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Abstract. The identification of patterns within specific regions of the HPV ge-
nome may contribute to the understanding of the viral pathogenesis. In this
work, a tool for searching nucleotide patterns (motifs) in one or a group of DNA
sequences was developed, which continues to be a computational challenge.

Resumo. A identificacdo de padrées em regides especificas nos genomas de
HPV pode contribuir para o entendimento da patogénese viral. Neste trabalho,
foi desenvolvida uma ferramenta para busca por padrées de nucleotideos (mo-
tivos) em uma ou grupos de sequéncias de DNA, tarefa que continua a ser um
desafio computacional.

1. Introducao

Os papilomavirus humanos (HPV), fatores etiolégicos do cancer do colo do ttero, sao
classificados em cutaneos ou mucosotropicos. O genoma viral codifica proteinas estrutu-
rais necessdrias a replicagdo e proteinas codificadas por oncogenes, que estdo diretamente
associadas com o desenvolvimento de cancer. O genoma viral possui cerca de 7.900 pares
de bases (pb), sendo dividido em 8 genes codificadores de proteinas (L1, L2, E1, E2, E4,
ES, E6 e E7) e duas regides nao codificadoras: NCR (Noncoding Region) e LCR, que se
localiza entre L1 e E6, e possui 883 pb. A expressdo dos oncogenes virais é controlada
pela LCR (Long Control Region), que apresenta diversos sitios de ligacdo para fatores
transcricionais celulares e virais [Bernard 2013]. Acredita-se que o enhancer epitélio es-
pecifico, localizado na LCR, contribui para o tropismo celular, propriedade importante na
patogénese viral.

O objetivo deste trabalho € a identificagcdo de padrdes de nucleotideos nas LCRs de
HPV de um mesmo grupo e, possivelmente, inter-grupos que podem estar relacionados
ao tropismo viral. Para isso, foi desenvolvida uma ferramenta de busca e outras duas
ferramentas online foram utilizadas para comparacao. Estdo disponiveis 26 gendtipos de
genomas de HPV cutineo e 13 de HPV mucosotrépico.

2. Fundamentacao Teérica

Motivos sdo pequenas sequéncias que se repetem ao longo de uma molécula de DNA
(ou entre moléculas distintas de DNA) as quais presume-se que tenham alguma fungao
bioldgica [D’haeseleer 2006]. [Rajasekaran 2005] define trés versdes para o problema da
busca por motivos em sequéncias bioldgicas:
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Definicao 1 Planted(l,d)-Motif Search Problem - Dadas n sequéncias de mesmo tamanho
e dois inteiro | e d, o problema consiste em encontrar o motivo de maior score de tamanho
[ presente em todas as sequéncias n. Variacdes do motivo também sdo retornadas desde
que difiram do motivo por uma distancia de Hamming [Hamming 1950] ndo superior a

d.

Definicao 2 Edited Motif Search Problem - Dadas n sequéncias e trés inteiros I, d e q,
sdo buscados todos os padroes das sequéncias de entrada de tamanho | que ocorram em
pelo menos q das n sequéncias. Um padrdo U é considerado uma ocorréncia de outro
padrdo V' se a distancia de edi¢do [Levenshtein 1966 ] entre eles é no mdximo d.

Definicao 3 Simple Motif Search Problem - Dadas n sequéncias e um inteiro l, padrées
definidos como uma string de stimbolos juntamente com o caracter ”?”(curinga) sdo
buscados nas sequéncias. Um padrdo ndo comeca ou termina com ”?”. O objetivo é
identificar todos os padroes de tamanho mdximo [, com niimero de curingas podendo
variar de 0 a Léj, bem como o niimero de ocorréncias destes padroes.

Na literatura existem diversos algoritmos de busca por motivos, dentre
eles [Pevzner and Sze 2000], [Buhler and Tompa 2001], [Adebiyi and Kaufmann 2002] e
[Dinh et al. 2012].

3. Ferramentas e Resultados

Ferramentas online, tais como SMILE [Marsan and Sagot 2000] e MEME
[Bailey and Elkan 1994] realizam a busca por motivos em sequéncias bioldgicas.
Neste trabalho, SMILE! ¢ MEME?, bem como uma ferramenta prépria® denominada
KM-Finder (K-mer and Motif Finder) foram utilizadas para buscar por padrdes nas LCRs
de HPV.

SMILE implementa um algoritmo combinatério baseado na constru¢do de uma
arvore de sufixo generalizada enquanto MEME [Bailey et al. 2009] € uma suite de ferra-
mentas que além de permitir realizar a busca por motivos permite a comparagao de novos
motivos encontrados com motivos ja conhecidos e predi¢ao de funcdo bioldgica.

A implementacdo proposta neste trabalho, KM-Finder, inicialmente determina
grupos de substrings de tamanho k (k-mers), comparando cada k-mer e adicionando ao
grupo os que possuem distancia de Hamming de no maximo m com relagdo ao k-mer
representante. Os grupos que ndo tiverem ocorréncias em no minimo ¢ € no maximo )
sequéncias do conjunto em estudo, sdo descartados. Para cada um destes grupos, sdao
construidos motif-profiles, que sdo matrizes de frequéncias de cada nucleotideo presente
nos k-mers deste grupo. A concatenacio dos nucleotideos mais frequentes resulta em um
candidato a motivo [Jones and Pevzner 2004]. A qualidade desse candidato € calculada
fazendo-se a média aritmética dos valores dos nucleotideos mais frequentes e, somente
os motivos que tiverem qualidade superior a p (0 < p < 1) serdo mostrados na saida.
Para o motif-profile mostrado na Figura 1(b) a qualidade € 0.81. A Figura 1 mostra como
o motivo GCGACCGA foi determinado dado a busca no conjunto de LCR de mucosa
comk =28,q=13,Q = 13, m = 2e p = 0.8. Na Figura 1(a) sdo mostrados 5 dos

1dispom’vel emmobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::smile
2disponivel em meme-suite.org/tools/meme
3disponivel em pintado.facom.ufms.br/hpv
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23 elementos do grupo de k-mers utilizados para construir o motif-profile apresentado na
Figura 1(b).

GCGACGA| Posigao 1 |Posi§éu 2| Posigio 3| Posigio 4-Posi§50 5| Posigio ﬁ-PusiI;iio 7 | Posigio 8|

HEGACLOA A 004 | 0 0.39 | 0.87 004 | 0 0 | 043
GCAACCGT T T T
______ C 004 | 083 004 | 013 087 | 1 0 | 026
GCGACCGC . + 1 ! !
o T G | 091 | 017 | 057 | o | 009 | 0 i | o013
GCAACCGG T o | o [ o | o | o | o o | o017
(a) Grupo (b) motif-profile

de k-mers

Figura 1. Grupo de k-mers e respectiva motif-profile que resulta no motivo GC-
GACCGA.

A fim de comparar as trés ferramentas citadas, as buscas foram realizadas com
parametros iguais ou similares. Os tamanhos de motivos buscados variaram entre 6 e
19. Para o grupo de HPV cutineo na busca por motivos de tamanho 6, KM-Finder e
SMILE encontraram a sequéncia AATAAA, enquanto MEME, além de encontrar essa
sequéncia, encontrou também TGCCAA. Buscando por motivos de tamanho 19, KM-
Finder encontrou a sequéncia AGCGACCGATTTCGGTACC, enquanto MEME encon-
trou GATTGTTGCCAACAATCAT e SMILE retornou um resultado inesperado com
74.325 motivos. Para o grupo de HPV mucosotrépico, buscando motivos de tamanho
12, SMILE, KM-Finder e MEME encontraram a sequéncia ACCGATTTCGGT. SMILE
encontrou ainda outras 8 sequéncias e MEME encontrou ACCGAAAACGGT e AACC-
GAAATCGG.

As divergéncias nos resultados vem do fato das ferramentas implementarem algo-
ritmos diferentes, sendo assim, para uma mesma entrada, as saidas podem ser diferentes.
Pode-se notar que quanto menos conservados sdo 0s motivos, mais os resultados apresen-
tados pelas ferramentas divergem.

O tempo de resposta do MEME foi o melhor entre as ferramentas testadas e a
apresentacdo dos resultados, por meio da construcio de logos e outros graficos, facilita
a andlise. SMILE responde rapidamente buscando motivos com tamanho até 16, porém,
para tamanhos superiores, demora vérias horas. Além da diferenca no algoritmo imple-
mentado, um importante diferencial do KM-Finder € a possibilidade de busca simultinea
em dois grupos distintos, pois, no caso do HPV, deseja-se observar possiveis semelhangas
e diferencas entre cada grupo.

A Figura 2 apresenta o Diagrama de Venn resultante da busca por motivos para
k=9,m = 2ep = 0.8. Foram encontrados 603 motivos exclusivos de mucosa e 17 ex-
clusivos de cutaneo enquanto que 9 motivos estio presentes em ambos 0s grupos. Padroes
que caracterizem cada grupo de virus podem ser utilizados como método de diagdstico
para identificar a origem de determinado tumor, além de contribuir para o conhecimento
sobre a patologia da doenca.

4. Conclusao e Trabalhos Futuros

O prognéstico de uma neoplasia depende do tecido afetado que, no caso de tumores cau-
sados pela infeccdo por HPV, pode ter origem no epitélio ou mucosa. Neste trabalho, foi
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Figura 2. Diagrama de Venn resultante da busca por motivos em sequéncias de
HPV de mucosa (rosa) e cutaneo (verde).

possivel identificar padrdes unicos que diferem entre os grupos de HPV, indicando po-
tenciais marcadores para diagnostico. Este estudo, ainda, gerou dados preliminares para
a futura identificagdo de potenciais motivos envolvidos no tropismo viral. Para tal, exis-
tem ferramentas, como TFBind*, cujas andlises podem ser incorporadas na ferramenta
proposta. E possivel ainda melhorar o algoritmo pela implementagio de métodos mais
sofisticados para mensurar a qualidade dos motivos a fim de tentar reduzir ainda mais fal-
sos positivos e implementar outras representacdes graficas para auxiliar no entendimento
dos resultados.
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