (GO:0005488) {GO:0005622)

[ F’nmapr:gxit:bohc | ‘ N”I;I:::nzc'd | nucleotide binding Cytoplasm
| (GO:0044238) | | (GO:0003676) (GO:0000166) ‘ (GO:0005737)
| macromolecule | [ pu pinding ATP binding Cylosol
HstiaoN: piocee GO:0003677) (GO:0005524) GO:0005829)
| (Gooos3troy | | | [ A | {
[ Proleurr-oz*::;mnc | Tmrsgr;p:'lﬁ: factor GTP binding L FAD binding
s ol (GO:0005525) (GO:0050660)

(GO:0019538) | | (GO:0003700 )

Figura 5 — Exemplo de hierarquia dos termos GO.
Fonte:
http://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=300
9494 1471-2105-11-S1-S23-2&req=4

1.4.3 Alinhamentos

Ao isolar uma sequéncia de DNA ou
proteina, comumente 0s pesquisadores tentam
identificar o gene ou funcédo molecular pelo qual ela

€ responsavel. Como sequéncias similares
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geralmente possuem funcdes bastante parecidas, é
possivel inferir a funcdo de determinada sequéncia
ao calcular a similaridade entre esta e outra
sequéncia j& conhecida depositada em um banco
de dados. Entre as varias técnicas existentes de
obtencdo dos niveis de similaridade entre
sequéncias, o0s alinhamentos s&o bastante
utilizados, pois através deles pode-se comparar
uma sequéncia alvo com milhares de dados
presentes nos varios bancos de dados de forma
rapida (VERLI, 2014). Se o alinhamento de
determinada  sequéncia for estatisticamente
significante, obtém-se a hipotese de que a
sequéncia alvo possui a mesma funcdo da
sequéncia alinhada.

Atualmente existem varios algoritmos capazes de
alinhar duas sequéncias. Entre os alinhamentos
simples, temos os globais e os locais (Figura 6).
Nos alinhamentos globais a sequéncia alvo é
alinhada completamente, geralmente havendo
adicdo de varios gaps (espacamentos). Os

alinhamentos globais geram melhores resultados
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em sequéncias de tamanhos semelhantes com
alguma similaridade. Nos alinhamentos locais,
somente os trechos com grande similaridade séo
alinhados. Neles o0s espagamentos sdo menos
comuns, tornando esse tipo de alinhamento mais
apropriado para sequéncias de tamanhos diferentes
ou que possuem somente um trecho conservado.
Uma das ferramentas mais utilizadas, hoje, na
analise de sequéncias é o0 programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), que realiza o alinhamento
local de sequéncias.

-=-T--CC-C-AGT--TATGT-CAGGGGACACG--A-GCATGCAGA-GAC

AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG----CA-GTTATG--T-CAGAT--C

tcecCAGTTATGTCAGgggacacgagcatgcagagac

aattgccgececgtegttttcagCAGTTATGTCAGate

Figura 6 — Comparagdo entre um alinhamento global
(acima) e um alinhamento local (abaixo).

Fonte: http://rosalind.info/problems/swat/

Além dos alinhamentos simples, existem

algoritmos capazes de realizar alinhamentos
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multiplos, ou seja, de varias sequéncias a0 mesmo
tempo (Figura 7) (EDGAR, 2006). Do ponto de vista
computacional, esse tipo de alinhamento apresenta
um problema muito maior. Os alinhamentos
multiplos sdo geralmente utilizados na identificacédo
de regides conservadas entre grupos de
sequéncias relacionadas evolutivamente.
Comparado aos alinhamentos simples, os multiplos
sdo mais precisos na deteccdo de sequéncias
homologas distantes, gracas a seu modelo
matematico. O programa HMMER3 (EDDY, 2010) é
utilizado na identificacdo de sequéncias homdlogas
de proteinas, através de alinhamentos multiplos e
HMM.
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Figura 7 — Alinhamento multiplo das sequéncias de
varias  proteinas. Regibes coloridas indicam
conservacao.

Fonte: http://www.bioinfo.ifm.liu.se/edu/TFTB29/HT
2013/assignment3.html

1.4.4 Sistemas de gerenciamento de bancos de
dados (DBMS)

Os DBMS sédo programas utilizados para
criar, gerenciar e manter um banco de dados,
sendo utilizados em varias disciplinas ha décadas
(NELSON; REISINGER; HENRY, 2003). Eles séo
responsaveis por manter a integridade dos dados,
ou seja, manté-los continuamente acessiveis e
organizados aos usuarios, e também por manter a

seguranca dos dados, através de backups e
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sistemas de permissdes para acesso. Existem
varios tipos de DMBS, sendo o relacional o mais
utilizado. Nele, as informacdes sdo normalizadas
em tabelas de forma que elas podem ser
relacionadas entre si (Figura 8) sem a necessidade
de reestruturacdo do banco. Hoje existem varias
ferramentas disponiveis para a construcdo de
bancos de dados, entretanto, somente 0 uso
dessas ferramentas ndo garante uma boa estrutura
para um banco de dados biologicos (NELSON;
REISINGER; HENRY, 2003). Um bom esquema
relacional deve ser capaz de prover a informacao

de forma facil e intuitiva para seu publico-alvo.

GENE
GENEID 125

PROTEINID 77884 NAME CFTR

SEQUENCE | MAGGTHIL...

GENEID 125

Figura 8 - Modelo contendo duas tabelas

relacionadas entre si pela variavel GENEID.
Fonte: http://www.gmod.org/wiki/Overview#Relati

onal_Databases
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Assim, levando em conta a importancia da
compreensdao dos impactos causados por
xenobibticos nos ecossistemas costeiros e o rapido
acumulo de informac¢des moleculares nas ciéncias
biologicas, entende-se que o desenvolvimento de
um sistema de andlise e banco de dados para a
ecotoxicologia € uma iniciativa interessante o grupo

de pesquisas do LABCAI.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Construir e implementar um sistema de

analise e banco de dados de sequéncias obtidas no

LABCAI, UFSC, referentes a experimentos de

ecotoxicologia molecular.

2.2

Objetivos Especificos

e Organizar dados de sequenciamento de
cDNA de vaérias espécies de fauna aquatica
expostas a  diferentes  xenobidticos,
provenientes de experimentos in situ e ex

situ gerados no LABCAI.

e Determinar a melhor maneira de realizar

a montagem das sequéncias consenso.

e Importar as sequéncias e anota¢cdes em
um banco de dados MySQL.
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e Automatizar o processo de analise,
anotacdo e depodsito das informacbes no

banco de dados.

e Comparar os resultados das analises em

busca de padrdes de respostas bioldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sequenciamentos realizados no LABCAI
Foram utilizados sequenciamentos
realizados no LABCAI, desde 2008, obtidos a partir
de experimentos de Hibridizacdo Subtrativa
Supressiva (SSH) com amostras de RNA extraidas
de animais aquaticos em experimentos de
exposicao in situ e ex situ a diferentes xenobioticos
(TOLEDO-SILVA, 2009; MATTOS, 2010; MOSER,
2011; LUCHMANN, 2012; PIAZZA, 2012). Os

experimentos estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista dos experimentos de SSH
realizados no LABCAI, desde 2008, utilizados nos
testes realizados e na criagdo do banco de dados
SQL.

Espécie Xenobiodtico Tem_pci de Tecido
exposicao (h)
Poecilia vivipara Esggt(_) 24 Figado
sanitario

Poecilia vivipara Atrazina 24 Figado
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Espécie

Poecilia vivipara
Poecilia vivipara

Poecilia vivipara

Crassostrea gigas

Crassostrea gigas

Crassostrea
brasiliana

Prochilodus
lineatus

Prochilodus
lineatus

Prochilodus
lineatus

Litopenaeus
vannamei

Xenobibtico

Cobre
Fenantreno
Oleo diesel

Esgoto
sanitario

Esgoto

sanitario

Oleo diesel

Atrazina

Cobre

Fenantreno

Permetrina

Tempo de
exposicao (h)

24
24

24

24

24

24

24

24

24

96

Tecido

Figado
Figado
Figado

Glandula
digestiva

Branquias

Glandula
digestiva

Figado

Figado

Figado

Branquias

3.2 Programas e bancos de dados utilizados



41

3.2.1 Programas de bioinformatica

Diversos programas de bioinformatica foram

utilizados no presente trabalho (Tabela 2). Seis

programas de montagem foram testados, assim

como trés programas referentes ao tratamento de

sequéncias brutas e outros trés para analises de

similaridade.

Tabela 2 — Lista dos programas de bioinformética
utilizados neste trabalho.

Programa Versao Funcéo Referéncia
Nomeador de EWING et al,
Phred 0.071220.c bage e 1998;: EWING e
qualidade  GREEN, 1998
Retirada de EWING et al,
Crossmatch  1.090518 vetores 1998;: EWING e
GREEN, 1998
Conversdodo  EWING et al,
phd2fasta 0.130911 formatophd  1998: EWING e
parafasta  "CpEEN, 1998
CAP3 12/21/07 Montagem HUANG;
MADAN, 1999
EWING et al,
Phrap? 1.090518 Montagem 1998: EWING e

GREEN, 1998
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Programa Versao Funcéo Referéncia
CHEVREUX;
MIRA? 4.0.2 Montagem WETTER:
SUHAI, 1999
. ZHENG et al.,
1
iAssembler 1.3.2 Montagem 2011
Trans- ROBERTSON et
AbySSt 152 Montagem al.. 2010
ZERBINO;
1 1
Velvet 1.2.09 Montagem BIRNEY, 2008
Busca por CAHAMACHO
BLAST+ 2:2.26 similaridade et al., 2009
InterProScan Multiplas ZDOBNOV;
5 5.8-49.0  analises de APWEILER,
similaridade 2001
Busca por
HMMER 32 3.1b1 similaridade EDDY, 2010

1 Programas somente utilizados nos testes.

2 Programas utilizados nas andlises do
InterProScan 5.
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3.2.2 Bancos de informacgdes bioldgicas

Onze bancos de dados foram utilizados para
realizacdo da anotacdo das sequéncias dos
experimentos. Nove deles tem como foco
sequéncias proteicas, e 0s restantes tratam de vias
metabolicas e terminologia (Tabela 3).

Tabela 3 — Lista dos bancos de dados utilizados na
anotacao das sequéncias.

Nome Escopo Referéncia

Conjunto de Ky /www.nebi.nim.nih.go

NR bancos de / tei
proteinas viprotein
Proteinas

Swiss-prot manuaimente UNIPROT
anotadas CONSORTIUM, 2008

Familias de HAFT, SELENGUT;

TIGRFAM? .
G proteinas WHITE, 2003
Familias de
proteinas
ProDomt geradas SERVANT et al., 2002
automaticamente

do UniProtkB

Pfam? Familias de FINN et al., 2014

proteinas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

44

Nome

Escopo

Referéncia

Prositet

SMART?

PRINTS?

SuperFamily?

Gene
Ontology

Reactome

representadas

em alinhamentos

multiplos

Documentagéao
de dominios de
proteinas,
familias e sitios
funcionais

Dominios de
proteinas

Compéndio de
fingerprints de
proteinas

Conjunto de
anotacdes
estruturais e
funcionais para
proteinas

Padronizacéo
do vocabulario
de anotagéo

Vias
metabdlicas

FALQUET et al., 2002

LETUNIC et al., 2004

ATTWOQOD et al., 1994

MADERA et al., 2004

ASHBURNER et al.,
2000

JOSHI-TOPE et al., 2005

1 Bancos utilizados nas andlises do InterProScan 5.
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3.3 Montagem e anotacdo das sequéncias

3.3.1 Nomeagéo de base, trimming, retirada de
vetores e converséo para fasta

Através do programa Phred, os reads e os
seus respectivos valores de qualidade foram
gerados a partir dos cromatogramas. Além disso,
também foi realizado o trimming dos reads com
valor de Phred minimo de 20. Os arquivos em
formato phd foram convertidos para o formato fasta
pelo programa phd2fasta. Os vetores utilizados nos
procedimentos de clonagem foram mascarados

através do programa cross_match.

3.3.2 Avaliacao de programas de montagem

As sequéncias de todos o0s experimentos
foram submetidas a montagem através de seis
programas (Phrap, CAP3, MIRA, iAssembler, Trans-

AbySS e Velvet). As montagens foram avaliadas
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através de scripts! quanto ao numero contigs e
reads ndo montados (singlets), tamanho N50? dos

contigs e qualidade média dos contigs.

3.3.3 Anotacéao

As sequéncias foram alinhadas através do
programa BLASTXx utilizando os bancos de dados
NR e Swiss-prot e a similaridade foi presumida para
os alinhamentos com valor de e-value menor que
10, A partir dos resultados do BLASTX, a cobertura
do subject® que alinhou e da sequéncia em DNA do
query* que alinhou foram obtidas através de um
script. As sequéncias também foram alinhadas
utilizando dados dos bancos TIGFAM, ProDom,
Pfam, Prosite, SMART, PRINTS e SuperFamily

! Conjunto de instrucdes para serem realizadas automaticamente
pelo computador.

2 E uma estatistica similar a média que mede tamanho de um
conjunto de sequéncias.

3 Sequéncia pertencente ao banco de dados, em andlises do
programa BLAST.

4 Sequéncia enviada para analise através do programa BLAST.
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através do programa InterProScan 5 (ZDOBNOV;
APWEILER, 2001). A partir dos resultados das
buscas no Swiss-prot, as respectivas anotacoes
GO foram obtidas, sendo o0 mesmo realizado para
os termos do banco Reactome.

Um script foi desenvolvido para a analise do
termos GO Slim®> de cada experimento. Através
dele os termos foram obtidos, contabilizados e
plotados automaticamente nas trés diferentes
categorias GO: funcdo molecular, componente
celular e processo biolégico. Um script semelhante
também foi desenvolvido para os termos Reactome.

Ao final de cada analise, o script
desenvolvido durante este projeto gera um relatério
contendo os principais resultados das andlises,
como estatisticas de montagem e anotacao,
histogramas, tabelas e gréaficos referentes aos

termos GO e Reactome

> Um conjunto de termos GO gerais, utilizados para se obter uma
visdo geral dos termos de um conjunto de genes.
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3.4 MySQL

Um esquema de tabelas para o banco de
dados MySQL foi desenvolvido buscando uma
estrutura intuitiva para pesquisadores sem
conhecimento de SQL. Esforcos foram feitos para
proteger a integridade dos dados, evitando a
duplicacdo e inconsisténcias, através da
normalizacéo dos dados.

A automatizacdo dos processos de
montagem, anotacdo e depdsito das informacdes
no banco de dados MySQL foi feita através de
scripts, escritos na linguagem de programacao
Python e estdo listados na Tabela 4. Os scripts
foram desenvolvidos para facil utilizacdo de
qualguer pessoa com minima experiéncia em linha
de comando.

Como as buscas em um banco de dados
MySQL requerem um cbédigo que poucos
pesquisadores estdo familiarizados, um script foi
desenvolvido para a realizacdo dos principais tipos

de buscas, de forma simples, gerando um arquivo
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HTML de facil visualizacdo. A Figura 9 esquematiza

0 processo de analise.

Sequéncias InterProScan5
consenso

BLAST+
Expressao
diferencial
CAP3
Sequenciador

Cromatogramas Banco de dados MySQL
Gene Reacto
Ontology el

Phred

Amostras
biolégicas

g

me
U

(1.
w

Reads

¢

Figura 9 — Diagrama de trabalho para as analises
dos sequenciamentos realizados no LABCAI,
UFSC. As etapas em cinza estdo contidas no
sistema de andlise.

3.5 Comparacdo das respostas biologicas
dos peixes Prochilodus lineatus e Poecilia
vivipara expostos a atrazina, cobre e fenantreno

Os experimentos utilizando as espécies de
peixes Prochilodus linetaus e Poecilia vivipara,
expostos a atrazina, cobre e fenantreno, foram

comparados através dos resultados das analises
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feitas pelo sistema desenvolvido. Além disso, as
proteinas homologas alinhadas no banco nr foram
classificadas quanto ao seu processo biolégico

através de informacdes encontradas na literatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Escolhado programa de montagem

A partir das sequéncias montadas pelos seis
programas testados, utilizando os 12 experimentos
listados na Tabela 1, quatro gréficos foram
montados. Para o numero médio de sequéncias
montadas (Figura 10), o Phrap obteve o melhor
desempenho, gerando em média 54,79 sequéncias,
enquanto que o MIRA teve o pior desempenho, com

23,38 sequéncias em média.
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Média de sequéncias
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1 |
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Programas

Figura 10 — Numero meédio de sequéncias obtidas
através de seis programas de montagem.

Com relagdo ao tamanho das sequéncias
montadas (Figura 11), avaliadas pelo tamanho do
contig N50, o programas CAP3, iAssembler, MIRA e
Phrap tiveram desempenhos bastante similares,

com tamanho de contig N50 médio de
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aproximadamente 450 nucleotideos. O programa
Velvet teve um desempenho bastante insatisfatorio

neste teste.

480
|

460
|

45300 49505

44581 44505
430.68
373.79

CAP3  iAssembler  MIRA Phrap Trans.Abyss Velvet

N50 médio
400 420 440
1 1 |

380
|

360
|

340
L

Programas

Figura 11 — N50 médio de sequéncias obtidas
através de seis programas de montagem.

Visando avaliar a qualidade do ponto de vista
biolégico das montagens, o niumero de hits Unicos
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no banco de dados Swiss-prot foi calculado (Figura
12). Nesta analise o programa Phrap teve o pior
desempenho, com somente 36,80% de suas

sequéncias alinhando com um gene unico.

60
I

50
1

43.84

4153 41.44 I
o - I I

41.15

20 30 40
| 1

Porcentagem média de hits Unicos

10
1

39.67
ISS.. I I

CAP3  iAssembler  MIRA Phrap  Trans.Abyss Velvet

Programas

Figura 12 — Porcentagem média de hits Unicos no
banco de dados Swiss-prot para as montagens de
seis programas de montagem.
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Por fim, a qualidade média dos contigs foi
calculada para os programas que geram 0 arquivo
de qualidade (Figura 13). Neste teste o programa
CAP3 se saiu consideravelmente melhor que os
demais (MIRA e Phrap).

100
|

60
|

1

Qualidade média
40

20
|

CAP3 MIRA Phrap

Programas

Figura 13 — Qualidade média dos contigs obtidos
através de trés programas de montagem. Os
programas iAssembler, Trans-ABySS e Velvet ndo
geram um arquivo contendo os valores de
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qualidade das sequéncias e por isso ndo foram
incluidos nesta andlise.

Os programas CAP3, iAssembler, MIRA e
Phrap utilizam algoritmos do tipo sobreposicdo-
consenso, em que as sequéncias sdo geradas a
partir da sobreposicdo dos reads. Esse tipo de
algoritmo € bastante utilizado na montagem de
sequéncias Sanger. Os programas Trans-ABySS e
Velvet utilizam algoritmos baseados em grafos de
Brujin®, que é menos custoso computacionalmente,
mas necessario para analises de sequenciamentos
de alto rendimento. As analises aqui feitas mostram
que, para reads Sanger, os algoritmos de
sobreposi¢cao-consenso geram resultados
melhores.

O programa iAssember utiliza um sistema de
analise interativo, usando os programas MIRA,
CAP3 e mega-blast, além de trés niveis de

correcédo de erros de montagem (ZHENG et al.,

6 Representam a sobreposicdo entre sequéncias.
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2011). Por isso, as sequéncias geradas pelo
IAssembler possuem menos erros de montagem
(ZHENG et al., 2011).

A baixa média de sequéncias geradas pelo
programa MIRA é resultado do fato deste programa
ndo gerar singlets’, ao contrario de programas
como CAP3 e Phrap. A superioridade na qualidade
média das sequéncias geradas pelo CAP3 é
consequéncia da remocdo de regides de baixa
qualidade nas extremidades 3’ e 5’ realizadas pelo
programa (HUANG; MADAN, 1999).

Lang e colaboradores, em 2000, realizaram
uma comparacdo entre os programas CAP3 e
Phrap e concluiram que CAP3 contém montagens
mais fiéis, pois o Phrap tem baixa sensibilidade na
montagem e acaba sacrificando a fidelidade das
sequéncias consenso. Por fim, o0s programas
CAP3, iAssembler e Phrap realizaram montagens

semelhantes, com a maior diferenca sendo a

7 Reads que n3o tiveram similaridade com nenhum outro e que,
portanto, ndo foram montados em contigs.
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qualidade meédia significativamente maior para o
CAP3.

4.2  Scripts desenvolvidos para analise
Visando automatizar e padronizar andlises
posteriores no LABCAI, foram desenvolvidos varios

scripts em Python (Tabela 4).

Tabela 4 — Lista dos scripts desenvolvidos neste
trabalho.

Nome Funcéo

blast-extra Calcula variaveis extras para o arquivo
Py de saida do BLAST+

UNibrot2ao Busca anotacdes Gene Ontology para

prot=go.py termos de acesso UniProtKB

. Busca anotacdes Reactome para termos

uniprot2reactome. py de acesso UniProtkB

Obtém, contabiliza e produz um gréafico

go.py com os termos GO Slim mais comuns

para determinado experimento

Contabiliza e produz uma tabela com os
reactome.py termos Reactome mais comuns para
determinado experimento
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Nome

Funcéo

report.py

sanger.bash

sanger2sql.py

search-sql.py

Produz um relatério em HTML contendo
varios resultados da analise em questao

Executa todas as etapas de analise
automaticamente

Importa os resultados das andlises para
0 banco MySQL

Realiza buscas pré-definidas no banco
de dados e produz uma tabela HTML
com os resultados

O script blast-extra € utilizado para calcular

duas variaveis extras no arquivo de saida do

BLASTx: a porcentagem da proteina alvo que foi

alinhada e a sequéncia em DNA enviada que

alinhou. Os scripts uniprot2go e uniprot2reactome

servem para buscar anotacdes dos respectivos

bancos a partir de codigos de acesso do Swiss-

prot.

O script go contabiliza os termos GO das

analises, gerando trés graficos com os termos mais

comuns para as categorias de termos GO: funcéo
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molecular, componente celular e processo biolégico
(Figura 14)

Coagulagao sanguinea

Regulagao negativa de endopeptidase
Hemostasia

Sistema complemento, via classica
Ativacéo de plaquetas

Sistema complemento, via alternativa

Resposta inflamatéria

Frequéncia (%)

Figura 14 — Exemplo de gréfico para os termos GO
da categoria processo biolégico, gerado pelo script
goslim.

O script reactome produz uma tabela HTML
com as vias metabdlicas Reactome mais comuns

nos resultados das analises Tabela 5.
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Tabela 5 — Exemplo de tabela para os termos
gerado pelo script reactome.

Nome Termo Frequéncia (%)
Via comum de coagulagdo REACT 327369 | 10,53
Via intrinseca de coagulagdo | REACT 289856 | 10,53
Degranulagdo de plaquetas REACT_318 10,53

O script em bash chamado sanger, por sua

vez, é responsavel por automatizar todo o processo

de andlise em um s6é comando, enquanto que o

7

script report € produz um relatério sintetizando

todos os resultados da analise Figura 15.




Prochilodus lineatus - Atrazina

Dados do experimento:

Espécie: Prochilodus lineatus

Contaminante: Atrazina

Tempo de exposigio: 24h

Tecido: Figade

Estatisticas da analise

Contigs ¢ singlets: 66

N50:427
Hits NR: 35

Hits InterProScan3: 223

Termos GO: 249

Termos Reactome: 47

62

Resultados NR:
= Porcentagem
nggg;;ge Descricao vaﬁ:ue da proteina Especie Contaminante | Biblioteca
alinhada
fibrinogen alpha chain, partial . Prochiodus S
AGO58845.1 [Carassius auratus] 2e-28 | 49.55 fineatus Atrazina forward ACAATA
XP 0072381581 | PREDICTED: complement C3-ke | 1, gq Prochiodus | pirazina forward | ACTATGC

[Astyanax mexicanus]

lineatus

Figura 15 — Exemplo de relatério com os resultados
da analise produzido pelo script report.

Para inserir os resultados no banco de dados

MySQL foi criado o script sanger2sql. Por ultimo, o

script search-sgl realiza buscas pré-determinadas

no banco, onde o usuario sO precisa inserir alguma

palavra-chave, como 0 nome de um gene, ou um

termo GO de interesse.
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Véarios sistemas de analise para
bioinforméatica ja foram desenvolvidos (OVERBEEK
et al., 2000; MARKOWITZ et al., 2008; DE
OLIVEIRA et al.,, 2005; WAGNER et al.,, 2014,
D’ANTONIO et al, 2013). O objetivo destes
sistemas € facilitar o armazenamento, analise e
apresentacdo dos resultados das analises que
propdem. Aqui, todo o processo de analise foi
automatizado em um anico script chamado sanger.
Além disso, pode-se gerar um relatério em formato
HTML contendo todos os resultados das analises.
Todos os scripts foram desenvolvidos de forma
simples e sdo de uso facil por pessoal com pouca

experiéncia na linha de comando.

4.3 Banco de dados MySQL

A estrutura para o banco de dados MySQL
desenvolvida contém seis tabelas, sendo capaz de
armazenar varias informacdes sobre as diversas

analises contidas no sistema (Figura 16). A tabela
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completa, contendo os nomes de todas as colunas,

pode ser encontrada no Apéndice A.

iprscanS

id

sequence_id go

id

sequence < 11,893 rows blast_id

experiment id

id |———O0={experiment_id blast < 14,050 rows

id

[19 rows J1 > ¢ 1]e85 rows 2 > sequence_id pathway

id

< 1 |874 rows |2 > blast_id

< 11,367 rows

Generated by SchemaSpy

Figura 16 — Versdo simplificada do esquema
MySQL para o banco de dados. A versdo completa
contendo todas as informacbes pode ser
encontrada no Apéndice A.

O esquema de tabelas foi desenvolvido com
o0 intuito de separar os resultados de forma intuitiva
para pessoas ndo familiarizadas com a ciéncia da
computacdo. As seis tabelas contéem dados sobre
as analises em ordem cronolégica, comeg¢ando com
as informagBes dos experimentos, passando as
sequéncias e entdo as anotacdes. A nomenclatura

das colunas foi feita obedecendo os nomes ja
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definidos pelos programas, facilitando a busca. Os
tipos de dados para as mais variadas informacoes
foram escolhidas buscando boa precisdo e uso
minimo de espaco de armazenamento.

Uma das etapas mais importantes no
desenvolvimento de bancos de dados relacionais é
a normalizacdo (NELSON; REISINGER; HENRY,
2003). No presente esquema, esforgos foram feitos

para diminuir ao maximo a redundancia de dados.

4.4 Comparacdo das respostas bioldgicas
dos peixes Prochilodus lineatus e Poecilia
vivipara expostos a atrazina, cobre e fenantreno

Através dos sistema de analise, foram
montadas sequéncias de seis experimentos SSH,
dos peixes Prochilodus lineatus e Poecilia vivipara

expostos a atrazina, cobre e fenantreno (Tabela 6).
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Tabela 6 — Estatisticas dos resultados das andlises
dos experimentos SSHs para Prochilodus lineatus e
Poecilia vivipara expostos a atrazina, cobre e
fenantreno.

Termos Termos

Experimento Contigs  N50 (pb) Hits nr GO  Reactome
P. lineatus — Atrazina 66 427 35 249 47
P. lineatus — Cobre 30 370 15 65 37
P. lineatus — Fenantreno 67 406 28 283 98
P. vivipara — Atrazina 77 453 62 533 180
P. vivipara — Cobre 49 471 40 483 220
P. vivipara — Fenantreno 50 466 34 285 47

Todas as sequéncias anotadas no banco de
proteinas nr foram classificadas segundo seus
respectivos processos biolégicos, através de
informacdes encontradas na literatura cientifica. Os
Apéndice B-G apresentam estas sequéncias
anotadas separadas pelo processo biolégico a qual
pertencem, nome da proteina, cédigo de acesso do
GenkBank, e-value e a porcentagem da proteina
alvo que foi alinhada. Os resultados das analises

dos processos biolégicos GO e termos Reactome



estdo apresentados na Figura 17 e Tabela

respectivamente.
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Poecilia vivipara - Atrazina
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Prochilodus lineatus - Cobre
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Poecilia vivipara - Cobre

Regulagéo negativa de endopeptidase
Transporte de transmembrana
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Processo de oxidacao-reducao
Ativagéo de plagutas

Resposta inflamatéria

Sistema complemento, via classica
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Prochilodus lineatus - Fenantreno

Regulagéo negativa da endopeptidase

Processo de oxidacao-redugéo

Transporte de ions

Gliconeogénse

Coagulacao sanguinea
Protedlise

Ativagao de plaquetas

T T T T 1
6 8 10 12 14

Frequéncia (%)

Poecilia vivipara - Fenantreno

Regulagao negativa de endopeptidase - 4.55

Transporte de agua
Protedlise

Coagulagao sanguinea
Resposta celular a drogas

Gliconeogénse

Transporte de lipidios

Frequéncia (%)

Figura 17 — Termos GO mais frequentes para a
categoria processo biolégico das SSH de
Prochilodus linetaus e Poecilia vivipara expostos a
atrazina, cobre e fenantreno.
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Tabela 7 — Termos Reactome mais frequentes das
SSH de Prochilodus linetaus e Poecilia vivipara
expostos a atrazina, cobre e fenantreno.

Frequéncia Frequéncia
Nome Termo %) Nome Termo %)
Prochilodus lineatus — Atrazina Poecilia vivipara - Atrazina

Via intrinseca REACT_289856 11,76 Via intrinseca ~ REACT_326 6,12

Degranulacao

REACT_318 11,76 Via comum REACT_1439 6,12
de plaquetas - -

Viacomum REACT_327369 11,76 [Gliconeogénese REACT_286441 4,08

Transportadores Ativacio de C3

de ions de REACT_20547 5,88 ¢ REACT_7972 4,08

e C5

metal SLC
Carboxilagdo de Ativacéao inicial

precursores REACT_351465 5,88 do REACT_8024 4,08

proteicos complemento
Prochilodus lineatus — Cobre Poecilia vivipara - Cobre

Degranulacao
de plaquetas

Degranulacéo

REACT_307071 18,75
= de plaquetas

REACT_307071 7,94

InteracGes da

p ; REACT_319261 12,50 Viacomum REACT_286713 4,76
integrina - -

Sinalizacgao alfa

llbbeta3da REACT 330010 12,50 | 'Meracdes da

REACT_319261 4,76

integrina integrina
Sinalizacao
Viacomum REACT_286713 12,50 MAPK para REACT_332492 4.76
integrinas
Sinalizacao Sinalizacao
MAPK para REACT_332492 12,50 |alfallb beta3 de REACT_330010 4,76
integrinas integrinas
Prochilodus lineatus — Fenantreno Poecilia vivipara - Fenantreno

Viacomum REACT_327369 7,69 Contracdo de REACT_324616 16,67
musculo
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Nome Termo Freq(;f)ncia Nome Termo Fre(ztj/sncia
Prochilodus lineatus — Atrazina Poecilia vivipara - Atrazina
estriado
Interagdes da Biogépese de
REACT_13552 7,69 vesiculas REACT_308445 556

integrina . A
lisossomais

Gliconeogénese REACT_115534 3,85 |Gliconeogénese REACT_305537 5,56

Associagéo de

THC/CCT com REACT 326227 3,85 | |[ansporte por

. REACT_23826 5,56
aquaporinas

proteinas
ST Contracéo de
alfallb beta3 de REACT_15523 3,85 ntracao REACT_20558 5,56
] : musculo liso
integrinas

Peixes sdao o0 grupo mais diversos de
vertebrados, com quase 25.000 diferentes espécies
ocupando a maioria dos nichos aquaticos. Assim, o
monitoramento da saude de peixes oferece uma
boa compreensdo da condicdo do ambiente
aquatico (ZELIKOFF et al., 2000). Esta comparacao
tem como objetivo encontrar algum padrdo de
resposta entre 0s experimentos.

Primeiramente, € clara a semelhanca das
respostas entre as duas espécies de peixes. Isso

talvez se deve ao fato de ambos serem
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relativamente proximos evolutivamente, ja que
ambos pertencem a classe Actinopterygii. Nos
experimentos de exposicdo a atrazina e cobre,
tanto na classificagéo putativa (Apéndices B-G), nos
termos GO mais comuns para processos biolégicos
(Figura 17) e termos Reactome (Tabela 7) é clara a
presenca de genes envolvidos em processos de
imunidade inata, coagulacdo sanguinea e
inflamacéo, como os fibrinogénios e proteinas do
sistema complemento. Proteinas com capacidade
de inibir endopeptidases também sdo frequentes.
Ja para os experimentos envolvendo fenantreno,
apesar da coagulacdo estar presente, a imunidade
inata ndo é tdo observada (Figura 17).

Varios estudos em seres humanos
demostram a ativacéo do sistema complemento por
toxinas e poluentes (PATON; ROWAN-KELLY;
FERRANTE, 1984; ORTH et al., 2009; HEIDEMAN,
1979; HULANDER et al., 2009). Muitos estudos
também revelam que mesmo exposicdo a doses

baixas de xenobibticos podem inibir a imunidade
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adaptativa ao longo do tempo e assim aumentar o
risco de infeccéo (ILBACK e FRIMAN, 2007).

O sistema complemento € um dos principais
representantes da imunidade inata, com mais de 30
componentes, em maioria proteinas plasmaticas,
agindo como enzimas ou proteinas de ligacéo
(MULLER-EBERHARD, 1988). Estas proteinas
interagem de maneira altamente regulada,
participando de diferentes funcées como eliminacao
de antigenos, lise de células estranhas, fagocitose,
quimiotaxia e mediacdo de respostas inflamatoria
(MULLER-EBERHARD, 1988).

Uma interacdo entre o0s sistemas de
coagulacdo e complemento ja havia sido proposta,
pois ambas descendem do mesmo sistema
ancestral, e em 2008 a via molecular desta
interacéo foi descrita (AMARA et al., 2008). Uma
inflamacéo sistémica gera uma ativacdo macica da
cascata de coagulacdo, devido a geracdo de
trombina, repressao de mecanismos
anticoagulantes e inibicdo da fibrindlise (LEVI et al.,
2003; AMARA et al., 2008), como também uma



74

hiperativacéo do complemento, liberando
anafilatoxinas, promovendo inflamacdo aguda,
ativando quimiotaxia e ativagdo de mastocitos.
Proteinas envolvidas na fase aguda da inflamacéo
como o fibrinogénio estdo bastante presentes nas
respostas observadas. Gabay e colaboradores
(1999) descobriram que estas proteinas aumentam
em até 25% em resposta a dano, infeccdo ou
inflamacéo. XIE e colaboradores (2009) também
afrmam que o0 aumento na expressdo de
fibrinogénio é uma evidéncia de inflamagéo
sistémica.

As proteinas do sistema complemento
também tem expressdo induzida com estimulos
inflamatérios (KATAGIRI; HINDRA; AOKI, 1999).
Em 2008, Mattos e colaboradores observaram
inducdo da expressédo da proteina C3 em Poecilia
vivipara exposta a fragdo acomodada de Oleo
diesel.

Componentes da imunidade inata aparentam
ser bastante conservados entre  espécies
(HOFFMANN et al., 1999; ULEVITCH, 2000). Isto
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significa que a sensibilidade da imunidade inata a
determinado contaminante & similar entre diversas
espécies, 0 que pode tornar monitoramentos de
impactos ambientais mais eficientes (BOLS et al.,
2001).

4.4.1 Atrazina

Rohr e McCoy (2010) realizam uma reviséo
da literatura sobre os efeitos da exposicdo de
atrazina em peixes e anfibios. Eles relataram que
16 dos 18 estudos observados demonstravam uma
reducdo da imunidade adaptativa em peixes e
anfibios. Por outro lado, a exposicdo a atrazina
também aumentava o risco de infeccdo pode
nematodeos, virus ou bactérias em 12 de 14
estudos.

Outra revisao critica da literatura envolvendo
efeitos da exposicdo a atrazina foi realizada por
Solomon e colaboradores em 2008. Muitos
trabalhos que observaram os efeitos da atrazina em

mamiferos revelam a supressdo da imunidade
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adaptativa (FOURNIER et al., 1992; WHALE et al.,
2003; FILIPOV et al., 2005; KARROW et al., 2005),
diminuicdo do numero de linfocitos (WALSH e
RIBELIN, 1975) e aumento na atividade fagocitica
de macrofagos (FOURNIER et al., 1992), indicando
uma repressao da imunidade adaptativa e aumento

da imunidade inata pela fagocitose.

4.4.2 Cobre

Com relagédo a imunidade, Dethloff e Bailey
(1998) relatam reducdo dos linfocitos circulantes
em 15%, células B em 56% e elevacdo de
neutréfilos e monocitos em Oncorhynchus mykiss.
Dick e Dixon (2000) também observaram reducao
de linfécitos, mas aumento de trombdcitos e
neutrofilos.  Véarios outros estudos também
observaram aumento de neutrofilos circulantes em
organismos expostos a cobre (WEYTS et al., 1998;
ZEEMAN e BRINDLEY, 1981). Assim como na

exposicdo a atrazina, aqui temos uma diminui¢ao
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da imunidade adaptativa e aumento da inata pela

fagocitose, através dos neutrofilos.

4.4.3 Fenantreno

Peixes coletados de aguas poluidas por
HPAs possuem lesdes em bréanquias, pele e
nadadeiras causadas por infeccbes (SEELEY e
WEEK-PERKINS, 1991). Uma revisdo da literatura
sobre os efeitos de HPAs em peixes revela que
estes suprimem tanto a imunidade inata quanto a
adaptativa em peixes (REYNAUD e DESCHAUX,
2006). Carlson e  colaboradores  (2002)
demonstraram aumento na suscetibilidade de
infeccdo por bactérias pela exposicdo de HPAs em
peixes.

Apesar de termos relacionados a imunidade
inata ndo estarem entre 0S mais comuns nos
experimentos envolvendo fenantreno (Figura 18),
varios genes deste sistema foram encontrados
(Apéndices D e G). Este resultado & contrario aos

resultados anteriores observados na literatura.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Os programas CAP3, iAssembler e Phrap
geraram montagens melhores a partir de
sequéncias obtidas através de metodologia de
sequenciamento Sanger, com maior ndmero de
sequéncias e tamanho do contig N50. Ainda, as
sequéncias geradas pelo CAP3 tém o diferencial de

possuirem maior qualidade.

e O sistema de andlise aqui desenvolvido
facilita o armazenamento, analise e apresentacao
de analises de sequenciamentos do tipo Sanger. No
futuro, pretende-se também dar suporte aos

sequenciamentos de nova geracgao.

e O esquema de tabelas relacionais para o
banco de dados MySQL passou por normalizagao,
evitando redundéncia nos dados. A nomenclatura
das tabelas e colunas é de facil compreensédo a

pessoas inexperientes em SQL.
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e A exposicdo dos peixes Poecilia vivipara e
Prochilodus lineatus a atrazina, cobre e fenantreno
gerou respostas semelhantes nas duas espécies.
Muitos genes envolvidos em processos de
imunidade inata, como o sistema complemento e o
sistema de coagulacdo sanguinea foram ativados
na exposicdo a atrazina, cobre e fenantreno,
indicando danos celulares causados pelos
compostos. A indugcdo da expressao desses genes
provavelmente € realizada através do aumento na
susceptibilidade a infeccbes causada pela
exposicdo a xenobidticos. Esse aumento gera
estimulos inflamatérios que podem ativar a
expressdo de proteinas do sistema complemento e

de coagulacao.
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Apéndice A — Esquema para o banco de dados
MySQL desenvolvido.

iprscans
id
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db 20
accession id

sdesc accession
gstart type
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score evidence
sequence_Ld blast_id

< 1 (1,833 rows
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Apéndice B - Lista de genes induzidos pela

exposicdo a atrazina em

figado de

peixes

Prochilodus lineatus. Os genes homélogos foram
encontrados através de alinhamentos (BLAST) no

banco de dados nr.

- Proteina
Processo Codigo de E- alvo
bioldgico/descricdo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Coagulacdo sanguinea
Antitrombina 3 XP_007240173.1 1e-31 17,23
Imunidade
Colectina 12 XP_007255963.1 4e-26 25,00
Complemento C3 XP_007238158.1 1e-63 35,37
Fibrinogénio alfa AGO58845.1 2e-28 49,55
Fibrinogénio beta NP_997939.1 3e-20 9,28
Imunidade e coagulacéo
sanguinea
inibidor de protease do b 0972370221 3e-39 17,51
plasma C1 -
Interagdo virus-
hospedeiro
Proteina AMBP NP_957412.2 47,40

le-
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Processo
biolégico/descricao

Metabolismo de retinol

Proteina de ligacéo ao
retinol 4

Resposta a compostos
téxicos

Proteina de ligacéo
saxitoxinas e
tetrodotoxinas 2

Transporte de lipidios

Apolipoproteina C-I

Transporte de oxigénio

Hemoglobina beta

Cédigo de
acesso
GenBank

XP_007232922.1

XP_007238277.1

XP_007231203.1

XP_007238254.1

E-

Proteina

alvo

value alinhada

67

3e-
23

3e-
20

2e-
14

3e-
17

(%)

25,26

33,16

65,88

26,35
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Apéndice C - Lista de genes induzidos pela
exposicdo a cobre em figado de peixes Prochilodus
lineatus. Os genes homodlogos foram encontrados
através de alinhamentos (BLAST) no banco de
dados nr.

. Proteina
Processo Cadigo de E- alvo
biolégico/descricdo acesso value alinhada
GenBank

(%)

Adesao celular

. 2e_

Caderina XP_007239384.1 40 41,45

Glicoproteina associada a XP 0072384041 9-25 2520

microfibrilas

Apoptose

Proteina tumoral de-
traducionalmente controlada XP_007246736.1 32 34,50
Comunicacéo celular

Proteina de jungéo celular de-

GAP Cx32 2 XP_007255451.1 38 32,67
Imunidade

Fibrinogénio alfa AAH75895.1 942 14,33

Fibrinogénio beta XP_007242808.1 5o, 34,92
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Processo
biolégico/descricao

Imunidade e coagulacéao
sanguinea

Inibidor de protease do
plasma C1

. Proteina
Cdbdigo de E. alvo
acesso value alinhada
GenBank (%)
110
3e-
XP_007237022.1 34 15,62
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Apéndice D - Lista de genes induzidos pela
exposicdo a fenantreno em figado de peixes
Prochilodus lineatus. Os genes homélogos foram
encontrados através de alinhamentos (BLAST) no

banco de dados nr.

- Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descri¢éo acesso value alinhada

GenBank

(%)

Enovelamento de
proteinas
Proteina complexo-T 1 eta XP_009949993.1 66'31_ 35,53
Imunidade
Fibrinogénio beta XP_007242808.1 1982' 62,34
Lectina tipo-C 4-D XP_006642436.1 1182' 14,54
Glicélise e imunidade
Glicose 6 fosfato isomerase XP_007228249.1 12;0 35,44
Gliconeogénese
Fosfoenolpiruvato XP 0072442251 2 2340
carboxilase - 84
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biologico/descrigcdo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Imunidade e coagulacao
sanguinea
Antitripsina alfa 1 XP_007253008.1 3563 26,40
Glicoproteina rica em XP 0072526441 ¢ 3847
histidina - 63
Prototrombina XP_007244969.1 316(; 10,41
Inibicdo de protease
Inter alfa inibidor de tripisina 3e-
cadeia pesada H2 XP_007235043.1 ;. 20,09

Resposta a estresse

Aldeido desidrogrenase 7-

Al XP_003390782.1 3e-7 37,31

Transporte de ions

Ceruloplasmina XP_006007918.1 1‘; 3,04
Serotransferina 2 XP_007257884.1 e 4554

12
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Apéndice E - Lista de genes induzidos pela
exposicdo a atrazina em figado de peixes Poecilia
vivipara. Os genes homodlogos foram encontrados
através de alinhamentos (BLAST) no banco de

dados nr.
. Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricdo acesso value alinhada
GenBank
(%)
Apoptose
Inibidor bax 1 XP_007566952.1 2e-29 22,73
Proteina guanina de ligacdo 6e-
ACO014497.1 11,04
a nucleotideos beta 2 12
Biomineralizacéo
Ectonucleotideo Ze-
pirofosfatase/fosfodiesterase XP_007569097.1 40 7,95
2
Biosintese de acidos
biliares
Esterol alfa 12 hidroxilase ~ XP_008432528.1 °. 1546

43
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Coagulagédo sanguinea,
guimiotaxia
Cofator de heparina 2 XP_007563577.1 14;8 40,79
Glicdlise
Frutose bifosfato aldolase B XP_007548330.1 122el 46,70
Homeostase do colesterol
Proteina transmembrana 97 XP_008423439.1 486(; 80,23
Imunidade
Complemento C3 XP_008426008.1 112eo 11,67
Complemento C4 XP_007559679.1 9e-94 11,31

Imunoglobulina de alta
afinidade gama Fc receptor XP_007568184.1 7e-35 18,79
IB

Imunidade e coagulacéo
sanguinea

Cininogénio 1 XP_008404505.1 3e-59 26,95
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. Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada

GenBank
(%)
Fibrinogénio gama XP_008402544.1 8e-20 11,29
Prototrombina XP_007541445.1 7e-06 15,72
Inibidor de protease do XP_005807821.1 3e-16 6,53
plasma C1 -
Inibic@o de proteases
Inter_alfa inibidor de tripisina XP 007552244.1 4e-97 5,83
cadeia pesada H2 -
Macroglobulina alfa 2 XP_005807548.1 5e-78 9,28
Inter_alfa inibidor de tripisina XP 007552244.1 2e-95 19,30
cadeia pesada H2 -
Protedlise
3e-
Elastase 1 XP_007577589.1 100 64,55
o le-

Tripsina 1 XP_007553823.1 97 59,50
Interagdo virus-
hospedeiro
Proteina AMBP XP_008422211.1 2e- 20,92

47
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Metabolismo de
aminoacidos
Homogentisato dioxigenase XP_008436825.1 12% 11,29
Metabolismo de cetonas
Succinil CoA coenzima XP 008416554 1 2e- 22.39
trasferase - 61
Metabolismo de colesterol
Apolipoproteina B-100 XP_005475014.1 1262_ 2,03
Metabolismo de lipidios
Lipoproteina lipase XP_005806437.1 71955 7,54
Sinalizac¢é&o celular
Proteina de superficie 3e-
celular A33 XP_003969896.1 40 40,21
Transporte de
carboidratos
Glicose-6-fosfato XP_007575988.1  34_ 30,77



110

Processo
biolégico/descricéo

translocase

Transporte de lipidios

Apolipoproteina A-

Transportador de anion
organicos em soluto 2A1

- Proteina
Cdédigo de E. alvo
acesso value alinhada
GenBank (%)
80
5e-
XP_008424299.1 68 44,87
6e-
XP_007571452.1 10 7,65
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Apéndice F — Lista de genes induzidos pela
exposicdo a cobre em figado de peixes Poecilia
vivipara. Os genes homologos foram encontrados
através de alinhamentos (BLAST) no banco de
dados nr.

- Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricdo acesso value alinhada
GenBank
(%)
Adeséo celular
Complexo protéico ligador Se-
a fator de crescimento XP_007560522.1 15,25
: SR - 07
subunidade acida labil
P_rotelna de ligacéo ao XP 0075515161 9e- 13,46
hialuronato 2 - 49
Apoptose
Proteina guanina de )
e_
ligagdo a nucleotideos beta XP_005795376.1 68 35,33
2
Coagulacdo sanguinea
Plasminogénio XP 0075733131 S 16,92

82
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. Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada
GenBank
(%)
Glicdlise
Beta enolase XP_005816431.1 189(; 29,49
Glucuronidacéao de
xenobibticos
UDP 2e-
glucuronosiltransferase 1-1 XP_007570405.1 95 28,21
UTP glicose 1 fosfato XP 008416114.1 /& 33,94
uridililtransferase 111
Imunidade
4e-
Complemento C3 AEJ08067.1 34 3,81
oo - 4e-
Fribrinogénio alfa XP_008401331.1 30 7,76
. . 2e-
Fibronectina XP_007560176.1 39 2,83

Imunidade e coagulacao
sanguinea
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. Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Fibrinogénio gama XP_008402544.1 11% 61,81
Inibic&o de proteases
Inter alfa inibidor de le-
tripisina cadeia pesada H3 XP_007563409.1 88 16,04
Inter alfa inibidor de 2e-
tripisina cadeia pesada H2 XP_007574610.1 46 10,83
Macroglobulina alfa 2 XP_005807548.1 5467' 5,74
Metabolismo de
colesterol
Apolipoproteina B-100 XP_005475014.1 4296 3,69
Metabolismo de lipidios
Fosfolipase A2 XP_008415777.1 5;; 61,11
Oxidacé&o-reducéo
Citocromo P450 2F2 XP_007553247.1 ge- 35,99

117
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. Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descricéo acesso value alinhada
GenBank
(%)
Citocromo P450 3A30 XP_007544553.1 2(;35' 67,36
Citocromo P450 3A56 XP_007576306.1 151_ 6,46
Gl_utatlona S-transferase 3 XP 007574665.1 6e- 52.14
microssomal - 40
Regulagéo imunidade
. 4de-
Fucolectina 7 XP_007569946.1 17 43,17
Transporte de lipidios
Apolipoproteina Eb XP_008429391.1 5667_ 50,19
Apolipoproteina C-I XP_008429390.1 3361_ 79,52
Biosintese de piridina
Quinureninase XP_007568732.1 S 29,59

94
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Apéndice G - Lista de genes induzidos pela
exposicdo a fenantreno em figado de peixes
Poecilia vivipara. Os genes homologos foram
encontrados através de alinhamentos (BLAST) no
banco de dados nr.

- Proteina
Processo Codigo de E- alvo
biolégico/descri¢céo acesso value alinhada
GenBank (%)

Adesao celular

Complexo protéico ligador a
fator de crescimento XP_007560522.1 5e-07 15,25
subunidade &cida labil

Biomineralizacéo

Ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase XP_007569097.1 4e-85 15,56
2

Coagulagéo sanguinea,
guimiotaxia

4e-

Cofator de heparina 2 XP_007563577.1 120

35,05

Glicolise
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
bioldgico/descrigéo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Frutose bifosfato aldolase B XP_007548330.1 5e-76 37,36
Gliconeogénese
Frutose 1,6 bifosfato 1 XP_007548901.1 4e-34 18,10
Glucuronidacéao de
xenobibticos
UTP glicose 1 fosfato XP_006806870.1 4e-62 79,37
uridililtransferase -
Imunidade
Complemento C3 XP_006806870.1 2e-41 4,45
Complememto C8 gama XP_005803373.1 5e-39 30
Imunidade, inflamacao
Lisozima C XP_007575081.1 3e-77 81,51
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
bioldgico/descrigéo acesso value alinhada
GenBank
(%)
Inibicdo de proteases
Macroglobulina alfa 2 XP_007544742.1 6e-26 7,13

Inter alfa inibidor de tripisina

cadeia pesada H2 XP_007574610.1 6e-47 10,83

Metabolismo de
aminoacidos

Triptofano 2,3 dioxigenase ~ XP_008419272.1 6e-21 11,14

Protedlise
Carboxipeptidase Al XP_007570371.1 9e-37 16,59
Transporte
Aquaporina 7 XP_008407704.1 17592 61,38

Transporte de ions
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oy Proteina
Processo Codigo de E- alvo
bioldgico/descrigéo acesso value alinhada

GenBank
(%)

Serotransferina 2 XP_007559512.1 1e-09 4,49
Transporte de lipidios
Apolipoproteina A-1 XP_008429393.1 3e-16 44,87
Apolipoproteina C-I XP_008429390.1 3e-31 79,52
Proteina de ligac&o a &cidos XP 0084293021 2e-75 92,86
graxos -
Transporte de proteinas
Fator de ADP-ribosilagéo XP_009439877.1 2e-50 36,40




