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RESUMO

Um dos objetivos da bioinformatica ¢é identificar, assim como analisar e entender as fungoes
de nucleotideos e proteinas. A representacao digital dessas macromoléculas é feita por
letras do alfabeto justapostas que formam fitas ou sequéncias de informacao. No processo
de montagem dos genes, algumas partes das sequéncias podem diferir da estrutura real da
sequéncia, o que pode ser corrigido com técnicas de bioinformatica. Com vista facilitar a
analise feita por pesquisadores e estudantes, este trabalho visa construir uma ferramenta
que auxilia na identificacao de genes por meio de de alinhamento multiplo de sequéncias

e analise filogenética.

Palavra-chave:  Bioinformatica. Alinhamento Muiltiplo. Anélise Filogenética.

Proteina. Dominio Conservado.



ABSTRACT

One of the main goals in bioinformatics is to identify, as well as analyze and understand
proteins and nucleotides functions. The digital representation of these macromolecules
is made by juxtaposed alphabet letters that form string or sequences that contains in-
formation in it. In the process for assembling the genes, some portions of the sequences
may differ from the actual sequence structur which can be corrected by bioinformatics
techniques. In order to ease the analysis proccess done by researchers and students, this
work aims to build a tool that assists the identification of potentially conserved domain

genes trough multiple sequence aligment and phylogenetic analysis.

Keywords: Bioinformatics. Multiple Alignment. Phylogenetic Analysis. Protein. Conserved

Domain.
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1 INTRODUCAO

O genoma é um conjunto composto pelo material genético que caracteriza sua
espécie, portanto, nele é feito o mapeamento do DNA, sendo possivel a localizacao dos
genes identificados ou nao identificados, permitindo a manipulacao genética. Como o
genoma humano ¢é fundamentalmente informacao, computadores foram essenciais para
determinar sequéncias e para aplicagoes em biologia e medicina (LESK, 2000).

De acordo com Verli (2014), “a bioinformadtica refere-se ao emprego de ferramentas
computacionais no estudo de problemas e questoes biolégicas, abrangendo também as
aplicagoes relacionadas a satide humana como o planejamento de novos farmacos”. Muitos
dos estudos e simulagoes feitos in silico tendem a ter menor custo e gerar resultados em
menos tempo.

A fim de salvar a informacao do genoma de forma organizada e estruturada, as
sequencias sao guardadas em banco de dados biolégicos. Os bancos de dados podem
ser publicos ou de iniciativa privada e podem ser encontrados, por exemplo, no National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e no Protein Data Bank (PDB). E com as
sequéncias armazenadas, é possivel comparar uma sequéncia de RNA ou proteina com o
propésito de encontrar sequéncias no banco de dados com estruturas similares.

Frederick Sanger ganhou o Prémio Nobel por determinar a sequéncia de aminoé-
cidos da insulina, a proteina usada para tratar diabetes. A técnica de Sanger digeriu a
insulina com proteases e sequenciou seus fragmentos. Por sobreposicao, ele reconstruiu
a sequencia inteira de aminoacidos. Seu trabalho influenciou diretamente o primeiro se-
quenciamento de RNA (PEVZNER, 2008).

Com técnicas de sequenciamento cada vez mais eficazes, os bancos de dados bio-
logicos precisam de mais armazenamento para guardar os genomas sequenciados. Além
disso, algoritmos foram criados para alinhar as sequéncias. Os alinhamentos sao técnicas
de comparacao entre duas ou mais sequéncias biolégicas, que buscam séries de caracteres
individuais que se encontram na mesma ordem nas sequéncias analisadas (VERLI, 2014).

Os algoritmos podem alinhar aminoacidos ou nucleotideos, onde cada molécula é
representada por uma letra do alfabeto. A ideia central dos algoritmos de alinhamento é
encontrar as similaridades para obter o maximo de letras correspondentes entre as sequén-
cias. Desse modo, é possivel obter informagoes sobre o grau de ancestralidade entre os
genes, por exemplo. Esse grau de ancestralidade é chamado de homologia (PATCHER,;
STURMFELS, 2005).

Outrossim, em relacao a quantidade, os alinhamentos sao divididos em dois tipos:
simples e multiplos. Os alinhamentos simples analisam apenas duas sequéncias por vez.

Por outro lado, os alinhamentos multiplos analisam trés ou mais sequéncias. Quanto a
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localizacao, os alinhamentos podem ser divididos em alinhamento global, que busca todas
as sequencias do inicio ao fim, e alinhamento local que busca por regices especificas e
menores.

Um dos algoritmos de alinhamento mais importantes é o Needleman—Wunsch que
faz alinhamento global e utiliza programacao dinamica para comparar as sequéncias. Ja
outro algoritmo que teve muita relevancia foi o Smith-Waterman, que faz o alinhamento
local de sequéncias biologicas.

Além disso, é importante reiterar que o algoritmo de Needleman—Wunsch foi es-
sencial para fazer o alinhamento global de sequéncias e o algoritmo de Smith-Waterman
apresentou uma solugao fundamental que ainda é utilizada hoje no alinhamento local pelo
Clustal Omega, por exemplo.

A programacao dinamica é uma técnica que resolve o problema de alinhamento
de multiplas sequéncias.Desde que o custo dessa abordagem com programacao dinamica
6 O(2n*), onde n é o tamanho da sequéncia e k ¢ a quantidade de sequéncias, variagoes
desses algoritmos foram criadas, e uma delas é a aplicagao de heuristicas para otimizar o
alinhamento de sequéncias multiplas (PEVZNER, 2008).

A filogenia ajuda visualizar relagoes de ancestralidade e similaridade de organismos,
que uma vez alinhados podem ser agrupados em familias ou subfamilias. Essas informagoes
facilitam na escolha de quais organismos devem ser analisados para encontrar os possiveis

dominios conservados compartilhados entre eles.

1.1 Justificativa

Como ja citado, o alinhamento multiplo de sequéncias é uma técnica bastante utili-
zada para identificar relacionamentos entre sequéncias, ja que o alinhamento é o primeiro
passo para varias outras técnicas de andlise, como a andlise filogenética e identificacao de
homologia entre os organismos estudados. O software Clustal Omega é utilizado em diver-
sas ferramentas de bioinformatica, ele é o sucessor do ClustalWV, esse ainda utilizado em
ferramentas muito conhecidas como Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA).

Outra técnica utilizada em bioinforméatica é a analise filogenética. Existem varios
sofwares que reconstroem arvores filogenéticas e um muito importante é o MEGA. O
maior problema dessa aplicacao é que apesar de ser possivel ver e executar alinhamentos
em formato do Clustal como os formatos ALN e MSF, ha uma necessidade de compilar
os dominios conservados de sequéncias diferentes para novos arquivos no formato FASTA
a fim de gerar novos alinhamentos.

Tendo em conta os pontos aqui abordados, este projeto visa construir uma fer-
ramenta que automatize esse processo que pode ser necessario utilizar até 3 softwares
diferentes para resolver esse problema de descobrir os dominios conservados a partir de

um conjunto de sequéncias.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um software para identificar genes com dominios conservados.

1.2.2  Objetivos Especificos

1. Implementar um servidor web para ser possivel executar a aplicacao a partir de

qualquer sistema

2. Implementar um software cliente inicialmente para plataforma web e posteriormente

multiplataforma
3. Gerar Arvores Filogenéticas
4. Alinhar sequéncias a partir de um grupo selecionado de sequéncias

5. Disponibilizar um arquivo de alinhamento com as sequéncias selecionadas

1.3 Organizacao do Projeto

No Capitulo 2, toda a fundamentagao tedrica é abordada, desde o dogma Central da
Biologia Computacional, aminoacidos, acidos nucleicos e proteinas até os conhecimentos
de filogenia, alinhamentos de sequéncias, assim como algumas ferramentas de bioinforma-
tica.

No Capitulo 3, a metodologia do projeto é descrita, partindo da linguagem de
programagao usada as métricas aplicadas.

Agora no Capitulo 4 sao explicados a arquitetura e o funcionamento do GENE
FINDER EASY.

No Capitulo 5 mostra os experimentos seus respectivos resultados obtidos apds a
execucao do GENE FINDER EASY.

E finalmente, no Capitulo 6, sao apresentadas conclusoes sobre o presente trabalho,

juntamente com as propostas de trabalhos futuros.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideragoes Iniciais

Este capitulo aborda os conceitos basicos e necessarios a compreensao deste estudo,
dentro das areas de biologia molecular e bioinforméatica. Primeiro serao abordados os
temas aminodacidos e proteinas, logo apds, havera uma introducao sobre os conceitos de
acidos nucleicos.

Subsequentemente, os conceitos explicados serao a expressao génica, homologia e
filogenia. Ainda, os conceitos de bioinformatica abordados estao nessa ordem: banco de
dados biolégicos, alinhamento multiplo de sequéncias, técnicas de alinhamento multiplo

de sequencias e ferramentas de bioinformatica.

2.2 Acidos Nucleicos e Sintese de Proteinas

Segundo Tortora, Funke e Case (2012),“0O DNA e outra substancia denominada
acido ribonucleico (RNA) séo designados em conjunto como dcidos nucleicos, pois foram
descobertos pela primeira vez nos nicleos das células”. E diferente dos aminoacidos, os
acidos nucleicos tém os nucleotideos como unidades estruturais.

Os acidos nucleicos tém grande importancia para todos os organismos vivos. Pode-
se ressaltar que é dos acidos nucleicos que as células recebem informacoes sobre sintese
de proteinas e funcao de moléculas. Em outras palavras, os acidos nucleicos guardam e
transmitem informacao genética na célula (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Existem dois tipos de acidos nucleicos, o dcido desoxirribonucleico (DNA) e o dcido
ribonucleico (RNA) que sao polimeros, sequéncias de moléculas similares de nucleotideos,
unidos por ligacoes fosfodiéster. Uma ligacao fosfodiéster é o resultado de um grupamento
hidroxilico ao C3 do acticar de um nucleotidio, ligacao fosfato com éster. Essa ligacao gera
uma desidratagdo e gera uma estrutura de bases ligadas (ZAHA; FERREIRA; PASSA-
GLIA, 2014).

Da mesma forma que as proteinas sao formadas por aminoacidos, os acidos nuclei-
cos sao formados por nucleotideos, as unidades estruturais do acidos nucleicos. De acordo
com Tortora, Funke e Case (2012), “Cada nucleotideo tem trés partes: a base nitrogenada,
uma pentose (agucar de cinco carbonos) denominada desoxirribose ou ribose e um grupo

fosfato (acido fosférico)”, conforme apresenta-se na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Estrutura dos Nucleotideos. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia (2014).

Essas bases sao a adenina, timina, citosina, guanina e uracila, representadas res-
pectivamente pelas letras A, T, C, G, U. As bases A e G sao chamadas de purinas, e as
bases T, C e U sao chamadas de pirimidinas, como é visto na Figura 2.2. Além disso,

existe o nucleosideo que é uma purina ou pirimidina mais uma pentose.
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Figura 2.2 — As bases nitrogenadas. Adaptada de Lodish et al. (2008)
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O Acido desoxirribonucleico, chamado de DNA, é a substancia que compode os
genes. A molécula do DNA ¢ estruturada em duas cadeias antiparalelas que se dobram e
estao ligadas em forma de dupla hélice. E o DNA que mantém a informacao genética de
um organismo Tortora, Funke e Case (2012).

Essa estrutura de nucleotideos ligados, é representada em orientacao 5 — 3’. Essa
cadeia rege a sequéncia que gera a estrutura primaria do DNA (ZAHA; FERREIRA;
PASSAGLIA, 2014).
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Em 1953, houve uma importante descoberta da organizacao feita por DNA de
James Watson e Francis Crick. Eles descobriram que os nucleotideos sao unidos por
ligacoes quimicas entre fosfato e acicar. A sequéncia de bases nitrogenadas constituem
duas cadeias de nucleotideos e como a ordem das combinagoes é sempre A-T e G-C,
pode-se dizer que as cadeias do DNA sao complementares, como observa-se na Figura 2.3

(SNUSTAD; SIMMONS, 2013).

A
Pares I! H E ; H t| a I! EI C |! E I! H |! Pontes

de . oam wm s ) g ame i Tu e e o o G e de
bases ' y M | ' o hidrogénio

Cadeia principal de
acucar-fosfato

Figura 2.3 — Estrutura da cadeia de DNA. Adaptada de Snustad e Simmons (2013)

2.2.2 RNA

De acordo com Zaha, Ferreira e Passaglia (2014), “O acido ribonucleico (RNA) é a
molécula de acido nucleico formada, em geral, por uma tnica cadeia com grande diversi-
dade de conformacoes”. Essa cadeia é composta por sequéncias de bases que constituem
as estruturas do RNA.

A estrutura primaria do RNA é similar & do DNA, porém se tem uracila (U) no
lugar da timina (T). Na estrutura secundaria do RNA, ocorre pareamento entre as bases
C-G e A-U. Ja na estrutura terciaria, existem caracteristicas referentes as fungoes que sao
obtidas a partir de interacoes de molécula.

Existem trés principais tipos de RNAs, sao eles o mRNA, o tRNA e o TRNA. O
RNA mensageiro (mRNA) carrega instrugdes do DNA com a ordem correta dos aminoa-
cidos, durante a sintese de proteina. A jun¢ao de aminodcidos para a sintese de proteinas
ocorre por traducao do mRNA. Nesse processo, a informacao que estd no mRNA é in-
terpretada pelo RNA transportador (tRNA) com o auxilio do RNA ribossomico (rRNA)
(LODISH et al., 2008).

A Tabela 2.1 mostra as classes de RNAs, em qual parte do processo celular estao
e suas respectivas fungoes. E mais discutido sobre as classes de mRNA, tRNA e rRNA a

secao 2.4 devido a sua importancia no dogma central da biologia molecular.
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Tipo Processo Celular Classe Funcao
. . . mRNA , - ) .
Codificador Sintese de proteinas ) Contém a sequéncia para a sintese das proteinas
(mensageiro)
Nao , ; rRNA Forma junto com as proteinas ribossomicas
. Sintese de proteinas ) . ] ., i
Codificador (ribossdmico) os ribossomos. Local da sintese de proteinas
tRNA S .
Transporta os aminoacidos ao local da sintese
(transportador)
das proteinas
Processamento snoRNA

do rRNA e tRNA (RNA Maturagao de ribossomos e RNAs transportadores

nucleolar pequeno)

Processamento do snRNA

pré-RNA (RNA Sintese do mRNA eucariético
nuclear pequeno)
Regulacao d RNA
cst agNao Aa ® Modula a traducao e a estabilidade de mRNAs
expressao génica (RNA pequeno)
CRISP RNA

Interfere com a infecgao por bacteriéfagos e com
(RNA CRISP)

a conjugacao
m13NA Silenciaménto génico. Reprime a tradugao ou
(micro RNA)

cliva mRNAs alvo
siRNA (RNA de
interferéncia pequeno)
piRNA(RNA que liga
a protefna PIWTI)
IncRNA(RNA néao

codificador longo)

Silénciamento génico. Cliva mRNAs(virus)
Silenciamento génico em células germinativas

Muito transcrito. “Transcricao generalizada”

Tabela 2.1 — Classes de RNAs. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia (2014).

2.3 Aminoacidos e Proteinas

2.3.1 Aminoacidos

Os aminodcidos sao acidos organicos que possuem um carbono ligado a quatro
grupamentos quimicos diferentes. Como existem 20 aminoédcidos, uma proteina pode
ter 20" sequéncias, ou seja, se uma proteina tem um tamanho de 152 aminoacidos em
sequéncia, logo, ela tera 20'°? possiveis sequéncias de proteinas.

Na Tabela 2.2 mostra os 20 aminoéacidos, juntamente com suas representagoes em 3
letras e 1 letra. Essas representagoes sao utilizadas em locais e/ou propésitos especificos,
por exemplo, a representacao de 1 letra ¢é utilizada para o alinhamento de sequéncias.
As proteinas podem servir como componentes estruturais de uma célula, sensores que
podem moldar a temperatura e propriedades da célula. Um exemplo sao as enzimas, que

catalisam o processo de reagoes quimicas (LODISH et al., 2008).
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Aminoacido | 3 letras | 1 letra
Alanina Ala A
Cisteina Cys C

Ac. Aspartico Asp D

Ac. glutamico Glu E

Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I

Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Asn N
Prolina Pro P
Glutamina Gln Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val \Y
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y

Tabela 2.2 — Estrutura dos 20 aminoacidos. Adaptada de Verli (2014).

E possivel obter aminoacidos sintetizando a partir de outras moléculas ou que-
brando proteinas ingeridas. Quando uma cadeia de aminoacidos é criada, ela se dobram
e criam formas complexas, onde cada cadeia de aminodcidos tem um estrutura tridimen-
sional e funcao diferentes (LODISH et al., 2008).

Somente quando uma estrutura tridimensional da proteina estiver correta, a pro-
teina terd uma funcao eficiente. Para conseguir entender o funcionamento das proteinas, é

preciso entender as estruturas tridimensionais formadas pelas sequéncias de aminoéacidos.
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Figura 2.4 — Estrutura dos 20 aminoicidos. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia (2014).

2.3.2 Proteinas

Segundo Verli (2014), “As proteinas sdo polimeros sintetizados pelas células a partir

de aminoécidos”, conforme observa-se na Figura 2.4. Sao moléculas bem versateis, capazes

de serem muito grandes ou muito pequenas. As proteinas comumente tém tamanho entre

100 a 10000 aminoacidos, mas algumas podem ser muito menores ou muito maiores.

Além disso, de acordo com Zaha, Ferreira e Passaglia (2014), “As proteinas resultam

da expressao da informagao contida no gene”.

sequéncia de aminoacidos de uma proteina especifica.

Por isso, é o gene que determinara a

Algumas proteinas que sao similares sao consideradas membros de uma familia de

proteinas. Algumas proteinas ja tém suas fungoes conhecidas, como trabalhar em locais

especificos dentro de uma célula (LODISH et al., 2008). Como foi dito anteriormente,

a estrutura da proteina determina sua funcao, logo, os as caracteristicas estruturais da

proteina devem ser analisadas, pois desempenham diversas fungoes bioldgicas.
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As proteinas tém quatro niveis de organizacao. A estrutura primaria, Figura 2.5,
da proteina é um arranjo linear simples de aminoacidos. De acordo com Zaha, Ferreira
e Passaglia (2014), “sdo as ligacoes peptidicas que estabilizam esse tipo de estrutura’”.
As ligacoes peptidicas sao ligagoes formadas entre dois aminoacidos. Além disso, cada

proteina tem sua estrutura primdaria que compoe a estrutura tridimensional.

VRESTVOLARAMOASLAMLE"
i:'HI.JH.FI.I:"H TGRIAOTLLNLAKD

VIO GIEORTHKI OMGDPH TMHJF
GEEHEI"%ENLHMLEWH ¢

Figura 2.5 — Estrutura Primaria das Proteinas. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia
(2014).

Os autores Tortora, Funke e Case (2012, grifo nosso) dizem que, “A estrutura
secundaria de uma proteina, Figura 2.6, ¢ o dobramento localizado e repetitivo da cadeia
polipeptidica”. Assim, as estruturas secunddrias das proteinas podem ser tanto espirais
em sentido horério, as hélices e as dobras pregueadas, que se formam a partir de partes

quase paralelas das sequencias.

SAAA/:

Folha p-pregueada

. . .
a-hélice

Figura 2.6 — Estrutura Secundéria das Proteinas. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia
(2014).

De acordo com Verli (2014, grifo nosso), “A estrutura tercidria, Figura 2.7, de uma
biomolécula corresponde a montagem dos seus elementos de estrutura secundaria”. Além

disso, é a estrutura tercidria que ira exercer a funcao biolégica de uma molécula.

Figura 2.7 — Estrutura Terciaria das Proteinas. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia
(2014).
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E importante ressaltar sobre o processo de dobramento, folding, pois é o processo
de organizacao das estruturas secundarias. Nesse processo, a combinacao tenta adotar
uma conformagao (fungao) mais estavel.

Ainda, existem algumas proteinas que tém uma estrutura quaternaria. Além do
mais, Tortora, Funke e Case (2012, grifo nosso) conceituam que “uma estrutura quater-
naria, Figura 2.8, consiste em uma agregacao de duas ou mais cadeias polipeptidicas, que
operam como uma unidade funcional unica”. As ligacoes da estrutura quaternaria sao as

mesmas que as da estrutura terciaria.

Figura 2.8 — Estrutura Quaternaria das Proteinas. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia
(2014).

O objetivo da comparacao de sequéncia de proteinas é descobrir similaridades es-
truturais ou funcionais entre as proteinas. Outro objetivo é o de identificar todas as
proteinas do organismo para conseguir sequenciar um genoma, que ¢ um conjunto com-
pleto de genes de um organismo (LODISH et al., 2008).

2.3.3 Dominios Proteicos

Algumas proteinas caracterizadas como longas sao subdividas em regioes conhe-
cidas como dominios, que tém variacao de tamanho entre 100-150 aminoacidos e esses
aminoacidos situados em dominios normalmente sao formados por combinacoes de motifs.
Esses, também chamados de motivos, sao conjuntos de aminoacidos que se repetem e
seguem um padrao especifico. Nas proteinas é possivel encontrar varios motifs nos quais
possuem fungoes e estruturas diferentes (LODISH et al., 2008).

Nos estudos de microbiologia molecular, os dominios sao testados e combinados de
formas e arranjos diferentes a fim de sintetizar novas proteinas, com diferentes fungoes.
J& os dominios conservados sao formados pelos motifs, os quais sao analisados por pes-
quisadores com ferramentas de bioinformatica, ja que recorréncias podem ser encontradas

mais rapidamente com técnicas computacionais (NCBI. .., 2019).
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2.4 Expressao Génica

O fluxo da informagao genomica segue na ordem DNA — RNA — polipeptidio,
uma sequéncia que geralmente é considerada como o dogma central da biologia molecular.
Ainda, Snustad e Simmons (2013) ressalta que “o dogma central da biologia é que as
informacoes armazenadas no DNA sao transferidas para as moléculas de RNA durante a
transcricao e para as proteinas durante a traducao”.

As informagoes das moléculas sao passadas de DNA para DNA e RNA para RNA.
No caso das proteinas, o processo de transferéncia de informacoes leva duas etapas: A
transcricao e a tradugao. A transicao transfere informacoes para o RNA e logo apods
ocorre a tradugao onde o RNA transfere as informagoes para as proteinas (SNUSTAD;
SIMMONS, 2013).

A transcricao é a sintese de um a fita complementar de RNA a partir de um molde
de DNA. Para isso é usada uma enzima chamada RNA-polimerase, a partir de uma parte
do DNA que se torna mRNA, que é um RNA do tipo mensageiro, transforma a informagcao
codificada no DNA em proteinas especificas do DNA (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O processo de sintese do RNA comeca em uma regiao de iniciagao, chamada regiao
promotora e s6 para o processo de transcricao quando o RNA-polimerase encontra uma
regiao de terminadora.

Apés a transcricao, ocorre a traducao, que produz as proteinas, a partir das in-
formacgoes genéticas do mRNA. O local onde ocorre essa tradugao é o ribossomo, onde o
tRNA reconhece grupos de trés nucleotideos chamados codons, esses determinam quais
aminodacidos serao gerados na sequéncia da proteina e finalmente a proteina é transportada
para o local onde ela exercera sua funcao (GRAUR; LI, 2000).

A tradugdo comega quando o tRNA encontra um cédon de iniciagdo e vai até
encontrar um cédon de terminagao. A Tabela 2.3 abaixo mostra as bases e seus respectivos
os cdédons. Os cédons em destaque sao AUG, cdédon de iniciacao e os cédons UAA, UAG

e UGA, cédons de terminacao.
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Segunda base do cédigo genético
U C A G
UuU UCU UAU UGU
v LuuC Phe 766 gor | UAC Ty gag ©vs

UUA || [UCA ' UAA srop | UGA | STOP
o U0G UCG UAG UGG | Tp
£
gl [ Cuu CCU CAU [ .. [ CGU
S o | CUC |, . [CCC|, [CAC CGC | .
< CUA CCA CAA |~ [ CGA &
3 cuG CCG CAG CGG
o)
7 AUU ACU AAU T TAGU [
=| , [AUC | Tle [ACC |, [AAC S TAGC ©
z AUA ACA ARA T AGA |,
£| [AUG | Met [ ACG AAG | ° [AGG | M8
o

GUU GCU GAU Asp GGU

GUC GCC GAC GGC

Glaual Vo raoal M@ gaa o aaa | S
GUG GCG GAG | " GGG

Tabela 2.3 — Cédigos Genéticos. Adaptada de Zaha, Ferreira e Passaglia (2014).

2.5 Homologia

A homologia é uma forma de classificacao baseada em similaridades e diferencas
entre sequéncias de aminoacidos, proteinas e nucleotideos. Esses organismos com ancestral
comum sao chamadas de homélogas. A evidéncia principal de homologia as proteinas um
ancestral comum entre elas, que pode ser entendida como uma similaridade entre as
sequéncias de proteinas.

Logo, as proteinas homélogas podem ser classificadas como da mesma familia, a
partir de uma comparacao de sequéncias de organismos. O dobramento das estruturas
tridimensionais das proteinas é similar mesmo em partes que aparentemente nao exista

evidéncia de homologia em suas estruturas primarias (LODISH et al., 2008).

2.6 Filogenia

A filogenia é a representacao do histérico de ramificacao das rotas de herancas dos
organismos. Além disso os estudos filogenéticos tém objetivo de reconstruir tragos gene-
alogicos entre organismos para comparar diferencas de tempo e caracteristicas genéticas,
por exemplo (GRAUR; LI, 2000).

As relagoes entre organismos sao representadas em uma arvore filogenética. A

arvore filogenética pode ser caracterizada como um grafo onde cada né se conecta com
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dois nés adjacentes.

Os nds terminais (folhas), sao chamados de Unidades Operacionais Taxonomicas,
Operational Taxonomic Units (OTUS). Os OTUs podem ser espécies, genes, organismos
inteiros ou sequéncias. Ja os nés internos, sao chamados de Unidades Hipotéticas Taxono-
micas, Hypotetical Taxonomic Units (HTUs), esses representam as unidades ancestrais.

De acordo com Ticona (2008),“E importante salientar que as arvores filogenéticas
podem ter ou nao raiz”. Uma arvore com raiz implica que ha um ancestral em comum
entre todas as espécies e a distancia representa o grau de antiguidade da OTU.

Arvores filogenéticas podem ser representadas de varias formas, cladograma incli-
nado, cladograma retangular, arvore radial, arvore livre, filograma e dendrograma. Dentre
as formas descritas, o cladograma mostra a estrutura da arvore, o filograma tem a caracte-
ristica de seus ramos terem comprimento relativo as diferencas genéticas e o Dendrograma
é voltado a diferenga temporal dos organismos.

A Figura 2.9 exemplifica a estrutura de uma arvore evoluciondaria, ao analisar as
similaridades entre guaxinins e ursos. Arvores geradas a partir de matrizes de distancias
funcionam em dois passos, primeiramente é necessario realizar o calculo das distancias
genéticas, as quais o resultados sao dispostos na forma de matriz, por fim é feito a recons-

trucao da arvore a partir destes dados.
10+
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30+

251

20+
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Milhdes de anos atras
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PARDO POLAR  NEGRO ANDINO PANDA VERMELHO

Figura 2.9 - Uma arvore evolucionaria que mostra a diferenca entre guaxinins e ursos.
Apesar do tamanho e formas, as duas familias sao muito préximas. Adaptada de Jones e
Pevzner (2004).

A matriz de distancia é uma matriz triangular superior ou inferior com diagonal

nula, contendo as distancias evolutivas entre as espécies de estudo. Estas matrizes podem
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ser geradas por meio de programas que realizam o alinhamento e o analisam através de
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos. Em geral métodos de alinhamento levam
em consideracao a mutagao de um nucleotideo para outro. Inclusive, o Neighbor-Joining
realiza os calculos com base nas diferencas entre as sequéncias analisadas.

Os métodos mais conhecidos de agrupamento para reconstrucao filogenética sao
o Unweighted-Pair Group Method with Arithmetic means (UPGMA), o Weighted-Pair
Group Method with Arithmetic means (WPGMA) e o Neighbor-Joining. Esses métodos
obtém resultados mais rapidamente e com uma quantidade reduzida de solucoes.

Este trabalho utiliza o método Neighbor-Joining devido a sua eficacia, ja que as
distancias das sequéncias sao geradas seguindo o principio da evolu¢ao minima. Os méto-
dos UPGMA ¢ o método que tem menos eficiéncia dentre os métodos citados, ja que usa
apenas uma média para calcular o agrupamento.

J&d o WPGMA tem mais eficiéencia do que o UPGMA por utilizar a correcao das
distancias utilizando o modelo de Jukes-Cantor. Embora o WPGMA tenha mais efica-
cia que o UPGMA, ambos os métodos s6 produzem arvores corretas se todos os ramos
estiverem a mesma distancia da raiz (UNICAMP, 2004).

2.7 Bancos de Dados Biolégicos

Atualmente, utiliza-se bancos de dados de sequéncias para tentar retirar infor-
magoes relevantes sobre os organismos vivos. Com essas informacoes, é possivel fazer as
anotagoes dos genes desses organismos. Alguns dos mais conhecidos sao o National Center
for Biotechnology Information (NCBI) e o Protein Data Bank (PDB).

O principal banco de dados de estrutura de macromoléculas é o PDB. Ele contém
estruturas de proteinas, acidos nucleicos e uns poucos carboidratos. E com as sequéncias
armazenadas, é possivel comparar uma sequéncia de RNA ou proteina com o propdsito
de encontrar sequéncias no banco de dados com estruturas similares (LESK, 2000).

O Conserved Domain Database (CDD) tem uma colegao de alinhamentos que re-
presentam os dominios conservados. O CDD tem dominios curados pela NCBI, ou seja,
verificado se ha possiveis erros de anotacao, e também dominios adicionados por outros
pesquisadores. O objetivo do banco CDD ¢ dar uma ideia de como sao os relacionamentos
e propriedades funcionais dos dos dominios conservados (VERLI, 2014).

O NCBI possui links dos registros dos dominios conservados das sequéncias de
proteinas do CDD. E possivel executar o BLAST e o PSI-BLAST por meio de uma
interface web. No banco de dados, é possivel conseguir os modelos de dominios conservados
a partir de uma query. O algoritmo utilizado na busca dos dominios é o RPS-BLAST,
Reverse Position-Specific BLAST, uma variacao do PSI-BLAST (MARCHLER-BAUER
et al., 2010).

Existem varios outros bancos de dados com diferentes propdsitos como por exem-
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plo, o GenBank, o European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e o DNA Data Bank
of Japan (DDBJ). Ainda, existem bancos de dados especificos, como o Rfam, para estru-

tras de RNAs e o Universal Protein Resource (UniProt), para estudos de proteinas (ZOU
et al., 2015).

2.8 Alinhamento de Sequéncias

O alinhamento de sequéncias pode ser entendido como a similaridade entre duas
sequencias biolégicas. Além de ser um dos problemas basicos em bioinformatica, ja que
varios outros problemas necessitam do alinhamento de sequéncias para sua solucao, o ali-
nhamento de sequéncias ¢ uma técnica frequentemente utilizada por quem estuda biologia
molecular.

Deve-se atentar que se ha comparagoes entre duas sequéncias e essas sao homologas,
semelhantes, consegue-se inferir caracteristicas da sequéncia, como conformacao e fungoes
a partir de suas estruturas.

Em uma comparacao de sequéncias, utiliza-se a distancia de Hamming, que fornece
uma média simples de comparacao de duas strings. Ela é definia por duas strings do
mesmo tamanho como o nimero de posicoes, porém com letras diferentes. Também hé a
distancia de Levenshtein, na qual é a sequéncia entre duas sequéncias de qualquer tamanho
(CROCHEMORE; HANCART; LECROQ), 2007).

Os alinhamentos sao divididos em dois tipos: os alinhamentos simples e os alinha-
mentos multiplos. Os alinhamentos simples analisam apenas duas sequéncias por vez. Por
outro lado, os alinhamentos multiplos analisam trés ou mais sequéncias.

Quanto a localizagao, os alinhamentos podem ser divididos em alinhamento global,
que busca todas as sequéncias do inicio ao fim, e alinhamento local que busca por regioes

especificas e menores.

2.8.1 Alinhamento Global

Inicialmente, o algoritmo criado para o alinhamento de sequéncias de aminoéci-
dos foi o Needleman-Wunsch, que fazia o alinhamento global, uma comparacao entre as
duas sequéncias completas, procurando a maior similaridade entre elas, assim como é
visto na Figura 2.10. Ainda é possivel afirmar que o algoritmo inicial de alinhamento
de Needleman-Wunsh é executado em tempo ciibico (CROCHEMORE; HANCART; LE-
CROQ, 2007).

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

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

Figura 2.10 - Um alinhamento Global. Adaptada de Jones e Pevzner (2004).
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2.8.2 Alinhamento Local

O objetivo do alinhamento local é encontrar regioes altamente similares, que nao
necessariamente precisam ser o tamanho completo das sequéncias, conforme observa-se na
Figura 2.11. Assim, existe maior possibilidade de encontrar similaridades entre um con-

junto de sequéncias. Porém, o custo de execucao do algoritmo chega a tempo quadrético
(CROCHEMORE; HANCART; LECROQ), 2007).

tccCAGTTATGTCAGgggacacgagcatgcagagac

aattgccgeegtegttttcagCAGTTATGTCAGate

Figura 2.11 — Um alinhamento Local. Adaptada de Jones e Pevzner (2004).

2.8.3 Alinhamento Muiltiplo de Sequéncias

O alinhamento miltiplo de sequéncias foi proposto como um método de programa-
¢ao dinamica para tratar problemas com mais de duas sequéncias biologicas. O método
utiliza a soma ponderada de pares, para calcular os pares de sequéncias (VERLI, 2014).

A cada alinhamento entre duas sequéncias, hd um score que representa sua res-
pectiva pontuacao. As formas de pontuacao sao as seguintes: +1 ponto, chamado de
match, caso sejam dois caracteres idénticos, -1 ponto, chamado de mismatch, caso sejam
caracteres diferentes e -2 caso uma coluna esteja vazia (SETUBAL; MEIDANIS, 1997).

Assim, o melhor alinhamento tera o maior score. Porém, existe um problema
referente aos espagos, onde se existe uma sequéncia de espagos p > 1, por exemplo, essa
sequéncia é chamada de gap.

Um sistema de pontuagao(score) precisa considerar a substituicao de residuos,
inser¢oes ou dele¢coes. Uma medida de divergéncia de sequéncias é o Point Accepted
Mutation (PAM); 1 PAM = 1% de mutagao aceita( 1 Point Accepted Mutation) (LESK,
2000).

No algoritmo Needleman-Wunsch, a matriz PAM é utilizada como referéncia para
aplicacao de penalidades e célculo de score, de acordo com a Tabela 2.4. A relagao entre

o score PAM e a percentagem de identidade entre sequéncias é:

Tabela 2.4 — Relacao de Identidade - PAM
PAM 0 30 80 110
IDENTIDADE 100 75 50 60

Como a matriz PAM tinha um calculo de score baseado em estimativa com logaritmos(log-

odds), héd uma margem de erro no processo. Por isso, S. Henikoff e J.G.Henikoff desen-
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volveram a matriz BLOSUM para calcular o score de aminoacidos nas sequéncias de
proteinas.

O objetivo principal foi substituir a matriz PAM por uma matriz que tivesse um
melhor desempenho com sequéncias mais distantes. O nome BLOSUM ¢é um acronimo
para Blocks SUbstitution Matriz, uma matriz de substituicao baseada em BLOCKS, um
banco de dados de sequéncias de proteinas alinhadas. Com um limite minimo de 62% de
identidade, obtem-se a matriz BLOSUMG62, que é a matriz mais utilizadas na maioria dos

algoritmos de alinhamento de proteinas (LESK, 2000).

2.9 Técnicas de Alinhamento Miiltiplo de Sequéncias

Acerca dos alinhamentos globais e locais, que sao técnicas de alinhamento, esses
algoritmos que usam programagao dinamica tém complexidade na ordem de O(m.n), onde
m é o tamanho da primeira sequéncia e n da segunda. Ja os MSAs, a diferenca é que a
complexidade aumenta de acordo com o nimero de sequéncias (OGATA, 2006).

Em 1994, Wang e Jiang (1994) provaram que o MSA é um problema NP-Completo.
Logo, como utiliza-se a programacao dinamica, o problema é resolvido apenas com sequén-
cias de tamanho pequeno ou médio. O Algoritmo de Needleman e Wunsch, por exemplo,
tem a ordem de Q(k2¥n*) de tempo e ainda Q(n*) de espaco, onde k é o nimero de
sequéncias e n ¢ o tamanho da maior sequéncia (SOUZA, 2010).

E como o nao existe solucao em tempo polinomial para o problema do Alinhamento
Muiltiplo de Sequéncias, técnicas que utilizam heuristicas, como o algoritmos genéticos,

podem gerar solugoes aceitaveis para o problema.

2.9.1 Alinhamentos Progressivos

O alinhamento progressivo é uma das formas mais simples de alinhar sequéncias.
Um dos algoritmos progressivos mais usados para o problema de MSA é o Clustal Omega.
A estratégia de um alinhamento progressivo é calcular a matriz de distancia e construir
a arvore filogenética a partir dessas distancias de pares juntamente com as sequéncias
alinhadas por alinhamento multiplo (SOUZA, 2010).

Sobre suas caracteristicas, o desempenho de um alinhamento progressivo é um
diferencial, porém, como é um algoritmo guloso, nao é possivel voltar nem mesmo um
passo para retomar uma decisao, assim pode-se perceber se um alinhamento ¢ ruim ja no

inicio da execucao algoritmo.

2.9.2 Alinhamentos Iterativos

Os alinhamentos iterativos sao alinhamentos que ao contrario dos progressivos, eles
conseguem melhorar os alinhamentos, ou sub alinhamentos ja criados. A cada repeticao, o

algoritmo iterativo para resolver o problema de alinhamento de sequéncias tenta melhorar
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os alinhamentos de forma deterministica ou estocéstica. Como espera-se de um algoritmo

iterativo, ele refina de forma gradual a solu¢ao do problema (ORDINE, 2015).

2.10 Ferramentas de Bioinformatica

2.10.1 BLAST

O Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) é uma das ferramentas de andlise
de sequencias bioldgicas de dominio piblico mais utilizadas hoje. Ele pode ser executado
por uma interface web! em forma de servico web ou instalado e executado localmente. O
servidor do BLAST fica no National Center for Biotechnology Information (NCBI), bem
como a maioria de seus diferentes bancos de dados biolégicos (MCGINNIS; MADDEN,
2004).

Nos aspectos de execucgao, os principais tipos de buscas feitos pelo BLAST sao
buscas por nucleotideos, proteinas, traducoes e genomas. Uma vez que as sequéncias
sao submetidas, conhecidas como query, o BLAST funcionara de acordo com o algoritmo
selecionado e retornara um relatério com uma tabela de hits, sequéncias com similaridades.
Esse relatério pode ter formatos diferentes, como o XML e ASN.

Para exemplificar, as sequéncias da Figura 2.12 fazem parte de um arquivo no
formato FASTA, onde >’ é o simbolo de inicio da descricdo de uma sequéncia. Essa
descricao tem um SEQUENCE_ID, que e o identificador da sequéncia de uma espécie e

ele deve ser tnico. A linha seguinte deve ser a sequéncia com proteinas ou pares de bases
(SIEVERS et al., 2011a).

1 >5tW0X13 (PGSCOGO3DMP486B602839)

2 MEWEKQQQQOQPPVSAPOQOTVEELNGAVSGGMFVEVMTDEQMEVLREQIAVYATICEQLVD

3 LHKSMASQHDLAGARLGNLYCDPLVTSAGHKITGRORWTPTPMOLOQILERIFEQGNGTRT

4 KOKIKDITSELSQHGOISETNVYNWFQNRRARSKRKQOVAATNTTESEVETEVESPNEKK

5 TKPEDLOSSHMPTSMAEDLGYENPDVSSGMHSLDPRTSKPEPMFPSDGSSKPAASYGOMS

& FYGMSNPREMDOQLMGKMEVPGSYHPYLHADDYNMTG

7

8 >S1wW0X13 (SolycB2gB82670.2.1)

O MDWEKQOOQOQPPVSAPQOTAEELNGTVSGGMFVEVMTDEQMEVLREQIAVYATICEQLVDL
18 HKSMASOQHDLAGARLGNLY CDPLVTSAGHKITGRORWTPTPMOLOILERIFEQGNGTPTK
11 OKIKEITSELSQHGOISETNVYNWFONRRARSKRKOOVAATNNTESEVETEVESPNEKKT
12 KPEDLOSSHMPTSMAEDLGYENPDVSSGMHSLDPRTSKPEPMFPSDGSSKPAASYGOMSE
13 YGMSNPRMDOLMGKMEVPGSYHPY IHADDYNMTG

Figura 2.12 - Exemplo de um arquivo no formato fasta.

Existem varias formas de fazer uma busca utilizando o BLAST, como ja visto,
pode-se escolher o se é proteina ou nucleotideo, por exemplo. Também é possivel informar
a quantidade de processadores que podem ser utilizados, assim como em qual banco de

dados a sequéncia serd comparada.

Thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Em um relatério do BLAST, é possivel informar o parametro de confianga (e-value)
que tem a funcao de filtrar hits com resultados menos satisfatorios ou muito distantes do
resultado desejado. Ainda, o resultado disponibiliza as posicoes inicial e final da regiao
query que conseguiu hit e as posicoes inicial e final da da regiao da sequéncia encontrada
no banco de dados bioldgico.

Existem varios algoritmos que compoem o BLAST que podem ser utilizados de
diferentes formas, existem varias formas e parametros para pesquisas com diferentes focos.
O blastn procura sequéncias de nucleotideos de alta similaridade e as mostra em ordem
de identidade. O tblastn é um algoritmo que converte os aminoacidos traduzidos em
nucleotideos (NCBI, 2013).

Além dos algoritmos citados, existe o blastp que busca a similaridade entre protei-
nas, além de outras caracteristicas. J& o blastx faz uma busca a partir de uma query de
nucleotideos contra um banco de dados de proteinas e o resultado é a traducao da query.

Outro algoritmo existente é o Position-Specific Iterative Basic Local Alignment
Search Tool (PSI-BLAST), ele gera matrizes PSSMs, as pre-calculated position-specific
scoring matrices, que sao criadas a partir de resultados de buscas com blastp. As PSSMs
registram os padroes de conservacao dos alinhamentos de proteinas que estejam em um
limiar de e-value especifico.

Além disso, existe o RPS-BLAST que faz uma busca contra PSSMs. Esse algoritmo
tenta encontrar os hits de dominios conservados no banco Conserved Domain Database
(CDD). O RPS-BLAST tem um comportamento contrario do PSI-BLAST, ja que sua

funcao é tentar recuperar dominios conservados a partir das PSSMs.

2.10.2  Clustal Omega

O Clustal Omega é uma ferramenta que gera alinhamentos mais precisos a partir
de sequéncias de tamanhos bem variados. Em testes de benchmark, o Clustal Omega
mostrou-se mais acurado que os métodos mais tradicionais de MSAs (SIEVERS et al.,
2011b).

O alinhamento é feito a partir de um arquivo no formato FASTA, formato de texto
que representa uma sequéncia de nucleotideos ou aminodacidos, onde o resultado é um
arquivo de extensao ALN com as informagoes do alinhamento. Também é possivel gerar
a saida no formato MSF na qual sera usada neste trabalho.

A Figura 2.13 é um exemplo de saida no formato MSF de um arquivo de entrada
no formato FASTA que foi alinhada e as sequéncias alinhadas sao encontradas na Figura
2.12, ja mencionada. E possivel visualizar no préprio arquivo informagoes de tamanho
de alinhamento, tipo de moléculas alinhadas, os nomes das sequéncias, juntamente com o

alinhamento.



1 ''AA MULTIPLE_ALIGNMENT 1.8

2 squid.msf MSF: 275 Type: P April 09, 2819 17:17 Check: 2698
3

4 MName: StW0X13 Len: 275 Check: 6658 Weight: -1.80

5 MName: S1W0X13 Len: 275 Check: 6848 Weight: -1.80

5]

77/

8 |

) 1 50
18 5tW0X13 MEWEKQQQQQ PPVSAPQQTV EELNGAVSGG MFVKVMTDEQ MEVLRKQIAV
11 S1WOX13 MDWEKOQOQ.0Q0 PPVSAPQOTA EELNGTVSGG MFVKVMTDEQ MEVLRKOIAV
12

13 51 loa@
14 5tWOX13 YATICEQLVD LHKSMASQHD LAGARLGNLY CDPLVTSAGH KITGRORWTP
15 S1WOX13 YATICEQLVD LHKSMASOHD LAGARLGMNLY CDPLVTSAGH KITGRORWTP
16

17 181 158
18 5tW0X13 TPMOLQILER IFEQGNGTPT KOQKIKDITSE LSQHGQISET NVYNWFONRR
19 S1WOX13 TPMOLQILER IFEQGNGTPT KOKIKEITSE LSOHGQISET NVYNWFONRR
20

21 151 200
22 StWOX132 ARSKRKQOVA ATNTTESEVE TEVESPNEKK TKPEDLQS5H MPTSMAEDLG
23 S1W0X13 ARSKRKOQQVA ATNNTESEVE TEVESPNEKK TKPEDLOSSH MPTSMAEDLG
24

25 201 250
26 StW0X13 YENPDVS5GM HSLDPRTSKP EPMFPSDGSS KPAASYGOMS FYGMSNPRMD
27 S1W0X13 YENPDVSSGM HSLDPRTSKP EPMFPSDGSS KPAASYGOMS FYGMSMNPRMD
28

29 251 275

30 S5tW0x132 QLMGEMEVPG SYHPYLHADD YNMTG

31 S1W0X13 OQLMGKMEVPG SYHPYIHADD YNMTG

Figura 2.13 — Exemplo de saida do Clustal Omega no fromato .msf
2.10.3 MEGA

O Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) ¢ uma ferramenta para fa-
zer diversas andlises bioldgicas a partir das sequéncias biolégicas. Essa aplicacao faz de
alinhamento de sequéncias, inferéncia filogenética, verifica padroes de genes. Sua versao
atual é o MEGA X e funciona em Windows e Linux (KNYAZ et al., 2018).

Outra funcao bem ttil do MEGA é o médulo prototype, que ajuda bastante a fazer
as configuragoes para posteriormente serem utilizadas em linha de comando. Ainda, em
conjunto com as configuracoes do médulo prototype utiliza-se o MEGA-CC, a versao do
MEGA que pote ser executada totalmente por linha de comando, o que da mais controle

para automacao de tarefas e analises.

2.10.4 MView

MView é uma ferramenta para converter resultados de uma busca de sequéncias
de banco de dados biolégicos em uma apresentacao que evidencia a identidade entre as
sequéncias e essa apresentacao pode ser em formato de HTML. A intencao de exibir

os alinhamentos em formato HTML é para facilitar ferramentas que tém formato web
(BROWN; LEROY; SANDER, 1998).
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2.11 Consideragoes Finais

Neste capitulo foram apresentados os conceitos de biologia molecular e bioinfor-
matica, tais conceitos sao fundamentais para o entendimento deste projeto. Portanto,
foram abordados os conceitos de aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos. Ainda, foram
introduzidos os conceitos de homologia e filogenia. Por fim, foram mostradas algumas

técnicas e ferramentas de bioinformética.
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3 METODOLOGIA

3.1 Consideracoes Iniciais

Este capitulo aborda os métodos utilizados na criacao do GENE FINDER EASY.
Aqui é explicado processo do sistema e também como as ferramentas foram utilizadas em

conjunto a fim de solucionar o problema proposto neste projeto.

3.2 O Pipeline

Para Melo (2009), “Pipeline é um modelo de arquitetura no qual ocorre a divisao
de um processamento sequencial de etapas”. No modelo de pipeline, uma sequéncia direta
de etapas compoem o processo geral de um sistema, onde os dados de saida de uma etapa
sao usados como parametros de entrada para a préxima etapa. A Figura 3.1 ilustra o
pipeline do GENE FINDER EASY, com a finalidade de mostrar a sequéncia exata do
processo de execucao do sistema.

Ainda, deve-se ter o cuidado em nao confundir pipelines e workflows. Como j4 in-
formado, um pipeline segue um fluxo direto, onde uma etapa obrigatoriamente é antecede
a proxima. J& na arquitetura de workflow é possivel haver varias etapas que sucedem

uma mesma etapa anterior, logo deve-se tomar uma decisao para qual caminho escolher

(MELO, 2009).

Pipeline

Ajuste Buscar Alinhar
AlinhamentoNyReconstrugad . .
Filogenética das Dominios Dominios
Inicial 9 Sequéncia Conservadogffl Conservadog

Figura 3.1 — Pipeline

3.3 Alinhamento Inicial

A primeira etapa efetua o alinhamento global de todas as sequéncias para permitir
que a proxima etapa, a reconstrucao filogenética, seja executada de forma adequada, ja

que € necessario que as sequéncias estejam alinhadas para a reconstrucgao filogenética.

3.4 Reconstrucao Filogenética

Na segunda etapa, a arvore filogenética é reconstruida a partir de um arquivo de

alinhamento de sequéncias. Nessa etapa também é feito o teste de filogenia com objetivo
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de certificar a qualidade da arvore filogenética gerada.

3.5 Ajuste das Sequéncias

Apés a reconstrucao filogenética, a terceira etapa € ajustar as sequéncias seleciona-
das a partir da analise feita pelo pesquisador da arvore guia. Na etapa atual as sequéncias
escolhidas serao destacadas em arquivos no formato FASTA para a busca de seus possiveis

dominios conservados.

3.6 Buscar Dominios Conservados

Na quarta etapa do processo, é feita a busca dos dominios conservados nas sequén-
cias de proteinas. Essas sequéncias serao comparadas contra um banco de dados biologico
de dominios conservados, o CDD. Caso haja sequéncias com essas mesmas regioes, serao

retornados hits com as informacoes do organismo encontrado.

3.7 Alinhar Dominios Conservados

E na ultima parte do pipeline, todas as regides encontradas nas sequéncias de
entrada serao alinhadas para verificar a possibilidade desses genes serem de uma mesma
familia. Se os genes encontrados possuirem alta taxa de similaridade, pode-se dizer que

esses genes sao da mesma familia e tém fungao similar.

3.8 Ferramentas utilizadas

A linguagem utilizada para a implementagao da maior parte do GENE FINDER
FASY foi Python, tanto por ser uma linguagem de facil utilizagao quanto pela sua aceita-
¢ao e extensa utilizagao em bioinforméatica. Além disso, também é utilizada a linguagem
PHP e o Laravel Framework.

O Laravel é Framework que utiliza o padrao Model-View-Controller MVC para
construir aplicacoes web. Com a intencao de implementar uma A PI, utiliza-se o médulo de
API do Laravel, assim disponibiliza-se um servigo web para aplicagoes mobile e interfaces
web.

Além disso, foi utilizado o Quasar Framework, para gerenciar a interface mul-
tiplataforma criada. O Quasar Framework é um framework multiplataforma que gera
distribuigdes da aplicacao mobile para as plataformas Android, iOS e também web.

Quasar Framework também tem uma grande quantidade de componentes reponsi-
vos e sua linguagem principal de desenvolvimento é o VueJS, um framework em javascript

baseado em componentes, com funcionalidade similar ao Angular.
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Outra linguagem usada apenas como uma chamada de script para a geracao de
imagem da arvore filogenética é a linguagem R. E também foi utilizada em forma de script

a linguagem Perl para gerar a tabela com dominios de sequéncias.

3.9 Consideragoes Finais

Este capitulo abordou a metologia usada no presente projeto, quais ferramentas
e técnicas compoem o GENE FINDER FEASY. Aqui foi explicado todo o processo do

sistema em forma de pipeline.
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4 GENE FINDER EASY

4.1 Consideracoes Iniciais

Nesse capitulo é explicada a arquitetura do GENE FINDER EASY, a aplicacao

proposta por esse projeto.

4.2 Arquitetura da Aplicacao

A arquitetura da aplicacao segue na Figura 4.1 e mostra como é o processo de
geracao dos alinhamentos miltiplos de sequéncias das conservacoes encontradas. Na ar-
quitetura, o sistema se divide em em interface web com um cliente que se comunica com

a API e essa retorna os resultados obtidos.

MEGA X PYTHON R
@
INTERFACE API
RPS-BLAST coD PYTHON CLUSTAL
LEGENDA

Scripts em Python e R
Pagina de Interface
Bl Clustal Omega

M Bznco de Dados de Dominios Conservados
B Programas BLAST e MEGA

Figura 4.1 — Pipeline do GENE FINDER EASY

4.3 MEGA

A aplicagao mega-cc é utilizada para gerar o alinhamento inicial das sequéncias
onde a saida é um arquivo de alinhamento no formato MEG, em seguida o mega-cc é
novamente executado para reconstruir a arvore filogenética a partir da saida do alinha-
mento.

Ao executar o mega-cc, se qualquer configuracao fora da execucao for necesséria,
é preciso criar um arquivo no modulo prototype do MEGA X. As configuracoes de alinha-

mento foram utilizar o algoritmo ClustalWW para alinhamentos de proteina, como mostra
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a Figura 4.2. Além das opc¢oes de alinhamento, também foi necessario criar um arquivo

de opcgoes para reconstrucao da arvore filogenética das sequéncias enviadas.

PAIRWISE ALIGNMENT
Gap Openening Penalty
Gap Extension Penalty
MULTIPLE ALIGNMENT
Gap Openening Penalty
Gap Extension Penalty
GLOBAL OPTIONS
DMNAWeightMatrix
Transition Weight

Use Negative Makrix
Delay Divergence Cutoff(%)
Keep Predefined Gaps

7) Help Reset

Figura 4.2 — Configuragoes do MEGA feitas no modo prototype MSA

15.00
6.66

15.00
6.66

1uB
0.50
ON
30
True

X | Cancel Save Settings

Da mesma forma, no médulo prototype, foi selecionada a opc¢ao de filogenia e re-

construgao e testes de arvore filogenética com o método Neighbor-Joining, como mostra

a Figura 4.3.

Phyloegeny Reconstruction | Gaps/Identical/Missing Data Treatment

ANALYSIS
Scope =» All Selected Taxa
Statistical Method - Neighborjoining
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny - | Bootstrap method
No. of Bootstrap Replications - | 10000
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type - Amino acid
Model/Method -3 | p-distance
RATES AND PATTERNS

Rates among Sites -» | Uniform Rates

Pattern among Lineages —> Same (Homogeneous)
DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment -3 | Pairwise deletion

SYSTEM RESOURCE USAGE
Number of Threads - | 3

?) Help X

Figura 4.3 — Configuragoes do MEGA feitas no modo prototype para filogenia

Cancel Save Settings

Os parametros usados para teste de filogenia foram o método foi Boostrap, o qual
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¢ conhecido como um valor de confianca que terd o nimero de 10000 replicagdes. O
método de Bootstrap assume que cada aminoacido na sequéncia pode evoluir de forma
independente.

Para calcular a variancia e covariancia de replicacoes é costume usar 1000 replica-
goes, pois é o suficiente para os testes em sequéncias de até tamanho 100 (KUMAR; NEI,
2000). Foi decidido o nimero de 10000 replicagoes para testar a robustez das &rvores,
assim como (MANCINI et al., 2019) e (TAN et al., 2018).

O modelo de substituicao foi o p-distance aplicado em aminoacidos, essa distancia
¢ a proporc¢ao de aminodcidos que sao diferentes em uma comparacao de duas sequéncias.
e para otimizar a execucao, o proprio MEGA ja adiciona a quantidade aconselhavel de

threads para sistema.

4.4 Linguagem R

Como a saida da execugao do mega-cc é um arquivo ou conjunto de arquivos, foi
necessario criar um script com a linguagem R que utiliza a biblioteca de bioinformatica
bioconductor, especificamente o método “ggtree”para criar a imagem da arvore filogenética

a partir da do arquivo de saida no formato NWK do mega-cc.

4.5 BLAST

O BLAST é executado para encontrar as similaridades das proteinas selecionadas
no sistema e como o objetivo dessa aplicacao é encontrar informacgoes sobre os domi-
nios conservados dos organismos, o tipo de algoritmo utilizado foi rpsblast, que busca os
dominios no banco de dados CDD.

Por conseguinte, um script em python é executado para encontrar a regiao de
query que obteve o melhor hit contra o banco CDD. E por fim, um arquivo no formato
fasta composto com as regides encontradas pelo rpsblast e essa sera a nova entrada para

o alinhamento do Clustal.

4.6 Clustal

O Clustal Omega alinha as entradas com as sequéncias referentes as regioes encon-
tradas no rpsblast e salva o arquivo no formato MSF. Esse arquivo ¢ disponibilizado para

download e é feita a apresentagao do alinhamento na pagina de resultado da aplicacao.

4.7 Bancos de Dados Biolégicos

Neste trabalho, o banco de dados biologico utilizado foi o CDD. Com a finalidade de

montar o banco de dados, é necessério ter os arquivos encontrados no proprio repositorio
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FTP do CDD . No processo de montagem do banco de dados sdo gerados arquivos com
o nome do banco de dados e formatos FREQ, LOO, PHR, PIN, PSD, PSI, PSQ, RPS e

esses sao usados com o algoritmo RPS-BLAST.

4.8 Execucgao da Aplicagao

Parte inicial da aplicagdo é uma interface web, onde o usuario pode escolher em
colocar as sequéncias ou o arquivo em formato fasta, como é mostrado na Figura 4.4.
Depois, quando o botao “GERAR ARVORE” ¢ clicado, o sistema faz uma chamada na
API para alinhar as sequéncias e gerar a arvore filogenética das mesmas.

Nota-se que na Figura 4.1, a API executa os scripts em python e R, juntamente
com o MEGA X para retornar o resultado: uma &arvore filogenética das sequéncias e
um conjunto de checkboxres para o usuario poder escolher quais sequéncias devem ser

alinhadas, de acordo com a analise de similaridade feita.

Projeto de Graduagao Il
Versdo 0.1

Entrada de sequéncias no formato fasta

>Contig27
MASQTQITETSALELIKQHLLDDFAFMENYCASDDRLSQFSHLSTSQSNNSSDSDTSSFATSNASFSFAT
SSSSSNINYMELETKPNYVALTTPNHPRQTATSFSERKPVLNIAIPPPVKKLLDEFNKMNTSNTTTTYEQP
KAKAVEQKKVQEGSGEKKHYRGYRQRPWGKFAAEIRDPNRKGSRVWLGTFDTAVEAAKAYDKAAFRLRGS
KAILNFPHEVEKYTLPESELATTSGPKRAREPDCVSEDIVKKE

>Contig28
MTAMVSALSQVIGSTDNNNSVAVVGNYPALADPQPAPAIENRAQQEQGNQRRRHYRGYRORPWGKWAAEI
RDPKKAARVWLGTFETAEAAALAYDEAALRFKGNKAKLNFPERYVQGKTEYGYLTTRQDARVVADQQVSHS
HSNRSFPPPHEYPHILQYAELLRSGDONTCMMR

>Singlet10 (CA00-XX-BP1-100-H09-BG.F)
MTVVRQKVVRIIYTDADATDSSDDEEETRNVRRVKRHVEEINFGPPPKT TKIEQQRNGKRSLQSLT PPAE
PDVSSRKKFRGVRQRPWGRWAAEIRDPTWKKRVWLGTFDTPEEAASAYDRAAVKLKGPDAVTNFPVESIK
GTVGGTCOSEKSSESATSEDVALSPTSVLRYDDTTSQTETEVSVGIGTSDAVSSATSYLRCCDGLTPEGN
FPFPEFDDLGLGADFPLSWPPMEPSGKNYAEEFGEFDFDDXLGEVRXDIHYPNFYALSGGLYGHY

>Singlet21 (CA00-XX-CS1-054-HO7-EZ.F)
MYHPISAELPPANSSGEFPAYRRSSSFSSLYPCLTETWGDLPLKVDDSEDMVIYWLLRDAVNVGWSPENL
TASSDVSVDVRVKAEPSDAPEPAT TSPAADHCSAPPPATAGAAQPKGRHFRGVRQRPWGKFAAEIRDPAK
NGARVWLGTYETAXXAALAYDRAAYXMRGXKALLNSLTEXA

0 arquivo deve estar no formato fasta

GERAR ARVORE

Figura 4.4 — Tela inicial do GENE FINDER EASY

Na Figura 4.5 que representa segunda parte da aplicacao, quando o botao “EN-
VIAR SEQUENCIAS” ¢ clicado, uma nova chamada na API ¢é feita e o sistema executa
o rpsblast com a query contra o banco CDD a fim de encontrar as regides com maior
similaridade e apds o script em python criar a entrada com as partes da sequéncia mais

importantes, o novo alinhamento é feito a partir do Clustal Omega.

MHtp:/ /ftp.ncbinih.gov/pub/mmdb/cdd
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Projeto de Graduagao Il

Versdo 0.1

Selecione as OTUs:
ngle1(CA

[] Contig27

[] Contig28

[ Singlet10 (CA00-XX-BP1-100-H09-BG.F)
coig22 - [] Singlet21 (CAO0-XX-CS1-054-H07-EZ.F)

ngle

Cantige?

0.03

ENVIAR SEQUENCIAS

Figura 4.5 — Tela de selegao de sequéncias

E na ultima parte da aplicacao, a tela de resultados na Figura 4.6 mostra o alinha-
mento feito s6 com as regioes mais similares encontradas, a arvore filogenética de todas

as sequencias enviadas e o arquivo de alinhamento do Clustal Omega.

Projeto de Graduagao Il
Versao 0.1

cov pid 1 [ .
1 Contig28 100.0% 100.0%
2 Singletl® 100.0% 63.9%
3 Singlet2l 94.9% 73.7%

] 62

IAAETRDPPEREERVWLGTFHTHEBAABA YD) PDAV THIGEVES
KIEARVWLGTETAIRIAALAY D

Alinhamento (Download)

ngle@1(CA

Contg2s

ngie

Contga?

0.03

Figura 4.6 — Resultado do GENE FINDER EASY



47

4.9 Consideragoes Finais

Nesse capitulo abordou como o sistema GENE FINDER EASY é executado. Pri-
meiro foi explicado a arquitetura do sistema, em seguida todos os scripts e os aplicativos
MEGA X e Clustal Omega, que foram chamados no GENE FINDER EASY. Também
foram exibidos as saidas dos alinhamentos multiplos de sequéncias das conservagoes en-

contradas.
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5 EXPERIMENTOS E RESULTADOS

5.1 Consideracoes Iniciais

Este capitulo aborda os testes e resultados feitos durante o desenvolvimento deste
trabalho. Acerca dos testes feitos neste projeto, foi utilizada uma maquina para os testes
que possui um processador Intel Core i5-5200U com 4 cores de 2.20GHz, com memoria
RAM DDR3 de 8 GB. O sistema operacional utilizado foi o Ubuntu versao 16.04 LTS. A

interface web estava em um servidor Apache versao 2.4.18.

5.2 Experimentos

5.2.1 Coffea Arabica

O Coffea Arabica, Figura 5.1, é uma cultura de café que tem grande valor econo-
mico no brasil, um dos maiores produtores no mundo. Essa cultura de café é suscetivel
as principais doencas do cafeeiro e estudos como o método de REML/BLUP (Residual
or Restricted Maximum Likelihood/ Best Linear Unbiased Prediction) tentam encontrar

melhores individuos ou parametros genéticos para melhoramento dessa espécie (SILVA et

al., 2018).

Figura 5.1 — Imagem da Coffea Arabica. Adaptada de LIMA et al. (2018)

5.2.2  Arabidopsis thaliana

A Arabidopsis thaliana Figura 5.2 é um dos mais importantes organismos modelo

de plantas nos estudos de genética e outras areas relacionadas a biologia. Em seu genoma
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existe uma grande variedade de estruturas que podem ser interpretadas com tecnologias
de sequenciamento (TAKOU et al., 2018).

Figura 5.2 — Imagem da Abidopsis thaliana. Adaptada de Barrero (2005)

5.2.3 Dados e Parametros Selecionados

A fim de fazer uma andlise com o GENE FINDER EASY, foram testados dois gru-
pos de sequéncias, o primeiro grupo foram testadas sequéncias de proteinas do Arabidopsis
thaliana e foram elas: AtWOX10 (NP_173494.1), AtWOX13 (NP_195280.1), AtWOX14
(NP_173493.2), StWOX13 (PGSC0003DMP400002839), SIWOX13 (Solyc02g082670.2.1).

Ja no segundo grupo as sequéncias de proteinas do Coffea Arabica selecionadas fo-
ram: CaERF1 (AHA93903.1), CaERF2 (AHA93901.1), CaERF3 (AHA93906.1), CaERF4
(AHA93909.1), CaERF5 (AHA93905.1), CaERF6 (AHA93907.1), CaERF7 (AHA93912.1),
CaERF8 (AHA93902.1), CaERF9 (AHA93908.1), CaERF10 (AHA93900.1), CaERF11
(AHA93910.1), CaERF12 (AHA93911.1), CaERF13 (AHA93904.1), CaERF15 (AHA93913.1).

Esses dados foram retirados do estudo de Datide (2018), o qual analisou a expressao
de alguns genes da familia Coffea Arabica. Em sua andlise in silico, a busca por motifs

retornou um motif altamente conservado entre o grupo de sequéncias usado.

5.3 Resultados

O sistema foi executado como é mostrado na Figura 4.1 duas vezes, uma para cada
grupo de proteinas. A saida do alinhamento mostra na coluna chamada cov a porcentagem
de covariancia e na coluna chamada pid mostra a porcentagem da identidade, assim como
é visto na Figura 5.4. O alinhamento também mostra as posigoes inicial e final de onde
ocorreu o alinhamento.

No grupo de sequéncias 1, a arvore filogenética criada, Figura 5.3 mostrou relacio-
namento maior entre as sequéncias AtWOX10 (NP_173494.1) e AtWOX14 (NP_173493.2).
Desta forma, essas sequéncias foram selecionadas para executar um alinhamento com o

proposito de encontrar as regioes de dominios conservados.
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ATWOX13{MP 193

AWK 14(MP173493.2)

AWOX10{NP173494.1)

0.02

Figura 5.3 - Arvore do grupo 1 gerada pelo megacc

Apéds a execugao do método de alinhamento do Clustal Omega, a imagem com
MSA, Figura 5.4, apresentou uma taxa de 100% de covariancia e 98,3% de identidade
entre os dominios AtWOX10 (NP_173494.1) e AtWOX14 (NP_173493.2), com tamanho

de 59 residuos de aminodcidos nas regides que encontraram melhores hits no RPS-BLAST.

cov pid 1 [ . . . . : ] 58
1 StW0X13 100.0% 100.0% RWTPTPMQLQILERIFEQGNGTPTKQKIKDITSELSQHGQISETNVYNWFQNRRARSK|
2 S1IWOX13 100.0% 98.3% RWTPTPMQLQILERIFEQGNGTPTKQKIKEITSELSQHGQISETNVYNWFQNRRARSK|

Figura 5.4 — Alinhamento gerado pelo Clustal Omega do grupo 1

Posteriormente, no grupo de sequéncias 2, a arvore filogenética criada, Figura 5.5
mostrou relacionamento maior entre as sequéncias CaERF3 (AHA93906.1) e CaERF5
(AHA93905.1). Entao as sequéncias foram selecionadas e enviadas para efetuar uma

busca com o proposito de encontrar as regioes de dominios conservados.
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0.04

Figura 5.5 — Arvore do grupo 2 gerada pelo megacc

Apébs a execugao do método de alinhamento do Clustal Omega, a Figura 5.6, apre-
sentou uma taxa de 100% de covariancia e 94,8% de identidade entre os dominios de
CaERF3 (AHA93906.1) e CaERF5 (AHA93905.1), com tamanho de 58 residuos de ami-

noacidos nas regioes que encontraram melhores hits no RPS-BLAST.
] 58

YRGIRQRPQGKWAAEIRDéRKGVRVWLG%FNTAEAAARAYDTEARRIRéKKAKLNFP
YRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAESAARAYDTEARRIRGKKAKHNF P

cov pid 1 [
1 CaERF3 100.0% 100.0%
2 CaERF5 100.0% 94.8%

Figura 5.6 — Alinhamento gerado pelo Clustal Omega do grupo 2

5.4 Consideracoes Finais

Neste capitulo de experimentos e resultados, foi descrito o ambiente que executou
o GENE FINDER EASY e também foram mostrados os resultados obtidos com este
trabalho. Além disso, foram descritas quais sequéncias de proteinas foram utilizadas e a

que organismos elas pertencem, como a Arabidopsis thaliana e Coffea Arabica.
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6 CONCLUSAO

Em aplicagoes e algoritmos de descoberta de motifs, leva-se em consideragao que é
menos preciso procurar estes padroes em sequéncias inteiras, ja que os motifs geralmente
sao pequenos e variam muito de tamanho e padrao. E como parte da solucao para esse
problema, deve-se alinhar os algoritmos para encontrar buscar o resultado nas sequén-
cias alinhadas, pois a regiao de busca pode ser bem reduzida (MOHAMED; ELLOUMI;
THOMPSON, 2016).

Portanto, diante dos resultados obtidos, foi possivel apontar que as regioes en-
contradas pelo GENE FINDER FASY tém alta taxa de similaridade. Em ambos os
grupos dos genes em Arabidopsis thaliana e Coffea Arabica , as taxas de identidade foram
superiores a 90%.

Nota-se que com essa taxa de similaridade e o tamanho das sequéncias alinhadas,
a regiao de busca se tornou menor. Agora basta verificar se existem os motifs procurado

nos dominios conservados.

6.1 Trabalhos Futuros

Tendo em vista o limite de tempo para o término desse projeto, nao foi possivel
testar mais ferramentas para otimizar as geracoes de arvores filogenéticas como imagens,
bem como as ferramentas de transformar as saidas no formato MSF para o formato HTML.

A fim de tornar o sistema mais homogéneo possivel, as propostas para trabalhos

futuros sao:

x Gerar as arvore filogenéticas com a linguagem python, devido a quantidade de bi-

bliotecas de bioinformética disponiveis.

* Desenvolver uma biblioteca em python similar ao M View para gerar os alinhamentos
em formato HTML

x Transformar a aplicaggo GENE FINDER EASY em um sistema distribuido com

suporte a multithreading em algumas partes que ainda nao estao distribuidas.
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