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Resumo: A descodificagdo de genomas, em particular do genoma humano,
constituiu um marco cientifico extremamente importante nas Gltimas décadas
e veio abrir caminho a novas areas de investigacdo como a gendmica e a
protedmica. Espera-se que os avancos de conhecimento introduzidos por estas
areas tragam novas perspectivas sobre a forma como sdo diagnosticadas e
tratadas muitas das doengas actuais, nomeadamente as que tém uma
associacdo clara com disfuncdes ao nivel do genotipo.

Neste artigo, apresentamos uma aplicacdo computacional que permite estudar
associacOes anormais de coddes em orfeomas, i.e. em sequéncias responsaveis
pela construgdo de proteinas. Os resultados biolégicos ja obtidos mostram
claramente a utilidade préatica do software desenvolvido, que é disponibilizado
de uma forma publica para a comunidade cientifica.
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1. Introducéo

A sequenciacdo e anotacdo de genomas tem sido das areas de investigacdo na
biologia molecular em que mais se tem investido nos Ultimos anos. As bases de
dados de genomas crescem diariamente, dando origem, como em muitas outras
areas, ao mesmo problema: perante tantos dados, como extrair informacao
relevante? Para responder a essa questdo sdo necessarias ferramentas de
bioinformética e de bioestatistica cada vez mais eficazes e também cada vez mais
especificas. Implicita estd também a utilizagdo de técnicas de descoberta de
conhecimento em base de dados, nomeadamente com recurso a mineracdo de



dados. Assim, cabe as aplicagdes informaticas resolverem parte do problema. Por
fazer fica ainda muito trabalho de andlise e interpretacdo dos resultados.

Os genomas sdo originalmente representados em ficheiros de texto, no formato
FASTA, onde cada oligonucleotido (base do DNA) é representado por uma letra (A
— Adenina, C — Citosina, T — Timina e G — Guanina). O genoma € por sua vez
subdividido em genes que representam regifes que podem expressar proteinas.
Uma Open Reading Frame é uma sub-regido do gene que € sujeita ao processo de
traducdo. Existem regras biologicamente estabelecidas que nos indicam se um
gene, constituido por centenas ou milhares de bases é ou nao valido, ajudando a
confirmar a validade dos resultados experimentais de sequenciacao.

A associacédo de cada trés bases constitui um coddo sendo cada coddo do orfeoma
traduzido para um aminoacido que é o elemento base da proteina. Existem 64
combinacgdes diferentes de coddes (43) existindo somente 20 amindacidos pelo que
existe redundéncia do cddigo genético, ou seja um mesmo amindacido pode ser
traduzido por diferentes coddes. Isto levanta a questdo de saber se existem coddes
preferenciais no processo de tradugao.

A traducdo dos genes em proteinas é realizada através de um mecanismo biolégico
designado por ribossoma. As consequéncias de eventuais erros de traducgdo sdo
inimeras, algumas com pouco impacto ou mesmo sem efeito no organismo, outras
mais graves tais como o envelhecimento precoce, diversos tipos de cancro ou
doencas raras.

No dltimos anos temos vindo a estudar com sucesso as associagdes estatisticas
entre pares de coddes (Moura G., et. al. 2005). Na sequéncia destes trabalhos, e
tendo em conta que o ribossoma se liga sequenciamente a 3 coddes, a analise de
associacfes entre tripletos surgiu da necessidade de responder a novas questdes,
nomeadamente associadas a evolucéo das espécies.

Neste contexto, e perante a existéncia de um grande ndmero de genomas ja
descodificados, entre os quais o humano, desenvolvemos uma ferramenta de
software que permite o estudo das relacGes estatisticas entre codes consecutivos,
nomeadamente tripletos. Esta aplicacdo, denominada por GeneSplit, € composta
por dois modulos independentes, mas que se complementam: GSCore — a parte de
backoffice, que permite o processamento de genomas isoladamente ou em larga
escala; GSWeb — a componente de disponibilizacdo on-line das ferramentas para
extrair a informacdo nas bases de dados produzidas pelo GSCore, com a
possibilidade de importacéo total ou parcial dos dados, em diversos formatos.

2. Metodologia

A aplicacdo utiliza os orfeomas (parte codificante dos genomas) que sdo
disponibilizados em bases de dados publicas. Estas sequéncias sédo pré-analisadas,



sendo ignorados os genes que ndo verificam as condi¢des de validade. Para esse
efeito, basta que ocorra no gene uma das seguintes condic¢des de rejeigdo:

e Na&o iniciar por ATG;

Comprimento ndo multiplo de 3;
Nao terminar com TAA ou TAG ou TGA;

Conter TAA ou TAG ou TGA sem ser no fim do gene;
e Conter nucleétidos desconhecidos, indicados pela letra N.

O algoritmo de contagens de tripletos de coddes e de respectivos aminoacidos para
cada organismo, efectua essa filtragem, sendo exibido no final o niimero de genes
contados, o nimero de genes considerados e 0 n°® de genes que foram ignorados,
mostrando nesse caso, quais as condicBes pelas quais foram excluidos. E
contemplada ainda a degeneragdo do cédigo genético para alguns organismos. Por
exemplo em Candida Albicans e Debaryomyces Hansenii o coddo CTG, que
normalmente codifica o0 aminoacido Leucina, nestes organismos codifica o
aminoacido Serina (Santos M.A., et. al., 1997). Este tipo de variacdo esta previsto
no processamento de acordo com as evidéncias cientificas correntes. A
representacdo dos tripletos de coddes € obtida pelas trés posi¢bes em que cada
coddo aparece, pelo organismo de origem e pela contagem de ocorréncias do
tripleto. Os cod@es do inicio foram excluidos da contagem, iniciando-se esta no
segundo codado e terminando no penultimo codao, sendo portanto ignoradas as
contagens em que estao incluidos os coddes de finalizacéo.

Durante o processo sdo criadas varias matrizes tri-dimensionais, cuja dimenséo
individual é dada por 61x61x61 (sdo ignorados os coddes de terminacéo da regido
codificante), sendo usadas para armazenar os dados resultantes nas contagens
cod(i,j,k), onde i, j, k representam os coddes que se encontram na 128, 22, e 32
posicdo respectivamente, sendo o valor armazenado o n° de vezes que um
determinado tripleto aparece no orfeoma (Figura 1). Analogamente, para
armazenar as contagens de aminoacidos, é criada uma matriz tridimensional cuja
dimensdo ¢é dada por 20x20x20.

De forma a facilitar o processo de contagens, recorre-se a programacédo dinamica,
sendo criados dois arrays contendo um todos os codfes (64), e outro todos os
aminoacidos (20), assim como um terceiro array contendo os aminoacidos, nas
posi¢ctes dos respectivos coddes.
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Figura 1 — Representagdo matricial (4-D Cubo) dos dados resultantes das contagens de
tripletos de coddes

Uma vez armazenados os resultados das contagens, o sistema incorpora varias
consultas de pos-processamento dos dados, para que posteriormente possam ser

aplicados em software de analise de dados (Figura 2).
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Figura 2 — Workflow do projecto, desde o processamento do orfeoma até a disponibilizacdo
de resultados.



3. Algoritmos

3.1. Algoritmo Contagem Global de Tripletos

O algoritmo para contagem de tripletos de coddes, inicia-se com a leitura gene a
gene, sendo aplicados os critérios de filtragem referidos anteriormente. Se o gene
lido for considerado valido, é separado em tripletos, sendo criado um array
contendo todos os codBes do gene. A contagem inicia-se no 2° cod&o, sendo assim
ignorados o 1° e o Gltimo coddes.

Simulando o processo de traducdo do ribossoma, o apontador do cod&o inicial
posiciona-se na 42 posicdo do array de coddes e identifica os codfes anteriores
adjacentes & posicao n, ou seja posi¢des n-2 e n-1, sendo armazenado o respectivo
tripleto no cubo respectivo de valor acumulados. Em seguida o apondador desloca-
se um codao e 0 processo repete-se.

O processo de contagem de aminoacidos é analogo, utilizando para o efeito a matriz
de contagem dos tripletos de aminoacidos.

As contagens sdo efectuadas em duas passagens e com dois resultados distintos. Na
segunda contagem s&o ignoradas as cadeias contendo coddes iguais em namero
superior ou igual a 4, sendo apenas contada uma ocorréncia sempre que estas
repeticdes de cadeias longas se verifiquem. O objectivo é permitir também o estudo
sem o enviesamento causado por estas sequéncias.

O algoritmo aplicado para efectuar as contagens é, de uma forma simplificada, o
seguinte:

OPEN sourcefile

WHILE NOT Sourcefile.EOF
gene=Sourcefile_Readgene()
IF ClearGene(gene) THEN
WITH gene DO

Codgene=SPLIT(gene, 3)

FOR i=4 to UBOUND(Codgene)-1
xcod=poscodon(Codgene(i-3))
ycod=poscodon(Codgene(i-2))
zcod=poscodon(Codgene(i-1))
Matrix(xcod, ycod, zcod) = Matrix(xcod, ycod, zcod) + 1

END FOR

END WITH
ELSE
PRINT TO FILE “Excluded..”
END IF
END WHILE
PRINT TO FILE Matrix()

A partir daqui, desencadeia-se todo o processo de analise estatistica.



3.2. Algoritmo para Contagem de Tripletos sem Cadeias de Repeticdo

O Algoritmo para contagem de tripletos sem cadeias de repeticdo € em tudo
idéntico ao apresentado anteriormente a excepc¢do de que sdo analisados em cada
momento quatro coddes e ndo apenas trés como acontece na contagem global. A
cada iteragdo sdo analisados os coddes anteriores a posi¢cdo n (n-3, n-2 e n-1).
Enquanto os quatro coddes forem iguais ndo é alterada a matriz de contagens de
coddes. No final ficaremos com as contagens onde todas as cadeias de codfes
iguais, cujo comprimento é superior a 3, contam apenas como uma Unica
ocorréncia de um tripleto.

3.3. Algoritmo de Determinacao de Cadeias maximas

Quanto ao algoritmo aplicado para efectuar a determinacgédo de cadeias maximas, o
processo inicia-se com a utiliza¢ao do array dos coddes do gene. Para cada iteracéo
¢ analisado o coddo anterior, se este for igual ao actual, incrementa-se o contador,
até que o codao lido seja diferente do anterior. Nessa iteracdo Ié-se do array de
contagens de cadeias maximas, o valor existente para o coddo anterior. Se o valor
existente for inferior ao contador, actualiza-se o array para este valor.

Para o processamento de cadeias maximas de aminoacidos, sdo analisados, ndo o
coddo, mas sim o aminoacido, mantendo-se o incremento do contador mesmo que
0 coddo seja diferente, desde que este corresponda ao mesmo aminodcido.

4.4. Algoritmo de Determinacao de Grupos de repeticao

A determinacdo de grupos de repeticdo, é efectuada tendo por base o principio
inerente ao algoritmo anterior. No entanto em vez de desprezarmos os valores onde
as cadeias encontradas sdo inferiores, estas sdo armazenadas numa matriz,
permitindo que no final da analise ao orfeoma, tenhamos uma matriz de coddes
com dimensdo m x 64, onde m representa o valor maximo de todas as cadeias
iguais encontradas, resultando numa matriz contendo o n° de vezes que cada codédo
aparece em sequéncias de 1 até m.

A descricdo do algoritmo para analise de aminoacidos é em tudo analoga a
descricdo do algoritmo para analise de codfes, com a ressalva de que € necessario
previamente estabelecer a equivaléncia entre os codBes e o0s respectivos
aminoécidos.

4. GeneSplit

A aplicacdo GeneSplit foi inicialmente desenhada para efectuar as contagens
simples de tripletos de coddes (Figura 3). Atendendo aos varios requisitos que
resultaram de um processo de desenvolvimento em espiral, varias foram as



funcionalidades acrescentadas ou redefinidas. Como resultado, é possivel usar esta
ferramenta para obter os seguintes resultados, por orfeoma, gene, cromossoma ou
genoma:

Contagens de tripletos de coddes/aminoacidos;

Determinacéo de cadeias méximas de coddes/aminoacidos;

Agrupamento de sequéncias repetidas de coddes/aminoacidos;
Visualizag@o/gravacao do relatorio de processamento de dados;

Opcao de ignorar cadeias longas (superior a 3) repetidas do mesmo codéo;

Relatérios (informacao relativa aos genes que foram desprezados e a causa
dessa exclusdo; genes que possuem cadeias longas de cod6es iguais, com a
indicacdo de quantos coddes sdo desprezados);

Possibilidade de trabalhar com bases codigos genéticos modificados (por
exemplo, com ACTG ou com as bases ACUG);

Processamento em batch, permitindo manipular sequencialmente ficheiros
de diversas fontes (diferentes pastas);

Fusdo de resultados (Opg¢do “Merge files”) para genomas repartidos em
varios ficheiros, permitindo que os resultados de analise desses ficheiros
indicados num arquivo de processamento Batch, possam ser acumulados,
minimizando a carga de memoria que seria necessaria para manipular
ficheiros de dados muito grandes.

Gene SPLIT 1.08.01.02
Fle Help

Codons and Amino acids Analysis (inplets)
Output | Settings 8 H

File to process
Start

Global Report Bases detected

Output

Codons Count
Amino acid count
[] Group codons
[ Group amino acid
Max codons sequence

Max amino sequence

Genes processed Save resut

Figura 3 — Interface inicial da aplicacdo GeneSplit/GSCore



5. Processamento

5.1. Seleccéo de dados

A seleccdo de dados das contagens dos tripletos de coddes resulta numa tabela com
226.981 linhas para cada genoma. A contagem de tripletos de aminoacidos resulta
numa tabela com 8000 linhas, pelo que o resultado da analise de cada genoma
exige bastantes recursos e como se compreende, facilmente se atinge uma
dimensdo de tal forma elevada que impede a utilizacdo de ferramentas de analise
tradicionais como as folhas de célculo.

5.2. Dupla contagem de tripletos de coddes

Inicialmente, a contagem de tripletos incidiu sobre a totalidade dos genomas,
tendo-se verificado que alguns dos organismos apresentavam no seu genoma
elevadas sequéncias com repeticbes do mesmo coddo. Por esse motivo, foi
implementada uma funcionalidade na aplicacdo informética que permite decidir se
a contagem deve reflectir a totalidade do genoma, ou se deve ignorar grandes
sequéncias, entenda-se, as sequéncias com mais do que trés codfes iguais. Na
contagem de aminoacidos, sdo considerados iguais, mesmo que o codao de origem
seja diferente.

— i
Output o0z F
Start Parameters
Gene Identify Min codons number lgnore codons that contain Step
= P 12 w N R 1 b
Options
[] Dinami

[] Ignore big sequences of same codon
[] Mergefies

[[] Store results into database (only for codons and amino acids counts)

Select..

Figura 4 — Parametros ajustaveis, com realce para a opg¢ao “Ignore big sequences...”

O objectivo dessa diferenciacdo foi a comparacdo dos resultados entre as duas
contagens de forma a determinar se o comportamento dos organismos, em termos
de frequéncias relativas, foi afectado ou ndo pela omissdo das sequéncias de
repeticéo.

De acordo com os objectivos globais do estudo, o método foi aplicado da mesma
forma a contagem de tripletos de aminoéacidos.



5.3. Ontologia para Armazenamento de Dados

Os dados processados sdo armazenados huma base de dados relacional tendo sido
definida uma ontologia de armazenamento de dados através da especificacdo de
cada tabela e os respectivos atributos, conforme apresentado a seguir:

Tabela: tbl_Codon_Amino_Association
Descricdo: Associacdo entre Codbes e Aminoacidos

Atributos:
Name Data type Length
Cod Text 3
Amino Text 3
id Byte 1

Tabela: tbl_Frequency_Amino

Descricdo: Contagens completas das frequéncias de tripletos de

Aminoéacidos

Atributos:
Name Data type Length
AbrevOrg Text 10
al Text 3
az Text 3
a3 Text 3
value Integer 2
expvalue Integer 2
freqg_rel Single 4
probb Single 4
Diff Single 4
ratio Single 4

Tabela: tbl_Frequency_Amino_WR

Descricdo Contagens das frequéncias de tripletos de Aminoacidos sem
cadeias longas de tripletos iguais

Atributos: (os mesmos que os definidos para a tabela completa)

Tabela: tbl_Frequency_Codon
Descricdo: Contagens completas das frequéncias de tripletos de Codbes
Atributos:

Name Data type Length
AbrevOrg Text 10
cl Text 3
c2 Text 3
c3 Text 3
value Integer 2
expvalue Integer 2
freqg_rel Single 4
probb Single 4
Diff Single 4
ratio Single 4

Tabela: tbl_Frequency_Codon_WR

Descricédo: Contagens das frequéncias de tripletos de Codbes sem cadeias
longas de tripletos iguais

Atributos: (os mesmos que os definidos para a tabela completa)



Tabela: tbl_Organisms
Descricdo: Organisms dataset

Atributos:
Name Data type Length
1DOrg Longint 4
DescOrg Text 50
AbrevOrg Text 10
sourceFrom Memo -
dateSource Text 50
reflD Byte 1

Desta forma qualquer utilizador poderéa efectuar a analise de tripletos de genomas e
guardar os dados numa base de dados reconhecida pela aplicacdo, bastando para
isso marcar a opc¢ao respectiva no separador Settings da aplicacdo GeneSplit.

Os dados das diversas contagens sao por defeito guardados em ficheiros no formato
CSV, podendo no entanto ser gravadas directamente numa base de dados. A
aplicacéo inclui outros algoritmos que nao estéo referidos explicitamente, mas que
realizam todo o pré-processamento, nomeadamente célculos estatisticos, tais como
médias, frequéncias relativas, frequéncia esperada, etc., pelo que o resultado final
do processamento da aplicacdo inclui esses dados pré-processados, no formato e
tipo especificado pela ontologia.

6. Portal Web

Paralelamente ao sistema de processamento foi construido um portal Web que
possibilita a extraccdo das contagens efectuadas a partir da base de dados principal
(Figura 5). A aplicagdo pode ser acedida em http://bioinformatics.ua.pt/genesplit,
podendo também ser efectuado o download da aplicacdo executavel assim como
outra documentacao, nomeadamente o manual de utilizador.

Actualmente, estao disponiveis para a comunidade 22 orfeomas processados e 0s
respectivos proteomas. Cada orfeoma esta disponivel em duas versées - com e sem
cadeias longas de repeticdo. A aplicacdo apresenta uma interface de facil utilizacao
tendo sido desenhada de acordo com os requisitos da equipa de bidlogos envolvidos
no projecto. Salienta-se o facto de cada utilizador poder criar um perfil no sistema,
de forma a poder gravar as suas sessdes no servidor, ficando estas acessiveis para o
seu proprietario, a partir de qualquer computador com acesso a internet. Dessa
forma o utilizador podera sempre que quiser, regressar as consultas realizadas para
posteriormente continuar o seu trabalho, mesmo que esse decorra distribuido por
varios dias. De salientar que ndo gravados os dados em si mas apenas 0 conjunto
das instrugbes SQL produzidas em cada query, pelo que o carregamento de cada
sessdo é extremamente rapido.

As opcdes de extrac¢do de informagdo estdo separadas em dois grupos: Standard
Queries e Advanced Queries. Na primeira op¢do o utilizador pode seleccionar um
dos véarios orfeomas existentes na base de dados, optando de seguida pela selec¢do



do tipo que mais lhe interessa, se a analise do orfeoma, se a analise do proteoma,
com ou sem as repeticdes referidas anteriormente. De seguida séo escolhidos os
dados a serem exibidos, em termos de tripletos de coddes ou de aminoacidos. Apés
a submissdo do pedido os dados sdo visualizados no separador Results, podendo
ser exportados num dos formatos ja referidos, ou removido o pedido da lista de
sessao.

= /=

i? 1/§

AN Y= _
Download Overview Contact us... UA.PT bioinforma
Standard query Emm Results

Queries submitted
Registered user: rest

Logout Save Session manager Associaon between Codons and Amino ackds
e e e e == s

= Session queries

Step 1: Select one or more datasets Step 2: Select one or more attributes
[ibl_Frequency_Amino].[AbrevOrg]
[l_Frequency_Amino).[a1]

GeneSplit - 17-12-2007 23:10:15 || Compiete frequency codons friplet count [ibl_Frequency_Amino].[a2]
GeneSplit - 19-12-2007 23:14:59 || Frequency codons iriplet count wihout long strings [ibl_Frequency_Amino[a3]
‘Organisms dafaset [ibl_Fregquency_Amino).[value]

Genesplit - 30-01-2008 18:36:40
Genesplit - 30-01-2008 18:37:15 Step 3 (optional):

Mark to use totals (count, max, min, Std deviation or variance) ]

Step 4 (optional):
Mark if it intends to order for a specific field. |

Step 5 (optional):
Add some conditions to the query (filter, join and others restrictions)

Next
condition

First conditional attribute RE‘ZUDH

Second conditional attribute

[®1_Frequency_Amino]. [AbrevOrg] v |uKE | ||"%alb" - Add >>
Figura 5 — GeneSplit/GSWeb: interface de consultas avangadas.

A segunda opcéo (Advanced) é especialmente indicada para utilizadores mais
experientes que pretendam retirar informagéo cruzada de mais do que uma tabela,
recorrendo para isso a um motor de pesquisa com a inclusdo de fungdes de
agregacao, ordenacao e condicdes de juncdo ou filtragem.

7. Conclusao

Os sistemas de informacéo e de computacédo tém vindo a assumir um papel cada
vez mais importante no desvendar de conhecimento relacionado com as areas
emergentes da biologia molecular, tais como a genémica e protedémica. Um dos
problemas que tem vindo a ser estudado envolve os erros de traducdo. A
implementacdo de ferramentas informaéticas ajudam-nos a perceber, como
podemos reduzir esses erros de traducdo que conduzem a proteinas aberrantes e
como melhorar a eficicia de tradugéo de proteinas.



Neste artigo apresentdmos uma aplicacdo de software que foi desenvolvida
especificamente para anélise de associacdo entre tripletos de coddes consecutivos.
Este trabalho permitiu ja& a obtencdo de alguns resultados cientificos
nomeadamente através da analise comparativa de 11 genomas, foi possivel detectar
um padrao particular da espécie “Candida Albicans” relativamente a outros fungos
(Moura, G., et al., 2007).
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