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Abstract. Computational techniques play an important role in the post-genomic
era, due to the amount of biological data generated and released. In this context,
this paper carry out an in silico analysis of 624 and 632-dependent promoter
sequences. It was made by using the clustering technique with stability values
as input data. The content of the clusters was analyzed by average purity
obtained for the clusters. In general, all the clusters presented 63% of purity.
However, the clusters 7, 10 and 11 obtained, respectively, 85%, 82% and 83%
of purity. As conclusions, was possible to identify degrees of degeneration in the
sequences and grouping features. After all, this paper contributes to the
comprehension of the different biological bacterial promoter’s profiles.
Furthermore, these results can be applied in the reducing of false positives of in
silico promoter predicting tools.

Resumo. As técnicas computacionais tém importante papel na era pos-
genomica, devido ao crescente numero de dados bioldgicos gerados. Um campo
bem desenvolvido envolve as questoes relacionadas a regulacdao génica. Com
base no exposto, este trabalho dedica-se a uma andlise in silico dos promotores
relacionados aos fatores 624 e 632 da bactéria E. coli. Para isso, foi utilizada
a técnica de Clusteriza¢do e a codificacio dos dados nos valores de
estabilidade. Os agrupamentos foram analisados com base na pureza obtida. A
pureza média obtida foi de 63%, com destaque para os agrupamentos 7, 10 e
11, que obtiveram uma pureza média de 85%, 82% e 83% respectivamente. Foi
possivel observar diferentes graus de degenerag¢do das sequéncias e as
caracteristicas que os grupos estudados apresentam. Deste modo, contribui-se
para a compreensdo dos diferentes perfis biologicos encontrados nos
promotores bacterianos. Além disso, os resultados podem auxiliar na redugdo
de falsos positivos em ferramentas de predi¢do de promotores.

1. Introducao

A era pos-gendmica apresenta uma série de desafios para as diferentes areas de pesquisa,
uma vez que a quantidade de dados biologicos chega, atualmente, aos Petabytes [Marx
2013]. Portanto, ha a necessidade de aplicar diferentes técnicas que auxiliem no
armazenamento e acesso destas quantidades de dados, procurando reduzir o espago entre
a geracao de dados e sua andlise [Kanehisa et al. 2014]. Neste contexto, a tecnologia
computacional permite o manejo de dados e geracdo de inferéncias nos diversos
segmentos bioldgicos, pois permite a andlise de grandes quantidades de dados,
possibilitando o cruzamento de informacgdes e extragdo de informagdes que ndo seriam
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possiveis sem o auxilio destas técnicas [Attwood et al. 2011]. Dentro deste contexto,
técnicas de aprendizado de méquina, como SVM (support vector machine), Redes
Neurais Artificiais e Clusterizagdo sao aplicadas em diferentes areas das ciéncias da vida,
como a gendmica, protedmica, metabolomica e regulacdo génica [de Avila e Silva e
Echeverrigaray 2012] [Callebaut 2012].

A regulagdo da transcrigdo gé€nica em seres procariotos desempenha um papel
importante na resposta adequada destes seres as mudangas em seu ambiente,
possibilitando sua sobrevivéncia em determinadas condigdes. A presenga de mecanismos
de protegao do genoma e formas de seletividade de expressdo génica (a qual ocorre,
principalmente, no momento da transcri¢do) sdo reflexos da auséncia de nucleo [Krebs,
Goldstein e Kilpatrick 2014].

O processo de expressdo de genes consiste em varias etapas, iniciadas com a
interagdo da enzima chamada RNA polimerase (RNAp) com segmentos de DNA
chamados de promotores, os quais antecedem a regido codificante. Esta interacao possui
um valor essencial, uma vez que o reconhecimento dos promotores ¢ fundamental para a
transcri¢do do gene associado a ele. Deste modo, o promotor pode ser considerado um
elemento regulatério da expressao génica [Krebs, Goldstein e Kilpatrick 2014]. No
processo de identificagdo de um promotor, a RNAp possui uma subunidade chamada
sigma (o), a qual auxiliara na identificagao de um promotor especifico. Por exemplo, em
Escherichia coli, os fatores 624 e 632 sdo responsdveis pela expressdo de genes
relacionados ao estresse por choque térmico, ja4 o 658 possui funcdo relacionada a
assimila¢do de nitrogénio.

O reconhecimento de um determinado promotor se da em regides especificas da
sequéncia, denominadas motivos consensuais. Estes motivos estdo localizados em duas
regides distintas do promotor, chamadas de regido -10 e regido -35, em referéncia ao
primeiro nucleotideo transcrito, que recebe a numeracao +1. Ambas as regides possuem
fun¢do distinta, a regido -35 atua como sinal para o seu reconhecimento pela RNAp,
enquanto a regido -10 situa-se na regido que ocorre a abertura da fita de DNA [Krebs,
Goldstein e Kilpatrick 2014] [De Avila e Silva e Echeverrigaray 2012]. Apesar de
levarem o nome de “sequéncias consenso”, o grau de conservagdo varia tanto entre
promotores de um fator ¢ como entre sequéncias reconhecidas por diferentes fatores .
Deste modo, evidencia-se a dificuldade em executar uma analise global dos dados a partir
deste critério. As divergéncias observaveis entre os motivos consensuais justificam seu
reconhecimento por diferentes fatores o, considerando as peculiaridades de cada grupo
de sequéncias. Na tabela 1, ¢ possivel visualizar a composi¢ao de nucleotideos dos
motivos consensuais para cada fator 6 em Escherichia coli.

Tabela 1. Composicao de nucleotideos dos motivos consensuais para os diferentes
fatores o em Escherichia coli. Onde “pb” representa a distancia em pares de base.

Fator o Funcao Consenso -35/-10

24 Estresse por choque térmico GGAACTT 15 pb GTCTAA

28 Mobilidade celular e patogenicidade | CTAAA 15 pb GCCGATAA

32 Estresse por choque térmico CCCTTGAA 13-15 pb CCCGATNT
38 Resposta a estresse TTGACA 16-18 pb TATACT
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54 Assimilagao de Nitrogénio CTGGNA 16-18 pb TTGCA

70 Sigma constitutivo TTGACA 16-18 pb TATAAT
Fonte: DE AVILA E SILVA E ECHEVERRIGARAY, 2012.

Além do conteudo de nucleotideos, os promotores também possuem
caracteristicas estruturais proprias, como a estabilidade e a curvatura, oferecendo a
possibilidade de diferentes abordagens para o estudo dos promotores [Kanhere e Bansal
2005]. Trabalhos previamente publicados ja demonstraram que as regides promotoras sao
menos estaveis que as regides génicas [Kanhere e Bansal 2005] [Ramprakash e Schwarz
2007] [Jauregui et al. 2003]. Deste modo, justifica-se o potencial do uso desta
caracteristica como critério de classificacdo das sequéncias promotoras. Uma
metodologia desenvolvida em Kanhere e Bansal (2005) e aprimorada por Rangannan e
Bansal (2007) mostra, em seus resultados, que a estabilidade apresenta-se como uma
medida mais eficaz que os motivos conservados para diferenciar regides promotoras e
ndo-promotoras [Rangannan e Bansal 2007]. A metodologia ¢ baseada nas diferencas de
estabilidade (AG®) entre as regides promotoras e codificantes.

Com base no que foi apresentado, este trabalho dedica-se a analise in silico
(computacional) dos promotores reconhecidos pelos fatores 624 e 632 em Escherichia
coli, aplicando a técnica de aprendizado de maquina denominada clusterizacdo e
utilizando o critério de estabilidade para a codificacdo dos dados. A escolha destes dois
fatores ¢ deve-se ao fato de ambos estarem descritos com a mesma fungao (estresse por
choque térmico). O estresse por choque térmico pode alterar alguns processos biologicos
da bactéria como, por exemplo, o envelopamento, fixacdo de proteinas e alteracdes na
forma e estrutura do DNA [Lim et al. 2013].

2. Metodologia

Os dois conjuntos de sequéncias promotoras da bactéria E. coli foram obtidos no
banco de dados RegulonDB [Salgado et al. 2013]: (i) 521 sequéncias reconhecidas pelo
624; (ii) 324 sequéncias reconhecidas pelo 0632. A estabilidade do DNA pode ser
expressada através de sua energia livre (AG), a qual depende da composicdo de
mononucleotideos e dinucleotideos. Portanto, a estabilidade do DNA pode ser predita a
partir de sua sequéncia e das interagdes com cada vizinho mais proximo. A contribui¢ao
de cada dinucleotideo esta descrito por SantalLucia e Hicks (2004). Para aplicagdo da
técnica utilizando a energia livre (AG), AG foi calculada utilizando a seguinte equagao,
conforme Santalucia e Hicks (2004) e Kanhere e Bansal (2005).

AG® = AG;; (1)

Onde 4G’ ¢ a variacdo padrio de energia livre para os dinucleotideos de tipo ij.
A equacao original, descrita por Kanhere e Bansal (2005), foi adequada para os
objetivos propostos neste trabalho. Os valores foram obtidos por meio da técnica de
janela deslizante (move window), passando por uma janela de um nucleotideo por vez.
Tanto a preparacao dos dados, quanto a ferramenta de execucdo do algoritmo K-means
foram implementadas pelos autores em linguagem de programagao python e C#.
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ApoOs esta etapa, as sequéncias estdo adequadas para a aplicacdo da técnica
computacional de clusterizagdo, uma técnica de classificacdo ndo supervisionada que
pode ser dividida em dois métodos: o hierarquico e o ndo-hierdrquico. O algoritmo K-
Means encontra-se dentro da categoria nao-hierarquica, sendo capaz de separar um
conjunto de dados em agrupamentos de acordo com um critério de distancia predefinido,
sendo o critério de calculo de distancia Euclidiano o mais usado. O algoritmo requer um
valor numérico K (atribuido pelo usudrio da ferramenta) equivalente ao nimero de
agrupamentos desejados.

A técnica de clusterizagdo apresenta-se eficaz para o reconhecimento de padroes
escondidos dentro de um conjunto de dados. Apesar de ser um método simples e efetivo,
cada cluster possui uma sensibilidade apurada quanto ao seu centroide inicial, ou seja,
arranjos totalmente diferentes podem surgir a partir de uma nova escolha randéomica do
centroide inicial [Witten e Frank 2005].

Devido a metodologia para obtengdo do nimero 6timo de K ser empirica, as
simulagdes foram realizadas utilizando valores de K = 8 até 20, conforme trabalhos
prévios realizados pelos autores, os quais estdo em processo de publicagdo. Os
agrupamentos foram analisados em relacdo a sua pureza, ou seja, quantas sequéncias de
um mesmo fator ¢ foram agrupados em um mesmo cluster. Posterior a esta etapa, foi
utilizada a ferramenta WebLogo [Crooks 2004] para visualizagdo dos motivos
consensuais encontrados em cada agrupamento, a qual estd disponivel on-line.

3. Resultados e Discussao
3.1 Agrupamentos resultantes

Com a analise dos resultados obtidos, foi possivel verificar que a simulagdo com
K =12 obteve uma pureza média de 63%. A pureza de cada agrupamento gerado, pode
ser observada na figura 1.

Agrupamentos (Clusters)
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Figura 1. Pureza dos agrupamentos gerados na simulacdo com valor de K =12.

Com base na pureza obtida, uma investigacdo mais aprofundada foi realizada
somente para os clusters que obtiveram uma pureza média acima de 80%, ou seja, os
clusters 7, 10 e 11, os quais tiveram predominancia do 624. Com o auxilio da
ferramenta WebLogo [ Crooks 2004], foi possivel visualizar os seguintes motivos
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consensuais para cada um dos clusters, conforme a figura 2.
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Figura 2. Composicao de nucleotideos para as 2 regiées consensuais, -35 e -10, e
para aregiao +1 encontradas nos clusters com pureza acima de 80%.

E possivel observar que a regido candnica denominada -10 apresentou
similaridades ao consenso bioldgico previamente descrito na literatura conforme tabela 1
(De Avila e Silva e Echeverrigaray, 2012). Por outro lado, ndo foi possivel verificar
relacdo entre o consenso da regido -35 estabelecido na literatura e o consenso obtido.
Essas observagoes sdo fundamentadas pela presenga da regido -10 expandida,
principalmente para os promotores do 632, ou seja, a informacdo da regido -35 foi
realocada para a posi¢ao -10, a fim de proporcionar um melhor funcionamento da RNAp
[Lim et al. 2013] [Koo et al. 2009].

Nos 3 clusters analisados, ha a prevaléncia de nucleotideos A e G localizados na
regido +1 (inicio da transcri¢ao). Conforme relatos prévios na literatura, a presenca do
nucleotideo G nesta posicdo pode estar relacionada com um mecanismo de pausa e
varredura do gene a ser transcrito, com o objetivo de reparar erros e, consequentemente,
diminuir a incidéncia de mutagdes. Os mecanismos de resposta ao estresse por choque
térmico sdo importantes para a sobrevivéncia de um organismo, apresentando-se de forma
rapida e eficaz para reduzir as chances de possiveis danos ao genoma [Herbert et al. 2006]
[Houten e Kisker 2014] [Vvedenskaya et al. 2014].

Dentro do contexto biologico, percebe-se que um certo grau de degeneragao das
regides consenso ¢ tolerado no processo de transcricdo génica, ou seja, a transcrigao
ocorre de forma apropriada apesar das alteragdes na composicao de nucleotideos (Figura
1). Porém, computacionalmente, os desafios para a predicdo de promotores bacterianos
sao evidenciados. A pureza média obtida para a simulacao com k = 12 foi de 63%, o que
reforga a dificuldade em separar os dois fatores ¢ estudados.

Uma das possiveis explicagdes para a dificuldade apresentada encontra-se nos
motivos consensuais do fator 632. A maior incidéncia da regido -10 extendida ¢ relatada
para este fator. Utilizando a ferramenta Weblogo [Crooks 2004] para os agrupamentos
que resultaram em uma pureza abaixo de 80%, foi possivel observar que, em sua grande
maioria, as sequéncias relacionadas ao fator 632 possuem o motivo consensual da regido
-10 degenerado ou similar ao consenso -10 relacionado ao fator 624. Portanto, a falta de
especificidade nesta regido para o 632 pode explicar a dificuldade em separar
computacionalmente os dois fatores

3.2 Trabalhos Relacionados
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Os trabalhos relacionados a analise in silico de promotores bacterianos possuem perfis
distintos, com o uso de abordagens diferentes. Kaushik et al. (2016) explica as distintas
caracteristicas estruturais do DNA, como a formatagao cruciforme do DNA, a curvatura,
cadeias paralelas de DNA e quadruplos de Guanina. Todas as caracteristicas descritas
possuem um amplo potencial para a pesquisa, por exemplo, os quadruplos de Guanina
estao ligados com a transcri¢ao / regulagdo génica e a formatacao cruciforme com seu
impacto direto no enrolamento do DNA, podendo sobrepor sitios de ligagdo de proteinas
e afetar as interacdes que promovem a regulacao génica. A importancia das caracteristicas
estruturais do DNA na regulacdo génica bem como na necessidade de compreender os
mecanismos de controle estrutural em multiplas posi¢cdes do genoma ¢ reforgcada. O
conhecimento aprofundado de tais caracteristicas pode auxiliar na criagdo de alvos
terapé€uticos e no desenvolvimento de estratégias eficientes para o combate de doencas,
tendo como alvo direto a expressao génica.

As diferentes técnicas de inteligéncia artificial, como a Support Vector Machine
(SVM) e redes neurais artificiais, sdo utilizadas para a predicio de promotores
bacterianos. Nao foram encontrados trabalhos utilizando o algoritmo K-means em
sequéncias promotoras. Os resultados ndo sdo diretamente compardveis, visto as
diferengas técnicas, mas é possivel contextualizar os resultados obtidos neste trabalho.
Além disso, ha uma baixa quantidade de trabalhos que analisam outros fatores ¢ além do
670. Gordon et al. (2003), utilizando um kernel de alinhamento de sequéncias (através da
abordagem de SVM), obtiveram valores para a exatiddo de 84%, especificidade de 84%
e sensibilidade de 82% para sequéncias reconhecidas pelo fator 670. Utilizando redes
neurais artificiais, Rani et al. (2007) obteve valores acima de 90% para exatidao,
especificidade e sensibilidade, utilizando as sequéncias de promotores reconhecidos pelo
fator 670.

Os trabalhos de Gordon et al. (2003) Rani et al. (2007) utilizaram a composi¢do de
nucleotideos como parametros para o treinamento das redes neurais. Em contraste,
autores como Askary et al. (2009) e de Avila e Silva et al. (2014) utilizaram os valores de
estabilidade da sequéncia como parametro. No caso de Askary et al. (2009), foram
utilizadas sequéncias com tamanho de 413 nucleotideos, em um total de 467 sequéncias,
todas com seus Sitios de Inicio de Transcri¢do estabelecidos experimentalmente. O valor
obtido para a exatidao foi de 94%. Em uma abordagem mais ampla, utilizando 6 fatores
o de E. coli, de Avila e Silva et al. (2014) apresenta a estabilidade como caracteristica que
distingue os promotores reconhecidos pelos diferentes fatores o. No trabalho, ficou
evidenciada a distingao entre os fatores 628 e 654, cada um com valores de exatidao de
80,2% e 78,8%, respectivamente. Para os fatores 624 e 632, foi encontrada uma exatidao
de, respectivamente, 58% e 64%. Uma das diferencas do trabalho aqui proposto em
relagdo aos demais apresentados € o uso da técnica de clusterizagao em conjunto com um
parametro de estrutura fisica do DNA. Além de trabalhar com dois fatores ¢ que
compartilham a mesma funcao, evidenciando as dificuldades em trabalhar in silico com
tais conjuntos de dados.

4. Consideracoes Finais

O presente trabalho dedicou-se a andlise in silico dos promotores relacionados ao estresse
por choque térmico, regulados pelos fatores 624 e 632. A analise foi realizada utilizando
a técnica da clusterizagdo, com os dados codificados em seus valores de estabilidade.
Foram realizadas diversas simulagdes com um valor de K entre 8 até 20 agrupamentos. A
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pureza média obtida para a simula¢do de K = 12 foi de 63%, com o destaque de alguns
agrupamentos com pureza acima de 80% (clusters 7, 10 e 11). A andlise posterior a
utilizagdo da clusterizagdo foi realizada com o auxilio da ferramenta WebLogo [Crooks
2004]. Dentro dos grupos com maior pureza, apenas a regiao -35 apresentou-se
degenerada, enquanto a regido -10 ndo divergiu do consenso descrito na literatura. Foi
possivel observar que o fator 632 apresenta uma maior incidéncia da regido -10 extendida,
descrita por Lim et al. (2013) e Koo et al. (2009). Adicionalmente, ndo ¢ possivel
encontrar similaridades com o consenso descrito na literatura para as duas regides
consensuais desde fator, a falta de especificidade neste conjunto de dados pode explicar
uma baixa pureza na geragao dos agrupamentos.

Biologicamente, as estratégias para funcionamento da RNAp e a degeneracdo
encontrada nos motivos consensuais nao acarreta em dificuldades para a transcrigao
génica. Porém, evidenciam as dificuldades em analisar computacionalmente os dados
bioldgicos. Deste modo, os diferentes agrupamentos apresentados neste trabalho
contribui-se para a compreensdo dos diferentes perfis bioldgicos encontrados nos
promotores bacterianos. Além de evidenciar o uso da estabilidade como parametro para
analises in silico e auxilia na reducao de falsos positivos em ferramentas de predi¢ao de
promotores, como a ferramenta BacPP [de Avila e Silva, et al., 2011]. Com base no que
foi exposto, pretende-se expandir a pesquisa para os demais fatores o alternativos,
ampliando os parametros para codificacdo dos dados, a fim de utilizar a curvatura como
critério de classificacao.
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