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RESUMO

Os projetos para estudo de genomas ou genes expressos partem
de uma etapa de seqiienciamento no qual sdo gerados em laboratorio
dados brutos, ou seja, sequéncias de DNA sem significado biolégico.
Estas sequéncias de DNA possuem cadigos responsaveis pela produgao
de RNAs e proteinas.

O grande desafio dos pesquisadores consiste em analisar essas
seqiiéncias e obter informagdes biologicamente relevantes. Durante esta
anaiise diversos programas de computador, além de um grande volume
de dados armazenados em fontes de dados biolégicas, sdo utilizados.
Assim sendo, o presente trabalho propds a elabora¢do de um sistema
computacional que permite a analise de dados sobre biologia molecular e
facilite a instancia¢édo do software dependendo do ambiente de trabalho e
tipo de projeto de andlise. Para este sistema foi dado o nome de Sistema
de Gerenciamento de Analise de Dados por Bioinforméatica - SGADBIo.

O trabalho apresenta o desenvolvimento do sistema baseado em
metodologias de Engenharia de Software, além dos médulos e fungdes
disponiveis.

Seqiiéncias oriundas de um projeto de ESTs do fungo dermatéfito
Trichophyton rubrum, geradas em um laboratério de biologia molecular,
foram submetidas ao sistema para analise. Os resultados sao
expressivos, demonstrando que o sistema é adequado e capaz de

adaptar-se a projetos envolvendo seqlienciamento.
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ABSTRACT

Projects involving the study of genomes and expressed genes
typically initiate with the raw data generated by laboratory sequencing
of DNA, devoid of any biological meaning. However, such sequences
contain the codes for the production of RNAs and proteins. One of the
great challenges faced by researchers is the analysis of such
sequences in order to obtain biologically meaningful information.
Several computer programs and auxiliary databases are used for that
purpose.

The present work reports on the development of a
computational system capable of supporting biology data analysis and it
can be instantiated in order to suit specific working
environments and analyses projects. This system has been called
Management and Data Analysis System for Applications in Bioinformatics
- SGADBiIo.

This work presents the development of the system based on
Software Engineering methodologies, as well as the involved modules and
functionalities.

Sequences from an EST project involving the dermatophyte fungus
Trichophyton  rubrum, generated in a  molecular biology
laboratory, were submitted to the system for analysis. The results are
expressive, corroborating the versatility of the system for adaptation

to sequencing projects.



| - INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os projetos para estudo de genomas ou genes expressos partem
de uma fase de seqlenciamento no qual sdo gerados em laboratério
dados brutos, ou seja, seqiiéncias de DNA sem significado bioldgico. As
sequéncias de DNA possuem cddigos responsaveis pela produgdo de
proteinas e RNAs, enquanto que as proteinas participam de todos os
fendmenos biolégicos, como a replicagéo celular, produgéo de energia,
defesa imunolégica, contragdo muscular, atividade neuroldgica e
reprodugdo. Como estas sequéncias possuem um papel fundamental em
todos os organismos, espera-se que o seu entendimento leve a uma
revolugdo em indmeras dreas, como a medicina, biologia, agricultura,
pecuaria, entre outras.

O grande desafio dos pesquisadores consiste em analisar essas
seqUéncias e obter informagdes biologicamente relevantes. Durante esta
analise, os pesquisadores utilizam diversas ferramentas, programas de
computador, e um grande volume de informagdes armazenadas em fontes
de dados de Biologia Molecular. De fato, o crescente volume, a
distribuicao das fontes de dados e a impiementagdo de novos processos
em Bioinformatica facilitaram enormemente a fase de analise. Porém,
criaram uma demanda por ferramentas e sistemas semi-automaticos para
lidar com tal volume e complexidade.

Esta dissertacdo aborda a construgdo de um sistema que facilite a
fase de andlise de sequéncias e o gerenciamento dos processos
utilizados na analise por ferramentas de Bioinformatica.

A dissertagdo apresenta, inicialmente, um levantamento de
requisitos para estes tipos de sistemas, com informagdes basicas sobre
ferramentas e métodos de analise, em seguida propde o desenvolvimento
de um sistema que possibilite a analise de dados de projetos de EST's
(Expression Sequence Tags), o gerenciamento dos dados e instanciagées
quanto ao ambiente de trabalho e a otimizagdes de processos.



Por fim, a dissertagdo descreve um estudo de caso de uma
implantagdo do sistema em um laboratério de genética e biologia
molecular aplicado ao estudo de fungos e alguns resultados

experimentais obtidos através do sistema.

1.1 Organizac¢ao do Trabalho

A dissertacdo esta organizada em 6 capitulos.

O Capitulo 2 contém uma discussio sucinta dos contextos
biologicos e computacional, necessaria para o entendimento e motivagao
deste trabalho. Esta discussado da uma visao geral dos assuntos tratados
em Bioinformatica relevantes a esta dissertagdo, como os programas de
analise, os bancos de dados, os sistemas de anotagdo, a integracdo dos
dados e aplicativos, os pipelines e os sistemas de gerenciamento e
analise de dados por Bioinformatica, especificando os requisitos que eles
devem atender.

O Capitulo 3 apresenta os passos para o desenvolvimento do
software, com um levantamento de requisitos, as etapas de
desenvolvimento, as ferramentas e métodos utilizados.

O Capitulo 4 exibe o software desenvolvido, seus médulos com
suas respectivas funcgbes.

O Capitulo 5 apresenta um estudo de caso como teste de
funcionamento do software implantado no Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular de Fungos do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirac Preto da Universidade de Sao Paulo.

Por fim, o Capitulo 6 apresenta as contribuicdes e sugere trabalhos
futuros.



Il - REVISAO E CONCEITOS BASICOS

Este capitulo apresenta os contextos biolégico e computacional
necessarios para o entendimento deste trabalho.

Os principais conceitos relacionados ao projeto genoma,
transcriptoma e proteoma serdo apresentados na discussdo da parte
biologica. Uma visdo mais detalhada sobre o assunto pode ser
encontrada em (Wasinger, 2006).

Quanto a discussdo do contexto computacional serdo dados
elementos mais abrangentes da Bioinformatica, que é vista como uma
area que auxilia aos pesquisadores em Biologia, criando, melhorando,
ampliando, desenvolvendo e manipulando ferramentas e bancos de
dados de Biologia Molecular, que sao utilizados por estes pesquisadores
na interpretacéo e organizagao dos dados obtidos experimentalmente nos
laboratérios (Kim, 2002).

Todos os assuntos relevantes a esta dissertagéo terdo o foco da
Bioinformatica voitada aos programas de analise, os bancos de dados, os
sistemas de anotagéo, a integragédo dos dados e aplicativos, os pipefines
e o gerenciamento de dados em Bioinformatica. O capitulo conclui com
uma discussdo envolvendo aspectos de gerenciamento e andlise de

dados por Bioinformatica.

2.1 Contexto Biolégico

Cada célula de um organismo vivo contém cromossomos, que sac
compostos de uma seqiléncia escrita em um alfabeto formado por
A,C,G T denominados nuclectideos. O conjunto dessas sequéncias ou
DNA inteiro de um organismo vivo forma o genoma, cédigo que traz
instrugbes para controle da replicacdo celular e do funcionamento do
organismo. O genoma costuma variar em tamanho de acordo com a
espécie, desde milhdes de pares de bases, no caso de bactérias, até



bilhbes de pares de bases como é o caso do genoma humano
(Waterman, 1996).

De um modo geral, quando dizemos pares de base, estamos
enfatizando a estrutura do DNA que ¢ formado por uma fita dupia, onde
as fitas tém orientagdes opostas e complementares, base A (adenina)
sempre ird parear com T (timina) e C (citosina) com G (guanina). As
orientagbes sdo ditas serem de extremidade a extremidade 5" > 3" e 3°
- §° (Figura 1). O tamanho de um trecho de DNA de fita dupla & medido
pelo seu numero de pares de base, denotados por bp (base-pairs) (Zaha,
2000).

=
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Figura 1. Exemplo de duas fitas pareadas de DNA.

O Projeto Genoma Humano & um programa coordenado pelo U.S.
Department of Energy (DOE, 2006) e National Institutes of Health (NIH,
2006) que foi oficialmente iniciado na década de 90 e que tem dentre
varias diretrizes, mapear e sequenciar completamente o genoma humano,
identificar aproximadamente trinta mil genes no DNA humano, armazenar
esta informagéo em bancos de dados, contribuir com a pesquisa além do
setor privado e tratar de conseqiiéncias éticas e legais que surgirem com
o projeto.

Além do genoma humano, outros organismos vém sendo
seqlenciados, criando assim novas tecnologias de andlise de dados de
Biclogia Molecular com o objetivo de disponibilizar ainda mais
informagGes biolégicas que trardo avangos em diversos campos, como
Biologia, Medicina e agricultura. As seqiiéncias destes outros organismos
contribuem no Projeto Genoma Humano, pois facilitam a descoberta de
fungdes de genes, j& que ha um principio biolégico que diz que no caso

de duas seqiiéncias, sejam elas nucleotidicas ou protéicas, similares, é



razoavel supor que suas fungdes também sejam similares (Venter et al.,
2001).
Alguns objetivos do projeto genoma séo (Sousa, 2001):
= Compreender de forma mais ampla a organizacdo do
genoma e a fun¢do dos genes humanos, através da
comparag&o com outros genomas ja segiienciados;
* Diagnosticar antecipadamente doengas;
» Desenvolver drogas especificas;
» Curar doengas genéticas;
*» Determinar a predisposicdo genética de individuos a
doengas como o cancer.

No Brasil o Ministério da Ciéncia e Tecnologia e o Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolagico (CNPq) langaram,
em dezembro de 2000, o Projeto Genoma Brasileiro com a participagao
de 25 laboratérios de biologia molecular, distribuidos em todas as regides
geograficas do pais.

Com o objetivo de ampliar a competéncia em nivel nacional das
atividades de pesquisa sobre gendmica a Rede Genoma Brasileiro
(Brazilian-Genome, 2008) vem oferecendo a formacdo de recursos
humanos especializados e desenvolvendo trabalhos multi-institucionais.

Até o momento a Rede Genoma Brasileiro atuou em trés grandes
projetos. O primeiro se trata do seqilienciamento da bactéria
Chromobacterium violaceum, frequentemente encontrada no solo e na
agua em regides tropicais e sub-tropicais. O segundo organismo
sequenciado foi a bactéria Mycoplasma synoviae, causadora de doengas
endémicas que sdo transmitidas verticalmente através de ovos
contaminados de aves infectadas. O terceiro, em fase de andamento, é o
seqlienciamento do Genoma de Anopheles darlingi, mosquito responsavel
pela transmissao da malaria.

Em projetos gendmicos, varias sdo as etapas a serem realizadas
em seu desenvolvimento. Na etapa de seqglenciamento, apesar dos
genomas variarem de tamanho, independentemente do tipo de
organismo, as reagdes quimicas que os pesquisadores utilizam para



decodificar os pares de bases do DNA sio precisas para se obter em
media 600 nucleotideos por vez. Sendo assim, um dos processos mais
utilizados nesta etapa é conhecido como shotgun, que se inicia com a
quebra do DNA em milhdes de fragmentos aleatérios, que sio entdo
alimentados ao seqiienciador de DNA.

A partir deste momento inicia-se a fase computacional de analise
dos dados, onde, logo no primeiro passo, as bases de DNA d3o lugar a
quatro curvas representando um sinal para cada leitura de cada um dos
tipos de nucleotideos. Para esta representagio é dado o nome de
cromatograma ou eletroferograma. Em seguida inicia-se o processo de
base calling no qual o cromatograma é convertido em segiiéncia de bases
(também chamada a partir desta etapa de read) por um programa
especifico. Alguns exemplos de programas que realizam essa tarefa
incluem o Phred (Ewing and Green, 1998; Ewing et al., 1998) e o
Chromas (Technelysium-Pty, 2006). Logo apds esta etapa, é feita a
reconstrucdo da seqiéncia original através da combinagdo (montagem)
dos reads, esta fase, normaimente chamada de assembling é realizada
por programas como CAP3 (Huang and Madan, 1999) e Phrap (Green,
2006). Este processo muitas vezes ndo é simples e pode conter erros,
seja por causa de limitagbes na tecnologia de seqienciamento ou até
mesmo por falha humana.

Cada conjunto de reads agrupados é chamado de contig. O
objetivo final em projetos genoma é unir os reads gerados em apenas um
contig representando o cromossomo completo. A esta etapa chamamos
de finishing que visa fechar os buracos entre os vérios contigs obtidos
durante o processo de seqienciamento com o objetivo de formar um
unico contig.

Neste momento teremos os dados brutos do genoma, ou seja,
ainda sem significado biolégico ou fungdes conhecidas. E neste momento
que os pesquisadores entram em outra etapa de analise, chamada de
fase de anotagdo, cujo objetivo consiste em atribuir a esses dados

informagdes biologicamente relevantes.



Varios dos programas e bancos de dados em Biologia Molecular
utilizados nesta fase serdo abordados no decorrer desta dissertacao.
Porém cabe ressaltar que o processo de anotagdo é uma combinagéo
entre programas de computador e interpretagdes humanas, tornando-se
cada vez maior o desafio computacional para que estas analises se
tornem eficientes e cuidadosas.

Nem todos os projetos tém o objetivo de seqilenciar
completamente o genoma do organismo. Muitas vezes prefere-se realizar
0 seqlenciamento apenas das regides génicas, utilizando informacdes
oriundas de RNA mensageiro (mRNA), produzindo-se assim pequenas
seqiiéncias que irdo representar pedagos dos genes expressos no
momento da extracdo do mRNA, a este tipo de estudo denominamos
gendémica funcional ou projeto transcriptoma (Prosdocimi et al., 2002).
Essas pequenas seqliéncias sdc denominadas etiquetas de genes
expressos, ou ESTs (Expressed Sequence Tags), esta preferéncia muitas
vezes é tomada levando-se em consideragdo simplicidade e reducéo de
tempo e custo dos projetos.

EST é uma seqgléncia obtida de forma aleatéria, geralmente
incompleta, de DNA, que representa um gene expresso que & aquele cujo
produto, seja uma proteina ou um RNA, esta sendo produzido em um
dado momento em uma célula (Griffiths et al., 2000).

Como foi dito, estes projetos beneficiam-se do fato de ser
relativamente simples fazer cépias de DNA a partir de mRNA durante o
processo de tradugdo, processo onde o DNA dara origem ao RNA. Os
projetos de ESTs sdo mais comuns para eucariotos, organismos
pluricelulares, principalmente devido ao baixo custo além é claro de
fornecer informagdes importantes quanto a uma estimativa do nimero de
genes que codificam proteinas que & uma primeira medida Uutil para
descobrirmos a complexidade molecular do organismo em estudo (Ewing
and Green, 2000).

Além das etapas de anotag¢do nos projetos de genomas funcionais,
procura-se estudar a expressdo génica, ou seja, se um gene é expresso



ou n&o, assim com as diferengas no seu nivel de expressao em uma
célula ou tecido, em determinado momento (quantificagdo do mRNA).

Avangos tecnologicos tém contribuido para o desenvolvimento de
técnicas de quantificacio de mRNA em larga escala, possibilitando o
estudo paralelo de centenas ou milhares de genes. Entre estas técnicas
poderiamos destacar Differential Display (DD), Serial Analysis of Gene
Expression (SAGE), Suppression Subtractive Hybridization (SSH) e DNA
microarray.

Para entender a fungao de todos os genes em um organismo, é
necessario conhecer ndo sé quais genes sao expressos, quando e onde,
mas também quais sdo os produtos da expressdo e em que condigdes
esses produtos (proteinas) sdo sintetizados em certos tecidos. O projeto
proteoma tenta descrever o conjunto completo de proteinas produto da
expressdo do genoma (James, 1997).

Apesar da seqiéncia de aminoacidos de uma proteina ser definida
pelas informagdes contidas no DNA, ndo é possivel deduzir o proteoma
conhecendo-se o genoma. Cada tipo de célula possui apenas parte do
total de genes do genoma apta para formar proteinas e apés a tradugéo,
as proteinas podem sofrer modificagbes quimicas que n&o estavam
codificadas no genoma, portanto, cada célula possui seu proteoma
especifico, fazendo com que a variedade de proteinas aumente, o que
ajuda a compreender porqué células com genomas iguais desempenham

funcdes diferentes.

2.2 Programas e Métodos de Analise

O primeiro passo na descoberta de informagdes sobre seqiéncias
moleculares dentro de um laboratério é verificar se outros pesquisadores
jA estudaram ou obtiveram sequéncias similares & obtida
experimentalmente. Neste caso a ferramenta computacional mais usada
em Biologia € o BLAST — Basic Local Alignment Tool (Altschul et al.,
1990:; Altschul, 1998) — que através de uma heuristica de comparacéo,

!F SC-H{P SER\”C? DF mp_l.:!qTEC



procura em bancos de dados, como o Genbank (Benson et al., 2003;
NCBI, 2006a) todas as sequéncias similares a uma determinada
seqiiéncia.

O alinhamento de sequéncias & uma operagdo basica em
Bioinformatica que da suporte a varias aplicagdes na Biologia Molecular,
tais como, descoberta de homologia entre seqiiéncias de proteina e DNA,
predicdo de genes, comparagdo de genomas, predicdo de estruturas,
analise filogenética, reconhecimento de padrées, entre outros.

O alinhamento de seqiéncias pode ser definido em 2 tipos
distintos: alinhamento local e alinhamento global (Figura 2).

Alinhamento Global Alinhamento Local

Dadas as seqidéncias Dadas as sequéncias
Seqiéneial: G A LG GATTAG Seqléncial: A AGACGG
Seqiéncia2; G ATCGGAAG Seqaéncia2. G ATCGRARRALG
Tem-se o seguinte alinhamento! Tem-se um possivelalinhamento:
GAL-GGATTAGB AABACGG

GATCGGA--AEF GATCGAAG

Figura 2. Exemplo de alinhamento global e local de seqiiéncias.

No alinhamento local procura-se alinhar apenas as regibes mais
conservadas entre seqiléncias, independente da localizagdo relativa de
cada regido. Dessa forma, o alinhamento resulta em uma ou mais regides
similares entre as seqiléncias. Ja no alinhamento global, as seqiéncias
devem ser alinhadas de um extremo ao outro, resultando em apenas uma
regido de similaridade (Baxevanis and Queliete, 2001).

O primeiro algoritmo projetado para realizar alinhamento global foi
o Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970). Enquanto que
para o alinhamento local foi construida uma variante chamada Smith-
Waterman (Smith and Waterman, 1981). Estes dois algoritmos trabalham
com tempo de execucéo proporcional ao produto dos comprimentos das
seqliéncias a serem alinhadas.
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Como na maioria dos projetos desejamos encontrar similaridade
entre seqiiéncias de proteinas e DNA e estas similaridades ocorrem
apenas em segmentos das sequiéncias, utilizamos o alinhamento local
normalmente baseado em Smith Waterman. No entanto, muitas vezes
existe a necessidade de analisar um nimero muito grande de sequéncias
com tamanhos diversos, neste caso os programas FASTA (Pearson and
Lipman, 1988) e BLAST sao mais adequados, pois usam heuristicas para
concentrar seus esforcos computacionais nas regides das seqiiéncias
com maiores probabilidades de estarem relacionadas, diminuindo o tempo
de execug¢io do alinhamento.

Dentre outras ferramentas que utilizam métodos de alinhamento de
seqliéncia local e global, podemos citar:

» CLUSTALW (Thompson et al., 1994) e MultAlign (CBRG,
2006) com a fungdo de alinhamento multiplo de seqliéncias
(Corpet, 1988);

* QORFFinder (NCBI, 2006b) para predi¢édo de genes;

» Modeller (Sali, 2006) para predigdo de estruturas de
proteinas;

= PHYLIP (Felsenstein, 2008) para analise filogenética;

» Cross_Match (Green, 2006) para alinhamento local e muitas
vezes utilizado na retirada de regides de contaminantes em
seqiliéncias de insertos clonados;

= CAP3 e Phrap para montagem (agrupamento) de
sequéncias;

= GCG Wisconsin Package (Accelrys-Software, 2006) e
EMBOSS (Rice et al., 2000) como pacotes com varias
fungdes de alinhamento e andlise de seqgiliéncias.

2.3 Bancos de Dados em Biologia Molecular

A quantidade de bancos de dados em Biologia Molecular vem
crescendo exponencialmente nos ultimos anos. Os objetivos destes
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bancos variam e podem ser utilizados para armazenar e disponibilizar
bioseqiiéncias, fungdes moleculares, estruturas de proteinas, modelos
metabdlicos, entre outros, oferecendo em alguns casos informagées mais
amplas, ou seja, cobrindo uma area mais significativa da Biologia, e em
outros, informagdes menos detalhadas.

Em alguns casos, as informagbes bioldgicas sdo obtidas por
analise computacional de outros bancos de dados; ja em outros, através
da literatura ou informag¢des definidas por pesquisadores.

Dentre os bancos de dados mais comuns, é possivel destacar:

* Genbank (Benson et al., 2005), EMBL (Kulikova et al., 2004)
e DDBJ (Tateno et al., 1998) exempios de bancos de dados
de sequéncias de nuclectideos;

=  Swiss-Prot {Boeckmann et al., 2003), PIR (Wu et al., 2002) e
Uniprot (Apweiler et al., 2004; Bairoch et al., 2005) bancos
de seqiéncias de aminoacidos;

» PDB (Protein Data Bank) (Westbrook et al., 2002) banco de
estruturas terciarias de proteinas.

Existem também outros bancos de dados, muitas vezes derivados
destes primeiros e com fungbes bem especificas, alguns dos quais
podemos citar:

» PROSITE (Falquet et al., 2002) armazena padrbes de
seqléncias protéicas conservadas, associados a fungdes
especificas;

» KEGG (Kanehisa, 1997; Kanehisa and Goto, 2000; Kanehisa
et al., 2006) banco funcional que disponibiliza mapas
metabolicos de organismos com genoma completamente ou
parcialmente seqienciados.

Cabe ressaltar que com o crescente nimero de dados biolégicos
que vem sendo gerado, varios bancos de dados tém surgido e
anualmente a revista Nucleic Acids Research publica uma lista atualizada
com a classificagao de todos os bancos de dados bioldgicos disponiveis
(Galperin, 2006).
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2.4 Sistemas de Anotagao

Uma das tarefas mais importantes realizadas apés a obtencéo das
seqiéncias génicas de projetos de seqgilenciamento de genes expressos
ou até mesmo de projetos genoma é a interpretagdo dos dados
experimentais com o objetivo de se obter conhecimento biolégico a
respeito dos mesmos.

Nesta fase os pesquisadores sédo auxiliados por programas de
andlise de seqiéncias, gue buscam em fontes de dados externas ou
internas, informagées para esclarecer e interpretar os dados obtidos na
bancada.

Existem atualmente varias fontes de dados, assim como varios
programas de analise destes dados. As caracteristicas das anotagdes, as
fontes de dados e os programas de andlise vao variar dependendo do tipo
de projeto ou tipo de organismo.

Dentre as caracteristicas de um sistema de anotagio, ele deve
oferecer (Andrade et al., 1999):

= Sistema Gerenciador de Banco de dados para armazenar
informagdes obtidas por programas de analise, facilitando
assim o acesso a estes resultados. Esta estratégia € util
guando a comunidade de pesquisadores planeja acessar,
visualizar e analisar estes resultados repetidas vezes;

» Ferramentas para captura de dados internos e externos,
armazenados em seu sistema gerenciador de banco de
dados ou obtidos através das diversas fontes de dados
disponiveis. Da mesma forma que as fontes de dados
externas estdo sempre sendo atualizadas, o sistema de
anotacao deve importar periodicamente tais dados para seu
gerenciador,

* Mecanismos de controle de execugdo de programas que

estejam em sitios externos ou locais;
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* Ferramentas de busca e analise com interfaces amigaveis,
tabelas e graficos, além de desenhos que representam os
elementos genémicos e seus atributos;

» Conirole de acesso aos seus dados, devido a utilizagdo por
varios pesquisadores, dos quais podem obter informagdes
publicas ou restritas ao seu grupo de trabalho.

Atuaimente existem varios sistemas de anotagées, destacando-se
GeneQuiz (Hoersch et al., 2000), Artemis (Rutherford et al., 2000),
EDITtoTrEMBL (Moller et al., 1999), GBrowser (Stein et al., 2002), Cancer
Annotation Project (LBI, 2006), NCBl's Genome Annotation Project
(Agarwala, 2006). Grande parte destes sistemas nao atende a todos os

requisitos levantados anteriormente.

2.5 Integracéao

Devido a grande quantidade de programas de analise de dados e
fontes de dados, e devido a estes dados e programas muitas vezes serem
heterogéneos, criou-se a necessidade de integragdo dos mesmos, a fim
de se obter um conhecimento completo sobre o objeto de estudo.

Modelos de dados armazenados em sistemas gerenciadores de
banco de dados ou até mesmo em simples arquivos textos necessitam de
integragéo.

Geralmente as fontes ndo oferecem uma documentagao detalhada
do esquema do banco de dados, ou seja, o simples fato de conhecer os
dados disponiveis e seus dominios pode se tornar uma tarefa nao muito
trivial a quem necessita de uma determinada informagac em alguns
destes bancos.

Um dos grandes desafios da Biocinformatica € a construcdo de
ferramentas de integragdo das informagdes que residem nestas diversas

fontes de dados.



14

2.6 Pipeline

Muitas tarefas descritas pelos pesquisadores envolvem a
composi¢ao de varios programas. Uma cole¢do de dados produzida por
um programa pode, dada uma semantica apropriada, ser a colegao de
entrada de outro programa. Este conceito é denominado Pipeline.

Estes sistemas dizem respeito a automatizacido de procedimentos,
onde informacgdes ou tarefas sdo passadas entre programas participantes
de acordo com um conjunto pré-definido de regras para se alcangar um
objetivo global.

A composicao destes programas ndo é uma tarefa simples de ser
realizada por pesquisadores da area biolégica, tornando-se uma grande
barreira para analises mais complexas. Dai a importancia de profissionais
envolvidos na area de informatica no desenvolvimento e gerenciamento
destes sistemas.

A utilizagdo em estudos comparativos e a necessidade de
acomodar diferentes fontes de dados com diferentes formatos € modos de
acesso, além do “tsunami” de dados que réquer sistemas cada vez mais
seguros e robustos, e com o0 estado evolutivo de novos algoritmos e
paradigmas na andlise de dados por Bioinformatica, fica cada vez mais
evidente a aplicacio e o estudo de sistemas que atendam esta demanda
(Hoon et al., 2003).

Existem diversos pacotes de programas com esta finalidade,
disponiveis para os pesquisadores em biologia. Estes pacotes muitas
vezes possuem scripts que definem o pipeline de analise com parametros
default, dificultando que o pesquisador realize modificagdes nestes scripts
e até mesmo interprete os resultados obtidos. Por exemplo, o pacote
Phred/Phrap possui um script que, dado um ou varios cromatogramas,
chama todos o0s programas que geram reads e contigs, incluindo
conceitos que alguns usuarios podem nao tomar conhecimento, como no
caso do mascaramento de vetores, ou até mesmo nos parametros
utilizados para definir regides de sobreposi¢io utilizadas na formagéo dos

contigs.
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Um exemplo de pipeline mais elaborado para projetos de ESTs,
incluindo analise dos dados e armazenamento dos resultados em um
sistema gerenciador de banco de dados pode ser visto a seguir (Figura 3).

O primeiro passo inicia-se com os cromatogramas, obtidos no
laboratério, que constituem entradas para o programa Phred. Os reads
(no formato phd) sdo entdo encaminhados ao programa phd2fasta para
que os mesmos sejam convertidos em formato FASTA. Alguns pipelines
possuem esta préxima etapa automatizada, como € o caso do pipeline
desenvolvido para o Laboratério de Genética e Biologia Molecular de
Fungos do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, estudo de caso deste trabalho. Nesta etapa s&o gerados
filtros para identificar as seqléncias de boa qualidade baseadas nos
dados extraidos do programas Phred, juntamente com o filtro de
contaminantes (vetores e primers) dos reads (realizado pelo programa
Cross_Match).

A partir do momento em que os reads tiverem suas regides de
contaminantes e de baixa qualidade cortadas (frimming), trés novas
etapas serdo realizadas na analise dos dados. A primeira etapa inicia-se
com o BLASTX, que faz a tradugéo da sequéncia de nucleotideos do read
nos seis frames possiveis, gerando seis seqguéncias de aminoacidos, e
realiza a compara¢do destas seqiéncias com o banco de dados Nao-
Redundante do Genbank (NR). Os seis possiveis frames séo as fases de
leitura em que o DNA é traduzido em proteina, através da “leitura” de
trincas de nucleotideos de forma sequencial. Isso faz com que seja
possivel a leitura de seis diferentes fases para a mesma molecula de
DNA, sendo trés fases para cada fita.

O BLASTX, além de mostrar sequéncias similares do NR, sugere
qual &€ o frame correto para que seja feita a tradugédo do read para uma
seqiiéncia de aminoacidos, neste caso utiliza-se o programa Transeq
(utilitario do pacote EMBOSS) para esta fungéo.

A sequéncia de aminoacidos & entdo alimentada ac programa
RPS-BLAST (Reverse Position Specific - BLAST) (NCBI, 2006c) para
fazer a comparacdo com o banco de dados CDD (Conserved Domain
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Database) {(Marchler-Bauer et al., 2003) encontrando dominios

conservados em regides da sequéncia estudada.
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Figura 3. Esquema de pipeline para projetos de ESTs.

A segunda etapa trata da comparagdo dos novos reads (que
acabaram de ser seqlenciados) com todos os outros reads ja

sequenciados. Esta comparagdo é feita com o CAP3 e o objetivo €
descobrir se o read novo ja foi seqilienciado antes. Esta etapa &
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importante para mostrar quando o processo de seqiienciamento de um
projeto de EST néo esta mais produzindo seqiléncias novas (identificacéo
da redundancia da biblicteca).

A terceira etapa & a montagem de fragmentos feita também com o
programa CAP3 os chamados contigs, que serdo analisados com o
objetivo de identificar seqiiéncias mais precisas e completas do cDNA ou
parte de um cDNA, ja que se trata de um pipeline para projetos de ESTs.
Depois da montagem, faz-se com os contigs (cCDNA) as mesmas
comparacoes feitas com os reads individuais, ou seja, compara-se aos
bancos de dados NR e CDD.

2.7 Gerenciamento de Pipelines

Ndo podemos esquecer que o acréscimo ou remogdo de qualquer
um dos passos ou processos em projetos de pipefine pode ser uma tarefa
néo muito trivial para a maioria dos usuarios.

Sendo assim, torna-se importante a criagdo de sistemas que
facilitem este processo néao apenas de analise dos dados, mas também o
gerenciamento dos passos, facilitando a inclusdo ou remogao de
programas e fontes de dados no decorrer de cada projeto de analise.

O gerenciamento de pipelines oferece automatizagdo dos
procedimentos de um projeto de andlise através do gerenciamento de sua
seqléncia de trabalho.

Alguns requisitos importantes neste tipo de aplicacao:

« O sistema deve incluir os processos, fontes e recursos
normalmente usados e oferecer mecanismos de
extensibilidade de novos processos, fontes e recursos. No
caso dos processos podemos citar a grande variedade de
programas de analise por Bicinformatica. J& no caso das
fontes de dados, a grande quantidade de bancos de dados

em Biologia Molecular disponiveis atualmente;
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» O sistema deve ajudar os usuarios na definicdo e redefinigao
dos processos mais importantes, ou seja, que devem ser
considerados Uteis pelos pesquisadores,

= O sistema deve oferecer ferramentas para validagao de
dados. Verificando se as entradas e saidas geradas
possuem coeréncia;

» O sistema deve ser otimizado de acordo com a arquitetura
que esta sendo utilizada;

» O sistema deve oferecer agendamento da execugéo das
andlises. Permitindo que o pipeline de analise dos dados
seja executado em horarios especificos e de menos fluxo de
trabalho no servidor;

« (O sistema deve conter controle de usuarios e permissoes
para definicdo e redefinicdo de seus processos.

2.8 Sistemas de Gerenciamento e Analise de Dados por
Bioinformatica

Nesta dissertagdo, denominamos Sistema de Gerenciamento e
Analise de Dados por Bioinformatica (SGADBio), um sistema capaz de
analisar seqiiéncias moleculares, armazenar resultados analisados,
extrair diversos tipos de informagdes e permitir o instanciamento dos
processos envolvidos nos diversos tipos de analise por Bioinformatica.

Esta dissertagdo apresenta o desenvolvimento de um software com
estas caracteristicas, que podera ser configurado para diversos ambientes

de trabalho em diversos tipos de projeto de seqiienciamento.

2.9 Comentarios Finais

Este capitulo apresentou uma discussdo sucinta dos contextos
biolégico e computacional, apresentando uma visao geral dos assuntos
em Bioinformatica relevantes a esta dissertagdo, como os programas de
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analise, os bancos de dados, os sistemas de anotagéo, a integragdo dos
dados e aplicativos, os pipelines, o gerenciamento de pipelines e os
sistemas de gerenciamento e andlise de dados por Bioinformatica
(SGADBio).

De acordo com o que foi argumentado, mostrou-se a necessidade
do desenvolvimento de um SGADBio que atendesse aos diversos
requisitos expostos neste capitulo.

Os passos para o desenvolvimento deste sistema serdo descritos

no préximo capitulo.

CO DE BIELIOTEC
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Il - O DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE
GERENCIAMENTO E ANALISE DE DADOS POR
BIOINFORMATICA - SGADBIO

Este capitulo apresenta as fases de desenvolvimento do projeto
proposto, incluindo todo o processo de desenvolvimento do software, ou
seja, o conjunto de meétodos, técnicas e ferramentas utilizadas para
analisar, projetar e gerenciar o desenvolvimento e a manutencdo do

software.

3.1 Visao geral

O SGADBio objetiva realizar, de forma geral, a analise de dados de
Biologia Molecular (também chamadas de bioseqtiéncias).

O sistema disponibiliza uma ferramenta para gerenciar os
processos envolvidos em projetos de seqlienciamento, permitindo assim a -
criagdo de diversas instancias e métodos de andlise para os diferentes
tipos de projetos de pesquisa existentes.

Informagdes como usuarios, primers, vetores, mRNA e tipos de
biblioteca sao cadastradas no sistema.

Segiiéncias sdo submetidas para analise, esta previamente
configurada com uma seqiiéncia de processos, fontes de dados e
atividades, dos quais 0s resultados sdo entdo armazenados em sistemas
gerenciadores de bancoc de dados e disponibilizados em um ambiente
Web, facilitando assim o interfaceamento com o usuario final.

Informagdes de grande importancia para pesquisas em biologia
molecular podem ser geradas pelo sistema, tais como:

= |dentificagdo de regides contaminantes em sequéncias;
v |dentificagdo do padrdo de qualidade de bibliotecas e

seqiéncias;
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* |dentificagdo do grau de redundancia do seqienciamento de
bibliotecas;

= |dentificacdo de similaridade da seqiiéncia com diversos
bancos de dados de Biologia Molecular;

» Estatisticas de analise como tamanho médio de clones,
nimero de seqléncias de baixa e alta qualidade,
porcentagem de similaridade entre seqiiéncias analisadas,
quantidade de dominios conservados, além de diversos
graficos representativos dos resultados.

O sistema permite ainda:

= Controlar o fluxo de processos a serem executados na etapa
de analise de dados, ou seja, através de uma interface com
o0 usuario, pode-se definir a seqiiéncia de passos que a
seqléncia molecular sera submetida;

= Controle de wusuarios e permissées, tornando o
gerenciamento do software mais confiavel;

» Registro de Logs de operagdes, permitindo que seja
identificado o usuario responsavel pelas diversas operac¢des
disponiveis no sistema.

Qutro importante recurso do sistema é o de agendar a andlise dos
dados através de um controle para identificar os horarios de menos fluxo

de trabalho no servidor.

3.2 Arquitetura

A arquitetura de software &€ uma estrutura que serve para o
entendimento de componentes de um sistema e seus inter-
relacionamentos (Silva Fitho, 2002).

A arquitetura proposta para ¢ SGADBio é mostrada graficamente
(Figura 4). O acesso para pesquisadores e administradores do sistema
ocorre através de requisicdes hifp para o servidor, que interage com
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scripts desenvolvidos na linguagem de programagéo Perl, gue por sua vez
faz o acesso aos dados armazenados no banco de dados Mysql.

O modelo proposto esta baseado na arquitetura do tipo cliente-
servidor, no qual o servidor Web representa a figura do analisador e
armazenador de dados e os pesquisadores sao representados através de

clientes utilizando seus navegadores.

Pipeline.pl

T

Pesquisadores e
Administradores do

Sistema w
i)
<
0.
<
Requisigéio 1 l
‘ | seqAnalyser
BROWSER + PAGINA VEB | _ PERL-CGI
Resukado

Figura 4. Arquitetura do SGADBio.

O acesso a ferramenta é realizado via Web e o acesso ao script de
analise de dados (Pipeline) & feito em modo batch' através de um “cron”,
servico de agenda de tarefas disponivel nos sistemas Linux que é

carregado durante o processo de boot do sistema.

3.3 Elicitacdo de Requisitos

Na etapa de elicitagdo de requisitos, procura-se capturar os
requisitos do sistema, buscando obter um conhecimento do dominio do
problema (Vasconcelos, 2004).

! Modo de processamento de dados no qual os dados de entrada séo coletados em
grupos, ou lotes, e periodicamente processados em sequéncia por um ou mais jobs.
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Foram realizadas varias entrevistas com pesquisadores envolvidos
em projetos de seqilenciamento, principalmente os que atuam em analise
de expressdo génica em eucariontes?, mais especificamente em fungos.
Foram relatadas varias informagdes relevantes ao processo de analise de
dados de biologia molecular, os objetivos e as limitagdes funcionais e
organizacionais, com o objetivo de identificar e criar solu¢gdes que se
adequem a realidade mais comumente encontrada nos laboratorios de

pesquisa.

3.4 Modelo conceitual

Para melhor entendimentc do SGADBio e para fornecer
documentacao para futuras implementa¢des ou atualizagdes do software,
foi criado um modelo conceitual, de forma que sejam satisfeitos os
requisitos propostos, proporcionando portabilidade para qualquer
ambiente, uma vez que o modelo desenvolvido é independente de
linguagem de programacgao.

Uma das técnicas que foi utilizada para apresentar os processos do
sistema & o diagrama de fluxo de dados (DFD), que & utilizado como o
primeiro passo em um projeto estruturado e apresenta o fluxo de dados
global em um sistema.

Esquemas representativos, diagramas entidade-relacionamento e
textos explicativos, também foram utilizados na etapa de analise do
sistema.

3.4.1 Diagrama de Fluxo de Dados

O Diagrama de Fluxo de Dados (DFD) & uma ferramenta de

modelagem que permite imaginar um sistema como uma rede de

2 De forma simplificada, um organismo procaridtico é aquele cujo material genético nao
esta organizado em um “envelope” nuclear e ndo possui organela ligada a membrana; ao
contrario do organismo eucariotico, que possui uma membrana ligada ao nlcleo,
cromossomos multiplos e organelas internas.
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processos funcionais, sendo assim, ele & uma 6tima ferramenta para o
entendimento e manipulagdo de um sistema, ao nivel l6gico, de quaiquer
complexidade.

Procurou-se logo apés o levantamento dos requisitos, documentar
o que foi abordado através de uma representagdo esquematica de
processos. Alguns diagramas foram explorados, dos quais um breve
resumo esta sendo mostrado nesta dissertagdo através do diagrama de
contexto, usado para ilustrar as fronteiras de um sistema (Figura 5), e do
diagrama de fluxo de dados nivel 0. Este ultimo dividido em partes para
melhor entendimento do trabalho.

Cada parte do DFD nivel O representa a interagdo do sistema com
uma de suas entidades externas. Pesquisador (Figura 6), Gerente de
Projetos (Figura 7), Administrador do Sistema (Figura 8) e Comunidade

Externa (Figura 9).

Pesguisador Administrador
\ /— do Sistema
& seqAnalyser
Sistema de
- Gerenciamento
e Andlise de
Dadaos per
Bioinformatica '\
Gerente Comunidade
de Projetos externa

Figura 5. Diagrama de contexto do SGADBio.

Como se pode observar, o sistema interage com quatro entidades
externas. A entidade denominada Pesquisador & responsavel pela
submissdao de cromatogramas e analise dos dados dos projetos de
seqienciamento. No caso da entidade Gerente de Projetos, esta é

responsavel pela configuragdo do pipeline, ou seja, da definicdo dos

processos que serao utilizados na fase de analise dos dados. E ela quem
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tem o papel de configurar os pardmetros necessarios para a execugao do
pipeline.

As outras duas entidades também possuem um importante papel
de interacdo com o sistema, é o caso da entidade Administrador do

Sistema que possui a funcédo principal de administrar e controlar os
usuarios e tipos de acesso ao software. Nao esquecendo da entidade

Comunidade Externa que através de solicitagcbes de consulta através do

website do projeto pode ter acesso a diversas informagdes disponiveis a
comunidade em geral.
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+ Informagdes bibioleca S \\_J/F‘ewau 8 wetor

Sequentia fasta +
Cualidade sequgrcia

} Remao de dtima quaidade
i regaon
Pesquisadar
Hits de similandade oo programa Frouig de vetor
/_._\ Brast contra o BD analizada Reg:ién de stima guakoade
N ™, Sequéros fasta + e —
Seleconarezds i Gerar Y Qualidade sequénca hit
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Figura 6. Diagrama de fluxo de dados nivel 0 do SGADBIo, interagio com entidade
Pesquisador.

Na Figura 6 a entidade externa Pesquisador possui fluxos de dados
apontando para trés diferentes processos. Cada um apresenta sua
intera¢gdo com os diversos depositos de dados contidos no sistema.

No primeiro processo (Submeter cromatogramas), o pesquisador
deve encaminhar os cromatogramas compactados em conjunto com as
informagdes pertencentes a biblioteca de sequénciamento. Estes dados
s&o entdo armazenados em um depésito de dados chamado submission.
Os cromatogramas sao entao dirigidos a fase de processamento, onde,
programas de Bioinformatica sdo responsaveis por extrair informacgbes
relevantes e encaminha-las para amazenamento.
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O processo Gerar Agrupamentos consiste em definir os contigs da
biblioteca. Para isso, as seqiiéncias obtidas dos cromatogramas em
formato FASTA séo processadas por um programa de montagem de
seqliéncias, que gera os contigs para em seguida serem armazenados no
depésito de dados cluster.

Outra tarefa do pesquisador é visualizar os resultados. Neste caso
ele deve selecionar a biblioteca desejada e o processo responsavel por
esta fungéo se encarrega de buscar nos diversos depositos de dados as
informacdes necessarias.

project_canfiguration

Informagdes sobre o tipo de
prajeto de seguenciamento

Configurar
D Projeto +

Projeto
Gerente de Projetos Identificador do Pipeline pipeline
- Programas de anélis\‘
- Bancos de dados

- Pardmetros

Definir e
Canfigurar
Pipeline

» pipeline_programas

Programas +
Parametros + BD +
Ordem de execugio

Tipos de
Programas de analise

programs

Figura 7. Diagrama de fluxo de dados nivel 0 do SGADBio, interacdo com entidade
Gerente de Projetos.

A Figura 7 apresenta o comportamento do sistema em resposta a
entidade Gerente de Projetos. Neste modelo, processos referentes a

configuracéo do pipeline quanto aos programas de Bioinformatica, acs
bancos de dados biolégicos, aos pardmetros e a ordem de execug&o sio
contemplados.
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lab

Dados do
Labaratoric

Gerenciar
Laboratérios

Novos Iahnraty
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do Sistema Dados da usersist

Usuario
Novos usuarins e

privilégios

Gerenciar
Contas de
Usuarios e
Privilégios

S

Privilégios do privilege
Usuiario

Figura 8. Diagrama de fluxo de dados nivel 0 do SGADBio, interagido com entidade
Administrador do Sistema.

Dados associados com processos que visam o gerencianﬁento de
contas de usuario para acesso ao sistema sao demonstrados no diagrama
da Figura 8. '

O administrador do sistema além de interagir com o processo de
gerenciamento destas contas & responsavel na manutencdo dos
laboratérios pertencentes ao ambiente do sistema.

Na Figura 9 tem-se o papel da Comunidade Externa que possui um

tinico processo (nivel 0).

Este processo é responsavel por atender a solicitagdo de consuilta,
realizada através da homepage do projeto, e disponibilizar os dados
provenientes de andlises que possuam acesso livie e aberto a

comunidade.



28

submissian

Tipa de projeto

sequéncias reads

Processar
consulta
a dados

disponiveis

Vetor/ Qualidade i
Solicitar dados sobre ‘____—————_—"—_- region
determinado projeto

através da Wehb

Hits blast
Dados hit
Comunidade Extermna fitrados
Alinhamentos subject
Agrupsrme ntas

hsp

cluster

Figura 9. Diagrama de fluxo de dados nivel 0 do SGADBIo, intera¢gdo com entidade
Comunidade Externa.

Nem todos os fluxos de dados estdo representados no DFD nivel 0
devido a complexidade do modelo. O objetivo principal nesta fase foi
demonstrar os principais fluxos e suas interagdes com as entidades
externas do sistema.

O refinamentc do DFD ou explosdc dos processos, mais
comumente chamado, nao foi realizado nesta etapa. Procurou-se a partir
deste ponto realizar o armazenamento do conhecimento organizacional,
ligando a andlise, o projeto e a implementagdc através do Diagrama
Entidade-Relacionamento (DER).

3.4.2 Diagrama Entidade-Relacionamento

O Diagrama Entidade-Relacionamento (DER) € um modelo em
rede que descreve a diagramagdo dos dados armazenados de um

sistema em alto nivel de abstracao (Teorey et al., 2006).
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Através do diagrama entidade-relacionamento do SGADBio (Figura
10; Figura 11), pode-se cobservar que sdo contemplados inimeros
aspectos que fazem com que os dados armazenados possam gerar
informagdes variadas, devido ao grau de normalizagdo dos dados e a
arquitetura proposta baseada em uma estrutura cliente-servidor Web e um
sistema gerenciador de banco de dados que dé suporte a linguagem de
consulta SQL.

Dada a grande quantidade de entidades necessarias no
desenvolvimento do software, o diagrama foi dividido em duas partes. O
primeiro diagrama representa as entidades e relacionamentos
necessdrios para o armazenamento dos dados analisados apds o
processamento das seqiiéncias de biologia molecular (Figura 10), ja o
segundo contém os objetos necessarios para manter as configuragbes
sobre o Pipeline, ou seja, dos fluxos e processos pertencentes a cada
projeto de analise dos dados (Figura 11). Nem todas entidades estio
representadas nestas figuras, sendo assim, foram escolhidas as que séo

envolvidas nos principais aspectos e fungées do software.
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Figura 10. Diagrama entidade-relacionamento para armazenamento de dados
analisados pelo SGADBio.
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Figura 11. Diagrama entidade-relacionamento para gerenciamento de processos e
configuracdes por tipo de projeto do SGADBiIo.

Diversas extensdes e notagbes sobre o modelo entidade-
relacionamento foram definidas nos ultimos anos. O software DB Designer
(ferramenta open source utilizada para criacdo de modelos de bancos de
dados) foi utilizado para confeccionar os diagramas deste trabalho
baseados na notagao original de Peter Chen, porém com a auséncia dos
atributos pertencentes as entidades. O objetivo principal foi facilitar a

compreensao dos diagramas.

3.5 Implementacao

Durante esta etapa, o projeto do software é implementado como
um conjunto de unidades de uma linguagem de programacao (Pressman,

1991).
Esta etapa baseia-se totalmente no uso de ferramentas e/fou

ambientes de apoio a programagéo (ex: compiladores, depuradores de

codigo e editores sintaticos) (Pressman, 1991).
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3.5.1 Plataforma

A plataforma utilizada no desenvolvimento do SGADBIo foi 0 Linux
distribuicdo Fedora Core 3 sobre um microcomputador com processador
Pentium IV 3.0GHz, com 512MB de meméria RAM e HD de 80GB.

O Linux & uma implementacdo livie do UNIX (Welsh, 1999),
desenvolvido em meados de 1991 ndo s6 por Linus Torvalds (que na
eépoca era um estudante de Ciéncia da Computacio da Universidade de
Helsinque, na Finlandia), mas por varios programadores ao redor do
mundo, projetado para fornecer a usuarios de computador pessoal um
sistema operacional de alta performance, eficiéncia e sem custos.

Para o desenvolvimento do SGADBIo foi escolhido o Linux devido a
varios aspectos positivos, tais como: multitarefa, multiusuario,
multiplataforma, seguranga, confiabilidade e & claro por se tratar de um
sistema livre.

Compéde ainda a plataforma o Servidor Web Apache, instalado no
sistema Linux para disponibilizar os servicos do sistema através de um
ambiente de interface Web.

A escolha do Apache foi feita principalmente por se tratar de um
software altamente configuravel, poder ser executado em diferentes
plataformas, ser flexivel e também ser livre.

3.5.2 Linguagem de Programacao

A programacdo e a Bioinformatica estdo relacionadas, tanto na
obtengdo de dados, quanto no desenvolvimento de ferramentas que
resolvam os problemas e obstaculos encontrados na pesquisa em
desenvolvimento. A elaboracédo de ferramentas para acessar bancos de
dados e realizar tarefas importantes para a otimizagdo das analises das
sequéncias, tornou-se possivel com a utilizacdo de programacao em
linguagem Perl (Practical Extraction and Reporting Language), a qual é
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uma linguagem muito utilizada em Bioinformatica por sua facilidade na
manipulagao de strings, conexdo a bancos de dados e acesso via Web.

A Perl & gratuita e possui uma diversidade de médulos (bibliotecas)
de fungdes especificas para tratar de diversos assuntos como gréficos,
estatisticas e até mesmo um modulo especifico de Bioinformatica o
BioPerl (utilizado neste projeto).

Para o desenvolvimento de aplicagdes Web utiliza-se o conceito de
programacio CGl (Common Gateway Interface). Um programa ou script
CGl é um aplicativo que reside em um servidor Web, quando o programa
CGl é chamado por um usuario remoto, o aplicativo & executado no
servidor que, em seguida, encaminha ao usuario (cliente) a resposta em
formato HTML (Hypertext Transport Protocol) (Figura 12).

Browser

y oottt L A== n

1 {

' =

T, |

Solicitagdo HTTP Resposta HTML

Apresentada como
paginas Web

Scnpt PerlfCGl

Figura 12. Diagrama esquematico de interagao CGl - Usuario.

A Perl possui um mddulo para auxilio no desenvolvimento de
aplicativos CGl o Perl-CGl.

Além do médulo CGI, trés importantes médulos utilizados neste
trabalho foram o DB (Mddulo para interfaceamento com bancos de
dados), o GD (Modulo de fungdes graficas) e o BioPerl (Mddulo de
fungbes aplicadas a problemas de Bioinformatica). Cabe ressaitar que
este Gltimo possui grande importancia no crescimento da utilizagéo da
linguagem Perl em projetos de Biocinformatica, por ser um grande

IFSC-USPRR2Lin
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repositério de mobdulos computacionais rotineiramente usados em
Bioinformatica.

Fungbes como tradugdo de seqiiéncias de nucleotideos em
seqléncias de aminodacidos, “parser” para resultados de programas como
Blast, Phred, Phrap, CAP3, ClustallW entre outros sao faciimente

implementados com a utilizagédo deste conjunto de ferramentas.

3.5.3 Sistema Gerenciador de Banco de Dados

O banco de dados é uma ferramenta de fundamental importancia
na Bioinformatica, tanto na busca como no armazenamento de
informagdes biolégicas.

O Sistema Gerenciador de Banco de Dados (SGBD) utilizado para
dar suporte ao SGADBiIo € o MySQL.

O MySQL é um SGBD relacional que oferece integracido com
diversas aplicagbes através de um subconjunto da popular linguagem de
consulta SQL.

A escolha do MySQL como SGBD para o SGADBio deve-se ao fato
de ele oferecer tempos de acesso pequenos (por néo utilizar o conceito
de transagbes), por tratar-se de um sistema gratuito e ter grande
disponibilidade de suporte.
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IV - SGADBIO UM SISTEMA DE GERENCIAMENTO E
ANALISE DE DADOS POR BIOINFORMATICA

Neste capitulo sdo apresentados os médulos e fungdes do sistema
de gerenciamento e andlise de dados por Bioinformatica — SGADBio.

Produzido neste trabalho como resultado de um projeto de analise
e implementagac definida com a utilizacdo de técnicas de Engenharia de
Software, o SGADBio é um sistema desenvolvido para analise de dados
de projeto de seqlienciamento de genes expressos.

Interfaces do sistema para manutencio e visualizagao dos dados,

serdo apresentadas neste capitulo.

4.1 Médulos e fungobes

O sistema SGADBio consiste de cinco médulos, sendo que o
acesso a eles dependera do tipo de usuario e seus privilégios.
Os médulos estdo organizados da seguinte forma:

» Administrator — médulo responsavel pelo gerenciamento
dos laboratérios, usudarios e seus privilegios de acesso ao
sistema;

= Project Manager — configuragdo do projeto, definicdo dos
processos e fluxo de dados envolvidos no pipeline,

» Profile Tools — permite a associagdo de um perfil a cada
amostra a ser analisada, informando ao sistema dados como
mRNA utilizado, programa de PCR, primers e outras
informacgoes referente a construgio da biblioteca;

» Analyser — utilizado para submissdo de cromatogramas,
“clusterizagdo” de dados e visualizagao de resultados;

» Query — modulo capaz de gerar relatorios e graficos que
possibilitam total acompanhamento dos projetos analisados.

Informactes detalhadas sobre cada um dos modulos e suas

principais fungbes serdo descritas no decorrer desta secéao.
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Inicialmente, o sistema possui uma interface que consiste de uma
tela de “Logon” onde o usuario devera fornecer seu nome de usuario e

senha, Username e Password respectivamente {Figura 13).

Usemame | | |

Password | | |

Figura 13. Tela Logon do SGADBiIo.

Logo apds o Login do sistema, € apresentade um menu principal
com diversas opg¢bes (Figura 14).

— Home ———— 1 Home
Login
— Laboratory
+— User
— Privilege
L— User Privilege
., — Programs
— Project Manager— p‘pg.me
|— Project Configuration
L— Project Pipeline

segAnalyser —

— Administrator

— Vector
— Primer
+— PCR Program
— mMRNA
+— Profile
I— Primer Profile
— Profile Pool
L— Library
— Submission Form
— Analyser ———1__ Supmission Viewer
— Library Cluster
F— Annotation Cluster
L Digital Northern
|_ — Library Blast
Query ——————_ {_ibrary Quatity Profile
— Cluster Viewer
| — Library Statistcs
— Digital Northern Viewer
L— Graphics

— Profile Tools

Figura 14. Opgoes do menu principal do SGADBi 0.
A seguir, os modulos sdo apresentados para melhor entendimento

de suas fungdes.
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4.1.1 Modulo Administrator

O maodulo Administrator (Administrador do Sistema) permite o
gerenciamento dos laboratorios, usuérios e seus privilégios.

A tela de gerenciamento dos dados € comum na maioria das
opcoes do sistema, permitindo a inclusao, alteragéo, exclusdo e consulta
dos dados armazenados em seus respectivos depoésitos do banco de
dados.

O cadastro de laboratérios permite o gerenciamentc dos
laboratorios que terdo acesso aos projetos inclusos no sistema. Cada
projeto sera vinculado a um determinado laboratério, onde permissées a
ele serdo dadas de acordo com o tipo de acesso de seus usuarios.

Neste modulo, disponibiliza-se ainda um cadastro de usuarios e
privilégios, opgao responsavel pelo gerenciamento dos usuarios e os tipos
de acesso ao sistema. Com isso pode-se permitir, por exemplo, que um
pesquisador tenha acesso a4 submissao de cromatogramas pertencentes a
um determinado projeto, porém nao possa realizar a mesma tarefa para
um outro qualquer.

A Figura 15 ilustra o cadastro de usuéarios do sistema com suas
interfaces de consulta (A), inclusao (B) e alteragao (C) de dados.
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Figura 15. Cadastro de Usuarios do SGADBio.

4.1.2 Médulo Project Manager

O médulo Project Manager (Gerenciador de Projetos) &
responsavel pelo gerenciamento dos projetos de analise de seqiléncias,
manipulados atraves do sistema.

Dentre as varias funcbes, pode-se destacar o gerenciamento de
pipelines configuraveis por tipo de projeto. Esta funcédo é de fundamental
importancia nos projetos de anélise de ESTs, porém a grande maioria dos
softwares desta categoria possuem seus processos € parametros de

analise fixos. Neste caso, para qualquer tipo de particularidade em seu
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projeto de sequenciamento, o usuario devera contar com um especialista
da area de software e programagao para efetuar as mudangas.

O software desenvolvido neste trabalho possui esta fungio
configuravel e de facil gerenciamento, ou seja, qualquer usuario que
tenha permissao de gerenciar um determinado projeto de andlise podera
através deste médulo configurar seu tipo de pipeline e os programas que
serao utilizados na fase de analise das seqiiéncias sem envolver-se com
qualquer tipo de linguagem de programacgao.

O primeiro passo para tornar um pipeline configuravel é incluir,
através da funcdo programs, os programas disponiveis para analise de
dados por Bioinformatica, assim como seus tipos de pardmetros de
entrada. Em seguida, na funcdo pipeline, vincula-se uma ordem de
execugcdo dos processos aos programas disponiveis configurados no
sistema, sem esquecer de seus parametros de execugéo. Por ultimo
associa-se cada projeto ao tipo de pipeline que sera utilizado para analise
dos dados.

Por tratar-se de um médulo de grande importdncia no
desenvolvimento deste trabalho, serdo descritos e exemplificados alguns
de seus procedimentos e fungbes mais detalhadamente.

4.1.2.1 Programs

A opgao Programs, pertencente aoc médulo Project Manager &
responsavel pelo cadastramento dos programas de analise em
Bioinformatica no sistema, permitindo que os mesmos tornem-se
disponiveis na definicdo do pipeline.

Para esta opg¢do, o Gerente de Projetos devera definir trés
informagbes basicas: o nome do programa (name), uma descri¢cdo sobre o
programa (description) e por Gltimo a sintaxe de execugao deste programa
(syntax) que serd utilizada no momento em que o pipeline for executado.
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A Figura 16 apresenta o formulario de cadastro de programas e a
Tabela 1 alguns exemplos de dados que podem ser inseridos através
desta opgao.

Figura 16. Cadastro de Programas.

Tabela 1. Exemplos de programas que podem ser configurados no SGADBio.

Name Description Syntax

Phred Phrep phrep -id /$pasta/chromat_dir/ -pd
/$pasta/phd_dir/

Phd2Fasta Phred to Fasta | phd2fasta -id /$pasta/phd_dir/ -os
/$pastaledit_dir/$seq.fasta -0q
{$pastaledit_dir/$seq.fasta.qual

Cross Match | Cross_Match cross_match /$pasta/edit_dir/$seq.fasta
/$pastalvector/$vector.fasta -minmatch

<p_minmatch> -minscore <p_minscore>

-screen
Cap3 CAP3 cap3 /$pastaledit_dir/$seq.fasta
BlastN Blast blastall -p blastn -d <p_bd> i
(DNAXDNA) {$pastaledit_dir/$seq.fasta.screen -e
<p_evalue>
BlastX Blast blastall -p  blastx -d <p_bd> i

(DNAXxProteina) | /$pasta/edit_dir/$seq.fasta.screen -e

<p_evalue>

Pode-se observar na Tabela 1 que na coluna Synfax, alguns

valores estdo entre os simbolos de menor (<) e maior (>). O objetivo foi
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preparar a sintaxe de execug¢ao dos programas, permitindo que o usuario
defina, de acordo com o projeto, os valores para estes parametros.

Alguns exemplos de parametro, listados na tabela, para os
programas BlastN e BlastX sdo o <p_evalue> e <p_bd>. O primeiro define
o corte de aceitacdo do e-value (valor utilizado como estimativa de
similaridade entre duas sequiéncias) dos Hits encontrados pelo programa
Blast. O segundo permite que o usuario selecione o banco de dados
biclogico que sera utilizado na analise por similaridade.

Os valores para estes pardmetros serdo configurados na préxima
etapa deste médulo de gerenciamento. Esta etapa se da na opgéo
Pipeline.

4.1.2.2 Pipeline

A opgdo Pipeline permite a configuragdo do pipeline quanto aos
passos de execucdo de cada processo de analise, assim como a
definicdo dos valores para os parametros definidos na opgao Programs.

Nesta opc¢ado o Gerente de Projetos tem o papel de configurar tipos
de pipeline, definindo a ordem nas quais serdo executados os diversos
tipos de programa de Bioinformatica.

Para configurar o pipeline, uma interface é apresentada ao usuério
pedindo para que sejam informados o programa (cadastrado na opgéo
Programs), a ordem de execugdo e os valores para cada parametro,
quando for o casa. A Figura 17 ilustra um tipo de configuracéo de pipeline
cadastrada no sistema. Esta configuracédo pode ser utilizada em diversos
projetos de andlise de seqlienciamento de genes expressos. Um
esquema representando como o software converte os dados digitados em
um script de execugdo (arquivo em formato texto) esta sendo mostrado

nesta figura.
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| Pipeline Name ESTTrubum ]
| [Phred 1
| |Phd2Fasta 2
Cross_Match ! 3 i |p_minmatch=12; p_minscore=20
' [BlastN L a © Ip_bd=fusiflocal/biasydbint p_evalue=0 0001
, [Blastx 5 ' lp_bd=fusslocalblasydb/nr p_svalue=0.001 :
ICap3 ¥ [ i
'[APSBlast o p_bd=jusiocal/blasydb/cdd |
i Back
script Pipeline.pl
pipefine0001.pl
1 phred -id /projectl/chromat_dir -pd /projectl/phd_dir
2 phd2fasta -id /projectl/phd_dir -os /projectl/edit_dir/$seq.fasta -oq
/p?oj ecti/edit_di E/sgeq. fasta.qual ) *
3 cross_match fprojectl/edit_dir/$seq.fasta /$projectl/vector/Svector,fasta -minmatch 12
-minscore 20 -screen
4 blastall -p blastn -d Jusr/local/blast/db/nt -1 fprojectl/edit_dir/$seq.fasta.screen -e 0.0001
5 blastall -p blastx -d fusr/locals/blast/db/ne -1 /projecti/edit_dir/$seq.fasta.screen -e 0.001
6 cap3 /projectl/edit_dir/$seq.fasta.screen
7 rpsblast -d fusr/local/blast/db/cdd -§ /projectl/edit_dir/$seq.fasta.screen —p F

Figura 17. Configuragao do pipeline e script gerado apés a interpretacéo dos
dados pelo software.

4.1.2.3 Project Configuration

A opgdo Project Configuration permite que o usuario realize
algumas configuragdes sobre cada projeto de analise quanto aos
diretorios de execugdo e armazenamento de resultados, as
especificagbes do equipamento e o sistema operacional utilizado.

Nesta opcdo o usudrio deverd informar as especificagbes do
microcomputador responsavel pelo processamento dos dados,
principalmente guanto ao nimero de processadores deste equipamento,

ja que o programa Blast, normalmente utilizado como um dos passos na
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analise dos projetos de seqienciamento, envolve um maior custo
computacional e pode ser executado de forma paralela, tornando o tempo
de analise do projeto mais satisfatério (Bealer, 2004). Deve-se ainda
informar nesta opgdo os diretdrios onde alguns programas de analise
estao instalados e onde alguns resultados serdo armazenados.

4.1.2.4 Project Pipeline

Nesta Gltima opg¢do do moédulo, o Gerente de Projetos devera
vincular cada projeto de analise ao tipo de pipeline que sera utilizado.

Esta estrutura foi criada para permitir que uma mesma
configuracdo ou tipo de pipeline possa ser relacionado a um ou varios
projetos de analise.

O usuario podera, por exemplo, configurar as etapas de
processamento de um pipeline basico com a execugdo, na seguinte
ordem, dos programas, Phred, Phd2fasta, Cross Match, Cap3 e BlastX
(Genbank-NR). Esta mesma configuragdo podera ser entio utilizada em
varios projetos de analise de ESTs, independente do organismo ou

condi¢cdo estudada.

4.1.3 Modulo Profile Tools

O proximo médulo a ser apresentado é o Profile Tools. Este é
responsavel pela manuten¢ao dos dados sobre o perfil de cada projeto de
analise, ou seja, através deste médulo o pesquisador ir4 informar ao
sistema dados sobre o projeto, destacando-se informacées referente a
fase de preparo do seqienciamento, tipo e condicdes da biblioteca,
localizagao fisica do material biolégico, etc.

O conjunto completo de opcdes deste moédulo permite o
cadastramento da biblioteca, os primers utilizados na reagaoc de
seqglienciamento, o programa de PCR e o mRNA utilizado. O pesquisador
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devera sempre que for criado um novo projeto, incluir estes dados no
sistema. Estas informacbes serdo entdo vinculadas a cada uma das
sequiéncias biolégicas analisadas, faciltando assim uma methor
documentagio do projeto de seqiienciamento.

A Figura 18 apresenta uma das telas de cadastro do médulo Profife
Tools (Cadastro de mRNA).

Figura 18. Tela de cadastro de mRNA (médulo Profile Tools).

A documentagdo é parte integrante de qualquer projeto de
seqlienciamento. A preservacdo de alguns dados é de fundamental
importancia para que os diversos pesquisadores tenham conhecimento da
problematica como um todo.

Este tipo de documentagao pode auxiliar os pesquisadores, por
exemplo, a saber, qual tipo de kit de seqienciamento foi utilizado, quem
extraiu o RNA mensageiro e qual a localizacdo fisica do material
biologico. Estas informagdes detalhadas podem facilitar o trabalho de

outros pesquisadores.
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4.1.4 Médulo Analyser

O mbdulo Analyser permite que o pesquisador submeta as
sequéncias biologicas para analise, agrupe seqiiéncias por similaridade e
realize comparagdes entre duas bibliotecas indicando genes
diferenciaimente expressos (Digital Northern).

Faz parte também deste médulo o script que agenda a execugio
do pipeline no servigo de agendamento do sistema linux (cron). As
principais fungdes deste médulo serdo detalhadas a seguir.

4.1.4.1 Submission Form

Opc¢éo responsavel pela submissao dos arquivos (cromatogramas)
a serem analisados.

Para esta opgéo deve-se compactar o conjunto de cromatogramas,
normalmente 96 amostras em um arquivo do formato zip (formato
originalmente criado por Phil Katz, fundador do PKWARE), em seguida,
incluir em um formulario as informagdes referentes a biblioteca ao qual
pertence o arquivo para andlise.

O programa responsavel pela submissdo dos cromatogramas
realiza uma série de validagdes sobre o arquivo enviado. Em outras
palavras, esta opgdo possui formas para verificar se o que foi submetido
contém realmente cromatogramas e se 0 arquivo foi corretamente
transmitido.

Assim que submetido, o arquivo & entdo agendado em uma fila de
execugcdo. A Figura 19 apresenta a interface de submissdo de

cromatogramas para analise.
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Figura 19. Tela de submissio de cromatogramas para anilise.

A fila de execucgdo é analisada por um script agendado em um
servico de agendamento de tarefas disponivel nos sistemas Linux (cron}),
cuja responsabilidade € a de verificar o momento em que se pode iniciar o
processamento de um novo arquivo. Caso exista um arquivo em
processamento, o script aguarda um préximo momento para realizagéo da
nova analise. Isso evita processamentos excessivos, o que pode tornar o

Sistema Operacional do microcomputador menos vulneravel a falhas.

4.1.4.2 Submission Viewer

Opcéo utilizada para visualizag&o dos dados analisados para um
determinado cromatograma. Criada para facilitar a verificagdo de
informagdes como a seqiiéncia do DNA obtida, a regido de alta qualidade
da seqliéncia, a regido de contaminantes (vetor e primer) e o grau de
similaridade entre a seqliéncia e outros bancos de dados bioldgicos
analisados.

Com esta opgao o usuario deve selecionar a biblioteca desejada, e
dependendo de suas permissdes, ele podera selecionar a placa e um dos
cromatogramas analisados para obter uma visualizagéo geral dos dados
(Figura 20).
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Name 02%a5603 FGP-Sub.-PL.02-A07.b.bin

, J— e S

AGCCCNCGTGAGATCCTCTAGTAACNuNCGNCANTGTGCTGGAATTCCGC
{ TTTCTAGCGGACT GCCGCTTTCGATCGETACGCCGGGCT TGTACAACGGT
‘ AACATTTAAACTGAATTCATTAGGCCGTCT TTGATACCAGTAGTGAAGTA
TGTTATTTTATFCGATAACCCGTGATTAAGCT TACCACAAT CCGAATAAT
{ ATCCAATGATATTACAT GCGCTGCACGGATGTCTTTAGT TAAT GTCGTGA
| GATTAGGT TAATTCCTACAATTAGCGAAAACCT TGGTATCATTTATATGT
| APAATATACCT TGCCACTAGATCGGACTATATATATAGGAYCAAGACAAG ;
UPCATCAT GGCCAAAATAT TGT GEGCTATAAACGT GCCACATTTTTCATTA ;
i CAAAAGGAT GTTATATT GTGAAAATARGCTARTCCT TAAATTCGAT TAAT !
{ ATGGATTGTAGTCTGTAACT CGACTACAT GAAT AAGGAATTACTAGTAAT i
| CGTTAATCATCACGTAACGGTGAATCGTTTCTCAATTAGGTACCTCGGCC i
| GCGACCACGCT AAGCCGAAT TCTGCAGATATCCATCACACT GGCEGCCGE i
[ CGAGCATGCATC TAGAGGGUCCART T COGCCTAT AGT GAGTCGTAT TAA
| AATTCACTGGGOGTCGTTTTACAACGT

Fasta

| Length 677
e )
MQM e e - R PV - - e,
End 534
e e e S
e
pes2_i 561 677
BlastX - NR (Blast format)
mtg N K,,...N.Nm' e mm g
i S Orgamism | Length
1 gblA.AOSZBO? 1| !hy'pomehcnl protm Bzul!us mcgatemm 93

HSP Scm Bm F.‘-valne Idem:lues

o

431‘00003; 4444 ' 6 1 us st 3

;hypolhtncal prol.cm MCAD’JSI  Methylococcus capnistus s Bath ‘84

i

2 reﬂY'P 113254 1|

HSP Stam Bl.u E-va!ue 1d!nhhol ‘ A.ligmn-nt Gaps QStart QFnd | §.Stat  SEnd ||

1108 466 . 00009 9w “ 63 1
' m..m - NT (Blast format)
Hir Name r Amohh'on Length
1 gblAY9l6‘l30 1y = Epidermophyton ﬁoccomm mochonch'wn. l:omplete genome 130910

Stm Blts E—vnlne Idonnues

1 m {747' o oesel - 43 o | w s

2 mb[XBBB% I[I'RMI‘OGEN TmmeD4 ATPG SSUrRNA, NDG COXIH, ATPS mdﬁtRNAgmc: 5207

Figura 20. Tela de visualizagado de cromatogramas analisados.

Os Hits encontrados através do programa Blast utilizado na
comparacéo da seqiiéncia com os diversos bancos de dados biologicos,
sdo apresentados ao usudrio por ordem de similaridade. O alinhamento
entre as sequiéncias também pode ser visto nesta opg¢éo (Figura 21).
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gb | AA052807.1| hypotheticel protein [Becillus megaterium] >gi|28... 48 3e-04
ref|YP_113254.1| hypothetical protein MCAO751 [Methylococcug CAP. .. 47 Se-04

>gb| AAO52B07.1| hypothetical protein [Bacillua megaterium]
ref|NP_755510.1| hypotheticel protein [Bacillus megaterium]
Length = 93

Score = 48.1 hits (113}, Expect = 3Je-04
Identcities = 28/63 (44%), Positives = 35/63 (55%), Gapa = 1/63 (1%)
Frame = +1

Query: 346 TSHHGONIVGYKRATFFITKGCYIVKIS*SLNSI-NMDCSL*LDYMNKELLVIVNHHVTYV 522
++HH +GY RAT TEGC +5S5 +4I +DCLLYM ELVI+H V
Shijct: 3 SNHHAPYDLGYTRATMDGTKGCKTARSSOSHKTILSSDCRLQLAYMKLESLVIADQHAAV 62

Query: 523 NRF 531
NF
Shjct: 63 NTF 65

Figura 21. Alinhamento entre duas seqiiéncias de aminoacidos.

No alinhamento demonstrado, o Query representa a seqliéncia de
aminoacidos, gerada a partir da tradugdo da seqiéncia de nucleotideos,
submetida para analise. O Subject a sequéncia da proteina similar. Entre
as duas sequéncias, encontram-se as bases similares e o sinal (+) que
indica que os aminoacidos daquela posicdo ndo sao idénticos, porém
fazem parte do mesmo grupo. Como exemplo tem-se 0s aminoacidos
Treonina (T) e Serina (S).

4.1.4.3 Library Cluster

Na primeira etapa de agrupamento dos dados utiliza-se o programa
CAP3 para “montagem” das seqiiéncias pertencentes a uma determinada
biblioteca, formando contigs (seqliéncias produzidas da sobreposi¢éo de
diversos fragmentos de seqliéncias menores) e singlets (seqiéncias que
nao tiveram sobreposicao).

Esta opgao se faz necessaria para identificagdo do grau de
redundancia do sequenciamento da biblioteca. A redundancia € uma
medida utilizada para definir 0 momento onde deve-se interromper a
etapa de seqlienciamento do projeto, ou seja, caso os resultados parciais

do seqiienciamento obtiverem um grau muito elevado de redundéncia,
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sugere-se€ que para se obter novas seqiiéncias génicas um nimero muito
grande de clones devem ser seqienciados, o que torna o custo do projeto
cada vez mais elevado.

A redundancia é equivalente a redugao informativa com respeito a
guantidade de informacgdo que poderia ser transmitida por meio da mesma
quantidade de sinais se todas elas fossem escothidas como igualmente

provaveis (informacac maxima de uma fonte). A redundancia se expressa

como:
p_H—H

H 0
Sendo:

H — informacéao efetiva de uma fonte;

Ho — informagéo maxima;

A interface com o usuario é realizada através de um formulario
(Figura 22) onde se pode selecionar a biblioteca a ser “clusterizada”, em
seguida as seqéncias que deverdo participar desta etapa. O software
identifica ainda as seqiéncias de ma qualidade que podem ou nao, a
critério do usuario, serem selecionadas para “clusteriza¢ao”.

Cada agrupamento realizado por esta opg¢ao é registrado no banco
de dados do software com um nome para facilitar sua identificacao.

Os agrupamentos sido realizados pelo programa CAP3 onde,
diferentemente do Phrap, produz-se seqiiéncias consensc menores,
porem com menor taxa de erro (Telles and Silva, 2001). Atualmente o
programa CAP3 tem grande aceitagdo em projetos de analise de ESTs.
Testes realizados durante a confecgdo deste trabalho indicam que o
programa CAP3 é mais preciso que o Phrap quando trata de seqiléncias

pequenas.
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Figura 22. Tela de agrupamento de seqiiéncias — CAP3.

4.1.4.4 Annotation Cluster

Opcao também utilizada para agrupamento de sequéncias
selecionadas de uma ou varias bibliotecas através de palavras-chaves
disponiveis em suas anotagdes.

O usuario pode, através desta opg@o, comparar varias bibliotecas
identificando um mesmo produto génico com o objetivo de comparar a
expressdo ou mesmo de procurar uma cobertura mais abrangente do
mesmo.

Para esta opgao o usudrio devera informar em um campo palavras
relacionadas a nomes de proteinas. O software entdo localiza as
sequéncias anotadas onde suas proteinas similares satisfagam os
critérios de busca. Tendo-se em maos as seqléncias selecionadas, as
mesmas séo agrupadas através do programa CAP3.

Este agrupamento pode ser realizado para um Unico projeto de

seqlienciamento ou para varios a0 mesmo tempo.
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A Figura 23 ilustra um agrupamento realizado por esta opgao, onde
as palavras-chaves pesquisadas em um determinado projeto de ESTs

foram Hypothetical protein.

91¥a5603-F6P-Sub . -PL . 02-H04 .b.pin (-110:580)

052a5603-FGP-Sub.-PL .02-R03.b .bin (-83:537)

78Xa5603-FGP-5ub . -PL.02-F12.0.bin ¢-D1:641)

BB¥ab603-FGP-Sub ,-PL .02-G11.b.bin (-76:6202

522a5603-FGP-Sub.-PL.02-Al1.b.bin (373723>

3¥ab603-FGP-Sub ~PL .02-A0Z .b.hin (25:70d)

11%a5693-FGF-Sub .—PL .02-B03.b.bin (431:1109)

34%a3603-FGP-Sub.-PL .02-F0B.b.bin (413:1090)
657%a5603-FGP-Sub . -PL .02-D0d .b.bin (432:10962

22X aB603-FCP-Sub . PL.02-008.b.tin (412:1093)

37£aT603-FGP-Sub .-PL ,02-G01.b.bin (431:1102)

15a5603-FCP-Sub. -PL.02-C0Z .b.bin (432:1103)

692a5603-FGP-5ub . —PL .02-005.b.bin (58:733>
65£a5603-F GP-Sub.-PL.02-C06. 5. bin Ca32:1124)

41¥a5603-FGP-Sub .-P\. .02-(03.0.bin (150:630)

57%a56¢3-F (P-5uk .~PL .02-BCS .b.hin (153:83C)

B4Xa5603-FGP-Sub .-PL .02-F12.b bin (161:846)
12¥a5503-FGP-Sub . -PL .02-B05.b.bin (340:1221)

17£a5603-FGP-Sub.-PL.02-C03.b.bin (761:1232)

45£a5603-FGP-Sub.-PL ,07-H02.b.bin (T38:1229)

23%a5603-FGP-Sub.-PL .02-003 .0.hin (558:1278)

SEZa5603-FGP-Sub.-PL .02-B1C.b.bin (339:1213)

Figura 23. Agrupamento de seqiiéncias anotadas como Proteinas Hipotéticas na
anélise de uma biblioteca subtrativa de T. rubrum.

Nesta figura é possivel observar que varias seqiéncias foram
agrupadas. Isto auxilia a pesquisa, ja que pode indicar atraves da
quantidade de seguéncias agrupadas, o nivel de expressdo deste gene.
Outra informagdo importante é que, através desta montagem dos
fragmentos menores, foi possivel chegar a uma sequéncia de consenso

maior.

4.1.4.5 Digital Northern

A opcao Digital Northemn permite selecionar genes com padréao
diferente de expresséo entre duas bibliotecas com base nos parametros
de razdo e diferenca. Estes parametros sao suficientes para a selegéo de

genes candidatos a serem validados por métodos laboratoriais.
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O método para obtengdo deste dado €& baseado em um
agrupamento por similaridade, realizado também pelo programa CAP3, de
um pool de seqléncias das duas bibliotecas comparadas. Um script
compara os agrupamentos realizados e identifica o diferencial de
expressao génica entre as bibliotecas.

A Figura 24 ilustra a interface de selecdo dos dados para
realizagdo do processo de agrupamento para a obtencéo do Northem
Digital.

SSH Anfotenicina B HEEGMControle
Plate Read  Annotation . Plate Read  Annotation _
02% | j03% P
P e |l oL
| _ Placa FGP-  hypothetical o it 1
M b prorn Pipn.
" PL.O2- A02bbin |
AOTbbin -
05% b WSNTePNAL o0 -
L e i flm;a{sﬂ{em :;’ff:;‘s‘fgg”m i
2 ‘Placa FGP-  hypothetical - PL.2- _
{72 Sub-  iprotein AD2bbin
P PLO2- | = 03% e
B A03 b bin oo |
Eie mee o S DAL - _
iy 06% ;Di’iaca; (HE+K GMD Epumvmmcszznn;rooncme
e E s
=2 Sub- protem B 03%
: PL.02- i
B : aSNIcDNA o
~ A09b bin | .uiPlaca (HE+EGM) [putative microneme
! e iz ‘protemn Sm70 |
08% ; PL.2- g |
as603- ' i A02bbm |
EGD.  oothone s
Sub.  prolein | g ORMEDBIAL ;
PLO> el P e

Figura 24. Interface para sele¢do das bibliotecas a serem comparadas através do

Northern Digital.

Uma melhor visualizacdo dos resultados sobre Northern Digital

sera mostrada no préximo modulo do sistema

(Query).
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4.1.5 Médulo Query

O médulo Query permite a visualizagdo de diversos relatorios e

graficos sobre os resultados das andlises realizadas pelo sistema.

Dentre as op¢des podemos citar;

Library Blast — Relatério contendo o primeiro Hit de cada
seqliéncia comparada através do programa Blast com os
diversos bancos de dados analisados;

Library Quality Profile — Apresenta um perfil sobre a
qualidade do seqienciamento da biblioteca, indicando
sequéncias de boa e ma qualidade, e representando
graficamente a qualidade da seqiéncia e seu
cromatograma;

Cluster Viewer — Visualizador dos agrupamentos gerados
em uma determinada biblioteca. Informagées sobre a
montagem das seqiiéncias, com a utilizagcdo do programa
CAP3, podem ser mostradas nesta opgao;

Library Statistics — Apresentacdo de alguns dados
estatisticos extraidos dos resultados da analise de cada
biblioteca;

Digital Northern Viewer — Visualizador dos Northerns
Digitais gerados e armazenados no banco de dados do
sistema;

Graphics — Disponibiliza diversos graficos que demonstram
0 comportamento dos dados analisados.

Nesta segédo serdo apresentadas figuras e tabelas com exemplos

de resultados extraidos através de algumas destas opgdes.

A Tabela 2 contém um exemplo de relatorio sintético sobre

resuitados de similaridades encontrados entre as seqliéncias analisadas e

os diversos bancos biologicos. Esta tabela foi gerada pela opgao Library
Blast do software.



Tabela 2. Alguns dados obtidos através da opgao Library Blast.
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Read Annotation Organism | Leng. | E-value | Ident.%
0,
3;16/6:-5603 Epidermophyton
Sub.- floccosum 20910 | Bed 00 42
PL 62_ mitochondrion, .
A0.1 b.bin complete genome
e i . Bacillus

hypothetical protein | o oierium | 92 0.0003 | 44.44
AO] _
?,_?éb:_seos Epidermophyton
Sub.- floccosum 30010 | 0 o5 51
PL 62_ mitochondrion, i
A0.7 b.bin complete genome

0,

?gg;_5603 Epidermophyton

floccosum
?’EbO-Z- mitochondrion, 30910 | 2e-47 94.66
A02 b bln complete genome

hypothetical protein Eggll::rium 93 0.0002 44 44
?Séﬁ:_%% Epidermophyton
Sub.- floccosum 20910 | o o7 18
PL.02- mitochondrion, :
A03 b. bln complete genome

[ hypotnetical protein | 22KS. 93 00003 | 4285

?Igg/o:_SGOS Epidermophyton
Sub.- floccosum 30910 | 0 o668
PL 62_ mitochondrion, .
AOQ b.bin complete genome

* As cores da coluna Read representam a opgdo de andlise por mais de um banco de
dados biolégico.

Na Tabela 3, o objetivo principal é informar ao usuario dados
referentes a qualidade do seqiiénciamento. Alguns dados como tamanho

da sequéncia, regido e tamanho do inserto, qualidade das bases, regiao
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de alta qualidade, vetor e identificagdo se a seqiiéncia est4d completa ou

nao, sao mostradas pela opgao Library Quality Profile.

Tabela 3. Dados sobre qualidade do seqlienciamento.

Read -

] Basgs

Insert

Size

Full

Qual
=
20

Qual |

2
30

HQ

HQ
total

V_ecto‘r

01%a560

3-FGP-
Sub.-
PL.O2-
A01.b.bin

681

48-209

162

68

20

104-
194

91

12-47;
210-588;

02%a560
3-FGP-
Sub.-
PL.02-
AQ07 b.bin

677

53-560

508

246

91

123-
534

412

12-52;
561-677;

03%a560
3-FGP-
Sub.-
PL.O2-
A02.b.bin

669

52-215

164

223

75

33-
399

164

11-51;
216-669;

04%a560
3-FGP-
Sub.-
PL.O2-
AQ08.b.bin

802

1-459

459

34

549-
568

460-801,

05%a560
3-FGP-
Sub.-
PL.O2-
A03.b.bin

667

1-595

595

394

199

53-
570

518

596-667,

06%a560
3-FGP-
Sub.-
PL.0O2-
A09.b.bin

676

71-560

490

398

200

53-
530

460

45-70;
561-676;

* HQ = High Quality > Regido de alta qualidade da seqiéncia.

Nesta opcdo ainda, para cada seqléncia existe um /link, cujo

objetivo & apresentar ao usuario uma tela com a visualizacéo detalhada

da seqiiéncia, seus valores de qualidade atribuidos em um gréafico de

linhas e seu cromatograma (Figura 25).
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GM)PL15- R I

 NGSCNTGGTACT GTAT

ATCTAATAAAATTTTGAGTTTGAT
: GATGGCTCTGACTGAACGCTATCCAAGT GCTTAACACATGCTAATCGTAC
: GTCATTAAATAARMATAAT GAAGT GGTAAACAGGT GAGTATATAATATTT
TGACTACCTTAAAGAAAGGTTAAATCCCTTATAATCAARGAAARATATTT
CGCTTTAAGAT ST SAAT AAATAT TTCGGTT T =T AATAATTAAATAAT AAL !
Fasta TAAT T AL CAARACCETAGTCGT AACPSAT AASTTGATCGACCACATT AL
AATSAGARATPCCTAAT GZGCTTT AAGT ACAGIAGTGAGGGATATTEGTC

! WD AALTOGGAAGAAT GCAANNTNN ANNNC

High Quality bases 253

High Quality Stast | 59

S
V;d‘l'll'i 7
T
Pheed Quality >= 20 and < 30

 Phred Quality >= 30
T guality Profile Graphic

Phred Quality

Chromatogram

7T TOAOGOGCOC TAN TCGCCBC&GCCGA ACGA&CO AGCWC&%CGAG TCAOTB%AGCGAGGAA

Figura 25. Visualizagdo do perfil de qualidade de uma seqiiéncia analisada pelo
software.

Uma importante opgdo do médulo é a Digital Northern Viewer. Ela
permite visualizar genes com padrdo diferente de expresséo entre duas
bibliotecas com base nos parametros de razéo e diferenga. Uma interface

com o produto génico e suas quantidades expressas & apresentada ao
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usuario para que possa realizar a comparagao de duas bibliotecas (Figura
26).

Chaster Name [Teste Northem

Library 1 [Library 2
Product Teste 1 Teste 2

actin, putatve

0

kDa heat shock | prenn : 5
K0S ribosomal protein S23 2
1

1

4

pubulin gamma subunit

wbiqutin (UbC), putative
hypothetical protein AN1074. 2

|
[
|

Figura 26. Exemplo de Northern Digital gerado com dados teste.

Outra opgéo pertencente ao modulo Query é a Library Statistics.
Esta informa através dos dados da Figura 27 algumas estatisticas sobre

cada biblioteca analisada pelo software.

rra——— o Lorury Statistic P

A"mameRem B B o 79%5, )

o e R

I e o o5 (soss%)w e

Averagel’ulll’nnnReadsgm - ”.381 9828 “

Nmnbvro!'gonuwnhm:lamthsG\NR 39T

Insigaificant sinslasity (10-3 < E) BlastX-NR o 0@

Number of genes with similarity Blast-NT ' . sEsEM)

mi:s:;mﬂcantsmﬂmty(loE 3« E) BlastN-NT - 3@

Claster Name ) Agmpa Anfo_High | bases mmormlbﬂbucs S -

Observation Agupamanto das scqucnmas com rcgaao de alta quahdade (menos vetor) maior dz 100 bases.

" pmdiedResds | Comtigs smm B r Unigenes Redund;ac} |
72 3 | 6 T  8750%

Figura 27. Exemplo de resultados obtidos através da opgao Library Statistics
(médulo Query).
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Cabe ressaltar que, por se tratar de um software integrado a um
banco de dados, todas as opgdes de relatérios e graficos sdo dindmicas,
ou seja, basta algum tipo de alteragdo em um parametro ou incluséo de
qualquer seqgléncia na analise da biblioteca, que estas varias opc¢des
terdo refletidas as novas informagdes.

Por ultimo, mas ndao menos importante, estd a op¢ac Graphics.
Esta opgac permite a apresentagio de diversos graficos sobre os dados
analisados para uma ou varias bibliotecas. Os graficos sdo importantes
ferramentas que facilitam a familiarizagdo com as informagdes.

Dentre as informacdes geradas através desta op¢ao, destacam-se
na Figura 28, a quantidade de similaridades atingidas por tipo de
programa e banco de dados (A), o numero de seqiiéncias com insertos
completos (vetor em ambos os lados da seqiiéncia) por biblioteca (B), o
namero de seqliéncias por organismo similar (C), o ndmero de
seqiéncias de boa e ma qualidade por biblioteca (D), o tamanho médio
das sequéncias por biblioteca (E), além de outras.



Number of similarity by program

Number of Full lnsert by library

A B

Number of reads by organism - BLASTX

Bethroderna benhand
Rereraillug funiseias AFZED
Fapergillus nidulans FGSC R%
Basiilus regateriun
Cloming vecter plersst Kan
Coceidicides inmitis RS

Number of reads by library

Library
[ Total Reads [ ficcertable Reads

Average insert resd eize by llbrary

: ;
{ |
g

Library

Figura 28. Alguns graficos gerados pela opcdo Graphics.
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Uma outra opgéo para gerar graficos e outros dados estatisticos é
exportar, em formato texto, os dados analisados pelo software para que
outras ferramentas estatisticas possam utiliza-los. Ferramentas como o
Microsoft Excel ou a linguagem de programagdo R podem importar os
dados facilmente.
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V - ESTUDO DE CASO: ANALISE DO
TRANSCRIPTOMA DO FUNGO TRICHOPHYTON
RUBRUM

Este capitulo apresenta um estudo de caso ao qual foi submetido o
sistema SGADBIo relativamente a um projeto de analise de bibliotecas de
ESTs representativas da expressdo génica de Trichophyton rubrum
durante sua interagdo in vitro com queratinécitos. Neste estudo de caso
serdo apresentados os dados referentes a biblioteca de ESTs obtidas na
condig&o controle (Linhagem de T. rubrum crescida em meio para cultura
de queratindcitos mas na auséncia dessas células).

Este projeto, objeto do estudo de caso desta dissertacdo, é parte
integrante do projeto de Doutorade da aluna Nalu Teixeira de Aguiar
Peres do Laboratério de Genética e Biologia Molecular de Fungos do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto -
USP coordenado pela Profa. Dra. Nilce Maria Martinez Rossi.

Serao abordados neste capitulo aspectos biolégicos que justificam
este projeto, a aplicagado do software SGADBio e seu desempenho, além
de ilustrar alguns dos resultados obtidos.

5.1 Contexto Biolégico

Existem aproximadamente 50.000 espécies de fungos descritas,
das quais 300 correspondem a fungos patogénicos (Odom, 1993). Dentre
os patogénicos ha cerca de 30 espécies de dermatdfitos identificados em
relagdo ao seu habitat como antropofilicos, zoofilicos e geofilicos e
classificados em trés géneros anamérficos (assexuado ou imperfeito) que
s&o os géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Emmons,
1934). '

Os dermatdfitos causam os principais tipos de micoses superficiais

gue sdo denominadas dermatofitoses. Esses fungos sdo especializados
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em infectar substratos queratinizados como pele, unha e cabelo sendo
capazes de utilizar a queratina, uma proteina insolivel presente na
camada cérnea da epiderme, como fonte de carbono e energia.
Usualmente ndo invadem outros tecidos, entretanto em individuos
imunodeprimidos pode haver a evolugdo para uma micose profunda
(Richardson and Warnock, 1993; Martinez-Rossi et al., 2004).

Dentre as espécies de dermatdfitos, Trichophyton rubrum é a mais
comumente encontrada e associada como causa de lesdes superficiais de
pele e unha, causando tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis e tinea
unguium também conhecida por onicomicose, raramente infecta cabelo
causando tinea capitis (Costa et al., 2002; Vella Zahra et al., 2003; Foster
et al., 2004).

Um dos importantes mecanismos de defesa da epiderme contra
microrganismos € o processo de queratiniza¢do que envolve a renovagao
de parte da camada cérnea da epiderme. Essa renovacio é realizada
pelos queratindcitos e tem como consequéncia a descamacéio da camada
mais superficial da pele, o que pode levar a remogao dos microrganismos
que acometem esses sitios. Os queratindcitos sdo as células mais
numerosas na epiderme, participam do processo de queratinizag@o, tém
um importante papel estrutural formando uma barreira fisica contra
microrganismos e também medeiam a resposta imune.

Atualmente, o aumento significativo do numero de doencas
fungicas tem causado grande preocupagio aos 6rgaos de salde. Estima-
se que aproximadamente 80-93% das dermatofitoses crénicas ou
recorrentes sao causadas por T. rubrum (Weitzman and Summerbell,
1995) e este pode ter comportamento invasivo causando infec¢des
oportunistas atipicas em pacientes com o sistema imune deprimido, como
aqueles com AIDS, transplantados e outros que estejam sendo
submetidos a tratamentos quimioterapicos, por exemplo (Sturtevant, 2000;
Liang and Pardee, 2003). O wuso intenso e inapropriado de
antimicrobianos também tem contribuido para esse quadro de aumento
das infec¢des fungicas (Masia Canuto and Gutierrez Rodero, 2002).
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Estudos de expressdo génica tém levado a um maior entendimento
da biologia e patogénese de diversos microorganismos. A construgdo de
bibliotecas de ESTs tém sido uma importante ferramenta utilizada em
estudos de expressdo génica (Felipe et al., 2003; Felipe et al., 2005:
Ribichich et al., 2005). Além dessa metodologia, outras tém sido
utilizadas, como por exemplo, as técnicas de microarranjos (microarrays),
DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction), SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), hibridagéo
subtrativa e biblioteca subtrativa seguida de PCR supressivo (Martin and
Pardee, 2000; Sturtevant, 2000; Rocha et al., 2002; Hwang et al., 2003).

O estudo do caridtipo e da expressdo génica abriu o campo a
novas perspectivas para um melhor entendimento de diversos processos
biolégicos de Trichophyfon rubrum (Pereira et al., 1998; Fachin et al.,
1999; Fachin et al., 2001; Cervelatti et al., 2004). Projetos como este
visam responder quais os genes de T. rubrum que S&0 expressos na
interagcdo fungo-queratindcitos e quais sao aqueles diferencialmente
expressos nessa situagio.

A investigacdo das bases moleculares envolvidas neste tipo de
interacdo pode contribuir diretamente para um maior entendimento da
interagao 7. rubrum e hospedeiro, bem como, fornecer informagdes que
indiretamente venham a ajudar no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas ou mesmo revelar possiveis alvos terapéuticos. Ademais,
bibliotecas de ESTs produzidas neste trabalho podem servir como uma
importante base de dados a ser consultada por outros pesquisadores
envolvidos na investigacédo da biologia e patogénese de T. rubrum.

5.2 Construcao e Seqiienciamento das Bibliotecas de ESTs

Por se tratar de parte de um estudo de caso da aplicacdo de um
software na etapa de andlise de dados, as etapas de construcéo e
sequenciamento da biblioteca de ESTs terdo uma abordagem basica,
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ficando a fase de analise dos dados como objetivo principal desta
dissertacgao.

A construgao da biblioteca de ESTs do fungo em condigdo controle
foi realizada seguindo pardmetros ja estabelecidos em kits de
desenvolvimento deste tipc de biblioteca. Conhecimentos anteriormente
adquiridos por pesquisadores da area de biclogia molecular foram
empregados nesta fase.

Com relacdo ao seqiienciamento, 0 mesmo foi realizado em um
sequenciador automatico ABI Prism 377 (Perkin Elmer) seguindo os
protocolos recomendados pela fabricante do kit de seqlienciamento.

Um total de 2.400 clones (25 placas com 96 amostras cada uma)
dessa biblioteca de cDNA controle foram seqiienciados, fornecendo um
perfil da expressdo génica de T. rubrum cultivado na auséncia de células

humanas.

5.3 Analise das ESTs de T. rubrum

A analise das sequéncias de ESTs obtidas na construgido da
biblioteca foi realizada através do software SGADBIo (desenvolvido neste
trabalho).

O software foi instalado em um microcomputador com um
processador Pentium IV 2.8GHz, 512MB de meméria RAM e HD de
160GB. O sistema operacional utilizado foi o Linux Fedora Core 3. Foram
instalados e configurados o servidor Web Apache 2.0, a linguagem de
programacao Perl 5.8.5, os médulos CGl, DB e Bioperl, a biblioteca
grafica GD e o sistema gerenciador de banco de dados Mysql 3.23.

Através de outros microcomputadores instalados no laboratdrio o
software foi utilizado. Sistemas Operacionais Windows, Macintosh e Linux
com navegadores (browsers) Internet Explorer e Mozilla serviram de
interface para o acesso ao sistema.

O primeiro passo para a analise dos dados foi criar um tipo de
pipeline, definindo os programas, os bancos de dados biolégicos e os
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parametros que usariamos para a analise dos dados. Nesta etapa varios
trabalhos de andlise deste tipo de biblioteca foram pesquisados. Varios
testes foram realizados com diversas op¢bes para os parametros de
entrada dos programas de Bioinformatica.

Através do moddule Project Manager e suas opg¢bes (Programs,
Pipeline, Project Configuration e Project Pipeline) o gerente responsavel
pelo projeto de analise das ESTs de T. rubrum definiu um pipeline que foi

configurado como seguem os dados da Tabela 4.

Tabela 4. Configuragio do pipeline para analise das ESTs de T. rubrum no

gerenciador de projetos do SGADBio.

Programa | Parmetros de entrada | O
ca T T TR R | execugdo
_— FIE _ _ S N B :
Phd2Fasta 2
Cross_Match | minmatch=12; minscore=18 3
QuaiityFilter 4
BlastN bd=/usr/locallblast/db/nt, evalue=0.001 5
BlastN bd=/usrf/iocal/blast/db/dbest; evalue=0.001 6
BlastX bd=/usrflocal/blast/db/nr; evalue=0.001 7
CorrectFrame 8
Transeq 9
RPS-Blast bd=/usr/local/rpsblast/db/cdd 10
CAP3 11
Blast2GO 12

Na Tabela 4 observa-se que o pipeline possui 12 processos.
Aiguns s&0 processos cujo objetivo &€ a execugdo de programas publicos
de Bioinformatica. Outros s&o scripts em linguagem perl criados no
decorrer do desenvolvimento deste trabalho.

Segue um breve detalhamento sobre os processos e alguns de

seus parametros de entrada:
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1. Phred — L& o arquivo gerado pelo seqiienciador e realiza o
base-calling® e a atribuicdo de qualidades das bases,
gerando como resultado um arquivo no formato phd*;

2. Phd2Fasta - Processa o arquivo phd e converte as
seqliéncias e os valores de qualidade para o formato
FASTA,

3. Cross_Match - Realiza o alinhamento da seqiliéncia em
formato FASTA com o banco de vetores, mascarando
(substituindo por X) eventuais bases que possam ser parte
de um vetor,

4. QualityFilter — Script desenvolvido neste trabalho como
filtro para identificagdo da seqiiéncia de boa qualidade
baseada nos dados extraidos dos programas Phred e
Cross_Match. O filtro definido para as sequéncias de T.
rubrum foi selecionar apenas seqgiiéncias com mais de 50
bases nao vetor, com qualidade Phred acima de 20;

5. BlastN (nf) — Partindo da seqléncia de boa qualidade, é
realizado um BlastN contra o banco de dados de
nucleotideos do Genbank-NCBlI com o objetivo de
encontrar similaridades com seqiiéncias de genes
depositados. O valor escolhido do e-value para definir se
duas sequéncias podem ser similares foi 10e-3;

6. BlastN (dbest) — Com a mesma seqiiéncia faz-se entdo a
comparag¢ao com o banco de ESTs do NCBI a procura de
ESTs similares. O valor para o e-value também foi 10e-3;

7. BlastX (nr) — A seqluéncia é comparada através do
programa BlastX com o banco ndo redundante de
proteinas do Genbank-NCBI. Esta comparacéo & feita com
a tradugdo da seqiiéncia de nucleotideos nas seis frames
de leitura. O e-value utilizado foi 10e-3;

* Arquivo de cromatogramas & processado e transformado em uma seqiléncia de bases.
* Formato padrio de resuitados do programa Phred
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8. CorrectFrame — Script desenvolvido neste trabalho, tem o
objetivo de detectar com os dados extraidos do relatério do
resultado do BlastX, a frame correta de leitura para
tradugdo da seqiéncia de nucleotideos em aminoacidos;

9. Transeq — Utiiitario do pacote EMBOSS que informada a
sequéncia de nucleotideo e a frame de leitura, o programa
gera entdo a seqiiéncia de aminoacidos traduzida;

10. RPS-Blast (cdd) — E feita a procura de dominios
conservados através da comparagdo da seqiiéncia de
aminoacidos com o banco cdd através do programa RPS-
Blast;

11. CAP3 - A seqiiéncia de nucleotideos € comparada com
todas as outras seqiéncias pertencentes a mesma
biblioteca com o objetivo de identificar a redundancia;

12. Blast2GO — Através do relatério gerado pelo BlastX, o
programa relaciona varios bancos de dados cujo resultado
é a classificacdo via Gene Ontology (GCO) da seqiéncia
analisada.

Assim que definida a configuragdo do pipeline, os dados com o
perfil da biblioteca sobre sua condigao de preparo, kit de seqgiienciamento
utilizado, programa de PCR e outras informagdes, foram inseridos no
sistema (médulo Profile Tools). A biblioteca foi dada o nome de
HEKGMControle, gue descreve uma biblioteca controle de uma linhagem
de T. rubrum (HB) cultivada em meio KGM (meio ideal para cultura de
queratindcitos).

Os cromatogramas foram entdo, separados por placa de
seqliienciamento, submetidos ao sistema.

Apoés a realizagdo do processamento das seqiéncias, 1.131 foram
identificadas como de ma qualidade ou muito pequenas (menor que 50
bases). Das 1.268 seqiléncias aceitas, 0 que corresponde a 52,9% do
namero inicial de seqliéncias analisadas, o tamanho médio obtido foi de
353 nucleotideos por seqiiéncia, eliminando sua regido contaminante.
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Um resumo da analise extraida pela opgao Library Statistics do
maodulo Query é apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas gerais das seqiiéncias expressas de T, rubrum obtidas na
condi¢do controle analisadas pelo software.

Numero total de seqiiéncias 2400
Seqliéncias aceitas 1269 (52,87%)
Tamanho médio das seqléncias (nucleotideos) 353,33
Numero de seqgiiéncias inteiras 702 (55,32%})

Tamanho médio das seqiiéncias inteiras (nucleotideos) | 187,08

Numero de seqiéncias com similaridade BlastN-NT 545 (42,95%)

Numero de seqiéncias com similaridade insignificante

724 (57,05%
(10e-3 < E) BlastN-NT ( 0)

Numero de seqiéncias com similaridade BlastN-DBEST | 733 (57,76%)

Numero de seqléncias com similaridade insignificante

536 (42,24%)
(10e-3 < E) BlastN-DBEST

Numero de seqiiéncias com similaridade BlastX-NR 413 (32,55%)

Numero de sequéncias com similaridade insignificante

8586 (67,45%
(10e-3 < E) BlastX-NR ( o)

Nuamero de contigs 94
Numero de singlets 677
Numero de unigenes 771
Redundéncia 39,20%

Como o objetivo desta dissertagdo ndo € apresentar o projeto de
analise das ESTs de T. rubrum e sim demonstrar alguns beneficios que o
software desenvolvido pdde trazer para pesquisas desta area, ndo serao
discutidos estes dados em particular, e sim, apenas apresentados como
meio de visualizagao dos recursos disponiveis na ferramenta e beneficios
trazidos aos pesquisadores.

Os dados mostrados na Tabela 5 sdo de extrema importancia em
projetos de sequenciamento, pois demonstram uma visao geral sobre a

biblioteca em estudo.
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OCutros recursos do software utilizados na analise das ESTs do

fungo sdo apresentados a seguir.

Tabela 6. Algumas seqiiéncias dos clones obtidos a partir da biblioteca de cDNA
das seqiiéncias expressas na condicdo controle e seus resultados obtidos pela

etapa BlastX (NR) do pipeline.

Identificagdo putativa Cédigo do Organismo E-value |identidade

pelo BLASTX Genbank
12 kDa heat shock gb{EALBO085.1| Aspergillus fumigatus Af293 5,00E-22 | 65,06%
protein
14-3-3-like protein 2 gb|AARZ24348 1| Paracoccidioides brasiliensis 4,00E-81 | 86,03%
40S ribosomal protein | ref|XP_658949.1| Aspergillus nidulans FGSC A4 | 7,00E-20 | 94,00%
523
60s ribosomal protein | gb|EAL85795.1| Aspergillus fumigatus Af293 2,00E-52 | 69,18%
L24, putative
608 ribosomal protein | gb|AAF15600.1| Emericella nidulans 2,00E-24 | 85,48%
L3
60S ribosomal protein | sp|P52809|RL44 Pichia jadinii 8,00E-52 | 90,57%
L44 (808 ribosomal
protein L41)
60S ribosomal protein | embjCAF32004.1| Aspergillus fumigatus 3,00E-46 | 79,65%
15, putative
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Figura 29. Representagdo esquematica que relaciona o nimero de seqliéncias a
seus organismos correspondentes obtidos apés a analise dos dados contra o
banco GenBank.
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Figura 30. Representagio esquematica da analise das sequéncias quanto aos
processos biolégicos catalogados pelo consorcio Gene Ontology.

Todos estes recursos foram disponiveis devido a configuragéo
realizada pare este pipeline em especifico. Programas como BlastX e
Blast2GO fizeram parte dos processos envolvidos no pipeline. |sso mostra
mais uma vez a importancia dos Sistemas de Gerenciamento e Anélise de
Dados por Bioinformatica, pois através deste tipo de sistema, foi possivel
configurar etapas especificas para este projeto de analise de 7. rubrum e
que facilmente poderiam ser reconfiguradas para analise de outros

organismos ou projetos.

5.4 Desempenho do Software SGADBio

O desempenho do software, medido pela quantidade de atividades
executadas em um determinado intervalo de tempo, atividades que neste
caso se trataram da analise de uma determinada sequéncia, depende do
poder de processamento do equipamento responsavel pela analise dos
dados.

Neste estudo de caso, 0 equipamento utilizado foi um

microcomputador de arquitetura simples com apenas um processador.
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A analise de uma segiiéncia levou em média 11 minutos para
realizagé@o dos processos descritos no pipeline deste estudo. Sabendo-se
que cada placa contem 96 amostras, um total de 17,6 horas foi consumido
na analise de cada placa. Como o projeto contou com 25 placas, um total
de 440 horas de processamento ininterrupto foi realizado.

Por estes nimeros, da para se ter uma idéia que projetos desta
grandeza dependem de um grande poder de processamento.

Nos testes realizados, detectou-se que o programa Blast foi o
grande responsavel por este tempo de processamento, haja visto que o
mesmo foi configurado para ser executado com apenas um unico
processador. Bealer (2004) demonstra que sistemas como o existente no
NCBI, onde sao realizadas mais de 100.000 pesquisas por dia, somente
podem ser possiveis com a utilizagcado de varios processadores. Em 2004
o NCBI ja contava com 280 processadores.

Um teste realizado em um equipamento com 2 processadores
Xeon 3.2GHz e 2GB de memdria RAM demonstrou que tempos inferiores
a 3 minutos podem ser alcangados com o processamento de uma

seq(iéncia no pipeline definido para o projeto das ESTs de 7. rubrum.



71

VI - CONCLUSAO

6.1 Contribuicao

Com o crescente volume de dados e processos em Bioinformatica,
a descoberta de novas informagdes bioldégicas torna-se cada vez mais
facil. Porém, com esta diversidade de formas de andlise disponiveis, a
demanda por sistemas que auxiliem o trabalho dos pesquisadores é cada
vez maior, em especial aos sistemas que auxiliam a combinagédo dos
diversos dados e processos formando o que chamamos nesta dissertagao
de Sistemas de Gerenciamento e Andlise de Dados por Bioinformatica.

Neste contexto, esta dissertagdo apresentou a importancia, definiu
0s requisitos, apresentou um sistema e suas etapas de desenvolvimento
baseadas em técnicas de Engenharia de Software e submeteu o sistema
desenvolvido a um projeto real de andlise de ESTs de um fungo
dermatofito denominado Trichophyton rubrum.

As etapas de desenvolvimento foram detalhadas com.diagramas e
modelos conceituais, o0 que contribui para possiveis extensdes.

Ao sistema desenvolvido foi dado o nome de SGADBio, sistema
este que pode ser instanciado em diversos tipos de pesquisa que
envolvem projetos de seqilienciamento. Esta caracteristica foi requisito
fundamental no desenvolvimento deste trabalho. Usuarios nao
familiarizados com a criagdo de scripts podem facilmente configurar as
acdes a que sera submetida cada uma de suas seqiiéncias a serem
analisadas. Isso se torna possivel com o médulo de gerenciamento de
projetos.

A preccupacgdo no desenvolvimento deste sistema foi torna-lo
capaz de:

» |ncluir processos, fontes e recursos normalmente usados em
analises de dados de biologia molecular e oferecer

mecanismos de extensibilidade;
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s Oferecer ferramentas para validacdo de dados. Verificando
se as entradas e saidas geradas possuem coeréncia,

» Executar o sistema de forma otimizada, de acordo com a
arquitetura que esta sendo utilizada;

= Controlar usuarios, permissées e logs como ferramenta de
acompanhamento das tarefas executadas;

» Controlar o acesso do que pode ser publico ou restrito a um
determinado grupo de trabalho;

» Armazenar as informagdes obtidas nas analises em bancos
de dados e criar mecanismos de acesso facilitado;

» Permitir o controle e a execugao de programas gue estejam
em sitios locais ou externos;

» Permitir a comparagdo entre duas bibliotecas, o chamado
Northern Digital;

» Gerar estatisticas sobre os dados analisados, facilitando
assim nas tomadas de decisdo quanto aos experimentos
realizados.

A dissertagao incluiu ainda uma descrigdo sobre cada um dos
médulos desenvolvidos e suas fungdes. Para cada um dos mddulos um
detalhamento de seus programas, e em alguns casos interfaces foram
apresentadas como exemplos.

Por fim, a dissertacdo apresentou um estudo de caso, onde o
sistema implementado foi instalado e testado em um Laboratério de
Biologia Molecular no estudo de analise de seqiiéncias oriundas de um
projeto de ESTs de T. rubrum. O sistema gerou informagdes importantes
que podem ajudar a revelar o padrdo de expressdo génica necessario
para o estabelecimento da infecgdo causada por esse fungo e possiveis
alvos terapéuticos, tendo em vista as poucas classes quimicas de

antifungicos disponiveis na pratica médica (Martinez-Rossi et al., 2004).



73

6.2 Trabalhos Futuros

E possivel destacar aiguns trabalhos futuros a esta dissertagao.

Em primeiro lugar, quanto ao software desenvolvido, é interessante
permitir gue sejam integradas ao sistema outras estruturas e sistemas
existentes com o objetivo de contribuir diretamente para um maior
entendimento das analises de biosegiiéncias. Sistemas como o Biopipe
(Hoon et al., 2003) merecem ser estudados, ja que este possui uma
proposta de criagdo de um framework baseado em um protocolo para
definicdo de pipelines.

Outro aspecto que merece atengdo é tentar melhorar ainda mais a
otimizagao do software. Para isso, mais testes de desempenho devem ser
realizados por tipo e finalidade de aplicacéo.

Pretende-se também incluir suporte a outros tipos de dados que
envolvam estudo de express@o génica. Dados oriundos de bibliotecas
construidas através de metodologia SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression) serao encapsulados no sistema para gque 0 mesmo trabalhe
com quantificagdo da expresséo génica de forma mais robusta.

Técnicas de reconhecimento de padrdes utilizando a abordagem
estatistica denominada Teoria da Decisdo ou até mesmo meétodos de
Inteligéncia Artificial poderao ser agregados com o objetivo de analisar e
identificar regras implicitas aos dados bioldgicos {Costa, 2004).

Com relagdo ao estudo de caso utilizado nesta dissertagao, novas
bibliotecas serdo construidas e inseridas no software para analise. O
objetivo sera identificar o padrao de expressao génica de Trichophyton
rubrum durante a interagéo in vitro entre fungo e queratindcitos utilizando
o RNA mensageiro de T. rubrum obtido em diferentes tempos durante
essa interagdo.

O software ajudara a definir quais sdo os genes diferencialmente
expressos, aqueles mais expressos na interagdo T. rubrum e
queratindcitos e aqueles expressos somente por T. rubrum na auséncia

de queratinécitos, através da op¢ao de Northern digital.
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Outro importante trabalho sera analisar de forma mais cautelosa as
seqléncias que nao foram aceitas pelo padrao de qualidade da analise
realizada. Neste caso as sequéncias inferiores a 50 bases serdo
analisadas com critérios mais especificos. Para isso serdo estudadas
novas técnicas de analise tanto no ponto de vista biolégico como
computacional.
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