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palavras-chave

resumo

Contexto de coddes, coddes, andlise residual, analise de grupos,
bioinformética.

Um dos maiores avancos cientificos do século XX foi o desenvolvimento de
tecnologia que permite a sequenciacdo de genomas em larga escala. Contudo,
a informacdo produzida pela sequenciacdo ndo explica por si s6 a sua
estrutura primaria, evolugdo e seu funcionamento. Para esse fim novas areas
como a hiologia molecular, a genética e a bioinformatica sdo usadas para
estudar as diversas propriedades e funcionamento dos genomas.

Com este trabalho estamos particularmente interessados em perceber
detalhadamente a descodificacdo do genoma efectuada no ribossoma e extrair
as regras gerais através da analise da estrutura primaria do genoma,
nomeadamente o contexto de coddes e a distribuicdo dos coddes. Estas
regras estdo pouco estudadas e entendidas, ndo se sabendo se poderdo ser
obtidas através de estatistica e ferramentas bioinfomaticas.

Os métodos tradicionais para estudar a distribuicdo dos coddes no genoma e
seu contexto ndo providenciam as ferramentas necessdrias para estudar estas
propriedades a escala gendémica. As tabelas de contagens com as
distribuicBes de codfes, assim como métricas absolutas, estdo actualmente
disponiveis em bases de dados. Diversas aplicagBes para caracterizar as
sequéncias genéticas estdo também disponiveis. No entanto, outros tipos de
abordagens a nivel estatistico e outros métodos de visualizacdo de informacédo
estavam claramente em falta.

No presente trabalho foram desenvolvidos métodos matematicos e
computacionais para a analise do contexto de coddes e também para
identificar zonas onde as repeticGes de codBes ocorrem. Novas formas de
visualizacdo de informacdo foram também desenvolvidas para permitir a
interpretacdo da informacé&o obtida.

As ferramentas estatisticas inseridas no modelo, como o clustering, analise
residual, indices de adaptacdo dos coddes revelaram-se importantes para
caracterizar as sequéncias codificantes de alguns genomas.

O objectivo final é que a informacao obtida permita identificar as regras gerais
que governam o contexto de coddes em qualquer genoma.



keywords

abstract

Codon context, codon, residual analysis, cluster analysis, bioinformatics
software.

One of the major scientific advances of the twentieth Century was the
sequencing of several genomes. However, the raw data alone produced from
these genome sequencing efforts does not explain its primary structure, its
evolution or its functioning. In order to do this, molecular biology, genetics and
bioinformatics approaches have to be used for genome analysis.

We are particularly interested in understanding the general rules that govern
accurate decoding by the ribosome and gene evolution through global analysis
of genome primary structure features, such as codon context and usage.
However, the general rules that govern codon usage and codon context remain
largely elusive, raising the question: can those rules be unraveled using
genomic scale approaches by combining bioinformatics, statistical and
computer visualization tools?

Traditional methods, used for codon usage and context analysis, do not provide
the tools to carry out detailed gene primary structure analysis at a genomic
scale. Codon usage tables, using absolute metric, are available in public
databases for any sequenced gene or genome and free-ware software for
multivariate analysis of codon and amino acid usage is also readily available,
however sophisticated statistical and data visualization tools are clearly
missing.

We developed a model supported by mathematical and statistical tools for
automated analysis of codon context and codon usage and also to find tri-
nucleotide repeats within coding regions on a genomic scale. A sophisticated
graphical application system has also been developed to help data visualization
and interpretation.

The statistical tools incorporated in the system for data clustering, residual
analysis and codon adaptation index determination will allow the obtention of
global views of the important sequence features.

It is expected that the data obtained will allow the identification of general rules
that govern codon context and codon usage in any genome.
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Capitulo 1

1 Introducao

Com o desenvolvimento das tecnologias de descodificagdo de genomas, assim como o
forte investimento em programas sequenciagdo abrangendo os mais variados organismos,
abriu-se uma oportunidade Unica para estudar o funcionamento e evolucao dos seres vivos.
Desde a primeira sequenciacdo completa de um organismo em 1977 [1], muito ja se
progrediu até ao presente momento. Actualmente existem centenas de genomas
sequenciados, e com o aparecimento de novas técnicas de sequenciacdo esse numero
tenderd a aumentar a um ritmo elevado. Contudo, o grande volume de informagao contido
nos genomas criou novos desafios e questdes, cuja resolugao requer o desenvolvimento de
metodologias matematicas e ferramentas bioinformaticas capazes de lidar com grandes

volumes de informacao.

Os organismos presentes no nosso planeta tém uma caracteristica Unica: todo o seu
funcionamento ¢ regulado por informagdo que estd presente dentro da propria célula, o
acido desoxirribonucleico, mais conhecido por Deoxyribonucleic acid (DNA). Portanto, o
DNA através de codificacdo quaterndria, representada por quatro letras (A, C, T, Q)
conhecidas como os nucledtidos, consegue fornecer a informagao necessaria para manter a
célula vida, mesmo em condi¢des adversas. Devido aos mecanismos intracelulares serem
de tal forma complexos ¢ necessario subdividir os varios processos para comegar
compreender o seu funcionamento. Um dos mecanismos importantes, que ocorre dentro
das células, ¢ a conversdo da informagdo presente no DNA para estruturas tridimensionais
conhecidas como proteinas. A tradugdo pressupde a combinacao de trés letras que formam
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um codao (AAA, AAC, AAG, AAT, ACA, ...). Nao ¢ necessaria a totalidade da sequéncia
genética presente no DNA para o processo de traducdo, somente partes especificas da
sequéncia sdo traduzidas, conhecidas por genes. Os genes, sdo pequenos pedacos do DNA

do genoma, que vao servir de fonte de informacgao para construir as proteinas.

Como em qualquer mecanismo existe a probabilidade de erro. Vérios tipos de erros foram
jé identificados como a falha de sincronizagdo, paragem subita do mecanismo de traducao
e mal formacdo da proteina resultante de uma ma traducdo. No entanto, esta ¢ uma area
onde o conhecimento ¢ limitado e onde novas descobertas poderdo ter enorme impacto na
sociedade pois ajuda a compreender processos como o envelhecimento, o cancro e outras

doencas.

1.1 Enquadramento

4

O codigo genético ¢ formado por arranjos com repeticoes dos elementos ATGC
escolhendo 3, resultando em 64 elementos que sdo usados para identificar os 20
aminoacidos, elementos base das proteinas. Cada coddo ¢ reconhecido por um anti-codao,
o qual vai transportar um aminodcido para a construcao da proteina. Esta conversdo de 64
para 20 apresenta redundancia o que implica que um determinado aminoacido possa ser
traduzido a partir de mais do que um codao (coddes sindnimos). Por exemplo os coddes
TTA, TTG, CCT, CCA, CCC e CCG codificam o mesmo aminoacido, a leucina. Contudo,
a escolha entre diferentes coddes sindnimos ndo altera a estrutura do produto final, a
proteina. E também sabido que os coddes sinénimos ndo estdo distribuidos aleatoriamente.
A ndo aleatoriadade do uso de coddes e a variacao desses valores entre espécies sugere que
existe alguma preferéncia e rejeicdo entre coddes sinonimos, segundo demonstram
diversos estudos realizados em sequéncias genéticas [2, 3]. Por outro lado, coddes
utilizados frequentemente sdo descodificados por anti-coddes cuja concentragdo celular ¢
elevada, sugerindo a existéncia de uma relagdo entre a frequéncia de utilizagdo dos coddes
nos genes e a abundancia dos anti-coddes que os descodificam. Para além desta restricdo, a
analise dos coddes vizinhos de um determinado codao (contexto do coddo) sugere que os

coddes influenciam os seus vizinhos a montante e a jusante.

Estas observagdes levantam a hipdtese de que o contexto dos coddes influencia a

velocidade e fidelidade de traducdo [4, 5]. Considerando que a qualidade da tradugdo ¢
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critica para assegurar a correcta transferéncia de informacao do DNA para as proteinas,
conhecer melhor este processo ¢ imprescindivel para revelar as regras que governam o
funcionamento das células. Mais importante ainda, conhecendo-se as regras que regem o
contexto de coddes, poderdo diminuir-se os erros na descodificagdo genética e melhorar a
expressao das proteinas [6]. Quer isto dizer, poderemos obter um maior nimero de copias

de determinada proteina para o mesmo gene.

As solucdes existentes para quantificar os coddes e seu contexto ndo proporcionam 0s
meios necessarios para elucidar sobre as relagdes existentes, nem permitem fazer um
estudo profundo sobre a estrutura primaria do DNA. Tabelas de contagem de cododes,
usando contagens absolutas, ou médias ponderadas, ja podem ser encontradas na Internet.
Aplicacdes para calcular os niveis de coddes dos genomas e outras estatisticas sdo também
frequentemente utilizadas. Contudo, o estudo do contexto de coddes ¢ um assunto que se

encontra por explorar.

1.2  Objectivos

O objectivo deste trabalho ¢ a criagdo de métodos computacionais para avaliar o contexto
dos coddes, contemplando também a jungdo de outros indices actualmente ja utilizados
para caracterizar as sequéncias genéticas. Assim, sera possivel integrar variada informacao
que caracteriza as regides codificantes do genoma, cruzando-a com nova informagao

obtida através do modelo proposto.

As ferramentas criadas deverdo permitir a extrac¢do de regras em espécies especificas ou
entre espécies, permitindo também a obtengao de regras transversais aos trés reinos da vida

existentes, nomeadamente as eubactérias, arqueas e eucaridticas.

Esses modelos serdo integrados numa aplicacdo grafica possibilitando o fécil acesso a
informagdo obtida, assim como a sua extrac¢do em simples ficheiros de texto. A aplicagao
deverd ser construida de forma a proporcionar uma utilizagdo intuitiva apoiada em

paradigmas familiares.

Posteriormente, devera ser possivel reflectir os dados obtidos na altera¢do das sequéncias

genéticas de forma a reduzir as areas onde a propensdo ao erro de traducdo serd mais



elevada. Com esta abordagem fica aberto o caminho para testar os dados obtidos por meios

informaticos em laboratorio validando assim o modelo matematico.

1.3 Estrutura da dissertacao

Este documento estd dividido em sete capitulos que se encontram organizados em trés
partes distintas. A primeira parte, dedica-se ao trabalho de sintese, incluindo a
apresentacdo do documento e exposicdo do estado da arte em andlise de sequéncias
genomicas. A segunda parte do documento dedica-se a descri¢do do contributo do trabalho,
1.e., o modelo proposto, a apresentagdo da aplicagdo desenvolvida e alguns resultados
obtidos. Por ultimo, teremos uma parte destinada as conclusdes. De seguida descreve-se

sucintamente o conteido de cada um dos capitulos seguintes.

O capitulo dois introduz os conceitos principais associados a organizacdo de uma célula e
os principios basicos do seu funcionamento. Sao realcadas as caracteristicas mais

relevantes para este trabalho focando mais o processo da tradug¢do dos genes nas proteinas.

No capitulo trés apresentam-se as vdrias ferramentas disponiveis para estudar sequéncias
genéticas. Actualmente, existem muitas ferramentas informaticas de andlise genética,
sendo utilizadas em inimeros estudos. No entanto, iremos realgar as ferramentas que estao
directamente relacionadas com o trabalho em causa, assim como as fontes de dados

necessarias e seus formatos.

A proposta do modelo de caracterizagdo de sequéncias genéticas € apresentada no quarto
capitulo. Comega-se por apresentar a proposta de como extrair informagdo sobre o
contexto de coddes, assim como a sua comparacao entre diferentes espécies. Sera também
apresentado um modelo que possibilita cruzar os contextos entre sequéncias homologas de
diferentes organismos. Para finalizar, sera descrito um algoritmo que permitird alterar a

sequéncia genética de forma a reflectir os dados obtidos através do modelo proposto.

O capitulo cinco contém a descricdo da aplicacdo desenvolvida segundo o modelo
proposto. Serd apresentada globalmente a sua arquitectura nomeadamente em forma de
diagrama de classes, seguido de uma descricio mais pormenorizada das diversas

funcionalidades que a aplicagdo oferece.



A exposicao de alguns resultados obtidos com este trabalho ¢ realizada no capitulo seis.
Serao apresentadas algumas regras de descodificagcdo para trés organismos distintos e ainda
regras transversais aos trés reinos da vida. Um pequeno estudo sobre andlise de

biclustering ¢ também exposto.

Por ultimo, o capitulo sete resume os resultados e evidencia os ganhos que foram

alcancados. Sdo também descritas algumas ideias e direc¢gdes para num trabalho futuro.



Capitulo 2

2 Fundamentos sobre biologia celular

2.1 Introducao

Os processos bioldgicos envolvidos nas formas de vida sdo de tal forma complexos, que se

torna necessario isolar os diversos processos de forma a compreendé-los melhor.

Sdo varios os processos que ocorrem em simultdneo dentro de uma célula, mas sem davida
alguma, os mais importantes sdo os processos que estdo envolvidos com a molécula que
transporta toda a codificagdo genética, o acido desoxirribonucleico (DNA -
Deoxyribonucleic acid). Esta molécula contém todo o cddigo responsavel pelo seu
funcionamento, bastando surgir uma pequena alteragdo num local importante para pér em
risco a sobrevivéncia ou para assumir um papel para a qual ndo estava programada. As
alteracdes no DNA sdo constantes, impostas por varios elementos presentes no meio
ambiente ou simplesmente por falhas nos processos envolvidos no processamento interno
do codigo genético. No entanto, as alteragdes no DNA sdo também responsaveis pela
evolucdo, transformando-se por vezes em caracteristicas que trazem vantagem competitiva

transmitindo-se a sua descendéncia.

No presente capitulo iremos apresentar uma breve sintese sobre alguns conceitos de
biologia celular necessdria para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
funcionamento da célula. Serd descrita uma visdo geral sobre os processos principais que

envolvem o DNA nomeadamente aqueles que sdo responsaveis pelos erros de traducdo e



que conduzem ao aparecimento de doencgas. Os problemas aqui levantados servirdo

igualmente de motivagdo para as propostas que serao feitas nesta tese.

2.2 Biologia molecular

A célula ¢ a mais pequena por¢ao do organismo capaz de vida independente [7]. Todos os
seres vivos sdo compostos de uma ou mais células. Alguns seres microscOpicos sao
compostos por uma unica célula, como as bactérias, mas os animais e plantas sdo formados
por muitos milhdes de células organizadas em tecidos e 6rgaos capazes de interagir entre

si, de forma a cooperarem para um fim comum, a sobrevivéncia.

Apesar da grande variedade de seres vivos, as células que os compdem tém muito em
comum. Existem dois tipos principais de células: as procariotas e as eucariotas. As
procariotas possuem um unico compartimento, encerrado numa membrana, € ndo possuem
quaisquer estruturas ou compartimentos bem definidos no citoplasma, material gelatinoso
contido no interior da membrana plasmatica (celular). Exemplos de organismos procariotas
sdo as eubactérias, comummente chamadas bactérias, e as arqueobactérias também
conhecidas por arqueas. Quanto as células eucariotas, caracteristicas das plantas, fungos e
animais, contém compartimentos bem definidos especializados em fungdes vitais para a
célula (Figura 1). Estes compartimentos sdo envolvidos por membranas e tém o nome de
organitos, criando uma série de micro ambientes dentro da célula, nos quais as reac¢des
quimicas se podem processar com a maxima eficiéncia diminuindo assim a probabilidade

de erro [8].

O organito mais importante das células eucariotas ¢ o nucleo, o qual encerra o material
genético. E o nucleo que contém informagdo codificada em moléculas de 4acido
desoxirribonucleico (DNA), sendo esta informagao responsavel por regular a actividade da
célula, assegurar a sua duplicagdo e transmitindo-se a sua descendéncia. No caso das
células procariotas, devido a inexisténcia de nucleo, o seu DNA vagueia dentro da célula

sem estar encerrado num local especifico.
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Figura 1 — Estrutura de uma célula eucariota.

Outros organitos semi-autonomos das células eucariotas sdo as mitocondrias, responsaveis
pela producdo de energia durante a respiragdo aerdbica (processo responsavel pela
formacgao da molécula trifosfato de adenosina, ATP, a qual contém uma ligacdao de fosfato
de alta energia). Basicamente, transformam a energia dos alimentos em energia
biologicamente 1util. A mitocondria contém o seu proprio codigo genético € novas
mitocondrias surgem no interior das células pela propria divisdo das mitocondrias
existentes [9]. Na reproducao sexuada o DNA presente no nicleo resulta na recombinagao
do DNA proveniente do lado masculino e do lado feminino, mas no caso da mitocondria, o
DNA vem sempre do lado feminino. Baseado neste facto, investigadores da Universidade
da California concluiram que todos os humanos eram descendentes de uma tnica mulher
que viveu na Africa hd cerca de 150 mil anos, que passou a ser chamada de Eva
Mitocondrial [10]. Devido a esta particularidade a clonagem ¢ particularmente dificil,
porque do ponto de vista genético teriamos de ter um organismo que tivesse 0 mesmo
DNA nuclear e mitocondrial. Ao se clonar o ntcleo, as mitocondrias provém do 6vulo
feminino, ndo resultando uma clonagem total da célula. No entanto, as mitocondrias,
apesar de terem um papel importante no metabolismo energético da célula, t€ém pouca

influéncia nas caracteristicas genéticas, ja que mais de 99% do nosso DNA est4 no nucleo.



O ribossoma, outro dos organitos presentes na célula, ¢ a entidade responsavel pela sintese
de proteinas. Cada ribossoma ¢ composto por duas sub-unidades, a grande e a pequena,

tema que sera aprofundado nesta tese.

Existem outros organitos, mas ndo tém relevancia para o estudo que se segue.

2.2.1 As bases da vida

O genoma ¢ o conjunto de todo o DNA presente na célula, contento todos os genes
presentes num organismo e possuindo toda a informacdo necessdria para expressar
proteinas necessarias ao funcionamento da célula. Ao conjunto de todas as proteinas da-se
o nome de proteoma. O genoma esta organizado em cromossomas, podendo os organismos
ter mais do que um cromossoma. Os humanos possuem 24 pares de cromossomas distintos,
enquanto as bactérias possuem normalmente um cromossoma em forma de circulo. Cada
cromossoma ¢ formado por um par de moléculas de DNA, ligadas por quatro bases
distintas: A, C, G e T (adenina, citosina, guanina e timina), também chamados nucledtidos

(Figura 2) [11].

Segmento de DNA
AL ML T
¥ N I
Nucleotidos/Bases

.> Adenina (A) n

K Citosina (C)

D Guanina (G)

' Timina (T) Coddo

Figura 2 — Exemplo de um segmento de DNA. A adenina emparelha com a citosina e a guanina emparelha

com a timina.

Os cromossomas tém partes codificantes e partes ndo codificantes. Os genes sdo as partes
codificantes contendo a informagdo para produzir proteinas ou cadeias polipeptidicas

(conjunto de aminoacidos justapostos). O gene especifica a sequéncia de aminodcidos de
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uma proteina ou de cadeias polipeptidicas (Figura 4), ou seja, os genes contém a
informacao que define a ordem dos aminodcidos, que se emparelham lado a lado, para

formar as proteinas.

De forma a fazer correspondéncia para aminoacidos, as bases (A, C, T, G) agrupam-se trés
a trés, formando coddes. Cada codao corresponde a um aminoacido, mas um aminoacido
pode corresponder a mais do que um coddo existindo assim uma relacdo de um para
muitos. O ribossoma 1€ conjuntos de 3 letras e ndo uma letra de cada vez. Ou seja, o cddigo
genético ¢ organizado em arranjos com repeticdes de4 letras escolhendo 3. Por exemplo, a
sequéncia AACGGCCCACUG ¢ lida como AAC-GGC-CCA-CUG, sendo que o tripleto
AAC codifica o aminoacido asparagina, GGC glicina, CCA prolina e CUG leucina. As
quatro bases combinadas, trés a trés, ddo 64 coddes possiveis, mais do que o necessario
para codificar os 20 aminoacidos diferentes. Existem mais de 200 aminoacidos presentes
na natureza, mas normalmente sdo necessarios apenas 20 para sintetizar as proteinas

necessarias ao metabolismo das células [11].

Diz-se que o codigo genético € “degenerado” devido aos aminoacidos serem traduzidos por
mais do que um coddo (Figura 3), definindo-se como coddes sinéonimos os coddes que
codificam o mesmo aminoacido. O nome dos aminoacidos assim como as suas abreviagoes

estdo descriminados no anexo 8.1.

Alguns coddes desempenham papéis especiais, como, por exemplo, o coddo ATG indica o
inicio do gene, embora este coddo possa também aparecer em outras posi¢does do gene. No
entanto, existem outros coddes para indicar o inicio do gene mas sdo especificos de
determinados organismos a que pertencem. Os coddoes TAA, TGA e TAG sao utilizados
para assinalar o fim de um gene, ndo podendo aparecer em outras posigdes do gene. Sao

chamados coddes de terminagao.

O codigo genético apresentado na tabela da Figura 3 ¢ designado como codigo padrao,
porque a maioria dos organismos seguem esta correspondéncia. No entanto, existem
excepgoes. Por exemplo, para alguns organismos o coddo TGA, que o cédigo padrdo
corresponde a um coddo de terminagdo, corresponde ao aminodcido cisteina. Existem
tabelas fornecidas pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) contendo

todas as alteragdes até ao momento identificadas em relacdo a tabela padrao [12],

11



revelando-se de grande importancia para investigadores que pretendem estudar os

processos em torno da descodificacao de sequéncias genéticas.

Figura 3 - Tabela que contém a correspondéncia padro entre coddes e aminoacidos.

2.2.2 Processo de traducao

O gene ¢ traduzido em proteina por um processo que envolve duas fases, a transcrigdo e a
tradugdo, seguindo sempre o sentido de transcri¢do para a tradugdo (Figura 4). No processo
de transcricdo, o DNA do gene ¢é utilizado como molde para a sintese de uma cadeia
complementar. Posteriormente, os introes, sequéncias de bases nao codificantes presentes
no gene, sao removidos da cadeia por meio de enzimas num processo chamado splicing,
restando apenas os chamados exdes (sequéncias que codificam a proteina). O processo de
splicing s6 existe nos organismos eucariotas, ndo existindo nos organismos procariotas.
Posteriormente obtém-se uma molécula de acido ribonucleico mensageiro (mRNA) que ¢
transportada para o exterior do nucleo através dos seus poros, dando inicio ao processo de

traducdo de proteinas. O mRNA também possui as quatro bases, mas com a timina (T)
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substituida pelo uracilo (U). A molécula mRNA contém o codigo para expressar uma

proteina especifica.

Nos organismos procariotas ndo existem intrdes reduzindo o gene a um Unico exao,
tornando o processo de processamento do RNA mais simples do que nos organismos
eucariotas. No caso especifico das células humanas, por exemplo, o gene que codifica uma
determinada proteina no figado pode ndo produzir a mesma proteina no musculo, devido a

possibilidade de splicing alternativo, possibilitando diferentes combinacdes de exdes.

Gene

Genoma

/ \ Transcrigdo
\RNA mensageiro: mR‘Ny

% Tradug¢do do mRNA

Enrolamento das
proteinas em simultaneo com a
tradugao.

Proteina funcional
Figura 4 — Diagrama ilustrando o processo de traducdo de um gene numa proteina.

O processo de traducdo € realizado no citoplasma, por uma maquinaria celular especifica

chamada de ribossoma (Figura 5).

Cada ribossoma ¢ formado por duas subunidades, a pequena e a grande, normalmente
conhecidas como as subunidades 30S e 50S, respectivamente, nas bactérias. Estas
subunidades sdo muito complexas contendo na sua estrutura RNAs ribossomais (rRNA) e
varias proteinas. Quando as duas subunidades se combinam para formar o ribossoma,
proporcionam o meio certo para a sintese das proteinas, disponibilizando os locais

especificos de ligacao para os portadores de aminoacidos e para a cadeia de mRNA. Nas
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bactérias, os ribossomas iniciam o processo de traducdo ligando-se a sequéncia Shine-
Dalgarno [13] que esta localizada a 6-7 nucleo6tidos a montante do coddo de iniciacdo ATG
presente no gene, permitindo assim a sincroniza¢do com o coddo iniciacdo. A sequéncia
Shine-Dalgarno ¢ composta pelo padrio AGGAGG nos organismos procariotas. Nos
organismos eucariotas, nao existe esta sequéncia mas o coddao de iniciagdo estd num

contexto especifico que ¢ importante para o seu reconhecimento pelo ribossoma.

Os aminoacidos sdo transportados para o ribossoma por uma outra forma de RNA, o RNA
de transferéncia (tRNA). H4 pelo menos um tipo de molécula de tRNA para transportar os
vinte diferentes aminoacidos presentes na célula. Cada molécula de tRNA apresenta uma
sequéncia de trés bases, chamada de anti-codao, que emparelham com as bases dos codoes
de mRNA para codificar o aminoacido transportado por cada tRNA. Assim, o tRNA
funciona como um tradutor, transportando os aminoacidos correctos definidos pelos
coddes presentes no mRNA.

Ribossoma, constituido por
duas sub-unidades, a grande e

— pequens

Cadeia
polipeptidica

Codao de
iniciagdo

Codao de
finalizagdo

RNA
mensageiro

& L

Aminoacido

tRNA

Anti-Codio

Figura 5 - Processo de tradu¢do do RNA mensageiro envolvendo o RNA de transferéncia construindo

posteriormente cadeias polipeptidicas.

A medida que cada aminoacido ¢ trazido para o ribossoma pelo seu tRNA, o centro
catalitico do ribossoma, chamado centro da peptidil-transferase, promove a formacao da

ligacdo peptidica entre os aminoacidos, construindo-se assim uma cadeia polipeptidica. A
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traducao prossegue até se chegar a um coddo de terminagdo; nessa altura, a cadeia
polipeptidica ¢ libertada do ribossoma e as duas subunidades separam-se. Uma molécula
de mRNA pode ter mais de um ribossoma a traduzi-lo em simultaneo, formando assim
mais do que uma cadeia polipeptidica. As cadeias polipeptidicas recém formadas enrolam-

se sobre si proprias formando proteinas com estruturas tercidrias funcionais.

As sequéncias que formam o RNA de transferéncia (tRNA) t€ém um comprimento tipico
entre 75 a 90 nucledtidos e sdo codificados por genes especificos chamados tDNA. Os
tRNAs tém uma estrutura secundéria em forma de folha de trevo e uma estrutura terciaria

em forma de L invertido (Figura 6).

Ligacao do
aminoacido

Ligac&o ao anti-codao

Figura 6 — Estrutura secundaria de um tRNA. A letra R corresponde aos nucledtidos AouGeayY
corresponde aos nucledtidos C ou T.
O anticodon loop contém o anti-coddo que 1€ o codao do mRNA. Para cada codao deveria
existir um tRNA diferente, uma vez que pelas regras do Watson-Crick [14] (base A liga-se
ao T e o C ao Q) cada codao teria um anti-coddo associado. Mas o processo de leitura
(descodificagdo) dos coddes pelos anti-coddes utiliza regras ndo convencionais de
emparelhamento das bases, chamadas regras de wobble. Por exemplo, o par G-U ¢

frequente neste tipo de emparelhamento [15]. As regras de wobble reduzem o nimero de
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tRNAs de 61 para 42. Em alguns casos em que o tamanho do genoma foi substancialmente
reduzido por selec¢do natural, s6 ha 22 anti-coddes para descodificar os 61 coddes. Nestes
casos, os organismos utilizam regras muito flexiveis de descodificagdo chamadas Extended
Wobble [16]. Um caso classico s3o as mitocondrias que tém um genoma com um tamanho
minimo. Com base neste conhecimento, foi desenvolvido um estudo para identificar as

regras que regem as substitui¢des dos tRNA nos eucariotas e procariotas [17].

Todos estes passos tém um objectivo muito especifico: a constru¢do de proteinas. As
proteinas regulam os mais variados processos que ocorrem dentro da célula, estando
directamente implicadas no funcionamento das células. Se algum problema ocorre nos
processos de transcri¢do ou tradugdo pode levar a sintese de proteinas com estrutura
diferente da esperada, pondo em causa o bom funcionamento da célula ou mesmo de um

conjunto de células.

2.2.3 Proteinas: erros de sintese

Existem varios tipos de proteinas que podem ser agrupadas de acordo com as suas fungoes
celulares (Tabela 1). O tamanho de uma proteina pode variar entre 30 a 10.000

aminoacidos, mas normalmente estd compreendido entre 50 a 2000 aminoécidos [8].

O processo de tradugdo dos genes para formar proteinas assume assim um papel central no
processo da vida, sendo, por esta razdo, objecto de intenso estudo. Note-se, que a perda de
controlo da fidelidade de replicagdo/tradu¢do nos organismos pode ser catastrofico, criando
um completo caos na célula, conduzindo-a a uma morte prematura ou fazendo-a assumir

outra fungdo para a qual ndo estava definida.

No entanto, erros de traducdo existem e fazem parte do processo natural de sintese das
proteinas. Por exemplo, a bactéria Escherichia coli sintetiza as suas proteinas com um erro
de 107 a 10™ por cada codio traduzido, em condi¢des normais de crescimento [19]. Erros
como falha de sincronismo de leitura e falha de reconhecimento do coddo de terminacao
estdo compreendidos nos limites entre 3x10™ a 10° ¢ 10~ a 107, respectivamente [20].
Quando submetidos a condic¢des de stress, nomeadamente falta de aminoacidos, estes erros
aumentam consideravelmente [21], evidenciando que a taxa de erros na natureza sera bem
maior do que nas condi¢des estaveis existentes no laboratorio. Além disso, 30% das

proteinas recém sintetizadas em células de mamiferos, nomeadamente HeLa, linfaticas e
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dendriticas sdo defeituosas, Defective ribosomal products (DRIPS), que surgem a partir de
erros, como a falha de sincronizacao da grelha de leitura ou falha de leitura pelo ribossoma
em zonas onde a traducdo se faz a uma velocidade mais lenta do que a normal [22]. Como
a célula utiliza 45% de energia ATP para sintetizar proteinas, 30% de DRIPS representa

um consumo energético de 11% [22].

Tabela 1 - Lista dos varios grupos de proteinas [18].
Grupo Funcao Exemplos

As células do figado contém milhares de enzimas, cada
Enzimas Fungdes cataliticas. uma responsavel para catalizar determinada reacgao.

Transformar o aminoacido de fenilalanina em tirosina.

) Providencia mecanismos de As células exteriores como pele, cabelo, etc.; células
Estruturais . L
suporte para células e tecidos. interiores, como os tenddes.
Transporta pequenas moléculas No sangue a hemoglobina transporta o sangue, aserun
Transporte ) )
ou ides. albumin transporta o lipidos, entre outros.
Gera movimento nas células e O myosin providencia a for¢a para os movimentos nos
Motoras . L.
tecidos. animais.
O ferro é armazenado no figado através da proteina
Armazena pequenas moléculas e ferritin; ovalbumin na clara do ovo ¢ usado como fonte
Armazenamento . . . .
ides. de aminoacidos para o desenvolvimento de aves
embrionarias.
Muitas das hormonas que regulam os factores de
Transporta sinais de célula para crescimento s@o proteinas. Por exemplo, a insulina &
Sinais
célula. uma proteina que controla os niveis de glucose no
sangue.
Ligada ao DNA, liga ou desliga o )
Regulacdo . ) O gene repressor lacl silencia o gene que esta envolvido
) a expressdo de determinado )
genética no ciclo da lactose.
gene.
Os organismos desenvolvem proteinas com aplicacdes
o ) ) muito especificas. Por exemplo, a antifreeze protein dos
Fungdes especiais Muito variadas.

peixes do Arctico e Antarctico protegem o seu sangue

do congelamento.

Os mecanismos acima mencionados sdo ainda mal conhecidos, contudo o seu estudo pode
trazer vantagens significativas na sintese de proteinas recombinantes, drea emergente da
biologia sintética. As proteinas recombinantes tém aplicagdes biotecnoldgicas e
terap€uticas importantes que vao desde a produgdo de insulina, interferdo gama até a

proteinas com novas fungdes [23].
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Apesar do enorme progresso na produgdo de proteinas recombinantes, ha certas proteinas
que ndo se conseguem produzir em organismos heterologos [24]. Este problema podera ser
somente uma falta de adaptacdo do gene heter6logo a maquinaria de sintese proteica do
organismo hospedeiro, existindo a possibilidade de alteracdo do gene, corrigindo assim a
sequéncia de coddes mas mantendo a sequéncia de aminoacidos da proteina. Tal é possivel
porque o codigo genético € degenerado. Tais alteragdes na sequéncia de coddes permitem
aumentar significativamente a producdo de proteinas recombinantes [24]. Outros
problemas poderdo estar associados a toxicidade da proteina recombinante para o

hospedeiro, dificultando a sua solucao.

Uma das questdes em aberto, relativamente ao erro de descodificagdo do mRNA pelo
ribossoma, € se ele ocorre aleatoriamente ou se ocorre em zonas especificas do mRNA. Se

o erro ocorrer preferencialmente em zonas localizadas, serd possivel identifica-1o?

2.3  Analise da estrutura primaria dos genes

A descodificagdo dos genomas abriu caminhos para a compreensdo da estrutura primaria,
permitindo compreender e identificar as forcas evolutivas que tém moldado a sua
evolugdo. Existem actualmente varias formas para caracterizar e analisar estruturas
primdrias nas zonas codificantes. Esta tese ird focar-se no estudo do contexto de coddes e

na sua importancia para a estrutura primdria dos genes.

2.3.1 Caracterizacao das zonas codificantes

No codigo genético existem 61 (mais 3 coddes de terminacdao) coddes disponiveis para os
20 aminoacidos do cddigo genético. Devido a existéncia de redundancia, diferentes
organismos revelam especial preferéncia por um dos vdarios coddes possiveis que
codificam o mesmo aminodcido, existindo padrdes distintos de espécie para espécie [25].
As razdes para estas preferéncias continuam a ser debatidas no campo da evolucdo
molecular, ndo existindo até ao momento uma explicagao clara. No entanto, varios factores
foram jé& sugeridos na tentativa de explicar o aparecimento do codon usage, conceito que
reflecte a preferéncia de um coddo em detrimento de outros possiveis para 0 mesmo
aminoacido [3]. A eficiéncia no processo de traducio, fidelidade, tendéncia imposta pelas

mutacoes [26], e diminui¢do de erro no processo de traducao [27, 28] sdo as razdes mais
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comuns para explicar a diferengca entre o numero de coddes que traduzem o mesmo

aminoacido. Como resultado destes factores, espera-se que esta tendéncia venha a ser mais

pronunciada nos genes que sdo traduzidos com maior frequéncia.

Existem duas formas distintas de construir indices para o codon usage: 1) recorrendo a

todos os genes presentes no organismo; ii) seleccionando um grupo de genes, normalmente

0os mais expressos, tentando eliminar o ruido introduzido pelos genes de expressao

reduzida. Estes indices reduzem a ndo distribuicdo normal dos coddes a simples tabelas,

simplificando a sua aplicagdo.

No campo da bioinformatica, muitos indices foram propostos ¢ usados para analisar codon

usage [29]:

Relative Synonymous Codon Usage (RSCU) - indice calculado através do racio
entre a frequéncia de um coddo e o seu valor esperado se a sua distribui¢do fosse
uniforme entre os seus sindnimos. Valores proximos de 1 indicam que determinado
coddo tem uso pleno entre os seus sindbnimos. Existe uma base de dados publica
onde € possivel calcular os RSCU de varios organismos [30]. A equagdo (1) traduz
o calculo do RSCU com os seguintes parametros: xi - a contagem para o codao i
numa determinada sequéncia; Sk - o nimero de coddes sin6nimos para o

aminoacido k; C/ - contém o nimero de coddes presente para o aminoacido k.

’ 1 (1)

Codon Adaptation Index (CAl) - indice que mede a adaptacdo de um determinado
gene mediante o codon usage obtido através de genes de elevada expressao,
prevendo assim o nivel de expressdo genética para o gene em andlise. Nao ¢ mais
do que a média geométrica do indice RSCU para todos os coddes presentes no
gene. O RSCU, neste caso, ¢ obtido através de genes considerados de elevada
expressao no organismo em analise. Os valores obtidos estao no intervalo [0..1], em
que o zero indica um gene de baixa expressdo € 0 maximo um gene de elevada
expressdo [31]. O CAI para uma determinada sequéncia ¢ calculado com a equagdo

seguinte: L - o comprimento da sequéncia em coddes; W; - o RSCU para o codao i.
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1
L L
i=1
e Frequéncia optima de coddes (Fop) - indice que mede o racio entre os codoes
optimos e os seus sindnimos. Os coddes considerados Optimos sdo os que contém
mais copias de anti-coddes disponiveis entre os seus sinonimos. O indice varia
entre 1, onde sdo usados todos os coddes considerados Optimos, ¢ 0 onde ndo sdo

usados coddes considerados 6ptimos [32].

F _ N optimal _ codons
-’ = 3)

sysnonymou _ codons

e Numero efectivo de coddes (N.) - contabiliza os coddes efectivamente presentes

num determinado gene, ndo tendo em conta a sua frequéncia [33].

e Codao raro - coddo cuja existéncia estd num limite abaixo de cinco para mil

contabilizando todos os coddes presentes no organismo.

Outros indices, relacionados também com o codon usage, sao os niveis de GC presentes
nas zonas codificantes. Estes indices contabilizam a percentagem de GC dos genes em

relacdo a todos os nucleodtidos presentes.

2.4 Contexto de codoes

A frequéncia dos coddes mostra que cada organismo favorece a utilizagdo de determinados
coddes e reprime o uso de outros. Os nucledtidos que flanqueiam os coddes também
influenciam o codon usage, com uma forte influéncia no primeiro e ultimo codao. Assim
sendo, os coddes influenciam os seus vizinhos a montante e a jusante, originando assim o
contexto entre coddes. O nucledtido na terceira posi¢cdo do primeiro coddo e o primeiro
nucleodtido do segundo codao (N;N,N3 NjN;Nj3) influenciam-se mutuamente, originando o
contexto N3-N; [34, 35]. Contrariamente ao codon usage, as forcas que modelam o
contexto de coddes, com a excepcdo dos coddes de iniciagdo e terminacdo [36], estdo
pouco compreendidas. Os poucos estudos realizados até a0 momento comprovam que o

contexto de coddes esta relacionado directamente com os erros de descodificacao [37-39].
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Estas observagdes levantam a hipdtese de que o contexto dos coddes influencia a
velocidade e fidelidade de descodificagcdo das zonas codificantes pelos anti-coddes no
ribossoma. No entanto, ainda ndo ¢ claro se o contexto de coddes ¢ utilizado para regular a
velocidade de tradugdo das zonas codificantes, se influencia o ribossoma durante o
processo de traducdo e como os genes com prevaléncia de maus contextos sdo traduzidos
sob condicoes stress. Considerando a necessidade de alta fidelidade no processo de
traducdo, compreender estas regras ¢ de uma importincia extrema, pois irdo ser
compreendidos os constrangimentos impostos aos genes pela maquinaria de tradugdo,
durante o seu processo evolutivo. Compreendendo as limitagdes do processo de tradugao,
imposto por cada organismo, sera possivel redesenhar genes com o objectivo de os
expressar em organismos heterdlogos. Assim sendo, uma analise do contexto a escala
gendmica poderd evidenciar leis gerais que governam a fidelidade de descodificagdo do

codigo genético.

Concluindo, o contexto tem em conta a relagao entre coddes algo que nao ¢ proporcionado
pela anélise do codon usage, que s6 contempla os coddes de forma isolada negligenciando

as suas dependéncias.

2.5 Evolu¢iao molecular

Todos os seres vivos presentes no nosso planeta partilham um conjunto significativo de
processos moleculares, incluindo a forma como as sequéncias estao codificadas no DNA e
a transcri¢do para o RNA, processo de traducdo que envolve a leitura do RNA mensageiro
pelo ribossoma. Muitas caracteristicas bioquimicas, incluindo variadas enzimas e proteinas
sdo muito similares na sua sequéncia de aminodcidos, estrutura tridimensional e fungao
enzimatica. Por exemplo, o proteoma (conjunto de todas as proteinas de um organismo) da
mosca da fruta Drosophila melanogaster tem 13.601 proteinas podendo ser agrupadas em
8.065 familias devido a partilha de sequéncias idénticas de aminoacidos. O proteoma do
verme Caenorhabditis elegans contém 18.424 proteinas, podendo se agrupadas em 9.453
familias. Comparando os dois organismos, existem aproximadamente 5.000 proteinas
muito proximas, que podem ser consideradas como tendo uma fungdo idéntica no processo

metabolico das células. Também existem 3000 proteinas que sao semelhantes a proteinas
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do fungo Saccharomyces cerevisiea [9]. Todas estas particularidades fazem com que exista

um ponto unificador na evolugdo das espécies. A Figura 7 evidencia trés reinos, sendo eles:

e FEucariotas — este grupo inclui todos os organismos onde as células contém o nacleo
e as mitocondrias isolados por membranas. O seu DNA estd organizado em
cromossomas dentro do nucleo. As plantas, animais e fungos sdo alguns dos

organismos que fazem parte deste reino;

e Arqueobactérias — este grupo foi inicialmente criado para englobar os organismos
que produziam gas metano ou que viviam em ambientes extremamente agressivos,
como as fontes de dgua quente ou ambientes com elevados niveis de salinidade. No
entanto, também se encontram organismos pertencentes a este grupo que vivem em
ambientes ndo agressivos. Ao contrario dos eucariotas este grupo de organismos
ndo tem membranas a isolar o nucleo ou mitocondrias, embora o processo de

replicacdo de DNA seja similar ao do reino das eucariotas;

e FEubactéria — contém os organismos unicelulares, reproduzindo-se por fissao
binaria, nao tendo qualquer membrana para definir o ntcleo a semelhanca dos

organismos que pertencem ao reino das arqueobactérias.

Os dois ultimos reinos constituem um super reino com o nome de procariotas, referindo-se

aos organismos sem nucleo.

O genoma dos seres vivos contém a sua histéria evolutiva escrita na sua parte codificante e
ndo codificante. Por esta razdo, O DNA ¢ uma excelente material para identificar
semelhancas e diferengas entre os seres vivos e entre os genes dos mesmos. Genes

homologos tém um passado comum na sua historia evolutiva.

A andlise da homologia genética passa por identificar genes semelhantes recorrendo a
algoritmos matematicos, actualmente disponiveis em aplicagdes comuns. A correcta
identificacdo de homdlogos faz-se através da andlise filogenética das sequéncias dos genes.
Homologia e semelhanga sdo conceitos diferentes, genes homologos podem ter uma
semelhancga alta ou baixa, e a presenca de uma elevada semelhanga nao quer dizer que
esses dois genes sao homodlogos, podem simplesmente ter convergido durante a evolugao.
Genes paralogos e genes ortdlogos sdo subdivisdes dos genes homodlogos. Dois genes sdao

ortdlogos caso apresentem um antepassado comum. Os genes mitocondriais, por exemplo,
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sao considerados ortdlogos, pois acredita-se que a origem da mitocondria tenha ocorrido
num estagio inicial da histéria da vida, antes de divergirem nos organismos eucariotas

actuais.
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Figura 7 — Relag@o evolutiva entre varios grupos de espécies organizados em reinos.

Os genes paralogos surgem devido a duplicacdo de genes na mesma espécie que depois
divergem. No entanto, nalguns casos, pequenas alteragdes a nivel dos nucledtidos sdao

suficientes para conferir ao gene uma funcao diferente.

Existe ainda outro caso de homologia, conhecida por genes xen6logos. Ocorre quando um
gene de um organismo ¢ introduzido noutro organismo, fenémeno conhecido como

transferéncia horizontal. Isto pode ocorrer por ac¢do de retrovirus.

A utilizacdo de genes pertencentes as mesmas familias, paralogos, para andlise de
sequéncias de uma mesma regido do genoma, niao ¢ aconselhdvel porque as copias dos
genes podem possuir diferentes pressdes selectivas, ter diferentes historias evolutivas e até
mesmo ocupar cromossomas diferentes. Por exemplo, em Chaetognatha, um grupo de

invertebrados marinhos, hd duas classes de genes ribossomais 28S. Ambas as copias
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parecem ser funcionais e possuem taxas evolutivas diferentes, o que causou grandes

problemas de interpretagao na historia evolutiva deste grupo [40].

2.6 Conclusoes

No presente capitulo apresentou-se uma pequena introducdo sobre conceitos gerais de
biologia molecular necessarios ao estudo da caracterizagdo das zonas codificantes dos
organismos. A linguagem utilizada e a profundidade na abordagem dos conceitos estdo
necessariamente relacionadas com a natureza desta tese, nao se pretendendo que atinja o
nivel requerido para uma tese em biologia. O objectivo desta introducdo ¢ o
enquadramento das questdes biologicas que suportaram o desenvolvimento das

ferramentas informaticas descritas nos proéximos capitulos.

Comegou-se por apresentar a organizacdo de uma célula, assim como 0s processos
envolvidos no processamento da molécula de DNA. Os mecanismos envolvidos na
traducdo das zonas codificantes do genoma, que sdo responsaveis pela informacao
necessaria a sintese das proteinas, foram também explicados, focando-se posteriormente
nos erros da tradugdo, apresentando-se também as suas implicagdes. Foram ainda
apresentados os varios indices que actualmente se utilizam para quantificar o codon usage.
No entanto, esses indices ndo tém em conta a relacdo de dependéncia que existe entre

coddes, levando-nos a aprofundar o estudo nesse sentido.

No capitulo seguinte iremos apresentar as ferramentas computacionais disponiveis
actualmente para efectuar estudos gendémicos. Iremos também apresentar os formatos de
dados mais comuns, assim como, os locais onde ¢ possivel obter informac¢do necessaria ao

presente estudo.
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Capitulo 3

3 Modelos de dados e suas ferramentas

3.1 Introducao

A sequenciag¢do dos genomas veio trazer oportunidades Unicas de descoberta e estudo dos
processos que governam a vida. No entanto, a quantidade de informacao gerada ¢ imensa e

a sua organizagdo ¢ complexa.

Uma simples bactéria pode conter aproximadamente trés milhdes de bases e conter 3.000
genes. Se passarmos para 0s organismos mais complexos, como 0s organismos eucariotas,
o numero facilmente duplica ou triplica, tendo de se definir formatos para a organizacao
dos dados vao surgindo, assim como, locais publicos onde se pode guardar a informagao

para que possa estar facilmente acessivel.

Ferramentas para tratar e explorar a informagdo sdo também importantes, surgindo
iniimeras ferramentas para os mais variados estudos. No entanto, como em todas as areas,
muitas vao-se tornando populares enquanto outras ndo passardo de meros estudos

académicos.

No presente capitulo vao ser apresentados os formatos de dados mais comuns assim como
as bases de dados mais divulgadas, onde se poderad obter informagao para efectuar estudos
na area da genética, gendmica e bioinformatica. Vérias ferramentas sdo também
apresentadas, evidenciando-se aquelas que estejam directamente relacionadas com o estudo

a desenvolver.
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3.2 Base de Dados de biologia molecular

A informagao sobre biologia molecular encontra-se dispersa por varias bases de dados e
nos mais diversos formatos. Podemos dividir a informagdo em dois grandes grupos, os

suportados por sistemas de ficheiros e os suportados pelas bases de dados relacionais.

As sequéncias genéticas que estdo disponiveis através de ficheiros, normalmente
disponiveis através de ligacdes fip, tem a vantagem de se poder importar os ficheiros
directamente e trabalhar com a informagao em modo off-/ine. Quando se pretende trabalhar
com a informagao genética global de um determinado organismo ¢ a melhor forma, pois
essa informagdo normalmente ocupa varios Mbytes. Contudo, é sempre preciso estar atento
a saida de novas versdes, que substituem as anteriores, para evitar o risco de trabalhar com

informagao desactualizada.

As base de dados relacionais, disponiveis na web e acedidas directamente ou através de
web services, sao uma forma também vulgar de encontrar as sequéncias genéticas. Quando
se quer trabalhar com as sequéncias globais de um determinado organismo o processo
torna-se lento devido a importagdo de toda informacdo. Tem a grande vantagem de a

informacao estar sempre actualizada.

Desde 2000 que a revista Nucleic Acids Research (NAR) publica anualmente um artigo
exclusivamente dedicado as bases de dados de biologia molecular disponiveis na web [41].
A ultima publicacdo de 2009 anuncia um total de 1230 bases de dados, algumas dedicadas
somente a um organismo especifico, outras mais generalistas, ainda outras dedicadas
somente a informagdo de microarrays [42], outras sobre estruturas genéticas, mas todas
com um objectivo comum, oferecer um acesso facil e rapido a informagdo genética. No
relatério do ano 2009 surgiram mais 58 bases de dados e alteragdo de conteudos em 73

[41]. A lista completa encontra-se em (http://www3.oup.co.uk/nar/database/c).

Contudo, iremos centrar a nossa aten¢ao somente em base de dados relativas as sequéncias
genéticas, mais concretamente sequéncias de nucledtidos e aminoacidos. Este foco ird
reduzir muito significativamente as bases de dados em andlise, pois muitas das bases de
dados apresentados na lista da NAR [43] contém informacao sobre doengas, microarrays
[42], reaccOes enzimaticas, estruturas 3D de proteinas, informac¢ao médica, entre outros

temas.
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3.2.1 Base de dados de sequéncias

A trés principais bases de dados de sequéncias de nucleétidos sdo a European Nucleotide
Sequence Database (EMBL) pertencendo ao European Bioinformatic Institute (EBI), DNA
Data Bank of Japan (DDBJ) pertencente ao National Institute of Genetics (NIG) no Japao,
e o Genetic Sequence Databank (GenBank) que pertence ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI) nos Estados Unidos. As instituicdes que as regem
mantém um acordo de coopera¢do, mediado pelo International Nucleotide Sequence
Database Collaboration (INSDC) [44], sendo composto por membros pertencentes aos

consorcios proprietarios das bases de dados.

A base de dados Genetic Sequence Databank (GenBank) contém sequéncias de
nucleodtidos de mais de 260.000 organismos obtidas através de submissdes individuais,
efectuadas por laboratdrios espalhados por todo o mundo, ou submissdes automaticas
geradas por projectos de sequenciacdo em larga escala, como o caso do genoma humano
[45]. As submissdes sdo efectuadas através da aplicagdo web Banklt, ou através da
aplicacdo Sequin, disponibilizada para trabalhar autonomamente mas muito mais poderosa
do que a anterior. A atribuicdo de identificacdo Unica para as sequéncias recebidas, fica a

cargo da equipa do GenBank.

Desde a sua criagdo, o GenBank duplica o seu tamanho a cada 18 meses, contendo, em
2008, aproximadamente 80 bilides de nucledtidos de 76 milhdes de sequéncias, com 15
milhdes de sequéncias adicionadas durante o ano de 2007 [45]. Os genomas de procariotas
completos continuam também a crescer rapidamente, contando com mais 200 depositados
durante o ano de 2007 somados aos 570 ja existentes. Quanto aos organismos eucariotas,
contém 190 incluindo o humano. A informagdo ¢ acessivel através da aplicagao RefSeq,
que permite o acesso nao redundante as sequéncias de nucleo6tidos e suas anotacdes. No
entanto, também ¢é possivel efectuar a procura através de similaridade entre sequéncias. E
possivel também obter a informacao através de ligagdes fip, podendo descarregar os
ficheiros das sequéncias disponiveis no GenBank. A informagao disponibilizada através do

ftp € actualizada a cada dois meses.

O EMBL [46] ¢ a base de dados europeia, sob alcada do EBI, que contém sequéncias de
nucledtidos obtidas na literatura ou através de submissdo individual. A submissdo ¢

efectuada por investigadores ou grupos de sequenciacdo através da aplicagdo Webln. O
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acesso a informacdo poderd ser feita através de um conjunto de ferramentas web

disponibilizados para o efeito ou através do fip.

A DDBJ [47] ¢ a base de dados da responsabilidade do Japao, contento também sequéncias
de nucledtidos, em linha com as anteriores apresentadas. A submissdo ¢ efectuada por
investigadores ou grupos de sequenciacdo através da aplicacio SAKURA ou através da
aplicacdo Sequin. O acesso a informagdo pode ser através da web, fip ou através de APIs

disponibilizadas pelo instituto.

Diariamente sdo efectuadas trocas de informacao entre as trés bases de dados, ao abrigo do
protocolo de colaboragdo INSDC, permitindo uma transversalidade das sequéncias

genéticas existentes nas trés bases de dados supra mencionadas.

Outra base de dados de referéncia € o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
[48]. Embora o KEEG englobe um conjunto de servigos, como ontologias ou pathways
[49], contém também uma parte dedicada somente a sequéncias de nucledtidos. As
sequéncias sdo obtidas através de base de dados publicas, mas maioritariamente sao
obtidas através do NCBI-RefSeq. Os dados estdo disponiveis através de fip, ou através da

aplicacao web DBGET.

A parte das principais bases de dados sobre nucledtidos existem também algumas bases de
dados direccionadas somente para um organismo, ou classes de organismos especificos,
como o caso do Ensembl [50]. O Ensembl ¢ um projecto de colaboracdo entre o EMBL-
EBI e o Wellcome Trust Sanger Institute, que visa desenvolver um sistema que permita
efectuar anotagdes automaticas em genomas eucariotas. Em 2008 continha trinta e sete
genomas, disponibilizados através de uma aplicacao web, o BioMart, ou através de uma
API em perl. Através destas aplicacdes € possivel obter variada informacdo sobre os
genomas em causa, que vao deste as sequéncias completas, genes, intrdes, exoes, entre

outras possibilidades.

Existem outras bases de dados dedicadas somente a um organismo como ¢ o caso da
EcoGene [51] do organismo Escherichia coli K-12, a Candida Genome Database CGD
[52] ou a Saccharomyces Genome Database SGD [53]. Existe um conjunto vasto de bases
de dados dedicadas a cada organismo, mas mencionamos trés por pertencerem aos

organismos mais estudados em laboratorio.
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As bases de dados especificas de organismos, ndo t€ém somente as sequéncias de
nucledtidos, mas também as sequéncias das suas proteinas, bibliografia associada, assim

como um conjunto vasto de anotacdes.

Relativamente as bases de dados de proteinas, existe um consoércio formado em 2002, com
o nome de UniProt, que englobou as trés bases de dados mais relevantes [54]: i) Swiss-
Prot, contém todas as suas sequéncias manualmente anotadas; i1) TTEMBL, pertencente ao
EBI, contém as sequéncias de proteinas automaticamente anotadas; iii) PIR-PSD, base de

dados de proteinas pertencente a Georgetown University Medical Center.

A UniProt divide-se em trés areas, cada uma especializada em diferentes tipos de
utilizacao. A UniProt Knowledgebase (UniProtKB) ¢ o centro da informacao, englobando
a Swiss-Prot e a TrEMBL, disponibilizando uma vasta informagao sobre proteinas, assim
como a sua fungao, classificagdo e referéncias cruzadas para possiveis envolvimentos em
doengas ou processos metabolicos. A UniProt Reference Clusters (UniRef) agrega as
sequéncias proximas numa so, optimizando o processo de procura. O UniProt Archive
(UniParc) contém somente as sequéncias ndo redundantes, sem qualquer notagdo. As
proteinas existentes contém todas as alteragdes que foram sendo efectuadas ao longo da
constru¢do da proteina, podendo assim obter um histérico da sua formagdo na base de

dados.

A Translated EMBL (TrTEMBL), ¢ a maior base de dados de proteinas e foi obtida através
da conversdao automdtica da base de dados de nucledtidos da EMBL. A conversao
automatica nao ¢ totalmente fiavel, podendo resultar em muitas proteinas hipotéticas, ou
entdo com poucas anotacdoes. No momento em que uma proteina ¢ revista e anotada

manualmente passa a fazer parte da Swiss-Prot.

A Swiss-Prot foi criada em 1986 por Amos Bairoch durante o seu doutoramento, e tem
sido mantida pelo Swiss Institute of Bioinformatics ¢ pelo EBI [55]. A Swiss-Prot s6
contém proteinas anotadas manualmente, com elevada qualidade de informagdo e com

baixa redundancia, possibilitando também uma fécil integracdo com outras bases de dados.

A Protein Information Resource (PIR) [56] foi a primeira base de dados contendo
proteinas anotadas e funcionalmente classificadas. A informagdo da PIR pode ser
actualmente encontrada na UniProt, podendo também ser acedido directamente através da

web ou obtendo a informagao através de fip.
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Por tultimo, referimos uma base de dados muito importante para o estudo da estrutura
primaria dos genes. A base de dados Highly Expressed Genes Database (HEG-DB) [57]
contém os genes com elevados niveis de expressdo para aproximadamente duzentos
organismos disponibilizando também as tabelas de codon usage e os respectivos CAI. No
entanto, s6 contém organismos procariotas. O acesso ¢ realizado através da sua pagina
web, obtendo os valores em ficheiros texto. Estes genes t€ém especial interesse, porque,

como genes muito expressos, deverdo ter um baixo nivel de erro na sua tradugao.

3.3 Formato de dados

3.3.1 Sequéncias de nucle6tidos ou aminoacidos

As bases de dados e aplicagdes de bioinformatica sdo desenvolvidas para trabalhar com
sequéncias, necessitando de uma normalizagdo para troca de informagdo sem necessidade
de grandes adaptacdes. Contudo, existe uma ferramenta READSEQ [58], disponibilizada

pelos servicos do EBI, que permite a conversao entre os varios formatos de sequéncias.

Existem diferentes tipos de normalizacdes mediante o tipo de informagdo que se pretende
expor, ou mediante a fonte de dados. Se a informagdo for referente a sequéncias de
nucleoétidos ou aminoacidos os formatos mais comuns sdo FASTA, GenBank, Embl ou

EMBOSS.

O formato FASTA ¢ formado por simples sequéncias contendo aminoédcidos ou
nucleodtidos. A primeira linha, que comeca com o simbolo “>”, refere-se a identificacdo da
sequéncia, contendo o nome da sequéncia e a sua descri¢do, normalmente separados com o
simbolo “|” (Figura 8). As linhas seguintes contém a sequéncia. Normalmente, as
sequéncias tém 60 caracteres por linha, terminando quando aparece novamente um simbolo
“>”_que indica o inicio da identificagdo de uma nova sequéncia. Cada ficheiro pode conter
uma ou mais sequéncias sendo o formato bastante intuitivo ¢ permitindo alteragdes com

um simples editor de texto.
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>AB000263 |acc=AB000263|descr=Homo sapiens mRNA complete cds.|len=368
ACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCCTGCTGCTGCTGCTCTCCGGGGCCACGGCCACCGCTGCCCTGLC
CCTGGAGGGTGGCCCCACCGGCCGAGACAGCGAGCATATGCAGGAAGCGGCAGGAATAAGGAAAAGCAGC
CTCCTGACTTTCCTCGCTTGGTGGTTTGAGTGGACCTCCCAGGCCAGTGCCGGGCCCCTCATAGGAGAGG
AAGCTCGGGAGGTGGCCAGGCGGCAGGAAGGCGCACCCCCCCAGCAATCCGCGCGCCGGGACAGAATGLC
CTGCAGGAACTTCTTCTGGAAGACCTTCTCCTCCTGCAAATAAAACCTCACCCATGAATGCTCACGCAAG
TTTAATTACAGACCTGAA

Figura 8 — Sequéncia no formato FASTA.

O formato EMBL ¢ usado para sequéncias de aminodcidos e nucledtidos sendo estruturado
por linhas (Figura 9). Cada linha tem um cédigo inicial composto por dois caracteres
indicando o tipo de informagdo que se segue. Cada sequéncia comeca incondicionalmente
com o identificador “ID” e termina com a linha que contém “//”. A sequéncia esta

identificada pelo marcador “SQ”, assim como o seu comprimento.

ID AB000263 standard; RNA; PRI; 368 BP.

XX

AC AB000263;

XX

DE Homo sapiens mRNA for prepro cortistatin like peptide, complete cds.

XX

SQ Sequence 368 BP;
acaagatgcc attgtccccec ggcctcecctge tgctgectgct ctccggggcc acggccaccg 60
ctgccctgee cctggagggt ggccccaccg gccgagacag cgagcatatg caggaagcgg 120
caggaataag gaaaagcagc ctcctgactt tcctcgcttg gtggtttgag tggacctccc 180
aggccagtgc cgggcccctc ataggagagg aagctcggga ggtggccagg cggcaggaag 240
gcgcaccccce ccagcaatcc gcgcgeccggg acagaatgcc ctgcaggaac ttcttctgga 300
agaccttctc ctcctgcaaa taaaacctca cccatgaatg ctcacgcaag tttaattaca 360
gacctgaa 368

!/

Figura 9 — Sequéncia no formato EMBL.

GenBank ¢ uma base de dados da National Institutes of Health (NIH), como ja foi referido
anteriormente. No entanto, o nome também € atribuido a estrutura dos seus ficheiros
(Figura 10). A estrutura do GenBank permite uma descricdo muito completa das
sequéncias que agrega, que vai desde o nome do organismo, a taxonomia, mutagdes e
repeti¢des, identificagdo das zonas de codificacdo entre outras areas de interesse existentes
nas sequéncias. Inclui ainda referéncias bibliograficas sobre quem identificou a sequéncia.
O ficheiro ¢ composto por um conjunto de marcadores que identifica o seu conteudo.
Existem varios tipos de marcadores especificos, sendo os mais comuns: i) LOCUS, contém
o nome da sequéncia; ii) DEFINITION, contém o nome do organismo a que pertence a
sequéncia; ii1) FEATURES, contém as posi¢des dos genes na sequéncia assim como a sua

traducdo para aminoécidos, entre outras caracteristicas; iv) ORIGIN, contém a sequéncia
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em nucleodtidos. Existem outros marcadores para descrever outro tipo de dados, no entanto,

nao existe obrigatoriedade de estarem todos presentes nos ficheiros de formato GenBank.

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
FEATURES
sourc
gene
CDS
ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
//

AB000263

Homo sapiens mRNA for prepro cortistatin like peptide,

cds.
AB000263

@

acaagatgcc
ctgccctgcece
caggaataag
aggccagtgce
gcgcaccccc
agaccttctc
gacctgaa

PRI 05-FEB-1999
complete

368 bp mRNA linear

Location/Qualifiers

1..368

/organism="Homo sapiens"

/mol type="genomic DNA"

/db_xref="taxon:115711"

10..320

/locus_tag="CP0O0OL1"

/db_xref="GeneID:963624"

10..320

/locus_tag="CP0O0OO1"

/note="similar to GB:L24386 SP:P45622 PID:416155;
identified by sequence similarity; putative"
/codon_start=1

/transl table=11

/product="delta-aminolevulinic acid dehydratase"
/protein id="NP 444554.1"

/db_xref="GI:16752297"

/db_xref="GeneID:963624"
/translation="MSSLTLSRRPRRNRKTAAIRDLLAETHLSPKDLIAPFFVKYGNN
VSGEYAMILSAFQQOGWLDKETLFHESLIAIKRAGADMIISYSAPFILELLHQGFEE"

attgtccccc
cctggagggt
gaaaagcagc
cgggcccectce
ccagcaatcc
ctcctgcaaa

ggcctcctge
ggccccaccg
ctcctgactt
ataggagagg
gcgcgccggyg
taaaacctca

tgctgctgct
gccgagacag
tcctegettg
aagctcggga
acagaatgcc
cccatgaatg

ctccggggcce
cgagcatatg
gtggtttgag
ggtggccagg
ctgcaggaac
ctcacgcaag

acggccaccg
caggaagcgg
tggacctccc
cggcaggaag
ttcttctgga
tttaattaca

Figura 10 — Sequéncia genética no formato GenBank

O formato PIR, também conhecido por NBRF, ¢ um formato muito parecido ao FASTA,

iniciado com o simbolo >’ seguido de um codigo composto por dois caracteres. O codigo

descreve qual o tipo de sequéncia que contém o ficheiro, variando entre sequéncias de

aminoacidos e nucledtidos. As sequéncias terminam sempre com simbolo ‘*’ (Figura 11).
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>P1;CRAB ANAPL

ALPHA CRYSTALLIN B CHAIN (ALPHA (B)-CRYSTALLIN) .
MDITIHNPLT RRPLEFSWLAP SRIFDQIFGE HLQESELLPA SPSLSPFLMR
SPIFRMPSWL ETGLSEMRLE KDKFSVNLDV KHESPEELKV KVLGDMVEIH
GKHEERQDEH GFIAREFNRK YRIPADVDPL TITSSLSLDG VLTVSAPRKQ
SDVPERSIPI TREEKPAIAG AQRK*

Figura 11 — Sequéncia no formato PIR.

O formato PDB ¢ amplamente utilizado para descrever a estrutura terciaria de proteinas
(Figura 12). Basicamente este ficheiro contém as coordenadas atdmicas da proteina obtidas
através da cristalografia em Raio-X. Posteriormente, estes ficheiros sdo lidos por

aplicagdes capazes de apresentar proteinas em formato 3D.

COMPND MOL ID: 1;

COMPND 2 MOLECULE: GLUTATHIONE SYNTHETASE;

COMPND 3 CHAIN: NULL;

COMPND 4 SYNONYM: GAMMA-L-GLUTAMYL-L-CYSTEINE\:GLYCINE LIGASE
COMPND 5 (ADP-FORMING) ;

COMPND B 1308 Bo3c2.38

COMPND 7 ENGINEERED: YES

COMPND MOL ID: 1;

COMPND 2 MOLECULE: S-ADENOSYLMETHIONINE SYNTHETASE;

COMPND 3 CHAIN: A, B;

COMPND 4 SYNONYM: MAT, ATP\:L-METHIONINE S-ADENOSYLTRANSFERASE;
COMPND 5 EC: 2.5.1.6;

COMPND 6 ENGINEERED: YES;

COMPND 7 BIOLOGICAL UNIT: TETRAMER;

COMPND 8 OTHER DETAILS: TETRAGONAL MODIFICATIONSs

Figura 12 — Formato PDB que descreve a estrutura terciaria de proteinas.

O formato UniProtKB/Swiss-Prot € especifico para proteinas, tentando seguir a estrutura
do EMBL o mais proximo possivel (Figura 13). A estrutura ¢ orientada a linha, contendo
um codigo composto com dois caracteres que corresponde a um significado, dando a
possibilidade de adicionar varias anotagdes a proteina. No ficheiro ¢ possivel descrever
variada informagdo associada a sequéncia, que vai desde o nome do organismo,
referéncias, posi¢do da sequéncia em relagdo ao genoma, entre outros. O codigo ‘SQ’
indica o comego da proteina agrupada em blocos de dez aminoacidos (Figura 13). A
primeira linha do ficheiro tem sempre o codigo ‘ID’, contendo o nome da sequéncia assim
como o seu estado actual de revisdo e o seu comprimento em aminoacidos. O marcador
Reviewed indica se a proteina ja foi anotada manualmente por um curador. Como foi
referido anteriormente na sec¢do 3.2.1 deste capitulo, a base de dados

UniProtK B\TTEMBL contém proteinas que ainda ndo foram revistas manualmente pelos
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curadores, passando para a base de dados UniProtKB\Swiss-Prot no momento da sua

revisao manual. No caso da proteina ainda ndo ter sido revista manualmente o seu estado ¢

Unreviewed.

ID FOSB_MOUSE Reviewed; 338 AA.

AC P13346;

DT 20-FEB-2007, entry version 54.

DE Protein fosB.

GN Name=Fosb;

0S Mus musculus (Mouse) .

OX NCBI_TaxID=10090;

RN [1]

RP NUCLEOTIDE SEQUENCE [MRNA].

RX MEDLINE=89251612; PubMed=2498083;

RA Zerial M., Toschi L., Ryseck R.-P., Schuermann M., Mueller R.,

RA Bravo R.;

RT "The product of a novel growth factor activated gene, fos B, interacts

RT with JUN proteins enhancing their DNA binding activity.";

RL EMBO J. 8:805-813(1989).

RP NUCLEOTIDE SEQUENCE [GENOMIC DNA].

RX MEDLINE=92158623; PubMed=1741260; DOI=10.1093/nar/20.2.343;

RA Lazo P.S., Dorfman K., Noguchi T., Mattei M.-G., Bravo R.;

DR EMBL; X14897; CAA33026.1; -; mRNA.

Kw DNA-binding; Nuclear protein.

FT CHAIN 1 338 Protein fosB.

FT /FTId=PRO_0000076477.

SO SEQUENCE 338 AA; 35977 MW; EO9DO31A4BEAE48EC CRC64;
MFQAFPGDYD SGSRCSSSPS AESQYLSSVD SFGSPPTAAA SQECAGLGEM PGSEFVPTVTA
ITTSQDLOWL VQPTLISSMA QSQGQPLASQ PPAVDPYDMP GTSYSTPGLS AYSTGGASGS
GGPSTSTTTS GPVSARPARA RPRRPREETL TPEEEEKRRV RRERNKLAAA KCRNRRRELT
DRLQAETDQL EEEKAELESE IAELQKEKER LEFVLVAHKP GCKIPYEEGP GPGPLAEVRD
LPGSTSAKED GFGWLLPPPP PPPLPFQSSR DAPPNLTASL FTHSEVQVLG DPFPVVSPSY
TSSFVLTCPE VSAFAGAQRT SGSEQPSDPL NSPSLLAL

//

Figura 13 — Formato UniProtKB/Swiss-Prot

3.3.2 Alinhamentos

Genetics Computer Group/Multiple Sequence Files (GCG/MSF) ¢ um formato que
representa sequéncias alinhadas produzidas por aplicagdes pertencentes & GCG Wisconsin
Package [59]. O formato tem de obedecer a determinadas especificagdes. O inicio do
ficheiro pode conter varios comentarios iniciados com o marcador “\\”. A primeira linha
contém o marcador “MSF:” com varias descri¢des das sequéncias que se seguem, seguido
obrigatoriamente de uma linha em branco. Seguidamente contém os nomes das sequéncias

alinhadas assim como o seu comprimento ¢ o peso obtido no alinhamento, também
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conhecido como coeficiente de fusdo. Por fim estdo representadas a sequéncias alinhadas

agrupadas em blocos de dez aminodcidos (Figura 14).

MSF: 510 Type: P Check: 7736

Name: ACHE BOVIN oo Len: 510 Check: 7842 Weight: 16.0

Name: ACHE HUMAN oo Len: 510 Check: 8553 Weight: 17.8

Name: ACHE MOUSE oo Len: 510 Check: 229 Weight: 12.5

Name: ACHE RAT oo Len: 510 Check: 8410 Weight: 14.2

Name: ACHE XENLA oo Len: 510 Check: 2702 Weight: 39.2

//

ACHE BOVIN MAGALLCALL LLQLLGRGEG KNEELRLYHY LEFDTYDPGRR PVQEPEDTVT
ACHE HUMAN MARAPLGVLL LLGLLGRGVG KNEELRLYHH LEFNNYDPGSR PVREPEDTVT
ACHE MOUSE MAGALLGALL LLTLFGRSQG KNEELSLYHH LFDNYDPECR PVRRPEDTVT
ACHE RAT MTMALLGTLL LLALFGRSQG KNEELSLYHH LFDNYDPECR PVRRPEDTVT
ACHE XENLA MESGVRILSL LILLHNSLAS ESEESRLIKH LFTSYDQKAR PSKGLDDVVP
ACHE BOVIN ISLKVTLTNL ISLNEKEETL TTSVWIGIDW QDYRLNYSKG DFGGVETLRV
ACHE HUMAN ISLKVTLTNL ISLNEKEETL TTSVWIGIDW QDYRLNYSKD DFGGIETLRV
ACHE MOUSE ITLKVTLTNL ISLNEKEETL TTSVWIGIDW HDYRLNYSKD DFAGVGILRV
ACHE RAT ITLKVTLTNL ISLNEKEETL TTSVWIGIEW QDYRLNEFSKD DFAGVEILRV
ACHE XENLA VTLKLTLTNL IDLNEKEETL TTNVWVQIAW NDDRLVWNVT DYGGIGEVPV

Figura 14 — Alinhamentos no formato GCG/MSF

A aplicacdo “CLUSTAL” grava as sequéncias alinhadas no formato presente na Figura 15.
A primeira linha comeg¢a sempre com a palavra "CLUSTAL", que ¢ a aplicagdo que
produziu este tipo de ficheiros. Cada bloco come¢a com o nome das sequéncias seguido
das sequéncias alinhadas por linhas. A tltima linha indica qual a qualidade do alinhamento
por coluna. O asterisco apresenta o alinhamento maximo, indicando que contém somente
um aminoacido nessa coluna. Os dois pontos ou ponto indica que determinada coluna
contém aminodcidos pertencentes a grupos considerados conservados ou semi-
conservados, respectivamente. Os aminoacidos sdo considerados conservados ou semi-
conservados se partilharem determinadas propriedades fisicas entre eles. No caso de nao

existir alinhamento nessa coluna a linha da qualidade contém um espaco em branco.
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CLUSTAL W 2.1 multiple sequence alignment

FOSB MOUSE ITTSQDLOWLVQPTLISSMAQSQGQPLASQPPAVDPYDMPGTSYSTPGLSAYSTGGASGS 60

FOSB_HUMAN ITTSQDLOWLVQPTLISSMAQSQGQPLASQPPVVDPYDMPGTSYSTPGMSGYSSGGASGS 60
KAK KRR K IR K AR KKK KRR KRR K IR KAAKARK KKK AK K AR K AR K AR K o & kK s kAR K AR

FOSB_MOUSE TLISSMAQSQGQPLASQPPAVDPYDMPGTSYS 94

FOSB HUMAN TLISSMAQSQGQPLASQPPVVDPYDMPGTSYS 94

KA KA A A A A XA A A A A A XAk, KAk A A A XA A kXK

Figura 15 — Alinhamento produzido pelo Clustal

O formato PHYLIP, sendo também um formato que representa sequéncias alinhadas, ¢
muito préximo do formato do formato do Clustal. No entanto, ndo tem a tltima linha que
indica a qualidade do alinhamento. A informagdo também ¢ apresentada por blocos, mas s
o primeiro bloco ¢ que contém o nome das sequéncias (Figura 16). O formato PHYLIP
pertence a um pacote de trinta e cinco aplicagdes especializadas na andlise e construgdo de

arvores filogenéticas com o nome de PHYLogeny Inference Package (PHYLIP) [60, 61].

7 96

SalmoSalar
TetraodonN
FundulusHe
TaeniaSoli
RattusNorv
DanioRerio
XenopusLae

ATGGCTGAGG
ATGGCCGAAG
ATGGTCGAGG
—-——-ATGGAGC
ATGTGCGACG
ATGGTTGACA
ATGGTGGATC

CATTCGCAGG
CTTTTGCGGG
CTTTCGTGGG
CATTCATCGG
CCTTTGTGGG
AATTCGTAGG
AATTCGTGGG

CACATGGAAC
AACGTGGAAC
CACGTGGAAC
TACCTGGAGG
GACCTGGAAA
AACGTGGAAA
CTCCTGGAAG

CTGAAGGACA
CTCGTCAAAA
CTGAAGGAGA
ATGGAGAAGA
CTCGTCTCCA
ATGACCACCA
CTGACTGACA

GCAAGAACTT
GCGAAAAATT
GCGAGAATTT
GTGAGGGTTT
GTGAGAACTT
GCGACAACTT
GCCAGGGATT

NAGCCAAGGG

AGGCATGA-— ——————==== ——————mm—— ——mo— o
AGGCATAA-— ————————=— ———————m— oo o

A lista que contempla os formatos mais comuns assim como a sua extensao encontra-se no

anexo 8.3.

34

Figura 16 — Formato PHYLIP

Ferramentas para estudo da estrutura primaria

Actualmente existem varias solu¢des disponiveis para o estudo da estrutura primaria das

sequéncias genomicas. As solugdes podem-se dividir em duas categorias: bibliotecas para
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construir solugdes para um problema especifico ou aplicagdes executaveis direccionadas ao

estudo de um problema em particular.

A grande vantagem de se utilizar as bibliotecas ¢ poder ter liberdade de construir ou realcar
determinado aspecto em que o utilizador se pretende focar. Relativamente as aplicagdes
fechadas o utilizador tera de se cingir as op¢des fornecidas. Caso a aplicacdo tenha o
codigo aberto, poderda modificar o codigo para construir as opg¢des que necessita. Isto
pressupde o conhecimento da linguagem, na qual a aplicagdo foi construida, e

supostamente o consumo de largas horas para compreender o que ja esta realizado.

Existem algumas aplicagdes disponiveis no meio académico que calculam varios indices
imprescindiveis para caracterizar os genes. Iremos de seguida apresentar as aplicagdes

consideradas mais relevantes para o estudo da estrutura primaria de genes.

CodonW [62] ¢ a aplicacdo mais completa para caracterizar a estrutura primaria de um
determinado gene ou genoma. Esta aplica¢dao foi desenvolvida no ambito de uma tese de
doutoramento, estando a aplicacao disponivel no sourceforge para download e posterior
desenvolvimento (http://codonw.sourceforge.net/). A aplicagdo consegue obter variados
indices, como o CAI, codon usage, %GC entre outros [62]. A informacdo obtida ¢
guardada em ficheiros podendo o utilizador fazer outras analises sobre a informagao
obtida. Nao existe qualquer tipo de apresentagdo grafica para visualizar os resultados
obtidos. A aplicacdo ¢ acedida através de linha de comandos, o que dificulta a sua
interac¢do para utilizadores menos familiarizados com a linha de comandos. O CodonW ¢
sem duvida a aplicagdo mais comum na obtencdo de varios indices para o estudo de

sequéncias genéticas.

O [Nteractive Codon usage Analysis (INCA) [63] ¢ uma aplicacdo que de uma forma
intuitiva permite obter os indices das sequéncias submetidas. Calcula varios indices como
as frequéncias de coddes, codon bias, numero efectivo de coddes (ENc), hidrofobicidade e
o codon adaptation index (CAI). A aplicacdo conta também com uma rede neuronal nao
supervisionada para fazer clustering entre genes com base nos coddes mais comuns. As
sequéncias para analise sdo lidas através de ficheiros em formato FASTA. A aplicacdo tem
uma ambiente grafico rico e de facil interac¢do. No global ¢ uma aplicagdo muito intuitiva

e util para quem pretende analisar sequéncias com os indices que ela oferece.
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O Graphical Codon Usage Analyser [27] ¢ uma ferramenta web que compara as
sequéncias submetidas com uma tabela codon usage definida pelo utilizador. A tabela
codon usage ¢ definida através de um URL, definido pelo utilizador, que terd de apontar
para as tabelas de codon usage publicadas por Nakamura [30]. Existem trés tipos de
comparagdo: i) contabiliza todos os coddes existentes na sequéncia, comparando os valores
cumulativos para cada coddo disponivel com os niveis existentes na matriz, possibilitando
a identificacdo de zonas com baixo codon usage; ii) compara as contagens totais dos
coddes presentes na sequéncia, dos 64 coddes disponiveis no cddigo genético, com 0s
valores da tabela do codon usage; iii) compara duas tabelas de codon usage. Esta

ferramenta ¢ muito fraca quanto a analise de sequéncias mas de facil utilizagao.

Para além destas aplicacdes existe também uma quantidade consideravel de bibliotecas
desenvolvidas em diferentes linguagens de programagdo. Para per! existe o BioPerl [64];
para python existe o BioPython [65]; para ruby o BioRuby [66]; para java o BioJava [67];
para C++ existe NCBI C++ Toolkits [68], e para C# ndo existe nenhuma biblioteca

utilizada pela comunidade, embora estejam a surgir as primeiras tentativas.

Nao se pode finalizar esta seccdo sem menciona a toolbox que o Matlab disponibiliza para
a bioinformatica, embora seja uma solu¢do comercial. A foolbox oferece um conjunto de
ferramentas para apoiar os investigadores nas mais diversas areas, como seja na pesquisa
de novos medicamentos, engenharia genética ou mesmo desenvolver novos algoritmos nas
areas de genodmica e protedmica. A toolbox tem a capacidade de adquirir os dados nas mais
diversas fontes e formatos tendo mesmo um modulo especifico para visualizar sequéncias
gendmicas e analise de microarrays. Estas opgdes estdo implementadas na linguagem do
Matlab, com o codigo fonte disponivel, podendo ajustar as funcdes ao problema a
investigar. Inclui também a capacidade de organizar a informagdo consoante a ontologia e
a possibilidade de construir arvores filogenéticas. Além destas fungdes especificas para a
bioinformatica o utilizador tem ao seu dispor um vasto conjunto de fungdes estatisticas
basicas disponibilizadas pelo Matlab, ou podendo ir obter mdédulos mais especificos na

toolbox de estatistica do Matlab.

No conjunto das solugdes apresentadas, ndo existe nenhuma aplica¢ao que efectue estudos

sistematicos a nivel de contexto de coddes, tornando-se por isso uma questdo premente a

38



constru¢do de uma aplicagao deste dominio. Contudo, essa aplicagao nao podia deixar de

incluir algum do trabalho realizado anteriormente por outros grupos de investigacao.

3.5 Ferramentas de alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias sera certamente um dos temas mais importante para
qualquer bidlogo que pretenda estudar sequéncias genéticas. E através destas ferramentas
que se pode estudar a homologia de determinadas sequéncias, perceber a evolugdo
filogenética, anotar genes, detectar as funcdes regulatorias ou simplesmente estudar a

evolugdo das espécies.

Podemos dividir as ferramentas de alinhamento em duas categorias: i) procura de

sequéncias similares numa base de dados; ii) alinhar duas ou mais sequéncias entre si.

A procura de sequéncias similares pressupde a existéncia de uma sequéncia que
pretendemos alinhar contra uma base de dados de sequéncias. A base de dados ¢
previamente construida para o efeito contendo as sequéncias genéticas de um ou mais
organismos. Estes repositorios podem conter somente um organismo ou a quase totalidade
dos organismos sequenciados até ao momento. Podemos efectuar uma procura de
similaridade contra a base de dados da SwissProt ou contra a base de dados do NCBI,
podendo também criar a nossa propria base de dados. Por exemplo, o primeiro passo a
seguir a sequenciagdo de um organismo ¢ a procura de sequéncias similares nas bases

dados existentes, para testar se existem partes comuns as sequéncias ja conhecidas.

No caso de alinhar duas ou mais sequéncias pretende-se obter qual o melhor alinhamento,

procurando assim, zonas conservadas presentes entre as sequéncias.

3.5.1 Procura de sequéncias similares numa base de dados

Existem vérias aplicagdes disponiveis para procurar sequéncias similares em bases de
dados previamente criadas, no entanto ndo € objectivo desta sec¢do descrever todas em

pormenor. Vamos apresentar as mais utilizadas pela comunidade de bioinformatica.

O Basic Local Alignment Search Tool 2.0 (BLAST) do NCBI, também conhecido como
Gapped BLAST [69] ¢ certamente o método mais utilizado pela comunidade de

bioinformatica para identificar sequéncias similares em bases de dados de nucledtidos e
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proteinas. O BLAST utiliza um algoritmo heuristico e aplica a técnica de alinhamento
local. A maior parte das proteinas sao de natureza modular com dominios funcionais
repetidos dentro da mesma proteina, bem como repetindo esses dominios entre proteinas
de espécies diferentes. O algoritmo BLAST ¢ optimizado para encontrar esses dominios ou
pequenas sequéncias semelhantes. Se o BLAST tentasse alinhar duas sequéncias em todo o
seu comprimento, conhecido como alinhamento global, poucas semelhangas seriam

detectadas.

O NCBI-BLAST 2.0 ¢ um conjunto de aplica¢des que utilizam o algoritmo BLAST de

diversas formas sobre sequéncias de nucleétidos e de proteinas (Tabela 2).

Tabela 2 - Varias variantes existentes do BLAST do NCBI
) Sequéncia de o
Aplicacao Base de dados Objectivo
entrada
) ) Este método € usado para encontrar sequéncias
BLASTn Nucledtidos Nucleotidos )
homologas na base de dados de nucledtidos.
Converte automaticamente a sequéncia de
BLASTx Nucleotidos Proteinas nucledtidos para aminoacidos e procura numa base
de dados de proteinas.
Converte a sequéncia para aminoacidos e procura
) ) numa base de dados que foi construida a partir de
tBLASTx Nucledtidos Nucledtidos ) ) )
sequéncias de nucleotidos convertidos
posteriormente para aminoacidos.
Usado para procurar sequéncias homologas em que a
BLASTp Proteinas Proteinas .
sequéncia de entrada e a base de dados sdo proteinas.

Procura sequéncias de proteinas em bases de dados

tBLASTn Proteinas Nucleotidos construidas a partir de sequéncias de nucledtidos

convertidos automaticamente para aminoacidos.

FASTA [70] ¢ um conjunto de aplicagdes, como o BLAST do NCBI, que permitem
efectuar o teste de similaridade em bases de dados de nucledtidos e proteinas. Foi o
primeiro algoritmo amplamente utilizado para a procura de similaridades. O programa
efectua a procura dividindo a sequéncia em pequenas palavras, como o BLAST. Este
programa tem melhor sensibilidade em pesquisas realizadas nas base de dados de
nucleodtidos porque permite diminuir a palavra de procura abaixo de sete caracteres ao
contrario do BLAST [71], no caso de procura de sequéncias de nucleotidos. A

sensibilidade e a velocidade da pesquisa sdo inversamente relacionados e controlados pela
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variavel que especifica o tamanho de uma palavra. Este programa também apresenta bons
resultados quando o objectivo ¢ identificar longas sequéncias com baixa similaridade,
especialmente para sequéncias muito divergentes [72]. Esta aplicacdo ¢ oferecida pelo
European Bioinformatics Institute (EBI), dispondo assim de acesso privilegiado as bases

de dados do EMBL.

WU-BLAST [73] ¢ uma aplicagdo de similaridade desenvolvida na Universidade de
Washington. E muito similar a0 BLAST mas tem algo que o torna particular, o parimetro
da sensibilidade que permite ter um controlo sob o desempenho. O aumento da
sensibilidade faz com que o algoritmo demore mais tempo a produzir os resultados. As
bases de dados escolhidas variam entre as de nucle6tidos e de proteinas, podendo também

ser escolhida uma especificamente contendo as sequéncias dos organismos parasitas [72].

MPsrch [74] ¢é wuma ferramenta especificamente direccionada para proteinas
implementando o algoritmo Smith-Waterman. Esta aplicagdo ¢ uma das mais sensiveis na
procura de proteinas, identificando algumas similaridades onde o BLAST e o FASTA nao
encontram, embora reporte alguns falsos positivos. Esta aplicagcdo ¢ disponibilizada pelo

EBI e s6 podem ser escolhidas bases de dados de proteinas [72].

Actualmente, muitos investigadores privilegiam a rapidez na procura de sequéncias
idénticas. Por exemplo, a procura de polimorfismos ou muta¢des no genoma humano em
relagdo a uma sequéncia. O Sequence Search and Alignment by Hashing (SSAHA) foi
desenvolvido para procurar sequéncias de forma muito rapida e proximas da sequéncia de
pesquisa [75]. O algoritmo cria uma hash table com as sequéncias alvo, tornando a procura
mais rapida e concluindo o processo com a juncao dos resultados. Outra aplicagdo que

funciona de forma idéntica ¢ o BLAT (BLAST-like alignment tool) [76].

Muitas das fungdes das proteinas e sua evolugdo sdo encontradas através da comparacao
das estruturas 3D [77]. Quando ndo existem essas estruturas 3D poderd optar-se por
estabelecer relagdes entre regides conservadas. O Position-Specific Iterated BLAST (PSI-
BLAST) [69] ¢ uma aplicagdo que recorre a recursividade através do BLAST para
identificar as funcdes de proteinas. A primeira interacgdo com o BLAST serve para criar
um perfil que sera usado nas interac¢des seguintes. Um novo BLAST ¢ repetido, mas desta
vez com o perfil criado anteriormente, até o algoritmo convergir, parando quando o

resultado da interacg¢do actual for inferior a interacc¢ao anterior [78].
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O Scan Protein Sequence (SCANPS) [79] € uma aplicagdo para procurar similaridades em
proteinas. Implementa o algoritmo Smith-Waterman e ¢ capaz de identificar multiplos

dominios, muito similar ao PSI-BLAST [72].

Todas as aplicagdes anteriormente apresentadas tém a versdo que se podera utilizar na web
e uma outra versao para correr localmente. A versdo utilizada através de paginas web tem a
vantagem dos algoritmos correrem em clusters de computadores, tornando mais rapida a
sua execucdo. Regra geral, efectua-se a procura num vasto conjunto de organismos,
recorrendo-se assim a versao da web e tirando vantagem dos servidores disponibilizados.
Por vezes, em aplicagdes especificas, o investigador pretende procurar a homologia
somente em partes de um determinado organismo, ou em organismos especificos, sendo
mais complicado efectuar essa procura via web. Os institutos que disponibilizam estas
aplicacdes via web, t€m sempre versdes que correm a nivel local, permitindo assim um
maior controlo de entrada de dados e tratamento dos resultados. Por exemplo, no NCBI,
quando se submetem vdarias sequéncias ao BLAST o sistema vai aumentando
progressivamente o tempo de aceitagdo do trabalho submetido aos seus servidores. Assim
sendo, quando temos de submeter varias sequéncias a um conjunto de organismo ¢

preferivel correr o BLAST local.

O NCBI disponibiliza o BLAST local através a sua foolboox em C++ [80]. Esta ferramenta
pode ser integrada e compilada em outra aplicacdo ou pode servir como aplicagdo Unica
que corre através da linha de comando [69]. Contudo, ¢ mais complicado para a maioria
dos bidlogos correr aplicacdes através da linha de comandos, sendo por isso usual
encontrarmos algumas aplicagdes que disponibilizam o BLAST com interface grafica

usando como motor o pacote do NCBI.

O WinBlast, por exemplo, ¢ uma aplicacdo visual que permite executar o BLAST local. No
entanto, ¢ necessario criar a base de dados através da linha de comandos e ndo permite

submeter mais de uma sequéncia em simultaneo.

O bioEdit [81] ¢ outra ferramenta disponivel para a comunidade da bioinformatica, mais
orientada para a edicdo de sequéncias de nucledtidos e aminoécidos, alinhamentos,
manipulacdo de sequéncias e sua analise. Também disponibiliza o BLAST local, mas ndo
faz qualquer tratamento dos resultados, apresentando-os da mesma forma como sao

apresentados pelo BLAST.
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CLC RNA workbench [82] ¢ um produto comercial que oferece um vasto conjunto de
ferramentas para analise sequéncias, disponibilizando o acesso ao BLAST local através do
modo grafico. Poderd também aceder ao BLAST através da web do NCBI, efectuando
pesquisas de semelhanca nas bases de dados publicas. Contudo, ndo deixa de ser uma
solugdo comercial, e executar o BLAST para muitas sequéncias em simultdneo ndo ¢ uma

tarefa simples.

Existem também formas de executar o BLAST local em clusters de computadores,
tornando mais rapida a procura de semelhancas nas bases de dados disponiveis. O
mpiBLAST ¢ uma das aplicagdes open source que torna possivel correr o NCBI-BLAST
em clusters de computacao [83]. Embora esta aplicacdo nao tenha sido desenvolvida pelo
NCBI, utiliza 0o BLAST como motor, sendo o mpiBLAST responsével pela distribuigdo de
tarefas nos diversos BLASTSs existentes nos nds do cluster. Devido a esta arquitectura,

todos os parametros de entrada apresentam a mesma forma do NCBI-BLAST.

O NCBI, além de disponibilizar a aplicagdo BLAST para utilizar localmente, também
disponibiliza para download as suas bases de dados, tornando possivel replicar localmente
as experiéncias efectuadas através da web. Combinando as bases dados disponibilizadas
com o mpiBLAST, pode-se diminuir em muito o tempo necessario para efectuar a procura
de semelhangas efectuadas nas bases dados. Como ja referido anteriormente, o NCBI-
BLAST disponibilizado na web, vai aumentando progressivamente o tempo de aceitagdo
dos pedidos aos seus servidores quando se submetem vdrias sequéncias em simultaneo.
Embora esta técnica seja uma defesa contra ao denial-of-service dos servidores, cria, por
vezes, muito tempo de espera para o investigador que pretende efectuar as suas pesquisas.
Para laboratorios com disponibilidade para criar um cluster de computadores e que
recorram sistematicamente aos servicos BLAST, a melhor solu¢do passa por instalar o
mpiBLAST, diminuindo assim o tempo de espera para obter os resultados na procura de

semelhangas.

3.5.2 Alinhamento multiplo

Como diferentes organismos tém ancestrais comuns ¢ natural que diferentes espécies
contenham sequéncias muito proximas. Devido a esta caracteristica ¢ possivel estudar a

sua evolugdo através do alinhamento multiplo. As regides conservadas sao as zonas chave
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para procurar semelhancgas, obtendo quais as suas func¢des biologicas ou dando pistas para

desvendar a sua estrutura.

O exemplo de um resultado de um alinhamento multiplo entre varias sequéncias de

nucledtidos semelhantes pode ser visualizado na Figura 17.

SalmoSalarMuscle ATGGCTGAGGCATTCGCAGGCACATGGAGATGAATACAGTGA-———
TetradonNigroviri ATGGCCGAAGCTTTTGCGGGAACGTGGAGACGAGTAC—~—==~—~=———
FundulusHeteroc ATGGTCGAGGCTTTCGTGGGCACGTGGAGACGACTACAG-~-—~-———
TaeniaSolium —-——ATGGAGCCATTCATCGGTACCTGGAGACAAAATCCGTAA-————
RattusNorvegicus ATGTGCGACGCCTTTGTGGGGACCTGGAGATGATTACNAGCCAAGG
DanioRerio ATGGTTGACAAATTCGTAGGAACGTGGAGACGAGTACAGGCATGA-
XenopusLaevis ATGGTGGATCAATTCGTGGGCTCCTGGAGATGAGTACAGGCATAA-
* * * * * x * kA kkkkk * *

Figura 17 — Parte de um alinhamento multiplo com sequéncias de nucle6tidos. A tltima linha indica o grau
de conservacdo de cada coluna com o “*’ a indicar a conservagao completa de uma determinada coluna.
Existem varias aplica¢des disponiveis para efectuar alinhamentos, sendo o mais popular o
ClustalW [84] e o ClustalX. A diferenca entre os dois é que o ClustalW aceita somente
sequéncias com os caracteres correspondestes aos aminoacidos e nucledtidos, enquanto o

ClustalX aceita todos os caracteres possiveis, alinhando qualquer tipo de sequéncia.

O ClustalW ¢ disponibilizado como aplicagdo local, bem como um servico web
disponibilizado pelo EBI. Ao alinhar as sequéncias, o Clustal W apresenta as varias
sequéncias alinhadas criando também um histograma com a percentagem de alinhamento
por coluna. Uma arvore que relaciona a proximidade entre sequéncias ¢ também criada.
Contudo, o ClustalW tem uma versao que podera correr em clusters de computadores com
o nome de Clustal W-MPI [85]. Quando ¢é necessario efectuar alinhamentos entre muitas
sequéncias a capacidade de processamento de um simples computador nao ¢ suficiente

para efectuar os alinhamentos, recorrendo, sempre que possivel ao Clustal W-MPI.

Existem outras aplica¢des que possibilitam efectuar alinhamentos multiplos, como o caso
do bioEdit [86]. Esta aplicagdo oferece ao utilizador a possibilidade de fixar certas
posigdes nas sequéncias, efectuando posteriormente o alinhamento sem que essas posicoes
sejam alteradas. Assim sendo, permite o congelamento de certos dominios conhecidos,

alinhando as restantes partes em torno desses dominios.
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O GeneDoc [87] também ¢ uma ferramenta de alinhamento multiplo, muito similar ao
bioEdit. Tem a vantagem de assinalar a estrutura primdria das proteinas desenhando

também as arvores que representam a proximidade entre sequéncias.

O GCG Wisconsin Package [59] agrega um conjunto muito vasto de aplicagdes para
bioinformatica. Estas aplicagdes estdo desenvolvidas para Linux e abrangem areas
distintas. Contém aplicacdes para efectuar alinhamentos multiplos, predi¢ao e visualizagao
de sequéncias na estrutura primdria, procura de sequéncias semelhantes em base de dados,
construcdo de arvores filogenéticas, entre outras solugdes. Estas aplicagcdes estdo
disponiveis através da web, em modo grafico através do X-Window e também em linha de

comando.

CLC RNA workbench [82], como ja referido anteriormente, ¢ um produto comercial,
oferecendo um vasto conjunto de ferramentas para analise sequéncias, disponibilizando
também uma excelente forma de trabalhar com alinhamentos multiplos. E possivel fixar
posigdes em determinadas colunas ou inserir espagos entre letras, produzindo

seguidamente os alinhamentos multiplos em torno dessas condicionantes.

As quatro primeiras aplicagdes apresentadas ndo sdo solugdes comerciais, estando
disponiveis na web para livre utilizacdo. Tanto o ClustalW como o GeneDoc

disponibilizam o cédigo fonte para permitir alteragdes ou melhoramentos.

3.6 Ferramentas disponiveis para redesenho de genes

A éarea de sintetizagdo de genes para posterior producdo de proteinas sera uma das areas
que mais ganhara com a boa compreensdo da estrutura primaria dos genes. Actualmente
existem varias aplicagdes para manipular sequéncias genéticas, recorrendo aos parametros
mais conhecidos para caracterizar genes, podendo posteriormente manipuld-los

aproximando-os dos pardmetros do organismo onde vao ser expressos.

As aplicagdes comerciais existentes sao normalmente muito ricas a nivel grafico mas
foram tipicamente construidas para analisar sequéncias, ndo para as redesenhar, dando
pouca liberdade ao utilizador para o fazer. Existem algumas aplicacdes ndo comerciais
criadas para o efeito, mas permitem somente alterar dois ou trés parametros que

caracterizam o gene.
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Existe também um conjunto vasto de ferramentas web que redesenham genes sendo, regra
geral, muito pobres a nivel grafico [88, 89]. Com as possibilidades técnicas associadas a
web 2.0 pode-se dar ao utilizador grande liberdade de interac¢do, as aplicagdes actuais vao

pouco além do simples HTML.

Existem véarios elementos a ter em conta no redesenho de genes. O mais importante ¢ sem
davida o codon usage. Este parametro descreve a frequéncia com que cada coddo ocorre
em relacdo aos coddes sinonimos (coddes possiveis pertencentes a um determinado
aminoacido). O codon usage ¢ um factor que esta implicado aos baixos niveis de expressao
genética, mas também no frameshift (deslocamento de uma ou mais bases no
processamento de tradugdo), sendo o factor mais importante nos niveis de expressao
genética nos organismos procariotas [90]. Cada organismo tem a sua tabela de codon usage

como foi explicado mais em detalhe no capitulo 2.

Outro ponto a ter em conta esta relacionado com areas de restricdo. As areas de restri¢o,
sdo pequenas sequéncias de nucledtidos onde as enzimas de restrigao se ligam para cortar o
DNA [91]. Estas enzimas existem nas bactérias e arqueas e fornecem mecanismos de
defesa contra possiveis virus que invadam o seu DNA [92]. Para cortar o DNA, a enzima
de restri¢do efectua duas cisdes, uma em cada cadeia na dupla hélice (Figura 18). Se as
sequéncias que sao reconhecidas pelas enzimas de restrigdo aparecerem nas sequéncias do
gene sintetizado, este gene ira ser cortado antes de ser expresso pelo organismo. A
REBASE (Restriction Enzyme Database), ¢ a base de dados que concentra todas as
sequéncias com as areas de restricdo [93]. Outros factores associados a reducdo da
expressao [94] sdao as sequéncias Shine-Dalgarno [13]. Todos estes factores tém de ser

tidos em conta pelas aplicacdes que se proponham a sintetizar genes.
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Figura 18 — Processo de corte através da enzima de restrigdo BamH1.

A ferramenta GeneDesigner [95] ¢ uma aplicacdo comercial, desenvolvida somente para o
redesenho de genes, dando grande liberdade de escolha de coddes na construgdo da
sequéncia final. Além de possibilitar alterar varios paradmetros no gene, tem um ambiente
muito rico a nivel grafico. Consegue melhorar a sequéncia recorrendo a optimizacdo de
varios parametros. O codon usage, um dos mais importantes parametros, ¢ melhorado
através do CAI [31], tentando iguala-lo a 1 (valor maximo) - quer isto dizer que utiliza por
aminoacido os coddes com mais ocorréncia no organismo. Tem o problema de gerar altas
concentragdes para coddes especificos, alterando o balanceamento das concentragdes de
tRNA, aumentando a probabilidade de erro [96]. Estd demonstrado que a parte inicial da
ORF ¢ muito importante para uma boa tradugdo [97-99], logo € possivel separar a parte
inicial do gene da restante e trabalhar com ela separadamente. Também identifica os stem-
loop com mais de 12 pares de base e tenta elimind-los, pois quando estes ocorrem nas
sequéncias existe um atraso na evolugdo do ribossoma [100]. Também recomendam incluir
dois coddes stop no final de gene [95]. E também possivel usar modelos probabilisticos,
para implementar a op¢ao ‘optimize close to' ou 'far away from' em relagdo a uma
pequena sequéncia de referéncia. Tem em conta as areas de restricdo e as sequéncias de
Shine-Dalgarno [94]. E sem duvida uma das melhores e mais completas solugdes

disponiveis para o redesenho de genes.

O DNAWorks [101] ¢ uma aplicagdo web desenvolvida para ajudar na criagdo de genes
sintéticos. O principio de funcionamento ¢ um pouco diferente dos restantes. A sequéncia
de entrada ¢ uma sequéncia de aminoéacidos e ndo de nucleotidos. A partir dos aminoacidos

sdo escolhidos os coddes com base numa tabela de codon usage seleccionada de entre
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muitas possiveis. Temperaturas de self-annealing [102] sdo também definidas pelo
utilizador, assim como areas de restricdo a evitar na formacdo da sequéncia final. Tem
como caracteristica principal a facilidade de utilizagcdo, mas ndo permite grande interac¢ao

com a sequéncia a sintetizar.

OPTIMIZER [103] é uma aplicacdo web desenvolvida em PHP que optimiza o codon
usage nas sequéncias submetidas, entre outros parametros. As tabelas de codon usage
podem ser escolhidas entre as varias disponiveis ou podem ser introduzidas pelo utilizador.
Trés modos de optimizacdo estdo disponiveis: i) um aminoacido — um codao; ii) uma
aproximacao aleatdria; iii) modo intermédio. Na primeira op¢ao, um aminoacido por um
codao, o algoritmo escolhe o codao sinébnimo com o indice mais elevado na tabela de
codon usage. Na segunda opcdo, na aproximacdo aleatoria, o algoritmo escolhe
aleatoriamente o coddo sindénimo para cada posi¢do, com as probabilidades baseadas na
tabela de codon usage. A ultima opgdo permite ao utilizador escolher qual o coddo a
colocar em cada posi¢do, baseado na tabela de codon usage. O algoritmo permite também

evitar as areas de restricao.

O GeMS [104] ¢ uma aplicagdo web, disponibilizando também uma versao para trabalhar
localmente, que permite alterar vérios pardmetros no gene. Permite definir areas de
restri¢ao, prever stem-loop, optimizar o codon usage baseado na tabela seleccionada, a
separacdo de longas sequéncias para trabalhar individualmente, entre outras possibilidades.
O resultado ¢ dado como um relatdrio das opgdes tomadas para chegar a sequéncia final. O
interface ¢ de facil utilizacdo, permitindo ao utilizador menos experiente interagir

facilmente com a aplicacao, contendo sempre instrugdes sobre quais as opgdes a tomar.

3.7 Identificar tRNAs

A identificacdo de tRNAs no genoma de determinada espécie sera certamente uma das
primeiras tarefas a realizar depois de sequenciar um organismo. Para tal, existe uma
aplicagcdo, com o nome de tRNAScan-SE, que ¢ amplamente usada para identificar os
tRNAs [105]. Esta aplicagdo ndo ¢ uma aplicacdo de procura de tRNA, mas sim uma
aplicagao desenvolvida em perl que interliga trés aplicacdes para detecgdo de tRNA,
obtendo assim o melhor resultado possivel. Basicamente, o tRNAScan-SE tem como

entrada sequéncias genéticas, passando-as numa primeira fase pela aplicacdo EufintRNA e

48



pela aplicagao tRNAScan 1.3, devido a apresentarem uma aceitavel velocidade de procura.
Embora as aplicagdes anteriores tenham uma elevada taxa de falsos positivos, os resultados
serdo os dados de entrada para os passos seguintes. Posteriormente, um modelo de
covariancia ¢ aplicado nos resultados anteriores. Embora de baixo desempenho, mas com

uma taxa de falsos positivos reduzida e de verdadeiros positivos bastante elevada.

Tabela 3 — Resultados obtidos por diversas aplicagdes na procura de tRNA.

tRNAscan 1.3 95.1 0.37 400
EufindtRNA 88.8 0.23 373 000
tRNA covariance model
99.8 <0.002 20
search
tRNAscan-SE 99.5 <0.00007 30 000

3.8 Conclusoes

No presente capitulo foram apresentados diversos formatos disponiveis para a organizacao
da informacao genética assim como as bases de dados onde € possivel obter a informagao.

Foram também apresentadas varias aplicagdes para extrair ou relacionar informacao.

As ferramentas apresentadas cobrem diferentes dreas de estudo, como a extraccdo de
indices, alinhamentos simples ou multiplos, extrac¢do de tRNAs e também ferramentas
que possibilitam o redesenho de genes. Foram também identificadas variadas bases de

dados genéticos passiveis de serem utilizadas no estudo das sequéncias genéticas.

No capitulo seguinte irdo ser descritas as metodologias propostas para estudar a estrutura
priméaria das zonas codificantes, tendo em conta as varias opcdes ja existentes assim como

as diversas aplicacdes possiveis de reutilizagdo neste estudo.
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Capitulo 4

4 Construcio de um modelo de analise de estruturas

primarias

4.1 Introducao

A sequenciagdo dos genomas abriu as portas para o estudo da estrutura primaria das zonas
codificantes para tentar perceber as for¢as que moldam a evolugdo das espécies. O codon
usage foi intensivamente utilizado em varios organismos tendo algum sucesso na
compreensdo da estrutura primaria. Contudo, outras caracteristicas importantes, como o
contexto de coddes ou repeticdes do mesmo codao ndo estdo totalmente compreendidas. O
seu estudo para tentar compreender a influéncia na estabilidade do gene, eficiéncia e

qualidade de tradugdo, torna-se imperativo.

O contexto de coddes toma aqui um valor importante porque permite encontrar
caracteristicas até aqui ndo evidenciadas com os tradicionais indices associados ao codon

usage.

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias desenvolvidas e as opgdes tomadas para
estudar a estrutura primaria das zonas codificantes dos genomas. Sdo também apresentadas

algumas ferramentas que foram necessarias a este estudo.
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4.2 Analise do contexto de codoes

O primeiro objectivo de estudo neste trabalho consistia em perceber se o contexto de
coddes, a vizinhanga na posi¢ao n-i € n+i, tem influéncia na tradu¢ao do codao na posig¢ao
n. Para efectuar esta primeira andlise o sistema proposto contabiliza todos os pares de
coddes presentes nas regides codificantes no genoma em estudo. Ao fazé-lo, constroéi uma

tabela de contingéncia de frequéncias de contexto passivel de tratamento estatistico.

A andlise de tabelas de contingéncia ¢ uma metodologia estatistica aplicada a dados de
natureza qualitativa [106]. Os individuos de uma dada populagdo podem ser classificados
em categorias (ou classes) de acordo com diversos critérios. Fixados os critérios, a
classificagdo dos individuos consiste em detectar as categorias nas quais cada individuo se
identifica. As categorias a considerar sd3o mutuamente exclusivas e a classificacdo ¢
exaustiva, isto €, qualquer individuo pertence a uma e uma s6 categoria. Deste modo, os

dados consistem nas frequéncias observadas em cada uma das categorias.

No caso concreto das tabelas a estudar, consideram-se dois critérios em linha, o codao fixo,
e em coluna, o coddo justaposto obtido por uma leitura 3’, de acordo com o esquema da
Figura 19. Uma vez que aos coddes terminais ndo lhe sucede nenhum codao, a tabela sera
61 x 64. As frequéncias sdo, naturalmente, o nimero de vezes que cada par de coddes

surge nas regides codificantes da espécie em estudo.

As tabelas de contingéncia foram a metodologia escolhida para organizar e reduzir os
dados relativos as sequéncias de simbolos (coddes ou aminoacidos), ja que se pretendia,
numa primeira fase, uma analise global do genoma através do contexto de pares de
simbolos justapostos. A informagdo contida na tabela permitird realizar uma andlise da

associacgdo entre pares de simbolos.
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Figura 19 — Quantificagdo da frequéncia de pares de coddes. Na parte superior ¢ apresentada uma sequéncia
hipotética. Fixando um codao faz-se corresponder o mesmo na linha da tabela e o seguinte na coluna da
tabela.

Por convencao, fixando um coddo qualquer o coddo anterior diz-se que estd a 5’ (cinco
linha) e o codao posterior a 3'(trés linha). Assim, podemos ter tabelas de contingéncia 5
ou 3’, consoante o sentido da contagem. Neste caso, estamos perante uma tabela 3’ porque

a contagem ¢ feita no sentido 3’.

4.2.1 Analise residual

Para estudar as tabelas de contingéncia efectuamos uma analise de residuo, face a rejeicao
da independéncia através da aplicacdo do teste do Qui-quadrado para tabelas de
contingéncia, utilizando os valores residuais sugeridos por Haberman [107]. Os testes de
independéncia e andlise de residuos em tabelas de contingéncia sdo encontrados em
literatura especializada na analise de dados categoricos [108]. Se o teste realizado, no
contexto das tabelas de contingéncia, concluir a rejei¢do da independéncia das duas
variaveis, terd interesse analisar as classes que provocaram tal rejeicdo. Assim, no sentido
de identificar as categorias responsaveis pelo valor elevado da estatistica de Pearson, pode-
se realizar uma analise dos residuos ajustados, também conhecidos por residuos de

Pearson [109] dados por:
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_ (nij €y 4)

onde e;; ¢ dado por:

n..nm

€ = i}v_.j (5)

Os valores n;, n; e N correspondem ao total da linha 7, total da coluna j e total de todas as

linhas correspondentemente.

Neste estudo iremos utilizar os residuos ajustados dados por:

€ (6)

v,-,:{l— ’7\/}{1— }jv/J (7)

Observe-se que, se os residuos ajustados, dlj, tiverem um comportamento muito diferente
da distribuigdo normal N(0, 1) sera de rejeitar a independéncia na tabela de contingéncia.
Uma vez que dj tem distribuicdo normal N(0, 1) poder-se-a dizer, que para um nivel de
confianga de 99.73%, as categorias mais responsaveis pela rejeicdo da hipotese da
independéncia correspondem as células (i, j), tais que |dij| > 3, uma vez que P(—3 < djj < 3)
= 0.9973 [110]. Assim, na pratica considera-se que um valor de residuo ajustado ¢

responsavel pela rejeicdo se em modulo for igual ou superior a 3.

Algumas metodologias matematicas foram usadas para estudar o contexto de codoes [37,
111-113]. Estas metodologias sdo baseadas no teste z-score e fornecem informacao sobre
preferéncia e rejeicao de independéncia, diferindo do modelo probabilistico assumido pelo
nosso estudo. No entanto, a comparagdo entre a analise residual e os resultados obtidos
através do teste z-score encontraram o mesmo comportamento entre os diferentes modelos

usados, evidenciando os mesmos pares de coddes com significado estatistico.

A vantagem da metodologia de andlise de residuos ajustados reside no facto que a sua
teoria de inferéncia ¢ facilmente interpretavel e dispde de mais ferramentas
complementares de analise (por exemplo, medidas de associacdo). Mais ainda, o residuo
ajustado d4 informagdo imediata sobre preferéncia e rejeicdo em relagdo ao que seria
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esperado. Além disso, a sua probabilidade de distribui¢do, sob a hipotese de independéncia
na tabela de contingéncia ¢ determinada sem simulacdes técnicas [113], por exemplo,

utilizando a técnica Monte Carlo para estimar a distribui¢do de parametros.

A Figura 20 contém um pequeno resumo de todos os processos desde a contagem dos
pares de coddes até a sua representacdo visual. Nesta representagdo propde-se uma
codificagdo cromatica que faz corresponder cores a determinados niveis de residuos
ajustados. No passo um ¢ feita a contagem dos pares de coddes de todas as sequéncias
pertencente ao genoma em estudo. No passo dois ¢ efectuado a transformagao dos valores
de contagem, guardados na tabela de contingéncia, em valores residuais ajustados com a
sua posterior representacdo baseada numa escala de coloracao, e finalmente o passo trés, a

coloracdo das sequéncias genéticas baseado nos valores da tabela da contingéncia.
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Figura 20 — Processo completo entre a contagem dos pares do coddes, analise residual, atribuir limites e

colorindo esses limites passando essa informagao para as sequéncias para posterior analise.

Os valores da tabela de contingéncia vao-se transformar em valores de residuos ajustados,
fazendo-os variar entre os intervalos - ¢ +oo. Perante a dificuldade de visualizar tabelas
contendo valores numéricos, decidimos atribuir cores para representar esses valores.
Atribuimos cores com tonalidade encarnada aos valores negativos, inferiores a -3, e cores
com tonalidades verdes aos valores positivos superiores a 3. Aos valores ndo superiores ao
modulo de trés, responsdveis pela ndo rejeicdo, serdo coloridos a preto, ndo tendo

significado estatistico. O cinzento identifica a auséncia de contagens de pares de coddes.
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Partindo deste modelo pretende-se estudar correlagdes entre os pares de coddes e provar
que o seu contexto influencia os organismos no processo de traducdo e sua evolucdo.
Todas as andlises centrar-se-d0 no contexto de coddes sendo por isso a base do nosso

estudo.

4.3 Analise classificatoria

De acordo com o objectivo geral deste estudo, o de averiguar a existéncia de leis que
regem o codigo genético, serdo aplicados métodos de andlise classificatoria com o
objectivo de identificar grupos de individuos semelhantes quanto a preferéncia de vizinhos

justapostos.

Os dados a considerar, na andlise classificatoria, serdo tabelas de residuos ajustados
relativos aos pares de coddes justapostos. A caracteristica coluna das tabelas a estudar
refere-se ao primeiro codao do par. As categorias, de um modo geral no ambito da analise
classificatoria, designam-se por individuos. A caracteristica linha refere-se ao segundo
coddo do par e as componentes (categorias) constituintes desta caracteristica designam-se
de variaveis. Nas tabelas a estudar contabiliza-se um total de 61 coddes (varidveis) por um

conjunto de 64 coddes (individuos).

Portanto, para explorar os dados obtidos nas tabelas de contingéncia, poderemos agrupar
linhas e colunas usando metodologias de classificacdo, como andlise de clustering [114].
Estes padroes sdo obtidos através do calculo de similaridade entre duas linhas ou colunas
da tabela contingéncia usando, por exemplo, os coeficientes da correlacio Pearson e

aplicando a ligacao simples (Figura 21).
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Figura 21 — Aplicagdo da analise classificatoria a uma matriz contendo os residuos ajustados. Poderemos ver

a formagao de padrdes que serdo objecto de estudo para detectar afinidades entre pares de coddes.

4.3.1 Analise de Clustering

De modo geral os métodos de analise classificatoria, ou clustering, encontram-se definidos

na literatura especializada na seguinte forma [115]:

Dado um conjunto de n individuos para os quais existe informagdo sobre a forma de N
variaveis, o método de andlise de clustering procede ao agrupamento dos individuos em
fungdo da informagdo existente, de tal modo que os individuos pertencentes a um mesmo
grupo sejam tdao semelhantes quanto possivel e sempre mais semelhantes aos elementos do

mesmo grupo do que a elementos dos restantes grupos.

As técnicas a considerar efectuam uma classificagdo exclusiva e intrinseca, isto é, o
resultado depois da aplicagdo do método define uma particdo do conjunto inicial, ou de

forma mais explicita, o resultado é obtido através de uma hierarquizada de parti¢des. De
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facto, esta analise classificatoria consiste na constru¢do de uma hierarquia de grupos de

individuos semelhantes face a um conjunto de variaveis.

Duas escolhas sdo necessarias na constru¢do da hierarquia de grupos de individuos: 1)
medida de semelhanga entre individuos; ii) critério de agregagdo entre grupos. E conhecido
que a utilizagdo de diferentes medidas de semelhanga e/ou diferentes critérios de agregacao
pode levar a resultados distintos. Assim, os resultados a obter podem depender da medida e
do critério a utilizar. No entanto, o ideal na andlise seria que os resultados obtidos, segundo

diferentes escolhas, fossem idénticos independentemente dos métodos utilizados.

Existem variadas formas de calcular as distdncias de semelhanca, apresentando-se de

seguida trés dessas medidas tendo caracteristicas diferentes consoante a sua aplicagao.

Dados dois conjuntos X = {Xi, X2, ..., Xn} € Y = {Y1, Y2, ..., Yn} € considerando que todos os
elementos dos vectores tém o mesmo peso, o coeficiente de correlagdo de Pearson centrado

r € definido por:

ST

i=1 O . o ,

onde X e ¥ representam as médias de X e Y, ¢ ¢ € 4 representam os desvios padrdo
de X e Y respectivamente.

Os coeficientes de Pearson estdo compreendidos no intervalo de [-1 .. 1]. Para r igual a
zero os vectores ndo estdo associados e para |r| igual a 1 estdo perfeitamente associados,
indicando o sinal o tipo de direccdo da associacdo. A titulo de exemplo, tendo dois

vectores multiplos o coeficiente de correlacdo ¢ 1.

Também pode ser usado como medida de semelhanga, o coeficiente de correlacdo ndo

centrado, dado por:

9)

)

M-

L
N 4

X Y.
1 1 N 2 1 N )
JrZ Lt | Z L

Esta correlagdo ¢ semelhante a centrada, assumindo que a média do vector ¢ 0 mesmo

quando nao o ¢. Uma das diferengas surge quando temos dois vectores com a mesma forma
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mas tendo “offset”; a distdncia de Pearson centrada seria de um enquanto a distancia ndo

centrada sera inferior a um.

Cada medida tem caracteristicas particulares e consoante a situacdo em estudo torna-se
mais ou menos adequada. Contudo, no estudo de dados multivariados, ¢ dificil identificar a
melhor medida, passando por aplicar varias medidas aos dados em estudo e tentando

perceber qual apresenta melhores resultados.

Apresentada a forma de calculo da medida de semelhanca entre vectores, o passo seguinte
passa por construir uma arvore que agrupe todos os vectores em analise. Os métodos de
agrupamento a apresentar sdo métodos hierarquicos que resultam em hierarquias de
partigdes. Os métodos hierarquicos podem ainda subdividir-se em métodos aglomerativos
e divisivos. A aplicacdo dos métodos aglomerativos determina inicialmente uma parti¢ao
com tantas partes quanto o nimero de diferentes vectores, enquanto que nos métodos
divisivos considera como ponto de partida uma particdo com uma s6 parte, um Unico

conjunto a que pertencem todos os vectores.

Dos métodos hierdrquicos apenas se apresentam os métodos aglomerativos. Na realidade
sdo os métodos aglomerativos os mais usados e mais divulgados na literatura. Um dos
motivos para tal é o esforco computacional ser inferior face aos divisivos apresentando o

mesmo tipo de resultados.

Para os métodos aglomerativos, definem-se varios critérios de agregacdo distinguindo-os
apenas as diversas formas existentes de relacionar as distdncias entre grupos. Exemplos de
critérios de agregacdo sdo: i) ligagdo simples; ii) ligacdo completa; iii) critério da média;

1v) critério do centroide; v) método de Ward [114].

Nao se consegue afirmar que existe um critério de agregacdo que seja melhor em relacdo a
outro. Na pratica, o que se faz ¢ utilizar varios critérios e comparar os resultados. Se os

resultados de diferentes critérios forem concordantes o resultado final serd mais credivel.

O processo de agrupamento ou de agregagdes pode ser representado por um diagrama
bidimensional em forma de arvore conhecido por dendograma. No eixo dos xx estdo
representados os individuos e no eixo dos yy as distancias (Figura 22). O dendograma tem

a vantagem de facilitar a visualizagdo do processo de agrupamento nas suas diversas fases,
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desde os vectores separados até a inclusdo num s6 grupo. Na realidade o dendograma ¢

uma representacdo grafica da hierarquia de partigdes.

Os ramos da arvore que constituem o dendograma identificam-se com as n—1 ligagdes
entre grupos, onde cada linha horizontal representa uma ligagdo a que normalmente se
chama de nodo. Nos métodos aglomerativos a primeira ligagao identifica-se com a menor
ramificacdo e a segunda ligagdo com a segunda menor ramificagdo e assim

sucessivamente.

L] h

) i i ) X

Figura 22 — Dendograma que representa uma estrutura bidimensional em forma de arvore

Se o numero de grupos for conhecido a partida, a identificagdo dos grupos é quase
imediata, a custa do dendograma. Caso contrario, a observagdo do dendograma pode
sugerir uma estimativa para o nimero de grupos, mas nem sempre essa escolha ¢ objectiva.
A escolha do numero de grupos podera ser ainda menos objectiva se ao utilizar diferentes
critérios de agregacdo forem obtidos dendogramas que sugiram diferentes partigdes. A
determinagdo do niimero de grupos ¢ feita cortando horizontalmente o dendograma. A
titulo de exemplo, no dendograma da Figura 23 pode-se propor duas partigdes: uma
correspondente a linha 1 e a outra a linha 2, com 3 e 2 grupos, respectivamente. A escolha
da melhor parti¢do, em particular do nimero de grupos 6ptimo, devera ser feita mediante o
contexto do problema, pelo que o conhecimento prévio da natureza dos dados pode auxiliar

nesta decisao.
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Figura 23 — Dendograma que realga duas escolhas possiveis do nlimero de grupos

Existem outras técnicas para fazer a analise de clustering como por exemplo o método K-
mean [116]. Neste método € necessario iniciar o agrupamento com o conhecimento do
numero de grupos, k, em que se pretende subdividir o conjunto de vectores. E
conjuntamente necessaria uma caracterizacdo inicial de cada um dos grupos, a que se
chamam posi¢des iniciais dos centros do grupo. As posigdes iniciais podem ser escolhidas
aleatoriamente, podendo ser escolhidas com informacdo a priori de forma a ganhar uma

rapida convergéncia.

A critica comum atribuida a este método ¢ que o nimero de grupos tem de ser definido no
inicio do processo. Quanto ao algoritmo ndo existe prova de convergéncia, mas na pratica
converge num nimero finito de passos. Nao ha garantia de convergir para a solugdo optima

e a escolha da configuragao inicial influencia a solugado obtida [117].

Actualmente estd disponivel uma biblioteca desenvolvida em C++, com o nome “The C
clustering library”, que disponibiliza varios métodos para implementar as diversas formas
de agrupamentos [118]. Nao contempla a parte da construcao grafica dos dendogramas,
sendo necessario recorrer a outras aplicagdes para os construir. E de notar que esta

biblioteca ¢ igualmente disponibilizada em python e em perl.

Existem varias ferramentas para obten¢do e/ou visualizagdo de clustering como o Mev4 ou

o Java TreeView, ambas escritas em Java, que tem a vantagem de ser multi-plataforma.

61



4.3.2 Analise de Biclustering

O método de agrupamento foi inicialmente considerado por Eisen para revelar a
informacdo biologica [119], aplicando-o a tabelas que continham valores de expressdao
genética. Posteriormente, varios outros métodos de clustering foram desenvolvidos para
aplicar ao mesmo tipo de dados [120]. Contudo, a andlise de clustering contém algumas
limitagdes. Numa primeira analise o clustering sé se pode aplicar separadamente a um dos
eixos, nao tendo em conta a informacgdo contida no outro eixo. Mais ainda, se um
determinado vector for inserido num determinado grupo, esse vector ja ndo serd inserido
em outro grupo formado posteriormente, mas que poderia ter alguma proximidade com o
vector anterior. Perante estas limitacdes a técnica de biclustering pode ser usada para
colmatar estas desvantagens [121]. Estes algoritmos criam grupos considerando
simultaneamente, as duas dimensdes da matriz, permitindo a sobreposi¢do de vectores,
pois formam varios grupos simultaneos [122]. Quer isto dizer que a analise clustering da

uma resposta global, enquanto a anélise de biclustering d4 uma resposta local.

O método de biclustering ¢ de complexidade NP-completo [121] e ndo existe uma solugdo
Optima para a procura de padrdes. Existem varios algoritmos e cada um deles tem as suas
vantagens ¢ desvantagens para responder melhor a determinados dados. Teremos de ter em
conta que uma s6 abordagem pode nao identificar todos os padrdes relevantes em dados de

maior complexidade [123, 124].
Existem varios algoritmos disponiveis, sendo os mais comuns:
e Bimax - utiliza 0 método dividir para conquistar [124];
e Cheng e Church’s (CC) - ¢ baseado na média quadrada dos residuos [121];

e Contiguos column coherent biclusters (CCC-Biclusters) — baseia-se numa arvore de

sufixos para identificar grupos [125];

o [terative Signature Algorithm (ISA) - procura sub matrizes que representam pontos

fixos [126];

e Orderpreserving Submatrix (OPSM) - tenta identificar as maiores sub matrizes para

as quais induz uma ordem linear das colunas que ¢ idéntica a todas as linhas [127];

e xMotif - identifica os grupos com um método iterativo [128].
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A aplicacao Bicat permite efectuar biclustering sobre dados disponibilizados em matriz,
assim como a visualizacdo dos resultados [129]. Disponibiliza véarios algoritmos de

biclustering, como o ISA [126], xMotifs [128], OPSM [127], Bimax [124] e o CC [121].

Devido as limitagdes de clustering optou-se por introduzir no modelo um algoritmo de
biclustering, mais concretamente o algoritmo ISA. A opcdo de implementar o algoritmo,
em detrimento de o utilizar através de uma aplicagdo, deve-se ao facto de se poder

optimizar ou alterar o algoritmo.

Assumirmos que X ¢ uma matriz de dimensao n x m que contém valores reais:

X11 X12 ces XIm
X21 X272 cee Xom
_ X31 X322 """ X3m _
X = = [xi]
Xnl Xn2 PR Xnm
com #n linhas R;, Ry, ..., R, ¢ m colunas C;, C, ..., C,. O ISA inicia-se com um

determinado nimero de linhas, podendo ser escolhidas aleatoriamente, e aplica
iterativamente o algoritmo assinatura [130]. O algoritmo ¢ processado em duas etapas,
normalizando a matriz X por colunas na primeira etapa e por linhas na segunda etapa. Na
primeira etapa, considerando um determinado niimero de linhas, as colunas que tenham
uma média fora do intervalo {;=]a,,, a./, sdo escolhidas para passar a etapa seguinte. Os
parametros ajx € ax tomam os valores (ii-t,0) e (ii+t0), respectivamente. Os valores #, € t,
sdo definidos pelo utilizador e os valores i e ¢ sdo a média e o desvio padrao das linhas ou
colunas em andlise. Na segunda etapa, ¢ de forma analoga a anterior, as médias sdo
calculadas para as linhas, através das colunas seleccionadas anteriormente, e escolhidas de
forma a estarem fora do intervalo {,=/-o0, a,/, com a,=(ii+t,0). Correndo o ISA de forma

repetida obtemos varios subgrupos que poderdo ou nao sobrepor-se.

Devido a necessidade de identificar grupos presentes nas matrizes de valores residuais, foi
realizada uma primeira abordagem com a aplicagdo BicAT. Devido a média ser uma
medida bastante influenciada por valores extremos, foram detectados varios grupos

indesejados. Se determinado grupo de colunas e linhas conter valores muito altos em
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relagdo a média faz com que esse grupo se realce mesmo que alguns elementos dentro do
grupo tenham valores muito reduzidos. Este problema ja tinha sido identificado por estudo
publicado anteriormente [131]. No entanto, este estudo ndo solucionava o problema devido

a um dos intervalos rejeitar os valores negativos, mais propriamente o intervalo {,=/-oo,
a,f.

Tendo em conta os constrangimentos apresentados, foi desenvolvido um novo algoritmo
que identificamos por ISA-Mediana. A seguinte descricdo resume os passos do novo

algoritmo.

Entrada:
X: n x m matriz de valores reais;
C=1{C,j=1, ..., m} —conjunto de m colunas;
R={R,i=1, ..., n} — conjunto de n linhas;
R” =um conjunto inicial de ny < n linhas seleccionadas aleatoriamente;
t, — parametro que define um limite s linhas;

t, — parametro que define um limite &s colunas.

Primeira etapa:
Passo 1: inicializar &= 0
Passo 2: obter uma sub-matriz de X com as linhas R”
Passo 3: calcular as medianas nas colunas S¢;
Passo 4: calcular a média das medianas das colunas S¢

Passo 5: obter um sub grupo C* das colunas C; que satisfacam:

T

® _ . o . _
C7={CeC:g(Sc,Sc)>toc} ,onde 0, =0 2|R(K) |

Segunda etapa:
Passo 6: obter a sub-matriz de X com colunas seleccionadas anteriormente C*

Passo 7: calcular as medianas nas linhas Sk;
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Passo 8: calcular a média das medianas das linhas Si

Passo 9: obter um sub grupo R™7 das linhas R; que satisfagam:

R(kH) = {Rj e R: g(Srj, SR) > tyor} ,onde o, = O LK
2 | C( ) |

Passo 10: se R**V + R(k); k= k+1 e volta ao passo 2

Passo 11: bicluster = [x;j] ieR(k), i cc®

Este algoritmo podera nunca encontrar um sub grupo de X, tendo normalmente uma
excepgdo. Se k for maior que determinado valor o algoritmo termina a procura sem
identificar o grupo.

ij (xij - lu)2 z;j Xij

A desvio padrdo o ¢ calculada através da equagdo o =4 ——  com u = .
nxm-—1 nxm

A func¢do g ¢ definida g(x,y)= (x-y), g(x,y)=-(x-y) ou g(x,y)=|x-y| consoante a natureza dos

grupos que procuramos, com valores altos, baixos ou absolutos respectivamente.

Comparando o algoritmo ISA-original com o ISA-Mediana, sdo apresentadas varias

diferencas:

e nos passos 5 e 9 foi introduzida uma nova fungao onde ¢ permitido procurar grupos
com valores negativos, positivos ou em moédulo, podendo efectuar-se combinagdes

entre as trés opgoes;
e ndo € necessario uniformizar as matrizes;

e nos passos 3 e 7 os valores nao sao multiplicados por pesos resultantes das

iteragdes anteriores, o que acontecia com o ISA original,;

e modificou-se a média pela mediana nos passos 4 e 8.

4.4 Comparar sequéncias semelhantes

O mapa de contexto de pares de coddes de cada organismo ¢ diferente devido as diferengas

existentes nas sequéncias de DNA.
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Durante o processo de evolugdao os organismos vao herdando algumas partes do cédigo
genético dos seus ancestrais. Algumas partes mantém-se, enquanto outras se alteram
devido as inser¢des, remogdes ou arranjos de segmentos do codigo. Os segmentos que se
alteram sdo responsaveis por diferentes mapas de contexto entre organismos, mesmo

quando os organismos estdo proximos na arvore evolutiva.

Para estudar a evolucdo dos organismos através do contexto de coddes, mais
concretamente para perceber a influéncia das regides conservadas entre organismos, foram
adicionadas ao modelo duas ferramentas muito usadas no universo da bioinformatica. Estas
ferramentas sdo os BLASTP [132] e o ClustalW [84]. Com a sua conjugagdo, sera possivel
procurar zonas conservadas entre diferentes espécies. O BLASTP procura sequéncias
homologas entre organismos, baseado nos seus aminoacidos, enquanto o ClustalW faz o
seu alinhamento. Existe uma primeira fase no processo, que teremos de converter as
sequéncias de nucledtidos em sequéncias de aminoacidos. O BLASTP sera aplicado as
sequéncias de aminoacidos pois estamos interessados em homologia de proteinas.
Posteriormente, processamos o resultado do BLASTP, retirando as coordenadas das zonas
homologas, para futuramente podermos alinhar com o ClustalW as sequéncias onde existe

homologia entre diferentes organismos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Candida Albicans (ORF 201) -> @AA) cAA @@EE) cAA cAU (ERG)EEUC)EACE) CAA CAU @AG)E@UE) ucc ccc
Saccharomyces Cerevisiae (ORF 34) -~(GAAN(CAA) (GBI (CAA) (CAL) (GHE) (GID) 381 (CAA) (CAL) @GEB) @B (ucA) ccu

Canis Familiaris (ORF 453) -> AAA (CAG (GCC (CAA (CAC (GAG GUC @EBED cAG --- (GAG (GUC @EAD ccA
Mus Musculus (ORF 635) -> @ (CAA@@Ece) cac --- --- CIDEDE@E cAic --- @B uvcA  ---
Tetraodon Nigroviridis (ORF 45) -> GAA)(CAGH(GCA) CAA --- --- --- EB@EEDCAL@EES) cuc --- ---
Bos Taurus (ORF 635) -> --- GEDEED(CAR) cAu  --- --- @BE)(CARN@CAU) CAU ---  --- -e-

Figura 24 - Algumas sequéncias alinhadas provenientes de diferentes organismos.

Na Figura 24 poderemos ver o resultado da conjuga¢do entre as duas ferramentas. Neste
caso concreto o organismo Cdndida Albicans foi o organismo usado como referéncia.
Todos os genes pertencentes ao organismo Cdndida Albicans, assim como 0s outros
organismos escolhidos como alvo, ja foram traduzidos para os seus aminoécidos
correspondentes. O BLASTP vai percorrer cada gene pertencente a Cdndida Albicans e
procura sequéncias homologas entre todos os outros genes pertencentes aos outros
organismos em estudo. Depois de todo o processamento, teremos de compilar toda a
informacdo e procurar zonas onde existe homologia entre diferentes genes na mesma

posicdo mas pertencente a diferentes organismos. Posteriormente, alinhamos estas
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sequéncias com o ClustalW para poderem ser visualizadas com os seus coddes e cores
obtidas através dos mapas de contexto. Por exemplo, na coluna 2 da Figura 24, temos
diferentes coddes, os quais codificam o mesmo aminoéacido. A coluna 6 e 7 tém o mesmo
par de coddes para os trés primeiros organismos e diferentes contextos. Os tracos nas
diversas posi¢des indicam que o algoritmo de alinhamento teve de inserir espagos para um

melhor alinhamento.

4.4.1 Algoritmo BLAST

Na procura de sequéncias similares existem sempre duas entradas importantes. A
sequéncia de procura e as sequéncias alvo. A sequéncia de procura ¢ fornecida pelo
utilizador e vai ser alinhada contra todas as sequéncias alvo que residem em forma de base
de dados previamente construida. A base de dados ¢ o resultado de uma indexacao de todas
as sequéncias que se querem como referéncia, efectuada por uma aplica¢do associada ao

algoritmo de procura.

O algoritmo BLAST tornou-se o método mais usado no campo das ferramentas de
alinhamento de sequéncias [132]. O algoritmo ainda continua em evolugdo e ¢ dos mais
referenciados nos artigos na area da biologia. O algoritmo esta disponivel em codigo aberto
sendo, por isso, possivel alterar o seu cddigo. Este procedimento faz com existam varias
variagdbes do BLAST, como o WU-BLAST desenvolvido pela Universidade de
Washington.

A necessidade da computag¢d@o no processo de alinhamento ¢ inevitavel, pois o nlimero de
simbolos possiveis pode ser elevado. Perante este facto, a procura por um alinhamento
optimo pode levar a uma explosao combinatdria, tornando a sua execucao extremamente

demorada.

Existem duas grandes abordagens que se podem escolher para efectuar alinhamentos. O

alinhamento global e local.

O alinhamento global de duas sequéncias efectua comparagao simultanea, recorrendo, por
exemplo, ao algoritmo Needleman-Wunsch [133]. O alinhamento global consiste na
compara¢do dos simbolos por posi¢do, e permitindo a utilizagdo de um sistema de
pontuacdo para avaliagdo do alinhamento obtido e a insercdo de espagos para obter

melhores resultados.
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O objectivo de um alinhamento global ¢ obter a maior pontuagdao possivel ou optima. O
sistema mais simples consiste em dar uma pontuagdo por alinhar um espago, gap, uma
pontuagdo por alinhar dois simbolos diferentes, mismatch, e uma pontuacdo por alinhar
dois simbolos idénticos, match, recorrendo as matrizes de substituicdo apresentadas no

anexo 8.4 (Figura 25).

Neste exemplo especifico, teremos um S=57, utilizando os valores de substituicdo da
tabela BLOSUMG62, que consta no anexo 8.4, e atribuindo um peso de 5 ao gap. Como
podemos ter varios resultados para a mesma sequéncia, pois esta poder-se-4 alinhar de

forma diferente na mesma regiao, escolhemos o resultado mais elevado que obtivermos.

Alinhamento

[
ATTGTCAAAGAC

|1
GGCAGAC

N
TG TGATGCAT

Ny
I'GA-CTGACAAGGGTATCG

Mismatch Gap

S=2%(identities, mismatches) - Z(gap penalties)

Score = Max(S)

Figura 25 — Método de pontuagdo no alinhamento de uma sequéncia

O algoritmo do alinhamento global ¢ de complexidade O(mn), onde m e n € 0 comprimento
das sequéncias a serem alinhadas, sendo muito pesado a nivel computacional. Por este
motivo o algoritmo ndo ¢ muito usado nas aplicacdes de alinhamento. No entanto, existe
uma versdo modificada do algoritmo que transforma a complexidade em O(m+n),
reduzindo o custo computacional. Esta modificacdo ¢ geralmente baseada em algoritmos

dinamicos [134].

O alinhamento local identifica as sequéncias através do método heuristico, sendo o método
utilizado pelo BLAST, que utiliza uma versao modificada do algoritmo Smith-Waterman
[135]. Inicialmente procura pequenas sequéncias semelhantes, isto €, nao tenta alinhar a
sequéncia por completo mas divide a sequéncia em pequenos pedagos e procede ao seu

alinhamento.
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Como se pode ver na Figura 26, o algoritmo, neste caso especifico, esta configurado para
procurar palavras com um comprimento de trés, retiradas da sequéncia de procura. A partir

deste momento o algoritmo baseia-se nos melhores resultados para expandir a procura.

Palavra de procura W=3

Sequéncia de procura
GSVEDTTGSQSLAALLNLAKCKTPQGQORLVNQWIKQPLMDKNRIEELVE

Figura 26 — Procura exacta de uma palavra com comprimento 3

Com as palavras iniciais identificadas, o algoritmo estende a procura nos dois sentidos,
avancando trés letras em cada iteracdo, como se pode ver pela Figura 27. Por cada vez que
o algoritmo estende a procura em trés letras o calculo do score ¢ efectuado, incrementando
ou decrescendo consoante a sequéncia encontrada. Se o resultado for inferior a um
determinado limite o alinhamento nessa regido para. Este método assegura que o
alinhamento ndo inclui regides com baixa similaridade entre a sequéncia de procura ¢ a
sequéncia alvo. No momento em que nao ¢ possivel progredir nos dois sentidos o valor
esperado (E-value) ¢ calculado. Se esse valor for inferior a um certo limite o alinhamento ¢

adicionado aos resultados.

- L >
Procura: 325 GLNLAKVKTPQGQRLVNQWIKQPLMDKNRIEEL 365
G LAK+ TPQG R+VNQW+ DKNRIEEL
Alvo: 290 GN1LAQLNTPQGRRMVNQWLQOKMPLDKNRIEEL 330

Figura 27 — Expans@o do resultado de uma palavra.

Existem varios valores que quantificam a qualidade do alinhamento obtido, resultante do
processo de alinhamento. Um dos mais importantes, e certamente o mais informativo, é o
valor esperado (E-value). O E-value dd-nos a informacgao se um determinado alinhamento
poderia ter ocorrido por acaso, relativamente ao tamanho da base de dados em andlise,
assim como em relacdo ao comprimento da sequéncia submetida. Devido a este facto, se

fizermos uma procura em base de dados de diferentes tamanhos, o resultado ird ser
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distinto. Por exemplo, se executarmos o BLASTP com a mesma sequéncia mas em duas
bases de dados de proteinas distintas, como o UniProt e a PIR, verificamos que temos dois
E-values diferentes. Quanto menor ¢ o E-Value, melhor o resultado. A faixa de 0.001 a

0.0000001 ¢ comummente utilizada para definir os alinhamentos de alta qualidade.

A identidade e similaridade sdo outros valores a ter em conta na analise dos resultados,
como se pode ver na Figura 28. A identidade ¢ a razdo das igualdades que ocorrem no
alinhamento pelo comprimento do alinhamento. A similaridade ¢ a razdo do total das
igualdades mais pares de aminoacidos que partilham as mesmas propriedades pelo

comprimento da sequéncia.

QWEPGGRTYPPVSATGAPGA oo oo,

Numero de residuos idénticos = 15
| | . Z| | | | | | | | | | || | Numero de residuos similares = 17

_ % Identidade = (15/20)x100 = 75%
QWQ-WWLTYPPVSATGAPGA % Similaridade = (17/20)x100 = 89.5%

Figura 28 — Identidade versus similaridade

Outro dos valores obtidos ¢ o score, sendo ja referido anteriormente na Figura 25, que

depende do algoritmo aplicado, pois existem varias formas de célculo.

O método de alinhamento local ndo garante a melhor procura, mas tem um bom
compromisso qualidade versus rapidez. O BLAST é um bom método para um primeiro
estudo, pois dd uma boa indicacdo sobre os possiveis alinhamentos, quando o tempo ¢ uma
questdo importante. No entanto, se o objectivo for obter resultados mais precisos € o tempo
ndo for um factor importante, ¢ melhor usar o algoritmo Smith-Waterman, ou uma

aplicac¢do que o inclua, como a aplicagdo SSEARCH [136] ou o MPsrch [74].

4.4.2 Algoritmos para efectuar alinhamentos miltiplos

As sequéncias de aminoacidos e de nucledtidos conseguem-se agrupar em familias e as
suas semelhangas podem ser detectadas através de alinhamento multiplo. Este
procedimento fornece informagdo sobre a conservagdo entre sequéncias, 0 que nao se
consegue fazer com o simples alinhamento de apenas duas sequéncias. Por exemplo, se um
determinado aminoacido se mantém entre duas sequéncias podem ser somente um acaso.

No entanto, se um determinado aminoacido, ou conjunto de aminodcidos, estiver
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conservado num conjunto de sequéncias isto pode indicar que esse grupo de aminoacidos

tem um papel significante na estrutura ou na fungdo enzimatica.

A Figura 29 contém vdarias sequéncias de aminodcidos alinhadas, conseguindo-se
identificar as zonas conservadas. Os asteriscos indicam conservagdo total, os dois pontos
indicam conserva¢ao de aminoacidos que pertencem a um determinado grupo que partilha
determinadas caracteristicas (Anexo 8.4), e o ponto indica a conservagcdo de aminoacidos

que pertencem a um outro grupo.

SalmoSalarMuscle =  —-———- RGAALKGAGGAATTKRRAGGLACATGGGAWGTGRRA-———
TetradonNigroviri --ROALAAALKGAAGAPTTTRRGGGAACGTGGACWC———=—————
FundulusHeteroc -TTGTLAAALKGAGGAPTTKRTGGGLACGTGGAGWRTP—————-——
TaeniaSolium  ————- SRAFLRGAGCSATTKRTCGGTACCTGGAGWTYTTTYYYYY
RattusNorvegicus —LPPRGEQFLNGACSSATTTGTGGGGACCTGGAGWCNAGCRPPTL
DanioRerio LRRRTGREFLRGACAAATTKGTAGGAACGTGGAGWQRT———————
XenopuslLaevis = —-—-——= AQRLLOQGATAAATTKGTGGGLTCCTGGAGWPRRTTATAA-
.*:** . **: * * * kA kkkkk

Figura 29 — Resultado de varias sequéncias alinhadas. Os asteriscos indicam conservagao total, os dois
pontos indicam conservagdo de aminoacidos que partilham determinadas caracteristicas e o ponto indica a
conservacao de aminoacidos partilhando outras caracteristicas.

O problema de alinhar multiplas sequéncias ¢ muito mais complicado do que alinhar
somente duas sequéncias. Para diminuir a complexidade do problema, assim como o tempo

de execugdo, métodos heuristicos sao aplicados para a constru¢ao do alinhamento multiplo.

O primeiro grande desafio no procedimento do alinhamento multiplo é como classificar os
diferentes alinhamentos, ou seja, qual a fungdo a usar para calcular o peso dos diferentes
alinhamentos. Partindo do principio que as sequéncias tém uma histéria em comum, que
estdo relacionados através da sua filogenia, a funcdo de atribui¢ao de pesos deveria ter isso
em conta. No entanto, ndo ¢ simples, dado que aumenta o numero de parametros
consideravelmente. Por isso, ¢ comum ignorar essa complexidade e assumir que as

sequéncias ndo partilham relagdes, ou utilizam-se correc¢des heuristicas para compartilhar

a ancestralidade.

O segundo desafio ¢ encontrar o melhor alinhamento através de um peso dado por uma
fun¢do. Para um par de sequéncias isso pode ser feito através de algoritmos dinamicos,
identificando o melhor alinhamento global. No entanto, este método ndo ¢ viavel, sendo
somente utilizado quando se tem um nimero reduzido de sequéncias para alinhar. Para

trabalhar com n sequéncias, a programag¢ao dindmica requer a constru¢do de uma matriz de
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n dimensdes, requerendo ainda a necessidade de pesquisa espacial, aumentando
exponencialmente com o aumento de n, consumindo muito poder computacional, assim

como memoria.

Os métodos heuristicos comecam por agrupar as sequéncias mais proximas, acrescentando
progressivamente as sequéncias menos relacionadas ao alinhamento inicial. Devido a uma
inferior necessidade de requisitos computacionais em comparacdo com métodos de
alinhamento global, os métodos heuristicos sdo amplamente utilizados em vérios
programas que efectuam o alinhamento multiplo. Devido a este facto a abordagem mais
comum ¢, portanto, aplicar o método de alinhamento progressivo [137]. Este método faz
uma primeira triagem das sequéncias alinhando-as mutuamente, construindo assim uma
arvore onde dispde as sequéncias baseada nas distancias. Baseado na arvore comeca por
alinhar as sequencias mais proximas fechando o processo alinhando a sequéncias mais
distantes. Esse processo ¢ mostrado na Figura 30. O alinhamento progressivo ¢ usualmente
muito eficaz, mas sofre de um problema quando erros de alinhamento sdao efectuados no
inicio ndo mais serdo rectificados. Essas imperfeicdes permanecerdo até ao fim. Contudo,
no exemplo da Figura 30, pode haver informa¢do importante nas sequéncias C e D que
poderiam melhorar o alinhamento A e B , mas isto ndo poderd ser util porque o
alinhamento de A e B ¢ efectuado de forma independente de C e D. Por outro lado, o

método progressivo tem um bom compromisso entre o tempo e qualidade do alinhamento.

O algoritmo de alinhamento multiplo mais comummente usado ¢ do ClustalW [84], sendo
construido sobre o método de alinhamento progressivo. E menos rigoroso no resultado,
mas ¢ o algoritmo que consome menos memoria [138]. O método progressivo também ¢é
usado para optimizar, por exemplo o T-Coffee [139] tendo mais rigor no resultado que o

Clustal W mas apresenta problemas quando se tenta alinhar mais de 100 sequéncias [138].

Existem variados pardmetros que se podem definir no algoritmo de alinhamento
progressivo. Por exemplo, no ClustalW, podera definir-se os valores dos gap penalties e
escolher as matrizes de substitui¢cdo para efectuar os alinhamentos, consoante o grau de

relagdo que se quer impor ao alinhamento das sequéncias.

O método iterativo ¢ outra das formas de efectuar alinhamentos multiplos, executando de
forma similar ao método progressivo, tendo a vantagem de continuamente considerar o

alinhamento existente aquando da adi¢do de novas sequéncias. Isso melhora a precisdo dos
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métodos progressivos. O algoritmo de alinhamento MUSCLE baseia-se em métodos
iterativos [140]. Tem um bom compromisso entre rigor ¢ tempo de computacao, mas tera
de ser diminuir esse rigor quando se pretende alinhar para cima de 1000 pares de bases,

devido a custos de computacao [138].

Actualmente, o mais promissor algoritmo de alinhamento multiplo é a metodologia de
algoritmos estatisticos [141, 142]. Estes algoritmos incorporam na fungao de calculo de
pesos, a informacdo subjacente da filogenia a que a sequéncia pertence € o uso de um
modelo estocastico da evolucdo molecular, que permite comparar as diferentes solugdes

obtidas e assim tomar uma decisdo com mais rigor.

— A
Sequéncia de alinhamento:
B 1 — A com B -> alinhamento de AB
C 2 — C com D -> alinhamento CD
3 — Alinhamento AB com alinhamento CD-> ABCD
D 4 - ABCD com E -> ABCDE
E  |s_ ABCDE com F -> ABCDEF
F 6 — ABCDEF com G -> ABCDEFG
G

Figura 30 — Processo de alinhamento de multiplas sequéncias com o método progressivo.

4.5 Optimizacao de genes

Um dos principais objectivos do estudo consistia na manipulacdo dos genes, sem alterar a
sequéncia de aminoacidos, baseado nos dados obtidos através das tabelas de valores
residuais e interagindo com outros indices ja existentes. Basicamente, podemos substituir
os diferentes coddes pelos seus sindnimos, preservando os aminoacidos, sem alterar o
produto final, a proteina. Pata tal, iremos usar parametros e técnicas, tais como: i) valores
residuais; ii) valores RSCU; iii) codon usage; iv) remover coddes raros; v) incrementar
niveis de GC. Com esta aproximagdo, ¢ possivel adaptar um gene ao ribossoma anfitrido,

melhorando assim a sua expressdo genética.
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Baseado nos requisitos anteriores, foi necessario desenvolver um algoritmo que permitisse

alterar a sequéncia consoante as necessidades dos diferentes utilizadores.

Os varios passos a serem seguidos sao:

Variaveis do algoritmo:
G=1{G,,i=1,..,m} — gene, m representa o comprimento do gene em coddes;
tcar=peso do CAIL 0 < ¢y <I;
trscu = peso do RSCU, 0 < tgscy < 1;
tresidqual = peso dos valores residuais, 0 < gesiguar < 1;
Igc = aumentar niveis de GC;
Icr = diminuir o nimero de coddes raros;
K =numero de pares alterados;

(4;, Ai+1) = par de coddes na posicao i.

Etapas:
Passo 0: inicializar k= 0;
Passo 1: inicializar i = -1, kj,s= k;
Passo 2: Incrementar i em uma posic¢ao;
Passo 3: voltar ao passo 2 se esta posi¢ado estiver bloqueada pelo utilizador;
Passo 4: analisar o par de coddes (G;,Gi+));
Passo 5: obter o peso W; = {((Gi,Gi+1), tcar, trscu, tResidual);

Passo 6: obter o melhor par de coddes alternativo (4;, A;+1) = g, tcar, trscu, tResidual,

Ie Icr);
Passo 7: obter o peso WA; = f((41,Ai+1), tcar, trscu, tResidual);
Passo 8: se WA; > W, possibilitar a alteracao de (G;,Gi+;) por (4;,4i+1);

Passo 9: o utilizador pode concordar com esta alteragdo, bloquear a posi¢ao ou

escolher outra com um peso inferior ao peso maximo;
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Passo 10: se i < m voltar ao passo 2;

Passo 11: Se k< ki, 0o algoritmo para e apresenta os resultados, caso contrario

volta ao passo 1.

Os varios pesos, tcuar, trscu € tresiauar Podem assumir valores entre 0 e 1. Zero significa que o
indice ndo ird entrar para o calculo, e 1 significa que o indice tem peso maximo na escolha
dos pares a serem alterados. Estes valores sdo definidos pelo utilizador no momento do

redesenho do gene.

A diferenga entre fc4; € tgscy estd no facto que o #cys € obtido através dos genes mais
expressos do genoma enquanto o fgscy € obtido com a contabilizagdo de todos os genes

presentes no genoma.

A funcdo f((G;,Gi+1), tcar, trscu, tresiduar) devolve um valor numérico que representa o peso
que determinado par de coddes tem. Este valor tem em conta os diferentes pesos definidos
pelo utilizador, nomeadamente, s, trscu € tresidquai- Para o CAI e o RSCU s6 se analisa o
codao Gj, enquanto para O fgesiaua € analisado o par (G;,Gi+;). Esta opgao foi escolhida

devido a anélise 3 que se esta a efectuar.

A fungdo g(i, fcur, trscu, tresidual, e, Icr) devolve um par de coddes que corresponde a
melhor opgdo para a posicao i. O Igc e Icr indica que se podem evitar coddes raros ou da-

se preferéncia a codoes com elevados niveis de GC.

Este algoritmo estd desenhado para encontrar a melhor solucdo de forma automatica, sem
recorrer a intervencdo do utilizador, nomeadamente a confirmacdo a cada alteracdo
proposta pelo algoritmo. Pode-se ainda concentrar somente em zonas especificas, por

exemplo modificar um nimero limitado de zonas de interesse.

4.6 Conclusoes

No presente capitulo foram apontadas as opc¢des tomadas para estudar as estruturas
primarias dos genomas. Foi descrito o modelo desenvolvido baseado no contexto de

coddes, assim como a estatistica necessaria para extrair informacao.

Foram ainda apresentados e discutidos diversos algoritmos que justificam a inclusdo no

modelo bem como as funcionalidades que se pretendem obter com a sua utilizagdo
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conjunta. Para além das ferramentas apresentadas, foram também explicadas as razdes da

escolha de determinados algoritmos para a extracg¢ao dos resultados pretendidos.

No capitulo seguinte serd apresentada a aplicacdo desenvolvida para extrair informacao
com relevancia bioldgica aplicando os algoritmos anteriormente apresentados. Sera

efectuada uma analise de requisitos e seguidamente sera descrita a aplicagdo desenvolvida.
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Capitulo 5

5 Anaconda

5.1 Introducio

A importancia do erro associado a descodificacdo da informacdo genética, levou-nos a
planear e a desenvolver um sistema informatico que ajudasse a identificar possiveis leis
gerais que governem a fidelidade de tradugdo dos genes. Para tal, foram desenvolvidas
algumas metodologias matematicas e algoritmos para andlise de grandes volumes de
informagdo genética bem como uma interface visual que ajudasse a interpretacdo dos
resultados. A aplicagdo aqui apresentada foi desenvolvida para facilitar a compreensao do
contexto de coddes assim como facilitar a comparacdo com outros dados j& existentes

relacionados com a traducao genética.

No presente capitulo expdem-se os requisitos que foram surgindo ao longo do
desenvolvimento da aplicagcdo, assim como uma breve explicacdo da sua arquitectura,

implementagdo e descricao funcional.

5.2 Requisitos funcionais

Os requisitos funcionais do sistema foram definidos em colaboragdo com os utilizadores.
No entanto, devido ao caracter experimental deste projecto, muitos requisitos foram sendo
redefinidos ao longo do desenvolvimento da aplicagdo. Podemos subdividir os requisitos

funcionais em 3 categorias:
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e Armazenamento

o

o

o

importar ficheiros contendo os genes dos organismos em dois formatos

possiveis (FASTA e GenBank);

importar as tabelas que contém o numero de tRNAs disponiveis para cada

organismo;

possibilidade de gravar e ler areas de trabalho (workspaces), de modo a

poder armazenar todos os procedimentos e resultados de varios estudos;

possibilidade de importagdo de tabelas de RSCUs, podendo ser atribuidas

posteriormente aos organismos;
incluir as diversas tabelas de correspondéncia entre coddes e aminoacidos;

leitura e gravacao de matrizes de formato (genomas x 3904 pares de

coddes);
permitir gravar os valores residuais presentes nas tabelas em ficheiros;

oferecer a possibilidade de gravagdo dos dados em visualizagdo em ficheiro.

e Processamento e parametrizagdo

o

possibilidade de associar padroes de qualidade aos genes no momento da
sua leitura, permitindo a criagdo de relatorios finais assim como a sua
visualizacdo em dois grupos distintos: i) genes validos; ii) genes nao
validos;

permitir o calculo dos RSCUs para genes ou genomas completos;

criacdo de matrizes de quantificacdo sobre os genes validos para posterior

calculo dos valores residuais;

possibilidade de comparagdo das matrizes através do médulo das diferengas

dos valores residuais entre duas matrizes;

possibilitar a procura de genes homologos entre diferentes organismos para

posterior alinhamento;

possibilidade de comparar todos os organismos presentes na aplicagdo

através da andlise de clustering, construindo um arvore de distancias;
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o permitir transformar matrizes 61x64 em 1x3904, permitindo aplicar anélise

de clustering e de biclustering aos novos mapas;
o obter os histogramas dos coddes presentes em determinado organismo;

o permitir a contagem do nimero de coddes e de aminoacidos repetidos nas

sequéncias;
o possibilidade de definir coddes raros;

o permitir a procura diferentes padrdes nos genes, assim como: i) coddes
raros; ii) padrdes de valores residuais; iii) sequéncias de coddes; iv)
sequéncias de aminoacidos; v) percentagens de GC presente no gene; vi)
valores de CAI. Os filtros criados terdo de ser guardados para posterior

consulta ou reutilizacao;

o possibilitar a constru¢do de novas matrizes de valores residuais para os
genes que passem nos filtros, podendo ser comparadas com qualquer outra

matriz presente no sistema;

o permitir calcular os RSCU para o gene ou conjunto de genes, com

possibilidade de gravacao dos valores em ficheiro;
o possibilidade de gravar a informagao presente no gene em ficheiro.
e Visualizagdo

o visualizagdo das matrizes com os valores residuais com possibilidade de

aplicacdo de analise de clustering e de biclustering;

o visualizagdo dos genes, com os coddes representados com as cores que
correspondem aos intervalos dos valores residuais. A visualizagcdo tem de
conter diversa informacdo: 1) sequéncia de aminoacidos; ii) assinalar coddes
repetidos; iii) assinalar nucleotidos repetidos; iv) assinalar metilagdes; v)
incluir o tRNA que faz correspondéncia ao coddo; vi) percentagem de
valores residuais presentes nos genes agrupados ao codigo de cores; vii)
numero de coddes raros e sua razdo com o comprimento do gene; viii)

codon usage.
o redesenho de genes reflectindo os valores obtidos pela aplicagao;
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o possibilidade de redireccionamento dos varios valores obtidos num

organismo, por exemplo, valores residuais, para outro organismo.

5.3 Requisitos nao funcionais

Um dos requisitos principais prendia-se com a rapidez de processamento. Como o0s
genomas mais pequenos contém normalmente um nimero superior a 6000 genes € um dos
objectivos era comparar varios genomas em simultaneo, teremos de optimizar a0 maximo

os algoritmos de forma a minimizar o tempo de processamento.

A aplicagdo ndo podera ler o genoma para a memoria, pois os genomas de maiores
dimensdes tém perto de uma centena de mega byfes. Para tal, a aplicacdo construira um

mapa em memoria com a localizacdo dos genes no ficheiro para posterior acesso.

Embora ndo existindo nenhum impedimento teérico para limitar a aplicagdo a abertura de

genomas em simultaneo iremos impor o limite de 200.

A aplicacdo serd construida para sistemas operativos Windows. A linguagem utilizada sera
0 C++ devido ao desempenho que € necessario para processamento de grandes quantidades

de dados.

5.4 Casos de uso

Em qualquer aplicacdo desenvolvida em investigacdo fundamental ndo podemos prever
onde o proximo passo nos vai levar, ocorrendo muitas vezes a eliminagcdo de opcdes
tomadas ou a sua continuagdo e seu aprofundamento. Portanto, os primeiros requisitos
centraram-se mais em definir uma arquitectura geral que suportasse a longo prazo a

inser¢ao de novos componentes ditados pela necessidade progressiva.

Para simplificar o planeamento da aplicagdo recorreu-se a um diagrama de casos de
utilizacao, em notagdo Unified Modeling Language (UML) [143], que define os requisitos

basicos da aplicacdo (Figura 31).
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«uses»

«uses»

Aplicar biclustering Visualizar matrizes Aplicar clustering

Calcular valores
residuais

~ Definir limites aos valores
residuais responsaveis pela
rejeicéo

«uses»

iltrar genes baseado nas
suas caracteristicas

Obter estatisticas sobre os
genomas Calcular valores

residuais

Aplicar analise cluster as
matrizes

Comparagao directa dé
matrizes

Transformagdo da matriz
61x64 na matriz 1x3904

Ler/Gravar Workspaces

Figura 31 - Diagrama de casos de utilizag@o para o sistema Anaconda.

O investigador € o actor unico tendo poderes para configurar e usar todo o sistema. Esta
simplificacdo foi possivel por ndo ter sido identificado requisitos de seguranga que

conduzissem a criagao de perfis diferenciados por utilizador.

O utilizador podera importar as sequéncias existentes em ficheiros para a aplicacdo, para
posterior andlise, em dois formatos possiveis: FASTA e GenBank. A aplicacdo tera de
estar preparada para possibilitar futuramente a leitura de outros formatos. O utilizador

podera aplicar filtros as sequéncias lidas, aumentando assim a qualidade dos genes que
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serdo processados. Tera de ter a possibilidade de definir qual a tabela que faz a
correspondéncia entre coddo/aminodcido, pois consoante a ordem a que pertence o
organismo tera uma tabela especifica, ndo muito distante da tabela que define as
correspondéncias gerais. Na auséncia dessa tabela o sistema assume a tabela geral. Estas
tabelas sdo fornecidas pelo NCBI podendo ser descarregadas a qualquer momento da
pagina do NCBI. No entanto, no momento da instalagdo o sistema ja copia essas tabelas

libertando o utilizador dessa tarefa.

Ao ler os genes para o sistema, tera de criar as tabelas de contingéncia e calcular os valores

residuais ajustados, ficando assim disponiveis para analise e sua posterior visualizagao.

No diagrama de caso ‘“visualizar matrizes” o utilizador podera visualizar as matrizes
obtidas aquando da leitura dos genomas. Podera também aplicar andlise estatistica
(clustering ou biclustering) a matriz em andlise, evidenciando assim a formagdo de grupos

entre pares de codoes.

A definicdo dos limites para a rejeicdo dos valores residuais ¢ da responsabilidade do
utilizador. Por defeito, o modulo da rejeicdo dos residuos ajustados ¢ de 3. No entanto o

utilizador podera querer diminuir ou aumentar esse limite.

No diagrama de caso “visualizar genes” o utilizador podera visualizar os genes podendo
seleccionar quais caracteristicas do gene que pretende observar, tais como os aminoacidos
correspondentes, codon usage, o anti-coddo, entre outras. Poderd também alterar o gene

recorrendo a parametros fornecidos pelo sistema.

A inclusdo do diagrama de caso “gravar dados” fornece ao utilizador a possibilidade de
gravagao em ficheiro dos resultados visiveis, estando englobado neste diagrama de caso os
dados visuais assim como a possibilidade de gravar em ficheiro texto os resultados obtidos.
Com esta ultima possibilidade proporciona-se a capacidade de poder efectuar posteriores

analises através dos dados obtidos.

O diagrama de caso “Filtrar genes baseado nas suas caracteristicas” contém a opgao de
isolar genes que possuem determinadas caracteristicas, como um determinado numero de
coddes raros, certa combinagdo de valores residuais ajustados, determinada sequéncia de
aminoacidos ou coddes, determinados niveis de GC, entre outros. Estes filtros poderdo ser

aplicados em simultdneo. Os genes seleccionados poderdo ser processados novamente
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obtendo assim novos valores residuais ajustados. Estas novas tabelas poderdo ser

comparadas com qualquer das tabelas existentes na aplicacao.

O diagrama de caso “Obter estatisticas sobre os genomas” estabelece quais as estatisticas
possiveis de obter para os genomas carregados na aplicacdo. Por exemplo, o nimero de
coddes e aminoacidos presentes no genoma, a distribui¢do de coddes nos genes, varios
histogramas sobre a percentagem de GC, a distribuicao dos valores residuais, a distribui¢ao

do tRNA, a distribui¢ao do CAI, entre outros.

A “comparacao directa de matrizes” fica responsavel por construir os mapas de diferenca
de contexto, entre mapas que contém a mesma ordem de coddes nas linhas e colunas. O
resultado ¢ um mapa de diferenca de contexto que contém o modulo das diferengas dos
valores residuais entre os dois mapas em analise. Esta operacdo poderd ser aplicada a
qualquer tipo de mapa, desde que tenha a mesma dimensdo e a mesma sequéncia de codoes

nas linhas e colunas.

A transformagdao das matrizes 61x64 em matrizes 1x3904 ¢ necessaria para efectuar
comparagdo de valores residuais entre genomas. Também ¢ possivel aplicar andlise de
clustering e biclustering a estes novos mapas assim como obter mapas de diferenca de

contexto.

A possibilidade de gravar e ler areas de trabalho foi um dos requisitos apresentados
inicialmente, pois quando se trabalha com varios genomas em simultdneo torna-se mais
simples gravar todo o trabalho num sé ficheiro, com a possibilidade de efectuar a sua
leitura posteriormente. Esta opg¢do reduz em muito o tempo inicial de leitura,

particularmente quando se trabalha com um grande nimero de organismos.

5.5 Arquitectura e desenvolvimento do sistema

Na definicdo da arquitectura do sistema teve-se o cuidado de separar as varias
funcionalidades por blocos. Para tal, foram definidos quatro blocos principais onde estao

enquadrados todas as ferramentas disponiveis (Figura 32).
Os blocos definidos sdo:

e Aquisi¢do - responsavel pela leitura dos ficheiros para o Anaconda e também pela
imposi¢ao de qualidade nos genes lidos pela aplicagao;
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e Processamento - responsavel pelo calculo dos valores residuais, analise clustering,

processamento de sequéncias homologas e filtragem de genes;

e Visualizagdo - responsavel pela visualizacdo de toda informacdo, assim como

algumas caixas de didlogo que também tém essa fungao;

e Dados presentes em memoria — area onde ¢ guardada a informagdo processada,

disponivel para ser visualizada ou comparada com outros dados.

[ Aquisi¢do de genomas J [ Processamento ) [ Informagdo em memoria ]

# Algoritmos estatisticos H
e Formatos FASTA ¢ GenBank Algorimtos de Clustering e

e Validar genes Bicluster
e Espagos de trabalho Processamento BLASTP
Filtros

Descrigdo dos genomas
Descrigdo dos genes
Mapas e valores residuais
Contagens dos tRNA
RSCU

[ Visualizag¢do J

Mapas com os valores residuais
Sequéncias dos genes associados aos
(Valores residuais, codon usage, tRNA,
etc)

Comparar mapas entre organismos
Genes alinhados entre diferentes
organismos (Clustal)

Figura 32 - Arquitectura do sistema.

Através desta arquitectura, composta por varios modulos separados, torna-se possivel
encaixar ou substituir diferentes moddulos quando necessario. Esta particularidade
simplifica alteracdes que foram sendo introduzidas ao longo do tempo ou que serdo

necessarias futuramente.

Para descrever a implementacdo do sistema, vamos recorrer a pequenos diagramas de

forma a simplificar a descri¢ao das varias classes desenvolvidas.

O sistema foi construido com o IDE Visual Studio 6.0, recorrendo ao C++ apoiado nas
bibliotecas Microsoft Foundation Class (MFC). Estas bibliotecas impdem a arquitectura
predefinida na Figura 33, que permite aos programadores, com uma certa experiéncia em

MFC interpretar com facilidade qualquer aplicagdao desenvolvida em MFC. Fornece
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também um conjunto de classes que permite uma diminuicao significativa do tempo de
desenvolvimento de aplicagdes. A linguagem de programacao C++ foi escolhida devido a
ter um Optimo desempenho a nivel de processamento, requisito imposto a partida por esta

aplicagao.

A arquitectura MFC fornece automaticamente quatro classes base, na constru¢cdo de uma
aplicacdo do tipo Single Document Interface (SDI), impondo desde a sua criagdo um

conjunto de regras bem definidas.

| CGeneDoc |—<>| CGeneApp |Q—| CGeneView |

Figura 33 - Grupo de classes impostas pela arquitectura MFC.

As quatro classes base sdo:

e (CGeneApp — classe a ser chamada no momento da execucdo da aplicacdo. Esta
classe fica responsavel por gerir todas as mensagens entre o sistema operativo ¢ da

aplicagao;

o (CMainFrame — gere a parte visual respeitante ao menu, barra de atalhos, barra de

estado e as classes responsaveis pela visualizacdo dos dados obtidos;

o (GeneView — neste caso especifico, as funcionalidades desta classe foram

incorporadas na classe CMainFrame;

e (CGeneDoc — contém as estruturas de dados da aplicagdo, ficando responsavel por

responder aos comandos de activagado das caixas de dialogo gerais.

A classe CGenedpp, sendo a classe principal, tem agregadas as trés restantes classes
impostas pela arquitectura MFC: 1) CGeneDoc; i) CMainFrame; iii) CGeneView. Como ja
foi descrito anteriormente, a classe CGenelView ndo tem utilidade neste caso especifico
devido a opg¢do tomada para desenvolver a aplicagdo. Optou-se por construir varias classes,
consoante os dados a visualizar, estando essas classes dependentes da classe CMainFrame.
A classe CGeneView ¢ normalmente utilizada quando se opte por uma so classe para a
visualizacdo dos dados no modelo Single-document interface (SDI), ndo sendo o caso na

presente situagao.
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A classe CGeneApp, além das classes impostas pela arquitectura MFC, tem agregada a
classe CDadoslniciais (Figura 34) que contém as propriedades de todos os parametros de
configuracdo que um determinado utilizador possui quando estd a trabalhar no sistema.
Esses parametros estdo gravados na sua drea publica no sistema operativo, ndo indo
interferir com os parametros de outro utilizador que partilhe o programa no mesmo sistema
computacional. Esta concepgdo ¢ implementada pela classe CSavelniFiles, possibilitando a
existéncia de parametros distintos para varios utilizadores no computador, herdando a
classe ClIniFile, responsavel pela gravacdo e leitura desses pardmetros em ficheiro. Os

parametros de configuracdo foram agregados a classe base para proporcionar um facil

acesso em qualquer parte do codigo.

| CGeneApp K> CDadoslIniciais K>——|CSavelniFiles|—{>| ClniFile

Figura 34 - Agregacao de classes a classe CGeneApp.

5.5.1 Visualizacao de dados

O bloco responsavel pela visualizacdo dos dados no sistema estd presente na Figura 35. No
entanto, essas classes estdo agregadas na classe CMainFrame devido a necessidade de

fazer a troca de objectos consoante os dados e visualizar.

As classes estdo divididas em dois grupos principais, CGeneTab e CGeneViewPrincipal. A
CGeneViewPrincipal ¢ responsavel pela visualizagdo da informagdo, contendo quatro
classes agregadas que fornecem a visualizacdo dos dados do sistema, sendo elas a

CViewMatrix, CViewGene, CViewMaps e CViewAlignment.

A classe CViewMatrix constrdi os mapas para visualiza¢do, ficando também responsavel
pela construgdo das arvores obtidas através da analise de clustering. Tem também agregada
a classe CDIgCluster que fornece ao utilizador as diversas possibilidades de ordenar a
matriz: 1) ordenar alfabeticamente os coddes pela primeira, segunda ou terceira base; ii)

ordenar por aminoacidos; iii) clustering.
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CMainFrame

| CGeneViewPrincipal | CGeneTab

<>| CVeiwMatrix | | CViewGene | | CGeneTree |——| CGeneTreeFilter|
CViewMaps CViewAlignment
| CGeneTreeReject I——| CGeneTreeMaps |

| CDIgOptionsGene |
—| CDIgOptionsMap |

| CDlgOptionsAlignment

Figura 35 — Agregagdo das classes responsaveis pela visualizagdo dos dados.

A classe CViewGene possibilita a visualizagdo dos genes com varias opgdes disponiveis
acedidas através da classe CDIgOptionsGene, desde a sequéncia de aminodcidos, anti-

coddes, entre outros valores possiveis de obter através do gene em visualizagao.

Por vezes, o objectivo de investigagdo ¢ tentar detectar relagdes entre os mapas de pares de
contexto de varias espécies. Para tal, opta-se por transformar as matrizes obtendo-se
vectores de 3904 posicdes. Alinhando os varios vectores obtidos de diferentes organismos
construimos um mapa comparativo de contextos (organismos) x (3094 pares de coddes).
Uma explicagdo com mais pormenor encontra-se no anexo 8.6. Estes mapas podem
demorar algum tempo a construir, nomeadamente, se trabalhar com um nimero muito
elevado de organismos, por exemplo superior a cem. O Anaconda fornece a possibilidade
de gravar os mapas, podendo posteriormente serem lidos sem a necessidade de processar
novamente todos os genomas. Estes mapas sao visualizados através da classe CViewMaps
que oferece varias opgdes de visualizacdo através da classe CDIgOptionsMap, podendo

também ser aplicada a andlise de clustering.

A classe CViewAlignment é responsavel pela representacdo visual das sequéncias dos
genes homologos alinhados. A classe CDIgOptionsAlignment permite varias opgdes de

visualiza¢ao os alinhamentos.
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5.5.2 Estrutura de dados

A classe CGeneTab esta responsavel por agregar as quatro classes responsaveis pelas
arvores que suportam toda a informacdo acessivel no Anaconda. A classe CGenelree
contém os genes que passaram pelo filtro de qualidade, sendo assim, considerados validos
para andlise. A CGeneTreeReject contém os genes que nao passaram nos filtros de
qualidade impostos aos genes no momento da leitura para o sistema. A classe CGeneMaps
contém todos os mapas lidos pelo Anaconda e, finalmente, a classe CGeneFilter contém os
genes filtrados por uma ferramenta especifica, mediante vérias caracteristicas impostas
pelo utilizador. No entanto, esta ultima classe também fica responsavel por guardar todos
os genes homologos obtidos pela ferramenta BLAST, para posterior analise. Todos os

genes referidos anteriormente estdo agrupados por genoma e cromossoma.

A classe CGeneDoc agrega dois tipos distintos de classes. As classes que contém a
estrutura da dados e as classes que permitem alterar, processar ou visualizar dados através

de caixas de didlogo.

Na Figura 36 estd representada a estrutura de dados que serve de suporte ao sistema,

agregada na classe CGeneDoc.

—| CReadMaps |

—| CReadGenomes }
CGeneDoc |<>— CAllGenomes > CGenBank

| CGenome IO—'CChromosomeIO—' CGene |—(>{CReadGene
|

V
| CResidualValues |

Figura 36 - Estrutura de dados descrita através de classes

As classes CReadMaps e CReadGenomes, como o proprio nome indica, sdo responsaveis
pela leitura dos mapas e genomas. A classe CReadGenomes agrega as classes CFasta ¢
CGeneBank, sendo os dois formatos de leitura possiveis no sistema. Para se respeitar os

requisitos associados ao desempenho, tivemos que definir uma estrutura de dados que
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conseguisse manter em memoria as matrizes, os nomes do genomas, cromossomas, genes e
sua posicao no ficheiro, para que, numa eventual leitura dos mesmos, se possa aceder
rapidamente ao inicio do gene sem ter que passar pelos anteriores. As sequéncias dos genes
nunca sdo guardadas em memoria, pois limitava muito a aplicagdo no momento em que se
comparam, por exemplo, mais de 100 espécies em simultdneo. A classe CA/ll/Genomes ¢é
responsavel por gerir todos os genomas processados e agrega a classe CGenomes que
contém o genoma em si. A classe CChromosome contém os cromossomas pertencentes ao
genoma, que por sua vez agrega a classe CGene que nao ¢ mais do que conjunto de todos
0os genes pertencentes ao cromossoma. As duas ultimas classes herdam a classe
CResidualValues responsavel por guardar e calcular os valores residuais nas tabelas de
contingéncia obtidas no momento da leitura dos genomas. A classe CGene herda da classe
CReadGene a possibilidade de ler a sequéncia do gene quando necessaria, porque como
referido anteriormente ndo se encontra guardada em memoria. A classe CReadGenomes

fica responsavel por ir construindo a estrutura de dados em memoria.

A classe CAllMaps contém todos os mapas lidos pelo sistema e disponiveis para

processamento.

5.5.3 Configuragio e processamento

Por ultimo, apresentam-se as classes responsaveis pela configuragdao e processamento de
dados. As classes utilizadas para este fim sdo as classes que recorrem as caixas de dialogo,
normalmente com o prefixo “CDIg”, estando representados no diagrama de classes da
Figura 37. No entanto, nem todas as classes estdo presentes neste diagrama, optando-se por

representar somente as mais importantes.

A classe CDlIgColors € responsavel por configurar os limites dos valores residuais fazendo-
os corresponder as cores a visualizar nas matrizes e genes. E também representado um
histograma contendo a distribui¢do dos valores residuais de uma determinada matriz. Tem
agregada a classe CDIgReport que possibilita gerar um relatorio sobre a distribuicdo dos

valores residuais.
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| CGeneDoc |

Y

CDIgColors K> CDIgReport| | [CDIgConfigTRNA |

[ CDIgCountAA |
— CDIgRareCodon kK>— —| CDIgCountTandemCodons
—| CDIgBlastStatiscs |
—| CDIgHistrogramGC |<>— _| CDlgSaveMatrix |

- CDIgHistogramCAIT kK>——— | CDIgISA

Figura 37 - Classes responsaveis pela configuracdo de pardmetros e processamento de informagao.

A possibilidade de procurar genes que obedegam a certos parametros ¢ conseguida através
da classe CDIgFilter. As definicdes dos parametros sdo guardadas para posteriormente se

poderem aplicar.

A classe CDIgProcess ¢ responsavel pela parte visual da leitura dos genomas, recorrendo a
classe CReadGenomes para efectuar o processamento. No final de cada leitura ¢ gerado um

relatorio com algumas estatisticas sobre o genoma lido.

A classe CDIgRedirect permite redireccionar as matrizes de contexto de um organismo
para outro organismo, possibilitando a analise de comportamento de um genoma com as
tabelas de outro genoma. Este ponto é muito importante, quando o objectivo ¢ estudar qual

o comportamento de um determinado gene inserido noutro genoma.

As classes CDigHistogramGC e CDIgHistogramCAI permitem a construcdo de
histogramas contendo os niveis de GC nas trés posi¢des possiveis, a percentagem de GC

total e a distribuicdo do CAI de um determinado genoma.

A classe CDIgConfigTRNA permite a configuracao e defini¢do dos tRNAs para um
determinado genoma. A classe CDIgCountAA ¢ CDIgCountTandemCodons permitem a
contagem de aminoacidos e coddes em tandem nos genomas. A classe CDIgRSCU permite

a configuragdo e definicdo dos RSCUs, valores necessarios ao calculo do CAL
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Para encontrar genes homologos entre os genomas presentes no Anaconda recorre-se a
ferramenta BLAST, disponivel pela classe CDIgBlastStatistics, podendo posteriormente
obter variada informagdo sobre a relacdo entre contexto de coddes nas sequéncias

homologas pertencentes a diferentes organismos.

A classe CDIgSaveMatrix permite a gravagdo em ficheiro das matrizes que contém os

valores residuais.

A classe CDIgISA permite a aplicagdo de um algoritmo de biclustering para a procura de

grupos que partilhem caracteristicas, tanto nas matrizes 61x64 coddes como nos mapas.

5.6 Descricio de aplicacio

A aplicacdo Anaconda, nome atribuido ao sistema desenvolvido, foi construida com base
no paradigma do explorador de ficheiros, de forma a facilitar a interac¢do com o utilizador,
apresentando uma arvore de navegagao no lado esquerdo, onde residem os varios genomas
admitidos, e do lado direito a apresentacdo dos resultados. Na Figura 38 ¢ apresentada a
janela principal do Anaconda, contendo varios genomas admitidos e com a visualizagao de

uma matriz 61x64 coddes com a analise de clustering aplicada.

Os ficheiros que correspondem aos cromossomas tém que obedecer ao formato FASTA ou
GenBank, estando disponiveis nas bases de dados internacionais. Para agrupa-los num s6
grupo, os ficheiros terdo que ser abertos em simultdneo. Aquando da sua abertura ¢ dada a
possibilidade de impor certos requisitos aos genes: 1) comegar com o coddo de iniciagdo: ii)
multiplo de trés nucleétidos; iii) ndo conter coddes de finalizagdo nas regides codificantes;
1v) conter um numero minimo de coddes, entre outros. Com estas possibilidades
conseguem-se impor as sequéncias admitidas os requisitos minimos que definem a

constitui¢do de um gene.

No momento de leitura do ficheiros existe a possibilidade da n3o quantificagdo das
sequéncias admitidas, permitindo posteriormente redireccionar as tabelas de valores
residuais pertencentes a outros genomas. Esta técnica permite estudar como se comportam

os contextos de determinadas sequéncias gendmicas quando inseridas noutros genomas.

91



BEH

Q& ¥ %

floon 3§ Matiix View |Matiix 3' (84 % 64 codons )

=l

O aful

%} mjan

%} aquae

O%} buchneranps

%} ecol

%) tmar

%} myco_bovis

O} Celegans

Dxﬁﬂ Takifugu

O} Troglodytes

[O*} Arabidopsis_thaliana
[O*} Archea_Halobacterium_sp
%} Archea_aeropyrum pernix
Dxﬂ Archea_Sulfolobus_solfataricus

e e S S e SUE S e SN SUE SIe Se SRe S

Yiew Cluster Options

Y Axis X Axis
" Normal ¢ Normal

@ Cluster analysis @ Cluster analysis
" Alpha. sort 1st nucleo. " Alpha. sort 1st nucleo.
" Alpha. soit 2nd nucleo. | | ¢ Alpha. sort 2nd nucleo.

" Alpha. sort 3rd nucleo. " Alpha. sort 3rd nucleo.

3' Context

afui 64 codons x 64 codons

a32E3=NdgEd

3ge8sceBzszanset

2558552

</ Valid A Rejected
8 Filtered B Maps

Ready

il

Figura 38 — Janela principal da aplicagdo Anaconda.

~

v

N° of ORFs : 1828 Standardize (¥ Axis-> Thr ACC X Axis-> Thr ACC  Residual->9.097  Codons-> 106

Na parte esquerda da janela principal (Figura 38) temos um 7ab Control, no qual estao

incluidos quatro arvores, as quais contém:

e Sequéncias Validas: arvore onde ficam representados os genes, que preenchem os

requisitos de entrada, ficando agrupados nos cromossomas a que pertencem,;

e Sequéncias Rejeitadas: genes que ndo preenchem os requisitos de entrada impostos

pelo utilizador;

e Sequéncias filtradas: genes que foram filtrados de acordo com pré-condi¢des, que

impdem certos requisitos aos genes. Esta ferramenta pode ser configurada pelo

utilizador, baseada nas tabelas residuais;

e Mapas: os varios mapas de pares de contexto que poderdo ser admitidos ao

Anaconda.

Na Figura 39 A) pode-se ver a sequéncia de um gene reflectindo os valores residuais. Por

exemplo, se a posi¢do AAA com a posicdo CAT na matriz, corresponder o valor -30.05,

significa que o coddo AAA aparece com o fundo vermelho. Esta situacdo indica que o
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codao AAA tem pouca afinidade pelo coddo CAT. Se a posi¢ao CAT com a posi¢ao CCA

corresponder o valor 10.0, o codao CAT aparece com o fundo em verde. Esta situacao

indica que esta sequéncia ¢ preferida em relagdo as combinagdes com valores residuais

negativos. Os coddes raros sdo apresentados com uma elipse azul a sua volta.
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Figura 39 — Visualizagdo de dados com a aplicacdo Anaconda. Figura A) - visualizagdo de um gene colorido

analises.

com os valores residuais correspondentes a sua matriz. Figura B) - visualizagao de um mapa de pares de

contexto para varias espécies.

Temos também a possibilidade de ver diversa informagao sobre o gene em analise: 1)
numero de coddes raros; ii) racio relativo ao numero total de coddes; iii) percentagem de
coddes “vermelhos”; iv) a percentagem de coddes “verdes”; v) numero de ocorréncias de
um determinado coddo; vi) zonas de metilacdo; vii) zonas onde ocorrem repeticdes de um
mesmo codao. Estas possibilidades de visualizacdo sdao activadas através de uma caixa de
didlogo também presente na imagem. Na outra caixa de didlogo visivel na imagem, pode-
se obter informacao, tal como, percentagem de coddes com G e C na terceira posicao, o
Codon Adaptation Index (CAl), nimero efectivo de coddes, hidrofobicidade, entre outras

informacodes. Estes resultados podem ser armazenados em ficheiro de texto para posteriores

Na Figura 39 B) pode-se observar ainda um mapa comparativo de pares de contexto no

qual foi aplicado a analise clustering para evidenciar a existéncia de possiveis padrdes.
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A aplicacdo disponibiliza ainda varias ferramentas para analisar as sequéncias ao
pormenor, ndo estando todas as possibilidades descritas na presente seccdo. Na (Figura
40) a caixa de didlogo A) contém o numero de tRNAs disponiveis por coddo, estando
organizados por organismos para poderem ser atribuidos aos genomas em estudo. Assim, ¢
possivel estudar o comportamento dos tRNAs relativamente ao contexto de coddes, pois a
abundancia ou a auséncia de um determinado tRNA pode influenciar o processo de
tradu¢do. O Anaconda contém um conjunto significativo de tabelas de tRNAs, por
organismo, aproximadamente cem. O conjunto de dados foi obtido aplicando o tRNAScan,

descrito anteriormente na secc¢ao 3.7, as sequéncias de um conjunto vasto de organismos.

A caixa de didlogo B) apresenta uma ferramenta que permite encontrar diversos padrdes
entre as sequéncias admitidas. A ferramenta disponibiliza um conjunto vasto de filtros a
aplicar as sequéncias, podendo ser usados em simultaneo. Entre os varios filtros
disponiveis, estdo: 1) padroes de cores nos genes de um determinado genoma; ii) padroes
de cododes raros; iii) sequéncias de nucledtidos ou aminoacidos; iv) percentagens de coddes
raros; V) percentagem de valores de GC, entre outros. Existe também a possibilidade de
gravar os filtros para sua posterior reutilizacdo. Os genes que corresponderem ao filtro
aplicado serdo carregados na arvore dos genes filtrados para posterior visualizagdo. Pode-
se construir posteriormente uma matriz de valores residuais contendo somente os genes
filtrados, possibilitando assim a sua comparacdo com outras tabelas existentes na

aplicagao.

Na caixa de didlogo C) O investigador tem a sua disposi¢cdo uma ferramenta com a qual
podera obter informagdo variada: numero de coddes, numero de aminodcidos, valores
Relative Synonymous Codon Usage (RSCU), entre outras informagdes. Esta ferramenta

podera ser aplicada a genes, cromossomas € genomas.
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Figura 40 — Varias caixas de dialogo acessiveis no Anaconda. A) contém o niumero de tRNAs disponiveis por
coddo, organizados por organismos, podendo-se aplicar aos organismos em estudo. B) ferramenta que
permite encontrar diversos padrdes entre as sequéncias admitidas. C) quantificagdo do nimero de coddes e
aminoacidos e calculo do codon usage. D) histogramas que contém a distribuicdo do GC nos genes. E)
defini¢do do nivel de coddo raro.

A caixa de didlogo D) contém os histogramas da distribuicdo do GC, para as vérias

posicdes, nos genes. Uma das grandes potencialidades do sistema é a possibilidade de

gerar histogramas com os CAI de um determinado genoma ou cromossoma.

A caixa de didlogo E) mostra uma ferramenta que calcula histogramas, contendo a
ocorréncia dos coddes num determinado genoma ou cromossoma. Permite também

redefinir o nivel que indica se um determinado codao ¢ raro ou nao.

Através da ferramenta de analise de clustering pode-se construir arvores filogenéticas de

todos os genomas carregados na aplicacao.
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5.6.1 Analise de alinhamentos

Para estudar a associagdo do contexto de coddes nas sequéncias homologas entre

organismos, o algoritmo BLASTP foi introduzido no Anaconda. A opg¢do tomada foi

interagir com o algoritmo BLASTP que corre localmente em detrimento da versdo web,

ficando assim com mais controlo do processamento da informacdo. Na Figura 41 estdo

descritos os passos que sdo necessarios para o executar de modo a obter as homologias

num determinado nimero de sequéncias.

Figura 41 — Os varios passos que o Anaconda perfaz para correr o BLASTP.
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O BLASTP est4 dividido em dois mddulos principais: i) criagdo de uma base de dados

local; ii) o processo de procura de sequéncias homologas na base de dados criada

anteriormente.
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O processo da criacdo da base de dados engloba trés passos (Figura 41):

e cscolha dos organismos que vao integrar a base de dados, tornando-se assim nas
sequéncias alvo. Neste passo ¢ também possivel aplicar filtros aos genomas,
podendo o utilizador estar interessado em analisar sequéncias que obedecam a um
determinado padrdo. Os filtros disponiveis sdo os mesmos apresentados

anteriormente;

e transforma¢do das sequéncias de coddes em aminodcidos, pois o objectivo ¢ a

procura de sequéncias homologas;
e criagdo da base de dados com as sequéncias que resultaram dos passos anteriores.

Na Figura 42 A) ¢ apresentada a caixa de didlogo que permite despoletar o BLASTP no
Anaconda. O utilizador tera de escolher quais os organismos que vao constituir a base de
dados e qual o organismo de procura, definindo ainda outros pardmetros possiveis de

aplicar ao algoritmo BLASTP.

Estes passos sdo todos executados de forma automatica sem necessidade de intervengao. O
Anaconda guarda o registo das sequéncias ja processadas, no momento da criacao da base
de dados, para futuramente serem confrontados com novos processos de criacdo de uma
nova base de dados. Se determinada base de dados ja existir o processo passa

automaticamente para o BLASTP, poupando assim tempo de processamento.

A procura das sequéncias homologas ¢ entdo efectuada pelo BLASTP, na base de dados

anteriormente criada, e os resultados sdo lidos pelo Anaconda para posterior analise.

Com esta aproximagdo varios processos de conversdo sdo executados, coddes para
aminodcidos, de forma transparente para o utilizador e sem impacto no algoritmo. Outra
vantagem ¢ a nao necessidade de criacdo de enormes base de dados locais, construindo-se

apenas o que o utilizador necessita.

Os resultados obtidos com o0 BLASTP sdo introduzidos na arvore dos genes filtrados para
posterior analise. O utilizador podera navegar pela arvore e visualizar quais os genes
homologos existentes nos outros organismos para o gene em questdo, obtendo o seu
alinhamento multiplo através da ferramenta ClustalW inserida no Anaconda. Obtém

também, um conjunto vasto de informagao sobre o alinhamento que determinada sequéncia
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obteve. E igualmente apresentado

pelo ClustalW.
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Figura 42 — Processo BLASTP no Anaconda. A) caixa de didlogo onde se define quais os organismos
envolvidos no BLASTP entre outros parametros. B) Resultados obtidos apos executar o BLASTP e proceder

ao alinhamento através da ferramenta ClustalW.

5.6.2 Optimizacio de sequéncias de genes

Um dos principais objectivos do Anaconda consistia na modificagdo da sequéncia dos
genes in silico, sem alterar a sequéncia de aminoacidos, para reduzir as areas mais
vulneraveis a ocorréncia de erros de traducao. Basicamente, o objectivo ¢ alterar os coddes,
preservando o seu aminoacido, de forma a reflectir os pardmetros obtidos com o

Anaconda.

Com esse objectivo foi desenvolvida uma ferramenta que permite a alteracdo dos genes
baseado em pardmetros ajustados pelo utilizador (Figura 43). A ferramenta ¢

disponibilizada através da caixa de didlogo que se encontra na parte esquerda da imagem.
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Figura 43 — Ferramenta que possibilita o redesenho de genes reduzindo as zonas mais vulneraveis ao erro no

processo de tradugao.

A ferramenta possibilidade a alteracdo do gene em trés modos:

e Optimizacdo total — o algoritmo de optimiza¢do ¢ aplicado até se encontrar a

melhor solucao;

e Optimizar os piores casos — o algoritmo faz uma ordenagdo dos piores casos e
aplica a melhor solu¢do ao ntimero de casos definidos. Os piores casos sdo obtidos

pelo score calculado para cada posi¢do, como referido na seccao 4.5.

e Aproximar aos valores RSCU — o algoritmo percorre todos os coddes e substitui
pelos que apresentam melhor valor de RSCU para o aminoacido em anélise. Nesta

aproximacao o utilizador nao pode definir qualquer pardmetro de optimizagao.

Na imagem encontra-se um gene ja optimizado, com as caixas formadas a volta dos coddes
a indicar que esse coddo foi alterado para melhorar o contexto nessa zona. Neste caso
concreto, o utilizador atribuiu um peso mais elevado ao contexto, como se pode ver pelas

barras deslizantes presentes na caixa de didlogo. Pretendeu também aumentar a
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percentagem de GC no gene. Os histogramas visualizados na caixa de didlogo mostram o
numero de valores residuais presentes antes e depois da aplicacdo do algoritmo. O
histograma do lado esquerdo contém os valores antes das alteracdes e o do lado direito
contém os valores depois das alteragdes. Como podemos ver, ouve um incremento dos
valores residuais positivos, nomeadamente as trés primeiras barras dos histogramas. Em
contrapartida, ouve um decréscimo dos valores residuais negativos, as trés ultimas barras

dos histogramas.

A ferramenta também possibilita ao utilizador optimizar o gene passo a passo. Esta opcao
esta disponivel nos trés modos de alteragdo, podendo prosseguir passo a passo, recuar ou

simplesmente bloquear determinado coddo numa posi¢ao para ndo permitir a sua alteracao.

5.6.3 Analise de biclustering

Devido as limitacdes impostas pela andlise de clustering optou-se por introduzir no
Anaconda um algoritmo de biclustering. O algoritmo implementado foi o ISA acessivel

através da caixa de didlogo presente na Figura 44.

A versdao implementada contém algumas modificagdes, j4 descritas na sec¢cdo 4.3.2. No
entanto, mediante a escolha correcta de parametros ¢ possivel aplicar a versdo original do
ISA. Os resultados sdo mostrados no lado esquerdo da caixa de didlogo, permitindo a sua

rapida visualizacao, sendo possivel aplicar a analise de clustering ao grupo obtido.

Esta implementacdo tem a vantagem de ter um tempo de processamento muito inferior
quando comparado com a implementagdo na aplicagdo BicAT [129]. Quando se aplica em
tabelas de dados de dimensdes elevadas, por exemplo (100 x 4000), essa diferenga ¢ muito

significativa.
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Figura 44 — Caixa de dialogo que permite aplicar o algoritmo de biclustering ISA as matrizes com os valores

residuais.

5.7 Conclusoes

Neste capitulo foi descrito o processo de desenvolvimento do Anaconda, aplicacio

desenvolvida para estudar o contexto de coddes nos mais variados organismos.

Os principais requisitos, a rapidez de processamento e a facilidade de utilizagdo, foram
preocupagdes constantes no desenvolvimento da aplicacdo. Privilegiou-se a interface do
utilizador procurando construir-se um ambiente rico e de facil utilizacdo. Como resultado,
a aplicacdo contém 180 classes, 81 caixas de dialogo perfazendo um total de
aproximadamente 75.000 linhas de cédigo. A aplicacdo encontra-se disponivel para
download desde a versao 1.0, em 2006 em
http://bioinformatics.ua.pt/applications/anaconda, tendo sido efectuadas uma média de 70

downloads por ano.

Apesar do tempo de desenvolvimento ja investido no Anaconda a aplicacdo estd aberta a

integragdo de ferramentas adicionais.
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No capitulo seguinte, apresentamos alguns resultados obtidos com o Anaconda no estudo

da estrutura primaria nas zonas codificantes.
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Capitulo 6

6 Analise de genomas baseado no modelo desenvolvido

6.1 Introducio

Para obter mais conhecimento sobre a estrutura primaria do genoma, possibilitando assim
identificar as caracteristicas estruturais que influenciam o erro no processo de traducao,
utilizdmos o software Anaconda, aplicando-o em varios cendrios e efectuando multiplas

abordagens que deram origem a cinco publicagdes [144-148].

Neste capitulo iremos apresentar um estudo nas zonas codificantes de trés leveduras
eucariotas (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe) ¢
de uma bactéria, Escherichia coli. Seguidamente, iremos efectuar um estudo comparativo
entre as espécies que estdo presentes nos trés reinos da vida, eucariota, bactérias e arqueas,
identificando pontos em comum aos trés reinos. Por fim, iremos apresentar alguns dados

obtidos com o algoritmo ISA-mediana.

A aplicagdo desenvolvida faculta variados meios necessarios para efectuar os estudos que
irdo ser apresentados, possibilitando assim a identificacdo de padrdes entre espécies.
Fornece, também, novas perspectivas sobre o papel do contexto de coddes na
descodificacdo dos genomas e, em ultima instidncia, a pressdo imposta pela maquinaria

ribossomal sobre a evolu¢ao dos mesmos.
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6.2 Analise comparativa do contexto entre pares de coddes

A aplicagdo Anaconda, desenvolvida neste trabalho, permite a leitura das regides
codificantes de um genoma. Ao fazé-lo, identifica o coddo iniciagdo em todas as
sequéncias, movendo a janela de descodificacdo progressivamente de trés em trés
nucleodtidos até encontrar o coddo de terminagdo. Este processo ¢ realizado para todas as
sequéncias codificantes que compde o genoma em estudo. No processo de deslocamento
da janela, vai contabilizando todos os pares de coddes criando uma tabela de contingéncia
de 61 por 64 codoes. Esta tabela ird conter todos os pares de cododes, do genoma que foi
previamente lido, e servird de base a aplicagdo dos célculos estatisticos para obter os

valores residuais ajustados.

6.2.1 Analise global do contexto de coddes em S.cerevisiae

Com o objectivo de ter uma visdo geral do mapa dos valores residuais ajustados a
metodologia da andlise residual foi aplicada a levedura S.cerevisiae, sendo o genoma
obtido em repositorios especializados. Neste caso especifico, o genoma foi obtido no

repositorio do NCBI (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/genomes), contendo 6267 genes.

O genoma esta em formato FASTA e ¢ lido pelo Anaconda, gene a gene, contabilizando
todos pares de coddes numa matriz de contingéncia. E possivel impor pardmetros de
qualidade aos genes no momento do seu processamento. E também possivel excluir certas
posicdes do gene, como o seu inicio ou a parte final. Posteriormente, os valores residuais
ajustados sdo obtidos através da tabela de contingéncia obtida sendo convertidos para um
codigo de cores (Figura 45), com a tonalidade verde a corresponder aos valores superiores
a 3, representando os pares de coddes preferidos, e a tonalidade vermelha a corresponder

aos valores que sdo inferiores a -3 que representam os pares de coddes preteridos.
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Figura 45 — Mapas representando os valores residuais, convertidos através de uma palete de cores. As
diferentes intensidades indicam a dimensao dos valores residuais.
Na Figura 45 pode-se ver claramente que existe um conjunto de coddes preferidos,
representados em verde, e um conjunto de coddes que sdo preteridos, representados a
vermelho. No entanto, existem um grande numero de casos onde os pares de coddes que
ndo sdo preferidos nem rejeitados, estando representados com a cor preta. Estes pares de
coddes estdo compreendidos entre os limites [-3, 3] nos valores residuais ajustados.
Portanto, os valores residuais ajustados ddo-nos a informagao sobre os pares de coddes que
estdo acima ou abaixo do valor esperado. Os valores residuais positivos representam os
pares de coddes que estdo em nimero superior ao esperado e os valores residuais negativos
representam os pares de coddes que estdo em numero inferior ao valor esperado. Os
valores residuais que estdo compreendidos entre os limites [-3, 3] estdo em linha com o

esperado.

A Tabela 4 mostra varios valores residuais que um determinado mapa podera conter. Neste
caso especifico, a tabela contém os valores residuais dos pares de codoes CUG-yyy,

representando o sentido 3 pois o coddo estd ao lado direito do codao CUG.
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Tabela 4 — Varios valores residuais correspondentes a varios pares de coddes CUG-yyy

Codiao 3’ Residual Codio 3’ Residual Codio 3’ Residual Codio 3’ Residual
AAA 7,436 ACG 0,644 UCU -10,007 CCA -2,438
AAG 1,927 CGU -1,809 Ccuu 1,167 CCG 2,895
AAU 0,397 CGC 2,981 CcucC 2,18 CAU 2,026
AAC 2,037 CGA 8,258 CUA 5,258 CAC 2,642
ACU -6,947 CGG 5,404 CUG 6,774 CAA 4,049
ACC -5,239 ACG -4,726 CCU -1,769 CAG 7,105
ACA -5,12 AGG -0,666 CCC 8,894 UAA 0,22

6.2.2 Aplicar analise de clustering a matriz de S.cerevisiae

Os mapas que contém informagao sobre os pares de coddes sdao de dificil interpretagao,
pois a informagao parece estar distribuida de forma aleatdria. Para tentar encontrar relagdes
entre pares de coddes aplicou-se a andlise de clustering (Figura 46). Embora exista a
possibilidade de ordenar as linhas e colunas de forma a agrupar os coddes por
aminoacidos, ou por ordem alfabética, ndo se obtiveram padrdes relevantes ou
interessantes em varios mapas em diversos genomas analisados. Estas opgoes estdo sempre
disponiveis no momento da visualizagdo dos mapas, sendo possivel identificar regras de

associacao entre pares de coddes.

Com a andlise de clustering foi possivel evidenciar grupos com os valores residuais
proximos. Aplicando simultaneamente o clustering as linhas e colunas varios grupos foram

identificados com manchas de verde e vermelho, realcando as preferéncias dos coddes

(Figura 46).
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Contexto 3'

Figura 46 — Anélise de clustering aplicada em ambas as dimensdes num mapa de valores residuais, fazendo
evidenciar as relagdes mais proximas entre pares de coddes.
Para identificar os coddes envolvidos na formagao de grupos, sendo os responsaveis por
criar regras entre pares de coddes, foram seleccionados trés grupos para uma analise mais

profunda (Figura 47).

A Figura 47 a) ¢ formada por pares de coddes em que o ultimo nucledtido do primeiro
codao ¢ o uracilo (U) e o primeiro nucleotido do coddo seguinte ¢ a adenina (A). Nao se
pode expandir a regra para as outras posi¢cdes dos nucledtidos pois ndo existe a formacao
de padrdes. Portanto, este grupo permite a criagcdo da regra xxU-Ayy definindo a rejei¢ao
deste conjunto de pares, pois a cor predominante ¢ o vermelho. A intensidade de rejei¢ao
ndo ¢ idéntica para todas as combinagdes, no entanto, com a excepcao do codao AAU,
AGU e outros coddes onde o valor residual estd compreendido entre o limite [-3, 3], os
coddes terminados em U rejeitam os coddes seguintes com o nucledtido A na primeira
posicdo. Por outras palavras, e assumindo que o contexto influencia a correcta
descodificacdo dos genes, os pares de coddes com o forma xxU-Ayy da espécie

S.cerevisiae tém mais dificuldade de processamento por parte do ribossoma.
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Ao analisar os dois outros grupos verificamos a presenca de dois padrdoes com
predominancia do verde indicando preferéncia nestes pares de coddes. Assim sendo, duas
regras adicionais sdo definidas para o organismo S.cerevisiae, nomeadamente a regra xxC-
Ayy e a regra xxU-Gyy. Igualmente ocorrem excepgdes, como no caso anterior,
aparecendo alguns valores residuais negativos ou com o valor entre o limite [-3, 3].
Contudo, existe uma predominancia de bom contexto suficiente para a constru¢ao das

referidas regras.
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Figura 47 — Identificagdo de varios grupos possibilitando a defini¢do de regras para a S.cerevisiae.

6.2.3 Comparacio do contexto entre organismos

Quatro mapas de contexto estdo presentes na Figura 48 que representam os valores
residuais dos quatro organismos distintos. Fazendo uma analise mais detalhada destes
mapas, pode-se observar que existe uma diagonal verde que sobressai nas trés leveduras,
S.pombe, S.cerevisae ¢ C.albicans mas nao na E.coli que pertence ao reino das bactérias.
Este facto indica que geralmente os coddes tém preferéncia pelo proprio, ndo querendo
dizer que ndo exista preferéncia por outros coddes. Isto fica-se a dever a zonas
comummente repetidas, com o mesmo coddo, nas sequéncias de organismos eucariotas.
Repeticoes de trés nucledtidos sdo comuns nos organismos eucariotas e deve-se ao

processo de replicagdo do genoma [149].
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E. coli S. pombe

. cerevisiae C. albicans

Figura 48 — Os mapas correspondem aos quatro organismos em analise. Como se pode ver a diagonal verde ¢
evidente nos organismos eucariotas, S.pombe, S.cerevisiae e C.albicans.
No entanto, existem importantes diferencas que ficam evidentes quando os valores
residuais das trés leveduras sdo ordenados por ordem decrescente (Tabela 5). Estes valores
representam os mais negativos € mais positivos e consequentemente proporciona uma boa
forma para relacionar o contexto presente nas trés leveduras. Nos dez mais positivos
valores residuais, s6 trés sdo comuns as trés espécies, nomeadamente GAA-GAA, GGU-
GGU e GCU-GCU. Um resultado similar ¢ obtido quando os valores residuais mais
negativos sdo ordenados, sendo comuns as trés espécies dois pares de coddes, o UUU-

AAG e AUU-AAG.

Virias diferencgas ficam evidentes, quando os valores residuais das leveduras em estudo
sao ordenados por ordem decrescente (Tabela 5). Estes valores representam os mais
negativos € mais positivos valores residuais e consequentemente proporciona uma forma
de relacionar o contexto presente nas trés leveduras. Nos dez mais positivos valores
residuais, sO trés sdo comuns as trés espécies, nomeadamente GAA-GAA, GGU-GGU e

GCU-GCU. Um resultado similar ¢ obtido quando os valores residuais mais negativos sao
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ordenados, sendo comuns as trés espécies dois pares de coddes, o UUU-AAG e AUU-

AAG.

Tabela 5 — Ordenados por ordem decrescente os dez mais negativos e positivos valores residuais para os

organismos S.cerevisiae, S.pombe e C.albicans.

S.cerevisiae S.pombe C.albicans

Contexto Residual Contexto Residual Contexto Residual

Os valores mais negativos

UUU->AAG -24,58 GAA->CCU -24,159 UUU->CCA -32,691
GAU->AAG -22,487 GAU->AAG -24,124 UUC->GAA -31,586
AUU->AAA -21,546 UUU->AAG -23,899 UCA->GAU -28,317
AUU->AAG -21,285 AUU->AAA -22,923 AUU->AAG -28,284
CUU->AAA -20,656 UCU->AAG -22,334 GGU->UUU -27,198
UUU->AAA -20,563 CUU->AAA -21,25 AAC->UUA -26,198
UCC->GAA -20,069 GUU->AAA -21,218 GAC->UUA -25,795
AAG->UCU -19,706 AUU->AAG -21,08 UUU->AAG -25,316
GAU->CAA -19,274 UUU->AAA -20,704 GGA->AAA -25,26
GAA->CCA -19,155 GAA->UCU -20,698 UUC->GAU -24,822

Os valores mais positivos

GAU->GAU 29,839 CAG->CAA 25,279 ACA->ACA 49,476
AAG->AAG 29,937 GAA->GAG 25,644 CAC->CAC 49,511

UUG->AAA 30,459 AAG->AAG 26,901 CCA->CCA 52,889
GAA->GAA 30,573 CUU->CGU 27,013 GAA->GAA 57,356
AAG->AAA 31,427 GAA->GAA 28,051 AAG->AAA 58,605
CAG->CAA 33,445 AGA->AGA 29,623 GCU->GCU 62,611
AGA->AGA 33,798 AAA->AAG 30,358 ACC->ACC 70,117
GGU->GGU 35,979 GCU->GCU 32,158 GGU->GGU 72,48

GCU->GCU 36,231 GGU->GGU 33,681 AAC->AAC 87,115
CAG->CAG 45,422 UCU->UCU 35,086 CAA->CAA 105,216

A comparagdo de genomas era um dos objectivos pertinentes para a andlise da estrutura
priméaria dos genes. Com esse objectivo tragado, o Anaconda disponibiliza uma ferramenta
que permite obter um mapa que resulta do moédulo da diferenga entre dois mapas em
analise. Assim, ¢ possivel visualizar onde residem as diferencas mais significantes entre

mapas e apontar diferencas entre genomas distintos.

Esta abordagem foi seguida para identificar diferengas entre os valores residuais dos pares
de cododes nas espécies S.cerevisiae, S.pombe ¢ C.albicans. O resultado ¢ um mapa de

diferenca de contexto (MDC) que contém o modulo das diferengas dos valores residuais

110



entre dois mapas (Figura 49). Uma nova coloracao em tons de azul, com novos limites, foi

definida para assinalar as diferengas numéricas.

Usando esta metodologia as diferencgas entre mapas ficaram evidentes, nas trés leveduras
em andlise, indicando que o contexto dos coddes ¢ especifico de cada espécie, tal como

acontece com o codon usage (Figura 49).

A) B)

S.cerevisae
E.coli

Q) C.albicans S.cerevisae

% 0 15 200
S -
= Escala

C.albicans

Figura 49 — Mapas contendo as diferencas entre valores residuais, possibilitando a comparacao simultanea
entre dois organismos. Estes valores reflectem o modulo da diferenca dos valores residuais dos dois mapas
em analise.

Nos trés MDC visiveis na Figura 49, os contextos comuns entre 0os mapas estdo coloridos a
preto e as diferencas estdo realgadas a azul. Como esperado, baseado nas distancias da
arvore filogenética, os MDC E.coli-S.cerevisiae e E.coli-C.albicans mostram mais
diferencas do que o MDC do par S.cerevisiae-C.albicans. O MDC mostra também que o
contexto ¢ mais similar para o par S.pombe-S.cerevisiae do que para os outros dois pares
formados pelas restantes leveduras, indicando assim que existem menos diferengas entre

S.pombe e S.cerevisiae do que entre C.albicans e S.cerevisiae. Esta relagdo ¢
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surpreendente, considerando que S.pombe divergiu da S.cerevisiae a 420 milhdes de anos

enquanto a C.albicans divergiu somente a 170 milhdes de anos [150].

O efeito da diagonal verde do mapa de C.albicans influéncia o MDC do par C.albicans-

S.cerevisiae e do par C.albicans-E.Coli, como se pode ver na Figura 49 (mapas a e c).

6.2.4 Influéncia dos niveis de GC na influéncia no contexto

Como a percentagem de GC tem um papel importante no codon usage [151] um estudo
pormenorizado foi desenvolvido focando somente este aspecto. As diferengas entre niveis
de GC sdo mais evidentes na terceira posi¢cdo devido a degeneragdo do cdodigo genético
pelo que limitamos o estudo a esta posi¢ao (GCs). O objectivo era provar se as tendéncias
de mutagdo contribuem para o contexto de pares de coddes nos organismos de S.cerevisiae

e E.coli.

O Anaconda estd preparado para separar os genes de acordo com a percentagem de GC
total, a percentagem de GC na primeira posicdo (GC;), na segunda posi¢do (GC;) e na
terceira posi¢ao (GCs) dos coddes. No decorrer da separagao ¢ possivel criar grupos de
genes com elevadas ou baixas percentagens de GC em qualquer posi¢do ou no total,
(Figura 50 A, B). Permite também quantificar os genes consoante o seu nivel de GC nas

trés posi¢des permitindo construir histogramas para facilitar a sua analise.

A distribuicdo dos genes no organismo S.cerevisiae, consoante os seus niveis de GCs, varia
entre os valores de 12% a 77%, no entanto a maioria dos genes estd entre os 35-40% de
GC; (Figura 50 A). No caso da E.coli, a distribuicdo do GCj estd mais dispersa, variando
de 20% a 90%, mas a maioria dos genes estdo entre os 50 a 60% (Figura 50 B). Com esta
distribuicao ¢ possivel construir mapas de contexto contendo somente os genes com baixo
ou elevado percentagem de GC3 para ambos organismos. Esses mapas poderdo servir de
base para a constru¢do de mapas de diferenca de contexto (MDC), permitindo identificar as

diferengas de contexto consoante os valores de GCs.
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Figura 50 — Distribuicao da percentagem de GC; nos genes pertencentes aos genomas S.cerevisiae e E.coli,
visiveis na figura a) e b).
Os mapas de diferenca de contexto (MDC) sdo necessarios para compreender a
importancia das tendéncias introduzidas pelas mutagdes genéticas nos mapas de contexto.
Esses mapas resultam do mddulo da diferenca entre dois mapas sendo criados a partir dos
genes que contém altas e baixas percentagem de GCs. Serdo coloridos com tonalidade de

azul, variando somente de intensidade, como se pode ver na Figura 51.

Se as mutagdes no codigo genético forem aleatdrias ndo contribuirdo para a tendéncia do
contexto, produzindo um MDC maioritariamente preto, pois os mapas contendo somente
os genes com altos e baixos GCj; serdo idénticos a nivel contextual, produzindo um

resultado aproximado de zero para a maioria das células.

O mapa de diferenca de contexto do organismo S.cerevisiae evidencia algumas diferengas,
indicando que a tendéncia de GC; contribui para o contexto dos pares de coddes. Contudo,

algumas destas diferencgas correspondem a pequenos desvios da preferéncia ou rejeicdo do
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residuo ajustado. Por outras palavras, os valores residuais ttm o mesmo sinal, positivo ou
negativo, mas o valor ¢ mais elevado num dos mapas de GC;. Em alguns casos, uma
inversdo de sinal nos residuos ajustados, por exemplo de positivo para negativo, ¢
detectado, indicando que o residuo ¢ positivo no mapa que foi construido com os genes
com baixa percentagem de GC; e negativo no mapa que foi construido com os genes com
elevada percentagem de GCs. Esta inversdo de sinal comprova a influéncia do GC nos
mapas de contexto, como foi comprovado pelos valores da Tabela 5. Resultados similares
foram obtidos para a E.coli, mas existe um maior nimero de inversdo de sinal, indicando

que a tendéncia GC ¢ mais forte em E.coli do que em S.cerevisiae (Figura 51).

S. cerevisiae E. coli
High GC3 codons High GC3 codons

Low GC3 codons
Low GC3 codons

0 36 10 15 20 200
L

Figura 51 — Mapas de diferenga de contexto resultantes da comparagao entre dois mapas criados a partir de

genes com elevada e baixa percentagem de GC;.

6.3 Comparacio do contexto de coddes entre os trés reinos

Usando o Anaconda, ¢ possivel comparar varias espécies em simultaneo. Como o objectivo
era alargar o estudo do contexto de coddes aos trés reinos da vida foi efectuada uma anélise
comparativa entre 81 bactérias, 18 arqueas e 20 eucariotas. Para tal, os genomas dos 119
organismos foram lidos simultaneamente pelo Anaconda e os mapas de 61x64 coddes para

cada organismo foram convertidos num vector de 3904 elementos. Esses vectores foram
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colocados lado a lado e aplicada a analise de clustering, evidenciando assim os padroes

formados (Figura 52).
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Figura 52 — Virios pares de dinucledtidos evidenciados para os 119 organismos em andlise

A tunica regra universal detectada no mapa que abrange a totalidade dos 119 organismos
foi xxU-Ayy. Esta regra inclui os coddes de finalizagdo quando ocorre uma falha de
sincronismo, nomeadamente os coddes UAA e UAG para as combinagdes yyU-AAy e
xxU-AGy, estando relacionados com o fim prematuro da tradugdo. Para aprofundar esta
caracteristica, formaram-se subconjuntos retirados dos mapas de contexto que contém os
pares que representam coddes de finalizacdo fora de sincronismo (Figura 52). Esta
estratégia revelou que as combinagdes xxU-AAy e xxU-AGy eram de facto as mais
negativas em quase todos os organismos. No entanto, as combinagdes xxU-ACy e xxU-
AUy que nao contém coddes de finalizagdo fora de sincronismo tém maioritariamente

residuos negativos.
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As combinagdes xxU-GAy, xUA-Ayy e xUG-Ayy, as quais cont€ém coddes de finalizagdo
fora de sincronismo, tém uma predominancia de residuos positivos. No entanto, as duas
ultimas combinacdes terdo de ter uma falha de sincronismo de dois nucledtidos para

OcorTer uma paragem prematura.

Visto que algumas regras com contexto positivo incluiam o dinucledtido U-A, ¢ evidente
que a influéncia do dinucle6tido ndo ¢ a Unica causa para a rejeicado do contexto nestes
pares de coddes. Contudo, a finalizagdo prematura da tradugdo, ndo € o Gnico problema,
porque a combinagdo xxU-ACy e xxU-AUy ndo contém nenhum coddo de finalizacdo e

também ¢ fortemente rejeitado.

6.4 ISA-Mediana

Face as limitagdes dos métodos de clustering outros métodos de formagao de grupos foram
aplicados as matrizes de valores residuais, nomeadamente o biclustering. Com o objectivo
de comparar a eficiéncia dos algoritmos ISA e ISA-median foram efectuados testes nas

matrizes de valores residuais da S.cerevisiae.

Quando os algoritmos de biclustering sdo aplicados a dados de microarrays o seu
significado biologico ¢ obtido através da analise do Gene Ontology (GO) ou através de
redes de interac¢des proteina-proteina [131]. Mas como ¢ possivel obter significado

estatistico numa matriz de contexto de coddes contendo valores reais?

Para obter significado estatistico nos grupos encontrados através de biclustering, que nao
depende de nenhum dado biologico relevante, foi aplicado o conceito de matriz “muito
densa” [152] sendo redefinida num teste de hipdtese unilateral a direita. Dada uma matriz
binaria m x n com k uns, a sub-matriz B ¢ densa se contém mais uns do que a matriz
original. Entdo, a sub-matriz B pode ser considerada potencialmente significante, se o
nimero observado de uns conduzir a rejeicdo da hipotese nula Hyp: ps = pp contra a
hipotese alternativa H; z: pg > py onde pp ¢ a probabilidade de encontrar uns na sub matriz

B com py = k/(mn). Para testar Hy, ¢ calculado p-value:

116



sl _
| B]

po(l_po)
| B |

0

p—value=1-¢ (10)

onde | /| representa o nimero de uns da sub-matriz B e |B| € o nimero de elementos em B.

Os algoritmos de biclustering identificam mais do que um grupo em cada corrida (conjunto
de testes aplicados a uma matriz de dados). Dada uma matriz X=/x;/ ¢ obtida a qualidade
estatistica de cada grupo testando a seguinte hipotese nula; Hjy: “O algoritmo nao

identificou grupos densos”.

Para tal, foi discretizada a matriz X numa matriz binaria B = [b;;/:

0o , outros

Se o algoritmo identificar n grupos, B;, B», ..., B, a hipotese nula global Hj ¢ equivalente a
intersec¢ao de n hipoteses nulas; Hy;:”O grupo B; ndo é denso”, i=1,2, ... ,b. Neste
contexto, o nivel de significancia p para cada grupo B; encontrado ¢ potencialmente

significante se p-valuep< p/n.

Aplicando os algoritmos com diferentes pardmetros #, € #, & mesma matriz de valores
residuais, foram obtidos diferentes resultados. Trés cenarios foram testados em separado
procurando grupos com elementos positivos no eixo do x e y (X-positivo, Y-positivo),
negativos no eixo dos x e y (X-negativo, Y-negativo) e compostos (X-modulo, Y-positivo).
As fungdes aplicadas aos eixos correspondem as fungdes g definidas da seguinte forma: 1)
g(x,y)= (x-y); ii) g(x,y)=-(x-y); iil) g(x,y)=[x-y| consoante a procura de valores positivos,
negativos ou em moédulo respectivamente, conforme a descrigdo do algoritmo que consta

na seccao 4.3.2.

Para cada algoritmo foi aplicada uma corrida de 500 testes a matriz de 61x64 coddes, do
organismo S.cerevisiae, para varios valores de t, e £, com t,=f,. O algoritmo ISA-original
encontra um maior numero de grupos, para todas as condigdes, como se pode ver nos
graficos da Figura 53. No entanto, um maior nimero de grupos nao significa que sejam

117



mais significativos estatisticamente nem proporcionam um meio para obter regras de

contexto.

Quando mais afastada estiver a linha de significincia da linha da quantidade menos
significado tém os grupos para o ponto #,=t,. No caso (X-negativo, Y-negativo) para o ISA-
original pode-se constatar que todos os grupos identificados t€ém pouco significado. O ISA-
mediana tem melhor comportamento a nivel geral, relevando um melhor comportamento
na relacdo quantidade de grupos/significado estatistico. Somente no caso (X-positivo, Y-

positivo) o ISA-original tem um melhor comportamento.
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Figura 53 - Os graficos representam os valores obtidos com a aplicacdo dos algoritmos ISA-original e ISA-
mediana. As linhas a tracejado representam o niimero de grupos para varios Ty e Ty, € as linhas sem tracejado

representa o seu significado estatistico.

Devido a necessidade de identificar quais os grupos que foram encontrados em ambos
algoritmos, foi calculado um score, com o intuito de comparar a capacidade de um

algoritmo encontrar grupos ja identificados pelo outro.
Para tal, foi aplicada a seguinte equacao:
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equivalem ao ISA-original e ISA-mediana respectivamente. O score obtido quantifica se o
grupo identificado pelo algoritmo A estd contido em algum grupo identificado pelo grupo
B. Este score também contempla o caso de sobreposicdo de grupos de diferentes

dimensoes.

A Figura 54 contém os scores obtidos para os dois algoritmos em analise. No entanto,
foram criados dois grupos distintos, um com a totalidade dos grupos encontrados e outro

contendo somente os grupos com significado estatistico.
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Figura 54 — Varios scores obtidos para os dois algoritmos em analise. Dois conjuntos distintos foram
formados, um contendo todos os grupos encontrados pelos algoritmos e outro somente com 0s grupos com
significado estatistico.

Os resultados reflectem que o ISA-mediana consegue recuperar os grupos identificados
pelo ISA-original mesmo obtendo um nimero significativamente menor de grupos para

cada corrida quando comparado com o ISA-original.
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A Figura 55 contém dois grupos formados pelo algoritmo ISA-mediana aplicado a matriz
de valores residuais da S.cerevisiae. O primeiro grupo tinha ja sido identificado recorrendo
ao clustering hierarquico. No entanto, o segundo grupo nao tinha sido identificado através
do clustering hierarquico. Este novo grupo, permite a possibilidade de criagdo de uma
regra de contexto para este organismo. Contudo, estes grupos presentes na figura ndo
foram identificados através do ISA-original. No entanto, o ISA-original identificou outros

grupos mas sem a possibilidade de criagdo de regras de contexto.
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Figura 55 — Mapa de contexto do organismo S.cerevisae com dois grupos formados através do biclustering
ISA-mediana. O primeiro grupo ja tinha sido identificado pelo clustering hierarquico.
O algoritmo do ISA-mediana foi também aplicado a dados de microarrays, tendo obtido
piores resultados em relagdo ao ISA-original [153]. Isto deve-se ao facto de o niumero de
linhas ser muito superior as matrizes de valores residuais, tendo raramente atingido o
critério de paragem do algoritmo. Quando o critério de paragem ¢ conseguido, para o ISA-
mediana, sdo obtidos poucos grupos com um elevado niimero de linhas e colunas, nio
tendo qualquer significado. Em oposicao quando o algoritmo [SA-original ¢ aplicado a este

tipo de dados varios grupos sdo detectados.
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6.5 Conclusoes

No presente capitulo foram apresentados alguns resultados obtidos através da aplicacdo

Anaconda e que, de certa forma validam o seu desempenho.

Foi inicialmente efectuado um estudo comparativo sobre trés leveduras eucariotas
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e Schizosaccharomyces pombe e uma
bactéria Escherichia coli. Seguidamente foi efectuado um estudo comparativo entre 119
espécies pertencentes aos trés reinos da vida, eucariota, bactérias e arqueas, identificando
pontos comuns aos trés reinos. Posteriormente, foi apresentado como ¢ possivel efectuar
estudos recorrendo a genes homodlogos entre espécies e, para finalizar, foram apresentados

alguns resultados obtidos comparando o ISA original com o ISA mediana.

No capitulo seguinte, apresentamos as conclusdes do trabalho desenvolvido e também

algumas linhas de intervencao que poderao merecer atengcdo em trabalho futuro.
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Capitulo 7

7 Conclusoes e Trabalho Futuro

Com a evolugdo da tecnologia foi possivel sequenciar organismos em larga escala
proporcionando oportunidades unicas para estudar o funcionamento e a evolugao dos seres
vivos. No entanto, enormes quantidades de informacao sdo geradas, criando novos desafios
cuja solucdo passa pelo desenvolvimento de metodologias matematicas e ferramentas

bioinformaticas capazes de lidar com grandes volumes de informacao.

Os organismos sdo compostos por uma ou mais células sendo o seu funcionamento
regulado por informagao que esta contida dentro da propria célula. Devido aos mecanismos
que ocorrem dentro das células serem de tal forma complexos ¢ necessaria subdividir as
diversas areas para compreender o seu funcionamento. Varios processos ocorrem dentro da
célula, sendo o processo de tradugdo bastante importante para o seu bom funcionamento.
Este mecanismo esta presente em todos os organismos vivos pois possibilita a passagem da
informacao presente nas sequéncias genéticas para estruturas tridimensionais funcionais,
conhecidas por proteinas. O ribossoma, entidade responsavel pela traducdo, faz
corresponder a cada combinacdo de trés letras, conhecido como coddo, um anti-codao
associado a um aminodcido. Como resultado do processo, os aminoacidos vao-se ligando
entre si formado uma cadeia polipeptidica. O produto final ird corresponder a uma proteina

util para a célula.

Este trabalho centrou-se no estudo do contexto de coddes, caracteristica que influencia a

tradu¢do dos genes para proteinas. Tendo como facto que a frequéncia dos coddes nos
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genes nao ¢ uniformemente distribuida, e diferindo de organismo para organismo, levanta-
se a hipdtese de que o contexto dos coddes influencia a velocidade e fidelidade de
descodificacdo. Em E.coli os pares de coddes com menos ocorréncias sao traduzidos com
menor velocidade do que os pares de coddes mais representados, indicando que o contexto
influencia a velocidade de tradugdo [4]. Este facto sugere que o contexto em E.coli esta

sobre forte pressao pela maquinaria de tradugao.

Para estudar estas e outras propriedades do genoma desenvolveu-se um modelo apoiado
em metodologias e ferramentas informaticas, para o estudo do contexto dos coddes a escala
genomica. O sistema bioinformatico desenvolvido 1€ todos os genes presentes num
determinado genoma, independentemente do seu nimero total, e simula a leitura dos
coddes pelos anti-coddes no ribossoma. Ao fazé-lo memoriza os coddes vizinhos e constroi
uma tabela de frequéncias de contexto que pode ser tratada estatisticamente. O sistema
constrdi automaticamente varias tabelas de contingéncia, calculando a posteriori os valores

residuais das mesmas.

7.1  Contribuicoes

Até ao momento nenhum trabalho exaustivo tinha sido desenvolvido para estudar o
contexto dos coddes nas zonas codificantes. Com este trabalho foi possivel efectuar varios
estudos a nivel contextual e relacionar essa informacdo com outros indices ja disponiveis

na comunidade cientifica.

A aplicagdo encontra-se em exploracdo nos laboratorios do departamento de biologia da
Universidade de Aveiro tendo sido obtidos resultados promissores sobre as leis gerais que
governam a fidelidade de descodificacdo do cddigo genético. Actualmente a informagdo

obtida esta a ser validada in vivo no laboratdrio de gendmica funcional.

A arquitectura do Anaconda foi desenhada de forma a suportar novas funcionalidades que
iriam sendo adicionadas consoante as necessidades. No entanto, permite ainda adicionar

outras funcionalidades que poderdo tornar-se necessarias.

O Anaconda foi desenvolvido baseado em paradigmas visuais conhecidos, tornando a

interac¢do com os utilizadores acessivel.
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Varios métodos estatisticos foram incluidos na aplicagdo, como clustering, biclustering,

valores residuais, entre outros.

O Anaconda ¢ uma aplicagdo que permite efectuar caracterizagdes de genes, obtendo
varios indices, podendo também efectuar comparagdes entre ambos. E possivel também

redesenhar genes, com base nos varios valores estatisticos obtidos através da aplicacao.

Vérias publicagdes e participagdes em congressos foram conseguidas com base nos

resultados obtidos com o Anaconda.

Com este modelo foi possivel obter varias associagdes entre coddes, quer nas regides onde
o DNA codifica proteinas como nas regides ndo codificantes. Disponibiliza também
variada informacdo sobre a estrutura primdria dos genes, nomeadamente indices CAI,
codoes raros, distribuicio de coddes nas zonas codificantes ou aminoacidos
sequencialmente repetidos, entre outros resultados. Os resultados sdo visualizados através

de um paradigma bastante familiar, facilitando a interac¢do com o utilizador.

Viérias regras foram obtidas em resultado de andlises efectuadas em diversos organismos.
Uma regra que ¢ realcada com os grupos formados através de andlise de clustering no
mapa do organismo S.cerevisiae ¢ a xxU-Ayy, contendo algumas excepcdes. Por exemplo,
com o padrao xxU-Ayy que evidencia a rejei¢cdo, os pares de codoes AAU-AGC, AAU-
AGU, AAU-AAU, AAU-AAC e o conjunto AGU-AGC, AGU-AGU, AGU-AAU, AGU-
ACA, AGU-AUA tem residuos positivos indicando que estes pares sdao preferidos pelo

genoma.

A analise de clustering nos mapas de contexto mostra também que alguns dos grupos
formados sdo criados com base em regras de dinucle6tidos, nomeadamente xxU-Ayy, xxC-

Ayy e xxU-Gyy.

Uma das importantes caracteristicas que evidencia tendéncias de muta¢do no contexto de
coddes sdo as percentagens de GC, em particular o GC3. O GC tem uma forte influéncia
no codon usage € em casos extremos consegue reduzir o numero, ou mesmo eliminar,
certos coddes presentes nas zonas codificantes. Os resultados mostram claramente que o
GC3 afecta o contexto, no entanto este efeito ¢ mais visivel para pares de coddes que t€m

baixos valores residuais.
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Além dos casos mencionados anteriormente outras caracteristicas contribuem para o
contexto, tendo sido evidenciadas pela aplicagdo Anaconda para diferentes organismos.
Por exemplo, o contexto nas leveduras evidenciou caracteristicas nos organismos
eucariotas que nao estd relacionado com a traducdo dos genes, mais concretamente, a
preferéncia dele mesmo para seu vizinho, originando uma diagonal verde nos mapas de
contexto. Ainda estd por comprovar em laboratorio experimentalmente se estas repeti¢des
melhoram a eficiéncia ou precisdo no processo de traducdo nas leveduras, pois ndo existem

até ao momento testes especificos que indiquem o aumento de eficicia nestas regioes.

Nas analises comparativas demonstrou-se que o processo de replicagdo assim como o
processo de traducdo influenciam o contexto dos coddes. Com esta aproximacado ficou
comprovada a importincia da influéncia das zonas codificantes para o contexto, mas

comprovou-se também que o processo de traducdo também influéncia o contexto.

Os estudos realizados, tanto para as regides codificantes como para as regides nao
codificantes, produziram semelhantes padrdes estando em conformidade com estudos
anteriormente apresentados [154]. Estes resultados implicam que muitos dos
constrangimentos detectados nas regides codificantes ndo sdo impostos pela maquinaria de

tradugdo, mas resultam da pressao selectiva da replicagdo do DNA.

A tendéncia do codon usage ¢ principalmente mantida pela pressao imposta pela mutagao e
em segundo plano estd a influéncia imposta pelo processo de tradugdo, confirmando assim

a relevancia da replicacdo do DNA na influéncia do contexto de coddes [155].

A andlise efectuada aos 119 organismos em relacdo a influéncia dos dinucleo6tidos
confirma uma clara rejeicao da metilacdo nas sequéncias C-G codificantes nos eucariotas.
A metilagdo do DNA torna-o indisponivel para a transcricdo e consequentemente para a
tradugdo [156]. Por outro lado, os dinucledtidos U-A sdo extremamente reprimidos no

conjunto dos 119 organismos.

Como anteriormente foi afirmado, somente uma tnica regra geral foi detectada para os 119
organismos analisados, rejeitando os pares de coddes com a combinacdo xxU-Ayy.
Claramente, esta tendéncia € o resultado da repressdo do dinucleotido U-A nas sequéncias
dos organismos. No entanto, outros contextos que tém o dinucle6étido U-A ndo sdo
fortemente rejeitados. Por exemplo, o contexto xUA-Ayy ¢ geralmente preferido nas

sequéncias, indicando que existem diferencas entre contextos que contém o dinucledtido
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U-A. Este facto sugere que o processo de traducao influencia a escolha dos pares de

codoes.

O estudo da evolugdo ¢ uma das areas onde a sequenciagdo proporcionou grandes avangos,
pois recorre as sequéncias genéticas para efectuar essas analises. Com esse objectivo em
mente, foi desenvolvido um método para efectuar estudos de evolugdo recorrendo ao
contexto de coddes. Através do Anaconda ja foi possivel efectuar um estudo de evolucao
entre organismos, recorrendo aos seus genes homoélogos, pertencendo aos trés reinos da

vida e estando em fase de submissdo para publica¢ao.

Na parte de alteragdo das regides codificantes uma solu¢do foi proposta, tendo sido
desenhada de forma a proporcionar a aplicagdo da informagdo obtida. No entanto, os
resultados ainda terdo de ser testados em laboratorio para poderem ser posteriormente

publicados.

No campo dos algoritmos de biclustering, o algoritmo ISA foi analisado em detalhe,
encontrando algumas desvantagens e propondo algumas alteragdoes de forma a melhorar o
seu desempenho em matrizes de menor dimensdo. O novo algoritmo foi implementado
com sucesso estando disponivel para ser utilizado pela comunidade cientifica através da
aplica¢dao desenvolvida. Efectuou-se também um estudo exaustivo de comparagdo entre o
algoritmo proposto ¢ o algoritmo original tendo o trabalho sido submetido a uma revista

cientifica.

Virios indices ja disponiveis para caracterizar as zonas codificantes foram também
inseridos no modelo, como os valores de tRNA e codon usage, possibilitando relaciona-los

com os valores residuais.

Com este novo modelo, suportado pela aplicagdo Anaconda, ¢ possivel caracterizar
exaustivamente varios genomas possibilitando ainda correlaciona-los entre si, algo que ndo
era possivel até a presente aplicagdo. A informacdo ¢ ainda passivel de ser exportada

podendo ser utilizada por outras aplicagcdes em posteriores analises.

7.2  Perspectivas de Trabalho Futuro

Uma das direc¢des mais promissoras para desenvolvimentos futuros passa pelo redesenho

de genes. Trata-se de um aspecto muito complexo que merecia, por si s6, uma abordagem
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noutra dissertacdo. Embora tenha sido apresentada uma solugdo para redesenho de genes ¢
possivel melhorar significativamente a ferramenta proposta. Esse trabalho passaria também
por testar as sequéncias alteradas, baseadas nas informacdes fornecidas pelo Anaconda, em

testes de laboratdrio para identificar o seu comportamento.

Outro dos caminhos possiveis de investigacdo sera prever o comportamento dos valores
residuais nas estruturas tridimensionais das proteinas. Durante o processo de tradugdo a
fase final ¢ composta pelo enrolamento, isto €, quando a proteina adquire a sua forma final.
Actualmente, varias proteinas ja tém a sua representagdo em trés dimensdes, podendo ser
obtida em base de dados especializadas em estruturas tridimensionais. Durante o processo
de enrolamento, certas zonas necessitam de mais tempo para adquirir a forma. Nestes
pontos especificos o ribossoma necessita de abrandar o processamento para a sequéncia
peptidica ganhar a forma correcta [157]. Logo, estas zonas terdo de ser desfavoraveis no
ponto de vista ribossomal. Uma das proposta seria identificar as zonas de enrolamento das
proteinas e compreender quais as implicagdes que essas zonas tém nos valores de contexto.
Estas regides certamente terdo uma maior incidéncia de valores contextuais negativos,

reflectindo o abrandamento do ribossoma nestas posi¢des especificas.
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8 Anexos
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8.1 Codigos IUPAC para os aminoacidos

Abreviacao a uma letra Abreviacgio a trés letras Descricao
A Ala Alanina
R Arg Arginina
N Asn Asparagina
D Asp Acido aspartico
C Cys Cisteina
Q Gln Glutamina
E Glu Acido glutdmico
G Gly Glicina
H His Histidina
I Ile Isoleucina
L Leu Leucina
K Lys Lisina
M Met Metionina
F Phe Fenilalanina
P Pro Prolina
U Sec Selenocisteina
S Ser Serina
T Thr Treonina
W Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
v Val Valina
B Asx Acido aspartico ou asparagina
zZ Glx Glutamina ou acido glutamico
X Xaa Qualquer aminoacido
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8.2 Codigo IUPAC para os nucledtidos

Cédigo
A

X < n UOwwE RI <K A”AHQOQO

Descri¢ao
Adenina
Citosina
Guanina

Timina
Uracilo
Purina (A ou G)
Pirimidina (C, T, ou U)
CouA
T,U,ou G
T,U,ouA
CouG
C, T,U,ouG (ndo A)
A, T, U, ouG (ndo C)
A, T, U, ouC (ndo G)
A, C,ouG (ndo T, ndo U)
A C G, T,orU
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8.3 Lista dos ficheiros que contém dados biologicos

Origem
ACE files
Phylip Alignment
Clustal Alignment
FASTA
GenBank
PIR (NBRF)
DNAstrider
Swiss-Prot
Embl
mmCIF
PDB
BLAST Database
RNA Structure

Extensao
.ace

-phy

.aln

fsa/.fasta/.faa/.fna/.ffn

.gbk/.gb/.gp/.gbs
.pir
.str/.strider
.SWp
.embl
.cif
.pdb
.phr/.nhr

.ct/.col/.rnaml

Observacoes
sequéncias consenso
alinhamentos
alinhamentos
sequéncias
sequéncias anotadas
sequéncias
sequéncias
sequéncias de proteinas
sequéncias de nucleodtidos
estruturas
estruturas
base de dados BLAST
estruturas de RNA
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8.4 Matrizes de substituicao

As sequéncias bioldgicas evoluiram através dos tempos e o seu estudo demonstrou que
nem todas as transformagdes ocorrem com a mesma probabilidade. Certas substituicoes,
alteragdo de um aminoacido por outro, sdo mais comuns, enquanto outras ocorrem com

menos frequéncia. Por essa razdo existe diferentes pesos para cada alteragdo.

As matrizes mais comuns sao a BLOcks SUbstitution Matrix (BLOSUM) [158] e a Point
Accepted Mutation (PAM) [159].

Tabela 6 — Tabela com os valores de substitui¢cdo que correspondem a8 BLOSUM62

Ammo | einIplclole|cla||L|x|m|e|p|s|T|w|y|V
Acids
A g|l-11-21-210111-1101-21-11-11-11-11-2]-11]1 01-31-210
R -1 5 2] -3 I olp2101-31-2121-11-31-2]1-11-11-31]|-2]-3
N 21010 6 1131010 0 1131310 -21-31-2]1 ol-41]-2]-3
D 2| -2 [ 6|-3|0 211111 -31-4]-1]-31-3]-1 Dp-11-41]-3]-3
C o1-31-31-319|-3|4]l-3|-31]-1})-31-2]-3-1]-1]-2]1]-2]1]-+-1
Q -1 1 glol-3ls6121-2101]1-31-2]1 ol-31-1]1o0-11-2]-1]-2
E “1jojo) 21412 51210313111 2]1-3|-110]-1]|-31]-2]-2
G o210l -31-2|1216|-2]1441-2-31-31-2101]|-21-21-3]-3
H -2 1 1-1]1-310 01 -2 Sl-a3ra)-20-11-21-11-21-2]121]-3
1 A1 -31-3)-3111-31-31-4]1-3)] 4 -3 | al-3|l-2|-11-31]-1 3
L al2lalalal2lz]4a]3 al2l2lol2l2lal2la]1
K lalz2lolala3] 1l 1l2lal=l2ls]ala]alolal=]2]=2
M [ [al2]a3lalol23l212]15 RIEIEIEIERE
F o3zl 3l2l3l2]3]1]0 alolelalal2]1]3]-
P Al 2l2lalalalal2l2l3lalal2]<l7[al 23]
S 1{al1lolalolololal2l2lolal2lalal 322
T olalolalalalalal2lalalalalzlala]s]2]=2]o0
W SBl314)4-21-21-31-2]1-2]-3]-2]-3]-1 141 -3]-21111 2] -3
Y 21212131 -21-11-2]-3 -1 -21-11 31312121217 -1
V ol 3131311 1-21-21-31-31]3 1 -2 T1-11-21-2101]-31]-1 4

Baseado na evolugcdo das proteinas ficou patente que estas alteragdes podem ser
quantificadas por uma matriz de pesos, também chamada matriz de substitui¢do. A Tabela

6 contém os valores de substituicdo para todos os aminoacidos para a BLOSUMS62. Por
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exemplo, como o aminoacido Triptofano (W) ¢ um aminoécido raro, € como sé em raras
ocasides se altera para uma Leucina (L) tem o peso -2. Quanto mais negativo € o peso mais

penalizagdo existe nessa substituicao.

A matriz PAMSS foi publicada em 1978 e foi construida através do alinhamento global de

sequéncias que tinham 85% de similaridade [159].

Hé algumas limitagdes quanto as matrizes PAM que tornam as matrizes BLOSUM mais
atractivas. As sequéncias com que foram construidas as matrizes PAM j4 sdo muito antigas
e o método de célculo da PAM assume que todos os aminoacidos t€ém o mesmo racio de
mutagdo, o que nao acontece com as matizes BLOSUM. Em 1992, catorze anos depois das
matrizes PAM serem publicadas, as matrizes BLOSUM foram desenvolvidas e publicadas.
As BLOSUM foram desenvolvidas baseadas num modelo onde se prevéem sequéncias
mais divergentes e utiliza alinhamentos locais. Por exemplo, a BLOSUMG62 foi construida

com sequéncias que ndo contenham menos de 62% de identidade [160].

Decidir qual das matrizes a utilizar para obter o melhor alinhamento nao ¢ uma tarefa facil.
No entanto, existem algumas regras basicas para a escolha da matriz mais apropriada. Se
ndo existir qualquer conhecimento das sequéncias envolvidas na procura, certamente a
BLOSUMSG62 ¢ a melhor escolha. Na procura de sequéncias proximas com a sequéncia de
procura podera escolher-se a BLOSUMS0 ou a PAMI. Se a procura estiver centrada em
sequéncias mais distantes em relagdo a sequéncia de procura, a BLOSUM45 ou a PAM250

sera a escolha mais correcta

As matrizes BLOSUM com baixos valores correspondem as matrizes PAM com altos

valores como se pode ver pela Figura 56.
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PAMI1 PAMI20 PAM250
BLSUMS&0 BLSUM®62 BLOSUM45

- >

Menos divergente Mais divergente

Figura 56 — Relag@o entre matrizes de substituig¢io. A BLOSUMSG62 estabeleceu-se como matriz standard para
a maioria das aplica¢des de alinhamento. E a matriz por defeito no BLAST.

As matrizes apresentadas anteriormente sdo utilizadas nas sequéncias de aminodacidos.

Quando a procura ¢ efectuada em sequéncias de nucledtidos, geralmente utiliza-se a matriz

da Tabela 7. Por cada conjugagao ¢ somado 5 ao score e por cada falha ¢ somado -4 ao

score.

Tabela 7 — Matriz de substituigdo quando envolve nucledtidos

Nucleodtidos A T G C
A 5 4 4 4
T 4 5 4 4
G 4 4 5 4
C 4 4 4 5
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8.5 Aminoacidos agrupados pelas suas propriedades

A Figura 57 mostra um diagrama de Venn agrupando os aminoacidos de acordo com as
suas propriedades. Este diagrama foi adaptado a partir de uma proposta feita por

Livingstone em 1993 [161] e € apenas uma das classificagdes possiveis.

e N
Small

Hydrophobic
\ J

Figura 57 — Os varios aminoacidos agrupados pelas suas propriedades fisicas
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8.6 Formacao de mapas de pares de contexto

Devido a necessidade de procura de similaridades de contexto entre organismos foi
construido um mapa que agregasse todas as matrizes de contexto, utilizando a matriz de
cada organismo. A Figura 58 contém os passos detalhados dessa transformacao: 1) a matriz
de contexto de cada organismo ¢ transformada num vector de 3904 posigdes,
correspondendo cada posi¢do a um par de coddes; ii) as colunas sdo colocadas lado a lado
criando assim o mapa de pares de contexto. Aplicando andlise clustering e biclustering ¢

possivel evidenciar possiveis padroes que sdo transversais aos organismos em estudo.

Cada matriz é tranformada

em uma linha (1 x 3904)
Varias matrizes (61x64)

com valores residuais

Todas as matrizes
agrupadas (4 x 3904)

1001500 -8.00 -500 0500 8001500 100

Figura 58 - Processo de formacdo de mapas de contexto
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