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RESUMO

A analise da informacédo contida em sequiéncias genéticagdaho cada vez mais
importancia nos dias atuais. A chamadetacdo genéticeem o objetivo de, a partir de
uma ou mais sequéncias, determinar suas caracteristicatuess e funcionais. Mui-
tos processos de anotacao ja foram realizados com éxitordana® consideravelmente
nosso conhecimento acerca do mecanismo genético de diverEmiSMos.

A re-anotacao genéticé um processo que visa revisar o resultado da anotac&o, em
virtude da disponibilidade de novas informacfes. Nesteath® foi desenvolvido um
sistema de re-anotacdo automéatica, onde tarefas de arédestitivas podem ser auto-
matizadas e os dados na anotacao re-analisados periodiearadim de que possiveis
modificagdes possam ser detectadas. O sistema é baseadoaiagia de agentes. Cada
agente é responsavel pela execucdo de diferentes ferasmmbioinformatica. Ao fi-
nal do processo, os resultados individuais sdo combinaflosde atingir o objetivo da
analise. O sistema demonstrou eficicia na analise realeradarganismos procarion-
tes durante a fase de validagdo. Ambientes de re-anotagdo esie s&o ferramentas
interessantes a serem futuramente integradas a sisteranstdedo existentes.

Palavras-chave:Bioinformética, Re-anotacdo de genomas, Sistemas Baseadugeem
tes.



An Agent-Based System for Re-annotation of Genomes

ABSTRACT

The analysis of the information present in genetic sequeiscgaining more impor-
tance nowadays. Thgenetic annotatioaims to determine structural and functional char-
acteristics of the sequences. Many annotation processesafr@ady been carried out,
improving our knowledge about the genetic mechanism ofrs¢eeganisms.

Thegenetic re-annotatiors a process that aims to review the annotation results when
new information is available. This work presents an aut@meg-annotation system
where repetitive analysis tasks can be automated and diomotkata are periodically
re-analysed in order to detect possible differences. ThieByis based on the agent tech-
nology and each agent must execute different bioinforraatiols and merge its results in
order to reach the analysis goals. The system proved to beeaffon the analysis carried
out in procariotic organisms in the validation processone@ag an interesting tool to be
integrated in annotation systems in the future.

Keywords: bioinformatics,genome re-annotation, multi-agent syste



1 INTRODUCAO

Muitas das descobertas mais significativas do ultimo séselldesenvolveram no
campo da Biologia Molecular. As pesquisas realizadas sobsé&ratura quimica e mole-
cular das estruturas genéticas responsaveis pelo garartiadas atividades celulares,
e por conseguinte da prépria vida, permitiram o surgimest@mbjetos audaciosos de
investigacdo do chamadgenoma O mais conhecido deles, sem duvida, fdPmjeto
Genoma Human@_ANDER et al., 2001), mas muitos outros projetos relacttnssa ou-
tros organismos estdo em andamento ou ja se encontram ictos;lmuitos deles com
dados completos disponiveis na Interhet

Desde que Ray Wu sequénciou o primeiro segmento de DNA, em @9i0nero de
informagdes bioldgicas disponiveis tem crescido bastarpento de atingir taxas expo-
nenciais nas ultimas décadas. Os bancos de dados biolfibicsamente disponiveis,
apresentam hoje dimensfes que tornam a analise e companag@ais destes dados
impraticavel.

Os computadores tém desempenhado um papel de destaque tzyenore sub-
sequente analise de sequéncias genéticas. A capacidaaedsgar grandes quantidades
de dados em um curto espaco de tempo e a disponibilidade siogméblico a bases ele-
tronicas de dados biolégicos representaram um grande@ygaagto aos antigos métodos
de andlise manual. A grande importancia das ferramentaputagionais na analise de
sequéncias genéticas possibilitou a criacdo de uma noaandeedisciplinar denominada
Bioinformética Durante as ultimas décadas, inUmeras ferramentas cocigmd# con-
tribuiram de forma significativa na melhoria de tarefas casma analise genética (como
comparacao de sequéncias, busca, anotacéo de genegrmtchroo na integragcéo destas
em sistemas mais complexos.

Ferramentas computacionais tém se destacado princip@reentarefas relaciona-
das dAnotacdo GenéticdSTEIN, 2001). A anotacdo genética tém o objetivo de ob-
ter informacgdes estruturais e/ou funcionais sobre uma gas/aequéncias relacionadas
a um determinado genoma. Tarefas comuns & anotagdo geinéticem a busca por
sequéncias semelhantes (homdélogos ou ortélogos), bussdtips funcionais dentro da
sequéncia (motivos ou dominios), inferéncia da estrugpaaal de proteinas, etc. Todas
estas tarefas encontram ferramentas capazes de auxisgeoigista humano de forma
significativa, reduzindo tempo e esfor¢co necessarios papacusao de um processo de
anotacao.

Em muitos casos, os resultados obtidos por um processo d&cédongodem sofrer
alteracdes. Novas informacdes provenientes de comparagdenovas seqiéncias e si-
tios funcionais podem fornecer indicios que levem ao asrésde novas caracteristicas

hitp:/ivww.ncbi.nlm.nih.gov



ou até mesmo a eliminacéao de regides funcionais cuja egiatééo foi totalmente com-
provada durante a anotacao (proteinas hipotéticas). léodesejavel que os resultados
de anotacfes genéticas possam ser re-analisados de fetamadica em um processo
denominadae-anotacao

Até o momento nenhum sistema integrado de re-anotacgéo ispténtvel para uso
pela comunidade cientifica. A metodologia adotada atudbmestes processos € a exe-
cucao manual de diversas ferramentas computacionais aslsexjiiéncias desejadas e a
subsequente integracdo manual dos resultados. Este gpatemtegracdo manual é uma
tarefa muitas vezes custosa, e que envolve acoes repetitiva

A caréncia de sistemas computacionais integrados de tagiiwofoi a motivagéo para
o desenvolvimento, neste trabalho, de uma ferramenta dea&®&cao automéatica, base-
ada natecnologia de agentes, capaz de efetuar analisesigasisobre o resultado obtido
durante o processo de anotacdo. Novas informacdes ertasBao reportadas a especi-
alistas humanos, que podem analisar a informacéo e deeids sodificacbes sugeridas
sdo adequadas ou ndo. Os diversos agentes de softwaresdsgsmpela obtencéo de in-
formagOes séo capazes de agir cooperativamente a fim deeresohflitos e maximizar
a performance do sistema.

Os préximos capitulos abordam diversos temas relacioraaddassenvolvimento deste
trabalho, bem como o sistema de re-anotacdo desenvolvidapifulo 2 apresenta uma
breve introducdo aos processos e conceitos biol6gicodvishe® neste trabalho, bem
como a area de bioinformatica e as principais ferramentagpatacionais relacionadas
ao trabalho. J& o capitulo 3 descreve 0s processos de ametegz@notacdo em mais de-
talhe. A organizagéo, implementacgéo e validacdo do siss@maiscutidos nos capitulos
4 e 5. O capitulo 6 apresenta uma breve conclusdo bem conqeptvas de trabalhos
futuros relacionados ao sistema desenvolvido.



2 BIOLOGIA MOLECULAR E BIOINFORMATICA

O interesse na analise de dados genéticos € cada vez maiopCGmnstantes avan-
¢os da ciéncia no campo da Biologia Molecular, uma vasta glsate de dados sobre
a estrutura e funcionalidade do genoma de diversos orgasism tornou disponivel.
Muitas informacdes podem ser facilmente acessadas atavidéancos de dados publi-
cos disponiveis na Internet, comdGenbankBENSON et al., 2004). O acesso a estas
informacgBes € um fator de vital importancia para os procedsanalise que utilizam a
similaridade com estruturas ja catalogadas para infetiasenformacdes acerca de novos
genomas.

2.1 Conceitos Basicos de Biologia Molecular

Alguns conceitos bioldgicos séo de extrema importancia paxompreensao das téc-
nicas de analise apresentadas neste trabalho. Dentrecest@stos, sdo apresentados
aqui os de DNA e RNA bem como o processo bioquimico conhecidmoomDogma
Central da Biologia Molecular

2.1.1 DNA e RNA

Todo o material genético de um ser vivo esté localizado emctlalas, codificado em
longas cadeias de uma molécula chaniabié (DeoxyriboNucleic Acid Acido Deoxiri-
boNucleico). O conhecimento sobre sua composicao, funedtretura foi resultado de
diversas pesquisas sobre a natureza quimica do materitigerdesenvolvidas a partir
de meados do século passado.

O DNA tem a forma de uma hélice dupla, formada por cadeias idesiaucleicos
chamadoswcleotideogFigura 2.1). Existem quatro tipos de nucleotideos enados
no DNA: AdenindA), CitosingC), GuaningdG) e TiminaT). Cada nucleotideo em uma
das cadeias da hélice dupla é ligado a outro nucleotideodeacaposta, da seguinte
forma: Adenina € ligada a Timina(A-T) e Guanina € ligada asdi@(C-G), e vice versa.
Assim, uma molécula de DNA completa possui duas cadeias deatideos que sao
complementares. Tais nucleotideos sdo muitas vezes cbhammasese uma cadeia de
DNA é frequentemente medida em milhares de bases, abrevesudekb.

Outra molécula que desempenha um papel importante nossgaxestudados na
biologia molecular é &RNA (RiboNucleic Acid Acido RiboNucleico). Sua estrutura é
semelhante ao DNA, mas difere na forma e composicdo. A mialémi RNA possui
a forma de uma hélice simples, composta também por quatieatiteos: Adenina,
Citosina, Guanina, como no DNA, dAacil (U) substitui a Timina.

Existe uma variedade de tipos diferentes de moléculas de Réleptes em uma cé-
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Figura 2.1: Representacédo simplificada de uma molécula de DNA

lula. O RNAmensageirgmRNA) é transcrito a partir do DNA, tranportando a informaca
genética até uma organela presente no citoplasma celaaradtaribossomo responsa-
vel pela sintese de proteinas. O RMansportador(tRNA) € responsavel pelo transporte
de moléculas de amino-acidos até o ribossomo. Ja o Rdd&sdmiccé responsavel por
catalizar algumas etapas do processo de sintese de psoteina

2.1.2 Proteinas

Grande parte do processo quimico celular é controlado pgabmoléculas de pro-
teinas. O estudo sobre a composicao e funcao das proteinap&sso essencial para a
compreensao do mecanismo funcional de uma célula.

Uma proteina é formada por uma longa cadeiahno-acidos Existem cerca de
20 amino-acidos que sao utilizados por todas as espécasadnhecidas. A Tabela 2.1
apresenta a listagem completa destes amino-acidos.

A sequéncia quimica da proteina (contendo o conjunto decétitos pertencen-
tes a ela) é chamadsstrutura primaria A estrutura primaria por si s6 ndo € suficiente
para a determinacdo exata da fungdo da proteina. O modo cproteéna esta disposta
espacialmente € um fator decisivo na fungdo desempenhéalanpécula. As estru-
turas secundaria e terciaria da proteina especificam comsoroponentes da estrutura
primaria se organizam em elementos estruturalmente maiplegos, comadélices alfa
(Figura 2.2).

As proteinas podem desempenhar fun¢des na célula, tantivagia de algum pro-
cesso importante, como na composicao estrutural das s@ula catalizacdo de reacdes
quimicas (enzimas). E comum que diversas proteinas piakipiela célula executem
uma reacdo quimica de forma conjunta e em uma sequénciaddefioimando as cha-
madasvias metabolicas

Duas proteinas diferentes sdo considerad#dogasquando desempenham a mesma
funcdo mas em organismos diferentes. Ja proteinas que piesieam funcdes diferentes,
mas relacionadas, dentro do mesmo organismo sao conheoidaparalogas A analise
da ocorréncia de proteinas paralogas e ortélogas nos sngasiestudados é utilizada
na obtencdo de relacionamentos entre proteinas em ddsrespécies, bem como na



Figura 2.2: Uma representacao grafica simplificada da astrde uma hélice alfa.

Regiao Codificadora

Figura 2.3: Organizacao dos genes em organismos proasiont

compreensao do mecanismo evolucionario existente.

Outra definicdo importante a ser destacada sobre protematBomologia Duas
proteinas sao ditas homélogas se estdo relacionadas pogé&hicia a partir de um an-
cestral comum na cadeia evolucionaria. A divergéncia eartitbas ocorre a partir de
mutacdes sucessivas ocorridas em ambas as sequéncrasdatsua composicao e pos-
sivelmente sua fun¢do no organismo.

2.1.3 Organizagao do Genoma

A sequéncia completa de DNA que codifica um ser vivo é chargadama O ge-
noma, entretanto, ndo funciona como uma Unica e longa sei@iiéeu conteudo € di-
vidido em genes individuais. Ugeneé uma pequena sec¢ao da sequéncia genética, com
um propdésito Unico e especifico.

Existem trés classes de genes. Os genes codificadores éeasosdo utilizados
como modelos para construcéo de proteinas. Outros gerssf@e no genoma sao res-
ponséaveis pela producdo de moléculas de RNA. Finalment&gaxigenes que sao res-
ponsaveis pela regulacdo da atividade de outros genesg&isse sdo os chamadgenes
reguladores

Os genes apresentam estruturas diferentes em organ®oumiontes! e em orga-
nismosEucariontes. Organismos procariontes apresentam genes estruturaickasoe
ilustrado na Figura 2.3. Regifes promotona®oter$ sao sequiéncias responsaveis por
promover a transcricdo dos gen&sart codonsao triplas de bases que marcam o inicio
de uma regido codificadora. Ja®®p codonsao triplas de bases que especificam o final
da sequéncia codificadora de um gene.

Organismos eucariontes apresentam uma estrutura gemé@icaomplexa (Figura 2.4).
A regido codificadora de cada gene, nestes organismos, tesmasendistribuida em di-
versas regides menores denominagbesns Exons estdo separados dentro do gene por

1Organismos que ndo possuem ndcleo definido (Ex.: bactérias)
2Organismos que possuem nucleo celular delimitado (Exesdarmanos).
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Start codon

Figura 2.4: Organizacao dos genes em organismos eucaiionte

Tabela 2.1: Codificacdo de amino-acidos

U C A G
UUU Phe UCU Ser UAU  Tyr UGU Cys U
U UUC Phe UCC Ser UAC  Tyr UGC Cys C
UUA Leu UCA Ser UAA STOP UGA STOP | A
UUG Leu UCG Ser UAG STOP UGG Trp G
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
c CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C
CUA Leu CCA Pro CAA Gin CGA Arg A
CUG Leu CCG Pro CAG Gin CGG Arg G
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
A AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
GUU Vval GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
G GUC \Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly C
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G

regibes chamadastrons Logo, para que a regido codificadora de um gene eucariota
possa ser construida, € necessario remover os introns esuexons de forma a obter
uma Unica sequéncia. Este processo, denomiimigm splicingsera contextualizado na
proxima secao.

2.1.4 O Dogma Central da Biologia Molecular

O material genético pode ser visto como um livro de receieaprdteinas. Genes
especificos dentro do genoma produzem proteinas que poesdasempenham funcdes
especificas dentro da célula. O processo de produzir pasteirpartir de sequéncias
de genes presentes em uma molécula de DNA é conhecido cd@ogroa Central da
Biologia Molecular

O processo inicia com #anscricdodo gene desejado em uma molécula de RNA
mensageiro. Esta molécula de RNA contera a seqiiéncia commtianao gene (contendo
inclusive os introns, no caso de organismos eucariontepy0Xdmo passo €é transportar
0 mMRNA até uma organela denominatizossome responsavel paraduzir a molécula
de mRNA em uma proteina funcional. Em organismos eucarioutegpasso extra de
intron splicingé realizado antes da traducdo, no momento em que a moléculRNA
€ retirada do nucleo celular. Nesta etapa adicional osnisitsdo retirados, de forma
que apenas as bases pertencen®assejam mantidas. introns n&o séo utilizados na
contrucao de proteinas, e logo ndo precisam estar preskmtgge a etapa de traducao.

Cada amino-acido é codificado na cadeia de mRNA atraves de giérsea de trés
nucleotideos chamadédon A Tabela 2.1 apresenta o conjunto completo de codigos uti-
lizados pela grande maioria dos seres vivos. Esta tabélalesdida em quatro colunas



Tabela 2.2: Descricdo dos principais amino-acidos exissen

Acrénimo Nome do Amino-acido Simbolo
Ala Alanina A
Arg Arginina R
Asn Asparagina N
Asp Aspartato (Acido aspartico) D
Cys Cisteina C
Gln Glutamina (Glutamida) Q
Glu Glutamato (Acido glutamico E
Gly Glicina G
His Histidina H

lle Isoleucina I

Leu Leucina L
Lys Lisina K
Met Metionina M
Phe Fenilalanina F
Pro Prolina P
Ser Serina S
Thr Treonina T
Trp Triptofano (Triptofana) W
Tyr Tirosina Y
Val Valina \%

e guatro linhas, onde cada linha contém os codons iniciaelospicleotideo correspon-
dente. Cada coluna especifica o segundo nucleotideo da segd@éncodon. Existe
uma coluna extra ao final da tabela que especifica a ordem agrtenucleotideo per-
tencente a sequéncia dos cédons. A codificacdo mostradaela tontém os cddigos
RNA dos cédons, utilizando as bases descritas na Secdo Bxisiem 64 possibilidades
possiveis de combinacdes utilizando trés nucleotideassoraente 20 amino-acidos sao
codificados. Isto ocorre porque alguns codons séo redusgjarquanto outros desem-
penham funcdes especiagdp codons A descricdo dos aminoacidos € apresentada na
Tabela 2.2.

Durante o processo de traducdo, moléculas de amino-aaidssriies na célula seréo
transportadas até o local adequado e unidas de forma auonstra cadeia completa.
Dentro do citoplasma celular, existem diversas molécuafRMA contendo exatamente
um cédon. Estas moléculas séo ligadas ao amino-acido ésptivaao cdédon represen-
tado, transportando o amino-acido até o ribossomo, ondel@encéontido na molécula
de tRNA é associado a um cédon complementar equivalente ricut@lde mRNA (Fi-
gura 2.5). Deste modo, a proteina desejada é construidag-@mido a amino-acido, até
a molécula correspondente estar completa e pronta a seaddilpela célula.

2.2 Armazenamento e Obtencéo de Informacdes Genéticas

Atualmente, o mapeamento da estrutura e funcionalidadesdengas tem ocupado
cada vez mais espaco no meio cientifico. A obtencdo de infifi@saprecisas, a nivel
genético, sobre muitos organismos pode levar a tratamemads eficazes para pragas



Figura 2.5: O processo de tradugéo.

e doencas, bem como a um melhor esclarecimento do funcionarde nosso préprio
organismo. Nesta secéo serdo apresentadas as principatéegirelacionadas a anélise
da estrutura e funcionalidade de genes e genomas.

2.2.1 Representacdo de Sequiéncias Genéticas

Muitas informacdes extraidas a partir de pesquisas solsteldiga e funcéo de mui-
tas moléculas presentes em diversos genomas de diferegtassmos encontra-se ar-
mazenada em meio digital, disponivel através de bancosdies @eessiveis a partir da
Internet. Para que este armazenamento digital seja phgspreciso representar a infor-
macao genética de uma forma passivel de processamento ponyoatador.

Esta tarefa € realizada durante o processsatgienciamenfmnde a seqiiéncia de
DNA é codificada em uma sequiéncia de caracteres represergaackstrutura quimica.
Cada caractere representa um nucleotideo diferente. Assienseqiiéncia de DNA pode
ser representada como “ATGCCTAAGC”, onde a letra “A’ represemh nucleotideo de
adenina, “T” representa um nucleotideo de timina, e assindipate. Codificacdo seme-
lhante é adotada para moléculas de RNA e proteinas, estaaglliitilizando letras para
representar amino-acidaStringscomo estes podem ser processados em um computador
e armazenados em bancos de dados especificos para dadasogenét

2.2.2 ldentificando Sequéncias Genéticas

No momento em que a seqiéncia de nucleotideos de um gencmndigsinivel,
outras informacdes podem ser obtidas, principalmenteta garferramentas computa-
cionais. Algumas das principais caracteristicas relatas a genes e outras entidades
presentes nos genomas serao descritas a seguir.

2.2.2.1 Homologia e Ortologia

Os conceitos de homologia e ortologia definidos para pragefsecao 2.1.2) podem
ser estendidos para genes. A determinacao de genes og@ode auxiliar na analise da
evolucao de determinados genes e na construcdo de arvogeméticas.

A principal fonte de informag&o com relac@o a genes ort@ago banco de dados
COG (Cluster of Orthologous Groupgsecao 2.2.3.2). No COG existem diversos genes
identificados em diferentes organismos que séo classiBoamiogrupos juntamente com
outros genes ortdlogos. Além disso, ferramentas de coggade sequéncias, como o
BLAST (secéo 2.2.4.1) podem ser utilizadas na determinag@@des ortologos.



2.2.2.2 Motivos

Um item bastante considerado durante a anotacdo genétiessoeiacdo de uma
sequéncia de aminoacidos desconhecida a alguma familiaoinid conhecido de pro-
teinas. Estes grupos sdo geralmentes representados piegpaspeciais encontrados em
sequéncias, que estao relacionados a funcionalidadesifesge Familias e dominios
de proteinas conhecidos encontram-se armazenados enslmindados especialmente
construidos para tal.

As familias de proteinas e os dominios funcionais séo reptados pomotivos ge-
ralmente associados a funcao biol6gica desempenhadappétesros. Os motivos sao
por sua vez representados por algum mecanismo de esp&wfidagpadroes, como ex-
pressoes regulares ou HMMsiflden Markov Models Um exemplo de representagao de
motivos utilizado no banco de dados Prosite (FALQUET e®&l02) é mostrado abaixo:

K —[RG] — X(2) — C — DE — X(3,5) — [LIV M]

O padréo deve ser lido da seguinte maneira: o amino-disida (K), seguido tanto
por arginina (R) ouglicina (G); dois residuos quaisquer; uroigteina(C); qualquer re-
siduo, menoscido aspartico(D) ou acido glutamico(E); de trés a cinco residuos nao
especificados, terminando cdeucina(L), isoleucina(l), valina (V) ou metionina(M).

As proteinas que fazem parte desta familia apresentamadsopem algum lugar na sua
sequéncia.

2.2.2.3 \Vias Metabdlicas

Processos como os ocorridos nas chamagessmetabolicapodem conter diversos
genes ativados simultaneamente ou em uma sequéncia definédpossibilitam que de-
terminada acéo seja realizada pela célula. Alteracdesemessgpodem levar a falta de
proteinas importantes para a reagdo, impossibilitandalizagdo de um ou mais proces-
SOS.

Logo, a determinacdo de quais vias metabdlicas estdoarbtas a um gene € uma
informacdo bastante interessante na especifica¢do candplstia funcao. A analise neste
nivel de processos celulares € bastante complexa, mu#es erigindo analises quimicas
sobre as moléculas estudadas.

2.2.3 Bancos de Dados Biol6gicos

A grande quantidade de informacdes provenientes da am@igenomas em todo o
mundo esta distribuida em diversos bancos de dados pUblisponiveis na Internet.
Estes bancos de dados sdo mantidos por diversas orgarsiziifgientes, possuindo es-
truturas e mesmo terminologias diversificadas. O acesstes @sdos pode ser feito de
diversas maneiras, incluindo transferéncia de dados-wiail copia de arquivos atraves
de FTP e, mais recentemente, consultas efetuadas via umlésronHTML na Web.

Os bancos de dados envolvendo seqiiéncias de nucleotidgns;acidos ou estru-
turas de proteinas podem ser classificados em bancos densegi@&imarios ou secun-
darios. Os primeiros armazenam diretamente seqUénciamide-acidos, nucleotideos
e estruturas de proteinas, sem qualquer tipo de processamennalise. Dentre estes
podemos citar 0 GenBank (BENSON et al., 2004), o DDBJ (MIYAZAKIlaké, 2004)
(DNA Data Bank of Japgre o PDB (BERNSTEIN et al., 1977P(otein Data Bank

Os bancos de sequéncias secundarios, como o PIR (BARKER £988) Protein



Information Resourgee 0 SWISS-PROT (GASTEIGER; JUNG; BAIROCH, 2001) séo
aqueles que derivam dos primeiros. O SWISS-PROT, por exemlotém um banco de
dados de proteinas com um alto nivel de anotacéo funciosabotado a esta base, existe
o TrEMBL, um banco de dados contendo as sequéncias de pté&ina&ompletamente
anotadas.

2.2.3.1 GenBank

O GenBank (BENSON et al., 2004) (Genetic Sequence Data Bank) keposito-
rio internacional de sequéncias genéticas conhecidastia g@aruma variedade de or-
ganismos. Neste banco de dados é mantida uma colecédo detfdesds e proteinas,
juntamente as referéncias bibliograficas que detalham a&eel p a anotacdo biologica
equivalente.

O Genbank é mantido pelo NCBN&tional Center for Biotechnology Informatipn
O NCBI, criado em 1988 pelo governo dos Estados Unidos, é reégehpor criar e
manter bancos de dados publicos, conduzir pesquisas ndélealogia computacional
e desenvolver ferramentas de software préprias para amidados genéticos, além de
permitir a disseminacao de informacdes biomédicas.

Atualmente os dados enviados ao GenBank sdo provenieritesppimente, de sub-
missdes diretas realizadas pelos préprios autores delta® de sequéncias, seguidas
pelas submissdes de ESExpressed Sequence Tagsdados déigh-throughput gera-
dos por centros de sequienciamento, além de dados pateneeselgpiéncias provenientes
de outros dois bancos colaboradores - EMBL (KULIKOVA et aDp2) e DDBJ. Os
dados séo disponibilizados na Internet, sem custo, via ETHPTa P.

O GenBank, juntamente com o EMBL e o DDBJ, faz partelmtarnational Nu-
cleotide Sequence Database Collaborat{tdSDC). Estes trés bancos compartilham as
sequéncias armazenadas, de modo que quando uma sequénprassnte em um deles,
também pode ser encontrada nos outros dois. Esta trocaatenagfdes é viabilizada
gracgas a utilizagdo de um formato padréo de armazenagemantesttas de busca por
similaridade e de consulta a seqiéncias estdo também disfson

Cada entrada no GenBank é uma descricdo concisa sobre a saqi®€maforma-
cdo armazenada inclui o nome cientifico (canSmurce e a taxonomia(campoOrga-
nism do organismo ao qual a seqiéncia teve origem, referénibfisgraficas (secao
Referencecontendo os campdsuthors Title, Journal Pubmedl e uma tabela de carac-
teristicas (secabeature$ que identifica as regides codificantes, regiées com siguidic
biolégico e as traducdes das regides codificantes. Aléno,déspropria seqiéncia de
DNA pode ser visualizada no cam@rigin. Um exemplo de registro pode ser visto na
Figura 2.6.

Cada registro no GenBank possui um numero de acesso, que@ estaico. Com o
proposito de identificar sequéncias especificas proversatd diferentes fontes, o Gen-
Bank adicionalmente inclui um identificador unico chamgiloO gi € um nimero ar-
bitrario, que se refere especificamente a seqiéncia exataim& base que compde a
sequéncia for alterada, um novo registro é adicionado ndoteam novo numergi, sem
gue com isso 0 registro antigo seja perdido, pois 0 novotregagponta para o antigo e o
antigo passa a apontar para 0 novo.

3Partes da seqiiéncia do gene que efetivamente codificam wtednpr Estas sequiéncias contém o
cadigo do gene, sem nenhuma outra seqiiéncia reguladora.

4Seqliéncias provenientes de processos de decodificacdnataagem andamento.

SCategorizag&o do organismo onde a protéina foi identificada



LOCUS NM_198314 1371 bp mRNA linear PRI 11-MAR-20

DEFINITION Homo sapiens 5-hydroxytryptamine serotonin receptor 3E (HTR3E),
transcript variant 2, mRNA.

ACCESSION NM_198314

VERSION NM_198314.1 GI:45356152

KEYWORDS

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1371)

AUTHORS Karnovsky,A.M., Gotow,L.F., McKinley,D.D., Piechan,J.L.,
Ruble,C.L., Mills,C.J., Schellin,K.A.B., Slightom,J.L.,
Fitzgerald,L.R., Benjamin,C.W. and Roberds,S.L.

TITLE A cluster of novel serotonin receptor 3-like genes on human
chromosome 3

JOURNAL Gene 319, 137-148 (2003)

PUBMED 14597179
REFERENCE 2 (bases 1 to 1371)

AUTHORS Niesler,B., Frank,B., Kapeller,J. and Rappold,G.A.

TITLE Cloning, physical mapping and expression analysis of the human
5-HT3 serotonin receptor-like genes HTR3C, HTR3D and HTR3E

JOURNAL Gene 310, 101-111 (2003)

PUBMED 12801637
COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final
NCBI review. The reference sequence was derived from AY349353.1.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1371
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="3"
/map="3927.3"
gene 1..1371
/gene="HTR3E"
/note="synonym: 5-HT3cl"
/db_xref="GenelID:285242"
/db_xref="LocusID:285242"
CDS 1..1371
/gene="HTR3E"
/note="isoform b is encoded by transcript variant 2"
/codon_start=1
/product="5-hydroxytryptamine serotonin receptor 3E
isoform b"
/protein_id="NP_938056.1"
/db_xref="GI:45356153"
/db_xref="GenelID:285242"
/db_xref="LocusID:285242"
/translation="MLAFILSRATPRPALGPLSYREHRVALLHLTHSMSTTGRGVTI
INCSGFGQHGADPTALNSVENRKPFRPVINISVPTQVNISFAMSAILDVVWDNPE I
NPEECEGITKMSMAAKNLWLPDIFIIELMDVDKTPKGLTAYVSNEGRIRYKKPMKV
ICNLDIFYFPFDQONCTLTEFSSFLYTVDSMLLDMEKEVWEITDASRNILQTHGEWE!
GLSKATAKLSRGGNLYDQIVEFYVAIRRRPSLYVINLLVPSGFLVAIDALSFYLPVK
NRVPFKITLLLGYNVFLLMMSDLLPTSGTPLIGVYFALCLSLMVGSLLETIFITHL:
VATTQPPPLPRWLHSLLLHCNSPGRCCPTAPQKENKGPGLTPTHLPGVKEPEVSAG(
PGPAEAELTGGSEWTRAQREHEAQKQHSVELWLQF SHAMDAMLFRLYLLEFMASSII
ICLWNT"
misc_feature 196..1323
/gene="HTR3E"
/note="K0OG3645; Region: Acetylcholine receptor [Signal
transduction mechanisms]"
/db_xref="CDD:21426"
ORIGIN

1 atgttagctt tcattttatc acgggcgacc ccacgccctg ccttggggcc cctctcatat
61 agggagcaca gggttgctct ccttcatctc acacattcga tgtccactac aggaaggggc
121 gttactttca ccatcaattg ctcagggttt ggccagcacg gggcggatcc cactgctctg
181 aattcagtgt ttaatagaaa gcccttccgt ccggtcacca acatcagcgt ccccacccaa
241 gtcaacatct ccttcgcgat gtctgccatc ctagatgtgg tttgggataa cccatttatc
301 agctggaacc cagaggaatg tgagggcatc acgaagatga gtatggcagc caagaacctg
361 tggctcccag acattttcat cattgaactc atggatgtgg ataagacccc aaaaggcctc
421 acagcatatg taagtaatga aggtcgcatc aggtataaga aacccatgaa ggtggacagt
481 atctgtaacc tggacatctt ctacttcccc ttcgaccagc agaactgcac actcacctte
541 agctcattcc tctacacagt ggacagcatg ttgctggaca tggagaaaga agtgtgggaa
601 ataacagacg catcccggaa catccttcag acccatggag aatgggagct cctgggcctce
661 agcaaggcca ccgcaaagtt gtccagggga ggcaacctgt atgatcagat cgtgttctat
721 gtggccatca ggcgcaggcc cagcctctat gtcataaacc ttctcgtgcc cagtggettt
781 ctggttgcca tcgatgccct cagcttctac ctgccagtga aaagtgggaa tcgtgtccca
841 ttcaagataa cgctcctgct gggctacaac gtcttcctgce tcatgatgag tgacttgctce
901 cccaccagtg gcaccccecct catcggtgtc tacttcgcce tgtgectgtc cctgatggtg
961 ggcagcctgc tggagaccat cttcatcacc cacctgctgc acgtggccac cacccagccc
1021 ccacccctge ctcggtgget ccactccecctg ctgctccact gcaacagccc ggggagatge
1081 tgtcccactg cgccccagaa ggaaaataag ggcccgggtc tcacccccac ccacctgecc
1141 ggtgtgaagg agccagaggt atcagcaggg cagatgccgg gccctgcgga ggcagagctg
1201 acagggggct cagaatggac aagggcccag cgggaacacg aggcccagaa gcagcactca
1261 gtggagctgt ggttgcagtt cagccacgcg atggacgcca tgctcttccg cctctacctg
1321 ctcttcatgg cctcctctat catcaccgtc atatgcctct ggaacaccta g

7/

Figura 2.6: Um exemplo de registro no GenBank.



A guantidade de dados armazenados no GenBank cresce exiaimente - histo-
ricamente os dados vinham dobrando a cada 18 meses, masadmaitiuiu para 15
meses. Essa diferenca se deve, principalmente, ao enagsw@neento de dados proveni-
entes do sequenciamento de ESTs.

As seqUéncias armazenadas no Genbank encontram-sedinathoente divididas em
“divisbes” que correspondem aproximadamente a gruposhfemwos tais como bacté-
rias (BCT), virus (VRL), primatas (PRI) e roedores (ROD). Nosnds anos, novas divi-
sbes foram adicionadas a fim de dar suporte a sequénciasames de estratégias espe-
cificas de sequenciamento. Dentre estas podemos destdoas@ss para EST (dbEST),
STS (dbSTS), sequénciakigh-throughput(dbHTG) e sequéncidsigh-throughputpro-
venientes de moléculas de cDNA (dbHTC).

O GenPept (APWEILER; BAIROCH; WU, 2004) (Genbank Gene ProduataD
Bank) contém traducdes efetuadas a partir das sequénciazaaradas no Genbank. As
entradas armazenadas contém um minimo de informacao anptageniente principal-
mente dos correspondentes registros de nucleotideos.

2.23.2 COG

O banco de dados COElusters of Orthologous Group$TATUSQV et al., 2003)
€ uma tentativa de classificar flogeneticamente genesrisssem genomas completos.
Cada registro no COG contém trés ou mais genes consideradimgjos. A verséo atual
do COG consiste de 4873 grupos, incluindo 136.711 proteatasionadas a genes de 66
genomas. As informacfes presentes no banco de dados skradagmperiodicamente,
sempre que novos genomas sao disponibilizados.

2.2.3.3 Interpro

O InterPro (MULDER et al., 2003) é uma fonte integrada de duwmntacdo sobre
dominios, familias e caracteristicas funcionais de prnateiCriado em 1999, seu objetivo
é reunir em uma Unica fonte todos os principais bancoass@aturaé de proteinas,
dentre eles o PROSITE e o Pfam (BATEMAN et al., 2002). O InteifBi desenvolvido
com o intuito de racionalizar o processo de identificacdadelfas de proteinas através
da criagdo de um recurso coerente de diagndstico e docugéenta

Os dados provenientes dos bancos de dados membros saadotegranualmente a
intervalos regulares por uma equipe de bidlogos, cujo pagei também anotar entradas
novas e ja existentes. Cada uma destas entradas é descritagpou mais assinaturas,
correspondendo a algum dominio, familia, repeticdo ounalgutro padréo biologica-
mente significativo.

2.2.4 Busca em Bancos de Dados Genéticos

A busca por similaridade em bancos de dados permite detarmirais das centenas
de milhares de sequéncias presentes nestes bancos estdcighotente relacionadas a
uma sequéncia particular. Neste tipo de busca, a operagitalzonsiste em alinhar
iterativamente uma sequiéncia de consulta a cada sequéesenfe no banco de dados
analisado, determinando o grau de similaridade entre ambas

Os atuais bancos de seqiéncias sao imensos e continuaroea erasima taxa expo-
nencial. Isto torna a aplicagcdo de métodos 6timos de alishtombaseados em progra-

6Sequence Tagged Sites
"Padrbes encontrados na seqiiéncia de amino-acidos quiiégdentlguma caracteristica especial.



Tabela 2.3: Variantes do BLAST

Programa Consulta Banco de Dados
BLASTP proteina proteina
BLASTN nucleotideo nucleotideo
BLASTX | nucleotideo(traduzido proteina
TBLASTN proteina nucleotideo(traduzido)
TBLASTX | nucleotideo(traduzido) nucleotideo(traduzido)

macao dindmica (SMITH; WATERMAN, 1981) impraticaveis patstas nestes bancos
de dados. Com isso, torna-se necessaria a utilizagdo degnétiedristicos, que fazem
uso de aproximacdes para aumentar significativamente eidatte das comparacgoes.

Um dos métodos heuristicos mais utilizados € baseado raéggér de quebrar uma
sequéncia em pequenos pedacos de nucleotideos ou andog-acnsecutivos, chama-
dospalavras A idéia basica é que um alinhamento representando um aakmtiento
verdadeiro entre seqiéncias contém ao menos uma palavtarcarambas as sequén-
cias. Estes casamentos entre palavras em duas sequénaasisi@adosvord hits Word
hits podem ser identificados rapidamente pela pré-indexacamds tis palavras de uma
sequéncia de consulta. Este indice é acessado toda vez ggéémneia de consulta é
comparada a uma entrada diferente no banco de dados.

2.24.1 BLAST

A familia de programas BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) € sem dawicconjunto de
programas de andlise mais utilizados em projetos de amotae@notacdo automaticas. O
BLAST em si é um algoritmo de comparacao de sequiéncias otimizélizado na busca
em bancos de sequéncias bioldgicas por alinhamentos laeaiss relativos a uma dada
sequéncia desejada.

A busca inicial é feita por uma palavra de comprimelito retirada da sequéncia
de consulta, que alcance usoorede no minimo7’, quando comparada a sequéncias
no banco de dados, de acordo com umetriz de substituicdo Hits de palavras em
sequéncias armazenadas séo entdo estendidos em ambag@esdina tentativa de gerar
um alinhamento que exceda um dado sc8reO parametrdl’ dita a velocidade e a
sensibilidade da busca. Um dos principais parametros iispdos no BLAST é o valor
E, responsavel por filtrar o resultado da busca. O paranietreede a probabilidade de
gue a similaridade identificada entre duas sequénciasleajaa. Portanto, quanto mais
préximo de zero, maior o grau de similaridade entre as seiigriNo caso de uma busca
utilizando o BLAST, apenas os resultados que contiveram uor d& £ menor que o
especificado seréo reportados.

Existem diversas variantes do BLAST, cada uma diferenciadaldmais pelo tipo da
sequéncia (nucleotideos ou proteina) da consulta e daérsggsl armazenadas no banco
de dados alvo. A Tabela 2.3 mostra um breve resumo destastesi

O BLASTP compara uma seqiiéncia de amino-acidos de uma @matedaqiéncias
pertencentes a um banco de dados contendo proteinas. @rpeogorrespondente para
sequéncias de nucleotideos € o BLASTN. Se os tipos das seagiéiferem, a sequén-

8Uma matriz de subsituicio contém valores proporcionaisbatilidade de que o amino-acidsofra
uma mutacao e se transforme no amino-agigara todos os pares de amino-acidos possiveis. Em termos
biologicos, a matriz de substituicdo indica se a troca demmaacido por outro na cadeia de uma proteina
pode levar a uma alteracéo significativa em sua funcgéo.



cia de DNA é traduzida pelo programa e é comparada a cadarsx@idié amino-acidos.
O BLASTX compara uma sequéncia de DNA a um banco de proteingise @ Util na
analise de novos dados sobre sequéncias e EXfsgssion Sequence TagPara uma
busca envolvendo uma seqiiéncia de consulta de amino-&cidoganco de sequéncias
de nucleotideos utiliza-se o programa TBLASTN. Este progranitil na busca de re-
gides codificantes ndo anotadas, presentes em um bancoate dada variante final, o
TBLASTX, toma uma sequéncia de DNA e realiza uma comparacéown banco de
sequéncias de DNA, traduzindo ambas e comparando-as catednars. Este programa
€ util na comparacéo entre ESTs, onde existe uma suspeitaedengp das seqiéncias
possua um potencial de codificacdo, mesmo que a exata regidwadora ndo tenha
sido determinada.



3 ANOTACAO E RE-ANOTACAO DE GENOMAS

As moléculas de DNA presentes na célula dos organismos eaa&m uma quanti-
dade consideravel de informacdo. A andlise da organizastaatwal e funcional desta
informacéo é chamadanotacéo

A partir dos conceitos apresentados no capitulo antemaleqmos definir o processo
de anotagdo como a tarefa de identificar os genes e suastiespéancdes dentro da
célula. A identificacdo de tais informacfes exige a analesguhntidades imensas de
dados, o que torna a sua execucao manual proibitiva.

Logo, os computadores sdo ferramentas importantissimasogesso de anotacao.
Diversas ferramentas computacionais foram desenvolidiasa finalidade de executar
tarefas bastante especificas na analise de um genomafiideain de genes, comparacao
entre sequéncias, pesquisa em bases de dados, ...).

Informacdes provenientes de anotacdes realizadas enmasike organismos encontram-
se armazenadas em bancos de dados publicamente dispohdi®isancos, como@en-
bank contém dezenas de milhares de registros e sdo uma impgoidate de comparacao
entre seqléncias genéticas, tarefa importantissima macéioagenética.

Basicamente, um processo de anotacdo completo pode envél/passos:

e Andlise em nivel de nucleotidea® qual o objetivo é identificar a localizacao de
possiveis genes dentro do genoma;

e Andlise em nivel de proteinaso qual procura-se determinar o produto dos genes
identificados na etapa anterior;

e Analise em nivel de processo® qual procura-se determinar as vias metabdlicas e
0s processos celulares aos quais 0s genes estao relacsionado

Os processos envolvidos em cada um destes niveis serdbadieisinas proximas
sessoes.

3.1 Identificando Genes e Regides Codificantes

Uma das etapas mais importantes realizadas durante o poatesnalise do genoma
de um organismo € a deteccao de regides codificantes e ndicarates. A grande mai-
oria dos métodos utilizados atualmente tenta detectarsepga de um gene a partir do
conjunto deOpen Reading Frame®RFs) encontradas no genoma. Uma ORF é uma
subsequéncia do DNA localizada entre dsiigp codongjue contém uma possivel re-
gido codificadora, representada nas seis possiveis ke#tetuadas a partir da sequéncia
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identificada, como pode ser visto na Figura 3.1. As linhasde@tificam as leituras efetu-
adas a partir da primeira, segunda ou terceira base respaetite. As outras trés linhas
mostradas na figura identificam as leituras efetuadas nasenverso considerando a
sequéncia complementar, pois ndo sabemos qual fita de DNé&rgpadnter realmente
uma regido codificadora. Cada uma destas sequéncias levaémsies de amino-acidos
diferentes, e as seis op¢bes sdo consideradas simultameatneante o processo de ana-
lise.

Basicamente, os métodos de previsdo de genes podem serdigra@patrés catego-
rias principais:

1. Métodos baseados em contelistes métodos consideram caracteristicas como a
frequiéncia de utilizacdo de determinados codons, a peiiladie de repeti¢cdes e a
complexidade do contetdo da seqiéncia.

2. Métodos baseados em padro@iscam pela presenca ou auséncia de padrdes ou
sequéncias reguladoras. Estes métodos séo utilizadoa gateccéo de caracteris-
ticas comastarte stop codonscadeiagolyA etc.

3. Métodos comparativosComparam a sequéncia analisada com outras sequéncias
presentes em bancos de dados, com o objetivo de determinarasseqiéncia ja
conhecida esté presente em uma dada regido analisada.

Cada método de previsdo é melhor utilizado em problemaggsatiistintos. Nao é
raro que dois ou mais métodos sejam utilizados em conjurfim, @ que caracteristicas
diferentes de uma sequiéncia sejam determinadas.

Diversos softwares sofisticados tém sido desenvolvidas lgkar com a deteccgéo de
genes em genomas eucarioticos e procariéticos. Dentrerdsdé computacionais mais
utilizadas, podemos citar as Redes Neurais Artificiais, steBias Baseados em Regras e
0s Modelos Ocultos de Markov (HMM). A abordagem HMM tém a ageim de modelar
explicitamente como as probabilidades individuais de uetdi&ncia de caracteristicas
sdo combinadas em uma estimativa de probabilidade paraeoimgfeiro. Estas técnicas
séo utilizadas basicamente por métodos baseados em comqumt métodos baseados
em padroes.

Métodos comparativos utilizam uma abordagem baseada a pos similaridade,
na qual o BLAST se destaca como principal ferramenta. Nessaadpem, compara-
se a sequéncia analisada com outras seqiéncias ja anatadassca de similaridades.
Semelhangas com genes ja anotados sdo uma boa evidéncia deguegido pertence
a um gene. Abordagens que consideram similaridade se maosttastante eficientes,
como pode ser observado em (REESE et al., 2000).



3.1.1 Glimmer

O Glimmer (DELCHER et al., 1999) € um programa de identificaigigenes em or-
ganismos procariontes desenvolvido com base em uma tétemceminaddnterpolated
Markov Models A grande diferenca entre IMMs e os modelos HMM tradiciocaissiste
no fato de que os primeiros combinam probabilidades rafadas a subseqtiéncias de ta-
manho variavel, enquanto os ultimos utilizam um modelo dbabilidades associado a
todas as subsequéncias de tamanho fixo.

Estas subseqiéncias estdo relacionadas a determinadest@®ma sequéncia de
DNA e séo utilizadas para calcular a probalidade de que oipxucleotideo faca
parte de um gene. Logo é necessaria uma etapa de treinaraptégpr ao processo
de identificacdo de genes propriamente dito, para que oslosog®babilisticos sejam
construidos.

Depois de criar os IMMs, o GLIMMER utiliza-os entdo para &aab conjunto de
ORFs presentes no genoma do organismo analisado. Ao finabdegso, um conjunto
de provaveis genes é retornado pelo sistema.

O GLIMMER tem se mostrado bastante eficiente na anélise denggsprocariontes,
alcancando taxas de acerto acima dos 95%. Outra alteraatiGimmer para genomas
procariontes € o Genemark (LUKASHIN; BORODOVSKY, 1998),dwd0 em modelos
HMM tradicionais.

3.1.2 GRAIL

O GRAIL (XU et al., 1994) Gene Recognition and Analysis Internet Difd uma
das primeiras ferramentas desenvolvidas para deteccéengs gm organismos eucari-
ontes. O nucleo do sistema utiliza uma rede neural para mecen potenciais regides
codificantes, dentro de uma janela deslocada sobre a segaéatisada.

A primeira versdo disponibilizada deste programa contjahalas de tamanho fixo
(100 bases) e ignorava informacgdes de contexto relacisnag@nela analisada (como
starte stopcodons e outros sinais). Ja a versao 2 do sistema passauaax inflormacoes
de contexto e janelas de tamanho variavel.

A versdo mais recente, GRAIL-EXP, passou a incluir tambénlisasacomparativas
com sequéncias ja identificadas. A inclusdo desta etapaomelitonsideravelmente a
performance do programa original.

3.1.3 Genscan

O Genscan (BURGE; KARLIN, 1997) foi projetado para prevengstas completas
de genes em genomas eucariontes. O sistema utiliza um nmardélabilistico da compo-
sicdo genética e da estrutura dos genes. Quando busca pacd@ies estruturais de genes
gue sejam equivalentes ou consistentes com a sequénciatadas o algoritmo pode
associar uma medida de probabilidade, como a chance quedmirdaho da seqtiéncia
represente um exon, por exemplo. Os exons que possuirerabgidade mais alta serao
selecionados. O método também seleciona exons subotim®ppgsuem uma probabili-
dade aceitavel mas nao tdo boa quanto as anteriores, nejarese alternativas adicionais
na andlise de determinada regido do genoma por parte deaispes humanos.



3.2 Analisando Produtos e Funcdes de Sequéncias

O préximo passo, apos identificar os genes, é compilar urfogatéle proteinas pro-
duzidas por um organismo e a influéncia de cada uma nas divetrgelades desempe-
nhadas pelas células. Este € o objetivo principal desté davenotacao.

Utiliza-se novamente a busca por similaridade como fermaanieasica para a identi-
ficacdo da proteina. Mais precisamente, busca-se clasgif@@inas desconhecidas em
grupos ou familias e identificar similaridades com protear@otadas de outras espécies.

O problema envolvido neste processo esta na natureza desgmoevolucionario. Du-
rante a evolucdo de uma familia de proteinas, uma prote@es@al € duplicada uma ou
mais vezes e as copias divergem, formando um grupo de pastedtacionadas. En-
tretanto, similaridades funcionais ndo garantem o cornfipamento de um ancestral co-
mum, e existem muitos casos de proteinas classificadas ermasmaa familia que tém
funcdes divergentes.

Uma tipica sequéncia de anotacdo de proteinas ira buseairaimente similaridades
com outras proteinas ja anotadas. Uma abordagem compbeméenbusca contra bancos
de dados ddominios funcionajgque armazenam estruturas de motivos.

O maior desafio na anotacdo de um genoma é associa-lo aosguedaoldgicos
ocorridos dentro de uma célula. Esta ultima etapa visaift=mtcomo os genes e as
proteinas se associam ao ciclo celular, metabolismo e ateragéio da vida.

Processos como os ocorridos nas chamaessmetabdlicapodem conter diversos
genes ativados simultaneamente ou em uma sequéncia definedpossibilitam que de-
terminada acao seja realizada pela célula. Alteracdesemassgodem levar a falta de
proteinas importantes para a reacéo, impossibilitandalaag&do de um ou mais proces-
SOS.

Uma das principais técnicas utilizadas visa analisar ndes@corridas em genes, e
verificar se estas mutagdes influenciam a operacao do geneagnpositivo, é possivel
determinar se um gene participa ou nédo de determinado pmaasalisando quais agoes
deixaram de ocorrer em detrimento da mutacéao. O produtodesth analise € uma pos-
sivel rede de relacdes funcionais entre genes, denomiaddagenéticarepresentando
diversas vias metabdlicas existentes.

A anotacao a nivel de processos transcende o trabalho pueownputacional. Ou-
tras técnicas ndo computacionais séo utilizadas, comésardd expressao deicroar-
rays interferéncia de RNA, etc.

3.3 Ferramentas Integradas de Anotacao

Reunir todas as ferramentas computacionais necessarm®feamar uma determi-
nada analise sobre um genoma e integra-las de forma cometgpéocesso muitas vezes
realizado manualmente. Geralmente, o tempo gasto parart@rtia uma boa parte do
tabalho efetuado.

A necessidade de sistemas que automatizem a utiliza¢@padtede todas estas fer-
ramentas € uma necessidade evidente, a fim de que o tempcgaséste processo seja
minimizado. Nesta secéo sao citados alguns sistemas eggeant diversas ferramentas
de bioinformética em um Unico sistema de anotacéo, formecema interface unificada
e integrada ao usuario.
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Figura 3.2: Esquema basico do GeneQuiz, mostrando os quattolos utilizados.

3.3.1 O Sistema GeneQuiz

O GeneQUuiz(ANDRADE et al., 1999) € um sistema semi-autonoenardilise de
sequéncias de proteinas. O principal propésito do sisteidandificar uma proteina,
através principalmente da analise de similaridades cora®seqiéncias.

O sistema € composto de quatro modulos: GQupdate, GQséaieason e GQ-
browse, como mostrado na Figura 3.2. Os modulos foram delséaes em Perl, e a
interface para visualizac&o dos resultados pode ser a@eegsanavegadores web. Estes
moddulos desempenham diversas tarefas repetitivas de Butoenatica, como atualiza-
¢ao de bases de dados, busca por sequiéncias similaresagategle resultados de uma
maneira uniforme e a autbnoma avaliacao e interpretacacedokados utilizando o co-
nhecimento de especialistas, codificado em regras.

O mddulo GQupdate é responsavel por manter integrados leatas diversos ban-
cos de dados locais ndo redundantes, formados por seggi@lecfoteinas e nucleoti-
deos, derivadas de um conjunto de bancos de dados pubkots(@les, SWISS-PROT,
PIR, TTEMBL, GenBank, PROSITE e PDB). Este médulo opera como wresso autb-
nomo, executando atualiza¢des diariamente. Quando unzaseopNiéncia € adicionada,
um banco de dados ndo redundante(NRDB) de proteinas ou ridelep® atualizado
automaticamente.

Uma sessédo do GeneQuiz € iniciada pela entrada, por parseidoa) de uma seqién-
cia de proteinas a ser analisada pelo sistema. O modulo GRseaebe esta seqliéncia,
e aplica uma série de ferramentas de andlise sobre elanitidzando os resultados
para os estagios subsequentes de processamento. O calguné&todos é executado em
uma ordem pré-determinada, baseada em um arquivo de caiguespecificando (i)
as dependéncias entre métodos, (ii) argumentos e os dadosrdda exigidos por cada
método, e (iii) 0 armazenamento da saida de cada métodoigielma.

Os métodos podem ser divididos em trés categorias, de acordoseu papel no
GeneQuiz:



1. Filtros de sequénciasUtilizados para mascarar partes da sequéncia que afetam
de forma negativa a performance dos métodos de busca densegfais como
regides de baixa complexidade).

2. Métodos de comparacad\plicados para a obtencdo automatica de uma anotacao
funcional, através da busca por proteinas homélogagartdio programas de busca
por similaridade, como o BLAST.

3. Métodos de suporteExecutados sobre a seqiiéncia para fornecer ao usuario in-
formagOes adicionais para confirmar ou ndo a anotacao atitamarais meto-
dos incluem deteccéo de padrbes (repeticbes e motivashaatiento multiplo de
sequéncias e a inferéncia da estrutura tridimensionalataipg.

O moddulo GQreason possui principalmente dois proposiipsteferminar a funcao
celular geral referente a familia da seqtiéncia de entraalssando o conjunto de homo-
logos da proteina; e (ii) associar uma funcéo especificapaiprgeqiéncia de entrada, se
possivel, pela andlise das seqiiéncias homoélogas enasthatibas as tarefas dependem
da escolha cuidadosa dos homoélogos e da andlise sisteniegieaotacdes presentes nos
bancos de sequiéncias.

A lista de homologos é computada a partir da unido dos redteeportados pelos
programas de busca do estagio GQsearch anterior. J4 aéexsiatematica de informacao
funcional a partir das anotacfes expressas em Varios caenfmvmatos especificos é
um problema nada trivial. Critérios como o grau de similat@antre as sequéncias, a
gualidade dos bancos de dados pesquisados e a qualidadetadas verificadas afetam
diretamente a qualidade da anotacéo final gerada.

A computacéo da classe funcional geral associada a seqigésga familia de homo-
logos € determinada através da andlise de palavras-chesenpes nas anotacdes arma-
zenadas no NRDB. O método de classificacao utilizado cria umondido de palavras-
chave, criado a partir de regras que associam estas patdaas a classes funcionais.
Finalmente, o médulo GQbrowser permite ao usuario consesteesultados do processo
de anotacdo através de um browser.

3.3.2 O Sistema SABIA

O SABIA(ALMEIDA et al., 2004)System for Automated Bacterial Integrated An-
notatior) € uma ferramenta desenvolvida pela equipe do LaboratérBiginformatica
do LNCC (Laboratério Nacional de Computacao Cientifica),2#dia para montagem e
anotacao de genomas de bactérias. O sistema permite aizmdatersos processos, tais
como a andlise e identificacdo de ORFs, analise de regidfesgerttticas e identificacao
de vias metabdlicas. Diversas ferramentas computaciesti® integradas ao sistema,
incluindo Glimmer, Genemark e BLAST. A arquitetura geral tbesna pode ser vista na
Figura 3.3.

O sistema é composto basicamente de dois modulos: um mégluhmatagem e um
maodulo de anotacdo. O modulo de montagem é responsavelgederadiversas sequén-
cias provenientes do seqienciamento de um genoma a seyadioaliEstas sequéncias
séo reunidas com o objetivo de se obter a sequéncia complgendma desejado. Esta-
tisticas sobre a qualidade das sequiéncias informadasee@olesultados obtidos apos o
processo de montagem podem ser consultadas, permitingmgsieeis problemas sejam
detectados e possivelmente corrigidos.
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O méddulo de anotacao € responsavel pela identificacdo eedzacao funcional das
ORFs encontradas no genoma. A primeira fase da anotacéo s@seagi#@ncias identifica-
das na etapa anterior e procura determinar automaticaragi@&®Fs e outras estruturas
do genoma utilizando programas como o Glimmer e o Genemaka ¢ada ORF en-
contrada, o SABIA identifica diversas informagdes, dentas alposicdo no genoma, as
respectivas seqiéncias de nucleotideos e amino-acidusspsoelétricos(PI), peso mo-
lecular e informacé&o sobre regides extragenéticas, tam gromotores start codons
opcionais.

Além disso, a classificacdo funcional de cada ORF relativabaosos de dados
KEGG (KANEHISA et al., 2004) e COG ¢é obtida e pode ser visudbzaTais infor-
macdes incluem o organismo, home do gene, grupos funcienags metabdlicas, ob-
tidas através de uma consulta BLAST. Outros ferramentaséampimdem ser utilizadas,
como o InterPro. A sequéncia de amino-acidos pode seragdizomo entrada para um
processo que tenta prever a localizacéo celular de umameiote

Como recursos adicionais, o sistema ainda possibilita a amgf@o entre genomas
analisados(verificando genes presentes em diversos smyagiem analise) e a busca em
regiées ndo codificantes, utilizando BLAST, para identificade possiveis ORFs nao
reconhecidas durante o processo inicial de analise.

3.4 Anotacao Automatica e Inteligéncia Artificial

Alguns sistemas de anotacdo automatica vém utilizandact&cde Inteligéncia Ar-
tificial para aprimorar a utilizacdo do conhecimento obtidi@vés de bancos de dados
biolégicos. Essas técnicas envolvem algoritmoside mininge aprendizado de ma-
guina, bem como a tecnologia de sistemas multiagentesagaganizacdo dos modulos
do sistema.

3.4.1 O Sistema MASKS

O sistema MASKS (SCHROEDER; BAZZAN, 2002) é um ambiente de ag&mt
automética cujo objetivo é preencher o canfeywords conforme definido no banco
de dados Swiss-Prot. O sistema utiliza diferentes algostde aprendizado de maquina
encapsulados em agentes para classificar os dados. Sevoabjeelhorar o aprendizado
simbolico através da troca de conhecimento entre estesesgen

A arquitetura dos agentes utilizados consiste de cinco oasmges, como mostrado
na Figura 3.4. A unidade deerformanceem a tarefa de controlar, monitorar e guiar o
progresso da unidade de aprendizado. Esta unidade é raspbpsla entrada e saida de
dados interna e também externa, com outros agentes e o0 ambien

A unidade deAprendizadaontém o indutor de regras, responsavel pelo aprendizado.
Este aprendizado acontece em dois estagios. O primeigiestaedicado ao aprendi-
zado individual, onde o indutor de regras € aplicado ao aogie treinamento.

As regras geradas sao avaliadas pela unidad&vekacdo Esta unidade aplica as
regras geradas a um arquivo de teste informado, medindolidapmde cada uma atra-
vés da funcdo de avaliacao de regras do algoritmo CN2(CLARK; NIBL 1989). As
regras que atingirem uma pontuagéo igual ou superior ¢hesholdinformado séo ar-
mazenadas ndase de Conhecimento

O segundo estagio do processo de aprendizado consisteatwgado cooperativo.
A entrada deste estagio consiste das bases de conhecinoatémdo o conhecimento
obtido durante o aprendizado individual. A primeira tamfacutada pelos agentes nesta
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Figura 3.4: Arquitetura dos agentes no MASKS.

nova etapa € consultar as bases de conhecimento de outndssage agente entéo pro-
cura por regras equivalentes as presentes em sua prépeiddasnhecimento, selecio-
nando aquelas que possuem um nivel de qualidade superioegres selecionadas sao
armazenadas no componeMedelMerge No final do processo, o agente copia as regras
presentes na base de conhecimento local ndo modificadas perdelMerge.

Neste ponto o agente possui dois modelos distintos sobrengndodo problema (a
base de conhecimento local e o ModelMerge). O modelo quérabraior nimero de
instancias presentes no arquivo de teste é selecionadoaomdelo final para o agente.
A saida gerada pelo ambiente contera o melhor modelo dexlne bs agentes.

3.4.2 O Sistema GeneWeaver

O GeneWeaver é um sistema multiagente desenvolvido parecten muitos dos pro-
blemas no dominio da anélise de genomas e previsédo de easrdauproteinas. Os agen-
tes no sistema podem estar encarregados do gerenciaméraioates de dados primarios,
analise de sequéncias utilizando ferramentas existemiede armazenar e apresentar os
resultados gerados. Um ponto importante a notar é que osistéo oferece novos méto-
dos para executar estas tarefas, mas organiza as ferraregisi@ntes de forma a atingir
uma operacao mais flexivel e efetiva(BRYSON et al., 2000).

A arquitetura geral do sistema e os diferentes tipos de aggmdem ser vistos na
Figura 3.5. No lado esquerdo, os agentes PDB, Swiss e PIRqgjgmeims bancos de
sequéncias indicados por seus nomes, e interagem com @ &RDB, que combina os
dados enviados em um banco de dados ndo-redundante de@sotso lado direito da
figura, os agentes de calculo (incluindo os agentes BLAST e QAUSue executam
tarefas de analise especificas) tentam anotar as seqipresastes no banco de dados
utilizando diversos programas de bioinformatica. Um agjeetcalculo especialista pode
combinar as habilidades dos outros agentes de calculpamilo o conhecimento de es-
pecialistas codificado em planos. Neste caso, ele podeautii agente BLAST para
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encontrar proteinas similares e entdo utilizar o agente QAL$ara comparar as pro-
teinas obtidas mais precisamente. Finalmente, os ressltgiados pelo sistema podem
ser acessados externamente através do agente de Genoamintdtfice externa com o
usuario € realizada via Internet.

Existem cinco tipos de agentes presentes no GeneWeaver:

e Broker agentsque ndo sdo mostrados na figura, funcionam como faciliésgor
necessarios para registrar informacdes sobre outroseagesmttomunidade.

e Agentes de bancos de dados primayigse gerenciam bancos de dados primarios
remotos, e mantém os dados contidos neles atualizados e darmato que per-
mita a outros agentes consulta-los.

e Agentes de bancos de dados néo-redundamfes possuem a tarefa de construir
e gerenciar bancos de dados néo-redundantes a partir dos iekdarmados por
outros agentes na comunidade, que lidam com bancos de daudsips.

e Agentes de calcujgue encapsulam algum método ou ferramenta pré-existarae p
analise dos dados de uma sequiéncia. Estes agentes tergamirnket a estrutura ou
funcdo desta seqiiéncia. Alguns destes agentes possuelmezicoento de especi-
alistas codificado em planos, o que possibilita a eles exezttarefas avancadas
utilizando outros agentes de calculo.

e Agentes genomaesponsaveis por gerenciar a informacgéo genética soboegan
nismo particular.

Cada agente no GeneWeaver compartilha uma arquitetura cocoumposta por di-
versos modulos internos e repositérios externos de dadosaputilizados para arma-
zenagem de dados manipulados, ou os programas de andimalas para obtencéo de
informacdes. A Figura 3.6 mostra a arquitetura basica destag. Essencialmente, tudo
gira em volta do médulo deontrole que é direcionado pelo médulo owtivacacatraves
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de objetivos particulares, a partir dos quais entdo decidelbor forma de alcanca-los.
Estes objetivos séo realizados através de acdes execptdasddulo deacdq ou atra-
vés de uma requisicdo de ajuda a outros agentes através ddond@dnteracdo Este
mddulo, por sua vez, utiliza o médulo demunicagdgara os mecanismos de intera-
¢do. O modulaneta-storesimplesmente fornece um repositorio para informacao local
tais como as habilidades de outros agentes.

3.5 Re-anotacédo de Genomas

Mesmo quando um projeto de anotacdo é completado e a infamsabre as seqiién-
cias analisadas é disponibilizada publicamente, é comw@qgorram processos de “re-
visdo” dos resultados originais, devido a diversos motivAseste processo de anotar
sequéncias previamente ja anotadas da-se o nomeatetacdo A motivacdo para os
processos de re-anotacao incluem a descoberta de novesegeoeas funcdes relaciona-
das a estes genes, além do teste e comparacao de novos niigteosacao desenvolvi-
dos. A reanotacao de diversos genomas tem fornecido inf@esatualizadas, utilizando
as mais recentes técnicas e recursos disponiveis paratab-rovos algoritmos e bancos
de dados mais ricos (OUZOUNIS; KARP, 2002).



3.5.1 A Qualidade de um Processo de Anotacéo

Os projetos de reanotacao realizados até o momento afirnmaatcémcado melho-
rias em relacédo aos resultados obtidos com os projetos dacaoocoriginais. Mas nem
sempre esta aparente “melhoria” dos resultados pode s@nifma identificacdo mais
precisa de um gene ou de sua fungao. Muitas vezes esseadeswdéo influenciados por
uma tolerancia menor na analise ou pela utilizacao de bateedados mais atualizados,
mas pouco precisos. Assim, resultados superiores aosa@sgodem ser questionados,
devido a subjetividade associada a analise efetuada.

Métodos de avaliacdo de anotacdes mais precisos sao names3@dmando-se um
conjunto de anotacfes corretamente completadas comapadde-se definir duas me-
didas de exatidao. A primeira define uma medida de cobeduealeva em conta a taxa
de acertos sobre a soma de acertos e falsos negativos. Assir@p ha falsos negativos,
a cobertura é de 100%. Na segunda medida, a precisao é defamaao numero de
acertos sobre a soma de acertos e falsos positivos. Assimdoskea falsos positivos, a
precisédo é de 100%.

O problema atualmente é de que estas medidas ndo possuendrfio ga anotacao
comprovadamente correto a seguir. Nao existe nenhum gecamgleto cujas estrutu-
ras e fungbes tenham sido completamente comprovados egregalmente. Logo, todo
o conhecimento adquirido até agora sobre a avaliacdo degsog de anotacao é ainda
relativo, ndo absoluto. Para tal fim seriam necessariasa@pfes entre diferentes abor-
dagens de anotacao genética, mas nao se tem certeza airala eghtidao das previsdes
efetuadas.

3.5.2 Abordagens Utilizadas para Re-anotacéao

As abordagens utilizadas em re-anotacao diferem poucaitiaadas em projetos de
anotacao normais. As ferramentas utilizadas incluem &asgote programas de busca
por similaridade como o BLAST. Outras técnicas, como anélisgenética também fo-
ram utilizadas em alguns projetos recentes de re-anotBgIEKAR et al., 2000).

Buscas por homologos de sequiéncias ja anotadas em vers@eeosaites de ban-
cos de dados publicos tém sido uma fonte bastante intetessamovas informacoes.
Esta abordagem se beneficia de novas atualizactes efehestas bases de dados para
extrair novas informacdes sobre funcionalidades retvaroteinas e genes. Algumas
abordagens combinam diferentes programas de busca pdargiadles para conseguir
resultados ainda mais confiaveis, ja que grande parte gadgtemos sao heuristicos.

Outra abordagem utilizada é re-analisar seqiiéncias tmas ndo-codificantes em
processos anteriores de anotacdo, em busca de possivessgenes. Para esta tarefa
utilizam-se novamente a busca por similaridade, a fim dergravogenes ou proteinas
identificadas que possam ser proximas a subsequénciasqegrtes a regido analisada.
Esta alternativa também mostrou-se interessante na bastavds regides codificadores
nos recentes projetos de re-anotacao.

Para o futuro, novos métodos de analise de sequéncias efmrsganes podem ser
Uteis para projetos de anotacdo e re-anotacdo. Além digseseente atualizacdo dos
bancos de dados biol6gicos publicos com novas informagdesmientes de andlises re-
alizadas em todo mundo tem aumentado ainda mais o conhdois@re 0s organismos
e seus genomas. Este conhecimento é uma fonte valiosa deas@ara projetos de
anotacao e re-anotacao, possibilitando que estes sejaeftaizes em suas tarefas.



3.5.3 Genomas Re-anotados

Projetos de re-anotacao para espécies individuais foraandelvidos por alguns gru-
pos nos ultimos anos. As espécies re-anotadas incldaemophilus influenza@ATU-
SOV et al., 1996)Mycoplasma genitaliunffOUZOUNIS et al., 1996b)Methanococcus
jannaschii(KYRPIDES et al., 1996), diversas especies do graphaea(RAGHAVAN;
OUZOUNIS, 1999) Mycoplasma pneumonig®ANDEKAR et al., 2000),Thermotoga
maritima (KYRPIDES et al., 2000), e casos isolados de genes indivsdliiin dos fatos
mais interessantes a emergir destes estudos é o nivel derimelbtido nos resultados for-
necidos pela re-anotacao, calculado sobre o nimero de gepesssados para 0s quais
novas fungbes sdo previstas como um percentual do nimeatal®genes no genoma
(OUZOUNIS; KARP, 2002).

3.5.3.1 Re-anotacdo do GenomaMgcoplasma pneumoniae

Quatro anos apés a anotacéao original(HIMMELREICH et al., 1J99§enoma com-
pleto doMycoplasma pneumonidei re-anotado. Para realizar este processo, compara-
¢bes com outros genomas foram realizadas (particularnaerée genitaliun), além de
buscas em bancos de dados atualizados utilizando ferrasneis como o PSI-BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997). Para checar e testar os resultadtbdast utilizou-se outros
programas similares, como o HMM e FASTA, mas também ferraasesy métodos com-
plementares, como analise de dominio, analise filogenétiddise de contexto e grupos
de genes ortdlogos, além da analise de genes duplicadosicdg@xperimentais nao
computacionais, como espectometria de massa e expressaBMAs também foram
utilizadas.

Como resultados obteve-se a identificacdo de 12 novas me}eitnavés da re-analise
de regibes intergenéticas (2 proteinas identificadas pecesmetria de massa sem fun-
cdo definida, seis proteinas hipotéticas e quatro com eaistatas funcionais previstas).
Outras cinco ORFs foram descartadas, através de compa@paoutras proteinas, por
conterem pseudogenes. Como resultado final, obteve-se ésteawo de 11 novas pro-
teinas identificadas, chegando a um total de 688 proteinas.

3.5.3.2 Re-anotagéo do Genomaldaemophilus influenzae

H. influenzadoi o primeiro organismo unicelular cuja conservacao deéginas pode
ser analisada no contexto de um genoma inteiro. As seqi$étcigenoma deste orga-
nismo submetidas ao Genbank incluem 1747 genes codificaderproteinas previstos.
Comparacdes efetuadas entre regides intergenéticas ensegii@mazenadas no Gen-
bank utilizando o programa BLASTX revelaram um alto nUmeraidslaridades, indi-
cando que estas regides podem conter genes.

Dadas estas incertezas, uma revisdo do conjunto de preteddiicadas pelo ge-
noma doH. influenzadoi realizada. Este processo de re-anotacdo combinou dpsca
sequéncias similares com andlises estatisticas da seémdérnagNA, analisada utilizando-
se o programa Genemark. Como resultado ampliou-se o corgergenes codificadores
para 1703, contendo 23 novas ORFs e 107 ORFs modificadas adpaatiotacao origi-
nal. Foram eliminados 47 genes, ja que sua existéncia naorfmborada pelos métodos
aplicados.



3.5.3.3 Reanotacdo do GenomaTuwermotoga maritima

A reanotacédo efetuada a partir do genoma completo da k&tt&rmotoga maritima
comparou 1877 ORFs encontradas originalmente com as conasptes predicdes efe-
tuadas mais recentemente. Apds descartar todos os casaoddas analises indepen-
dentes concordavam(985 casos), foram analisados em elemlbasos onde ocorreram
aparentes divergéncias (29 casos), bem como as protepatétiias encontradas(863
casos).

Para realizar tal analise foram utilizadas diversas fezraas de previsdo de funcéo.
A analise completa incluiu:

e Mais de cinco iteragdes do algoritmo PSI-BLAST.

Presenca de padrdes do PROSITE.

Verificagdo de familias de proteinas relacionadas a se@$através de buscas
efetuadas nos bancos de dados Pfam e COG.

Envolvimento em caminhos metabdlicos.

Vizinhanca dos genes correspondentes no cromossomo.

Organizacdo em dominios funcionais através do banco desRRODOM.

A andlise final demonstrou que 90% das associacdes funsiefetuadas estavam
iguais aquelas realizadas originalmente. No total, fordemtificados 193 casos onde
ocorreu conflito(10,3% do genoma inteiro), dos quais 164icham novas fungdes iden-
tificadas e os 29 casos restantes eram corregfes de funededgs anteriormente. O
namero total de associac¢des funcionais subiu de 1014(54f4)1178(63%), um acrés-
cimo de 16% sobre os resultados originais.



4 O MODELO DE RE-ANOTACAO

Neste capitulo sera apresentado o modelo referente amaiske re-anotacdo auto-
matica desenvolvido neste trabalho. O modelo desenvokidaseado no conceito de
agentes, de modo que a informacado possa ser coletada egadeeke forma automatica
pelos agentes.

A motivacao deste trabalho reside no fato de que ndo existEno momento, siste-
mas integrados que auxiliem a re-anotacdo automatica aengen OS poucos processos
de re-anotacao realizados até o momento realizam basitaargdlise manual de dados
obtidos a partir da execucéo isolada de ferramentas compnéas como o BLAST.

O principal objetivo deste modelo €, portanto, possibilijfae seqiéncias genéticas
anotadas possam ser re-analisadas periodicamente dedatomatica. A intervencéo
do usuério é solicitada no momento de selecionar as alesagiidas a partir de um
conjunto de sugestdes do modelo. Desse modo, os diversoteagpie compdem o
sistema coletam a informacéao, realizam um processamegltmprar sobre ela e no final
elaboram uma lista de alteracdes sugeridas que sera emviadaou mais especialistas
cadastrados.

4.1 Re-anotacdo Automatica

Processos de re-anotacdo gendmica ainda sao pouco etetultiotas partes de
sequéncias genéticas disponiveis ainda ndo se encont@adas ou suas anotacdes
ainda podem ser revistas. A analise manual de dados proveside bases de dados
disponiveis e de novas descobertas efetuadas é um proessqgd que depende de pro-
cessos demorados de analise e comprovacdo dos resultadosjue estes possam ser
publicados e se tornem disponiveis.

Ferramentas construidas para agilizar e integrar as dvetmpas do processo de
re-anotacao ainda ndo existem. Os projetos de re-anotasg&owblvidos até hoje basica-
mente utilizaram ferramentas computacionais de formadso(por exemplo o BLAST)
cujos resultados sao analisados manualmente por espedal

A dificuldade maior na obtencéo de ferramentas autométieas-dnotacdo esbarra
no mesmo problema encontrado na anotagdo automéatica: a preaisao obtida a partir
de modelos genéticos computacionais. Apesar disso ogadsslobtidos a partir de
ferramentas automaticas pode ser um bom ponto de partida@erdlise de especialistas
humanos.

Técnicas computacionais provenientes da area de Intelg@mtificial podem au-
xiliar a obtencéo de arquiteturas automaticas de re-ahotafbordagens tais como 0s
sistemas baseados em agentes podem facilitar a modelagastesieas distribuidos, au-
tomaticos e inteligentes de re-anotacdo. Sem duvida o d@sanento de novas tec-
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Figura 4.1: Arquitetura basica do sistema ATUCG.

nologias e métodos computacionais mais eficientes comtienge estdo melhorando a
capacidade de deteccédo de novas funcionalidades codgfieatlaeqiéncias genéticas.

4.2 Re-anotacgao e Busca por Similaridade

A principal técnica utilizada para re-anotacéo é a buscaiputaridade. Como dis-
cutido no capitulo anterior, diversos projetos de re-agimdoram capazes de identificar
alteracdes no resultado da anotacéo a partir dos novosasssireportados por progra-
mas de busca, em especial o BLAST.

Logo, a re-anotacao baseia-se principalmente na idegéificde alteracdes em bancos
de dados utilizados durante a anotacédo e se estas altepacfies causar um impacto nos
resultados ja obtidos. Se sim, a anotacao deve ser altefadala refletir as alteracdes
encontradas.

Desse modo, um sistema de re-anotacdo automatica devec@e base a capaci-
dade de realizar comparacdes periddicas entre as infoesggdvenientes da anotacao
e os dados armazenados nos bancos de dados atualizadoé. aBssafa realizada pelo
modelo de re-anotacdo aqui proposto, onde as sequéncsnf@ae no banco de dados
do sistema de anotacdo sdo comparadas ao Genbank e COG ausdidagito destes
ultimos, em busca de novas informacgdes que possam ser ditgssiario especialista.

4.3 Descricdo Geral do Modelo

O modulo de re-anotacdo desenvolvido neste trabalho egiéaao ao sistema ATUCG
(BAZZAN et al., 2003) Agent-based environmenT for aUtomatiC annotation of Geno-
me3. O ambiente ATUCG € um sistema integrado de anotacao basaadonologia de
agentes. Um diagrama basico da arquitetura do sistema éathosta Figura 4.1.
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A camada | é responsavel pela determinacédo de ORFs e possiyiéiss codifican-
tes. Agentes executando ferramentas diferentes de detdegfas regides analisam a
sequéncia de DNA do organismo desejado e reportam posségi€ncias encontradas.
O resultado devolvido por esta camada € uma lista de ORFs déndantes contendo
possiveis regides codificantes, a partir da verificacdaa@det pelo usuario especialista
sobre o resultado reportado pelos agentes.

Ja a camada |l é responsavel pela anotacdo do c&eypwordsdo banco de dados
Swiss-Prot para cada possivel regido codificadora encamieacamada |. Esta anotagéo é
realizada com base em regras de classificacdo geradas Hotongate a partir de dados
extraidos do banco de dados Swiss-Prot. Finalmente, a eattig® responsavel pela
apresentacao e validacao da anotacao gerada.

O médulo de re-anotacéo encontra-se inserido no contextardada | do ATUCG.
Sua funcao é analisar periodicamente as regifes anotagasoma e realizar a re-analise
destas informacdes , na tentativa de identificar novas @de$aou estender as ja existen-
tes.

O modelo implementado neste trabalho esta organizado defdrstribuida, onde
agentes desempenhando fungdes distintas interagem a fibtetardormacoes relacio-
nadas ao genoma analisado. Basicamente, os agentes delsempleras tarefas:

e Andlise de regides anotadamnde as regides ja anotadas do genoma séo re-analisadas,
com o objetivo de procurar por novos dados relacionadadagjtegioes;

e Andlise de regides ndo anotadasde ORFs ndo anotadas no genoma sdo analisa-
das a fim de que possiveis novas regides codificantes possatargdicadas.

A organizacéo destes agentes pode ser visualizada na HdguraCada um destes
agentes sera detalhado nas proximas secoes.

Cada agente segue a estrutura mostrada na Figura 4.3. O nu@dDnhecimento
contém as informac@es conhecidas pelo agente acerca désss anotadas, que po-
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dem ser modificadas pela execucéo de agdes. Estas acOesdmeas pelo modulo

de Raciocinio e Acao Este modulo analisa as percepcdes do agente, assim como as
mensagens recebidas de outros agentes, e executa a sagleénacbes apropriada. As
acOes executadas pelos agentes incluem buscas utilizand8TBlanalises através do
Glimmer, etc. O modulo dercepcaacontém sensores capazes de identificar determi-
nadas informagdes do ambiente. Sensores utilizados @éors incluem a verificagéo

de modificdes no Genbank e COG. Finalmente, 0 médulGamunicacd@rocessa as
mensagens recebidas e enviadas pelo agente.

4.4 Deteccao de Regifes Codificantes

Este agente é responsavel pela identificagdo de possives regides codificantes no
genoma. O agente constantemente checa por novas atueizegtase de proteinas do
Genbank. Caso novas sequéncias tenham sido cadastradase dédados modificado,
0 agente inicia uma nova analise sobre as sequiéncias asiotaska analise ocorre em
duas etapas:

1. Primeiramente uma lista de possiveis genes é constrtildando o programa
Glimmer. Esta lista é comparada as sequéncias codificanidsrjtificadas e, caso
alguma possivel nova sequéncia codificadora tenha sido&ada, esta seqiiéncia
€ adicionada a lista reportada pelo agente.

2. A segunda etapa consiste em analisar regides do genonaamot@alas e ndo iden-
tificadas pelo Glimmer utilizando uma busca BLAST no bancoatiod de protei-
nas do Genbank. Similaridades com outras sequéncias jadasopresentes neste
banco de dados podem indicar a presenca de uma regiao coidifiCRFs identi-
ficadas no genoma, presentes estegt codonse stop codonssao utilizadas nesta
analise e comparadas as sequéncias no Genbank utilizaadi@aate BLASTP do
BLAST. Convencionou-se como start codons as sequéncias ATG,eIGTG e
como stop codons TAG, TAA e TGAcomo ilustrado na Figura 4.4.

!Este stop codon néo foi utilizado nos testes com o genondydoplasma pneumoniapois é tradu-
zido para o amino-acido Triptofano(W) nestes organismos.
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Os parametros utilizados pelo agente incluem o tamanhamaiém nimero de ba-
ses) considerado para genes e o parantetto BLAST, indicando um valor de signifi-
cancia minimo para as sequéncias a serem selecionadasiouiaces na busca. Ambos
0s parametros podem ser configurados para cada processeadetaedo, de forma a
tornar o modelo mais flexivel.

Para a identificacdo de modificacées nos dados do Genbanknteagpnta com um
sensor especializado. Este sensor verifica periodicaraemdstem atualizacdes no Gen-
bank, a partir dos arquivos disponibilizados pelo NCBk o banco de dados foi alterado,
0 sensor dispara e o0 agente inicia um novo processo de racaoot

Ao final do processo, os resultados obtidos séo unificadosneanlistagem enviada
ao agente de controle e interface. Novas ORFs identificadaam@ésentadas também
ao agente responsavel pela determinacdo de ortélogosjyaiseqiéncia identificada
possa ser caracterizada.

4.4.1 Utilizando o BLAST na Deteccéo de Regides Codificantes

O BLAST ¢é uma ferramenta de busca por similaridade bastaifitada em projetos
de bioinformatica e andlise de sequéncias genéticas. fiuagito como ferramenta de
auxilio na detecgdo de regides codificantes em genomasderbastante difundida.

Os genes podem sofrer mutacdes e se diferenciar a partir deesmo ancestral co-
mum. Este fato pode levar a ocorréncia de genes que apnessetgiéncias diferentes
mas uma mesma funcédo em organismos diferentes (ortélogaendo ambos os orga-
nismo tenham evoluido a partir de um mesmo ancestral. Cativajfie ocorre principal-

2ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/FASTA/nr.gz



mente em organismos procariontes é a transferéncia deiahgtvético entre individuos,
onde genes podem ser transferidos de um genoma para ougo.aljmesenca de genes
semelhantes em organismos préximos na cadeia evolu@o@drastante comum e um
fator a ser explorado durante o processo de deteccdo de genes

Muitos genes foram identificados a partir de similaridadene@ podemos observar
na anotacgéo de diversos organismos, dentre edgcoplasma pneumonigélIMMEL-
REICH et al., 1996) e de muitas sequéncias presentes no Gerfyaesar disso, a exis-
téncia de similaridade de uma regido do genoma néo deve sgidecada como um in-
dicio exato da existéncia de um gene, ja que a existéncidsbs faositivos pode ocorrer.
O BLAST é basicamente uma ferramenta heuristica e seusa@ssilpodem ser utiliza-
dos como um bom ponto de partida para a verificagdo se uma egid® ido genoma
analisado realmente é um gene.

No modelo proposto, utiliza-se o0 BLAST basicamente como uenainenta para
indicar possiveis novos genes presentes em regides igrsodadante o processo de ano-
tacdo. Logo, o sistema desenvolvido a partir do modelo agsgrito ndo visa indicar
a presenca de genes com absoluta certeza, mas apenas @@wiuma ferramenta de
alerta para possiveis caminhos de investigacao por pagsepaéeialistas humanos.

4.5 Deteccao de Ortologos

O agente de detecc¢do de ortélogos utiliza uma busca poesitaitie nas sequéncias
armazenadas no banco de dados COG para classificar uma datadeggenoma em
um grupo de genes ortdlogos. A busca por similaridade &eetdiutilizando a variante
BLASTP do BLAST.

A partir das sequéncias identificadas na busca pelo BLASE-pedleterminar quais
0s possiveis grupos de ortélogos aos quais a regido armbstd associada. Os grupos
encontrados sdo entao enviados ao agente de Controle adeted processo € ilustrado
na Figura 4.5.

O COG basicamente contém duas secdes. Uma que lista todoswesscgéalogados no
banco de dados. Esta listagem é bastante Util quando sa @esejntrar genes similares
presentes no COG. Pode-se utilizar o BLAST como ferramentasizalnesta tarefa.

A outra sec¢do contém a categorizagdo dos genes em grupo®ldgas. 1sso signi-
fica que genes de diferentes organismos que apresentanefuag@qiéncias similares
sdo agrupados em um mesmo grupo. Logo, os resultados optttn8LAST sobre a
listagem de genes catalogados podem ser utilizados cono @gerpartida na pesquisa
na associacdo de um determinado grupo de ortdlogos a um gsoenthecido. A exis-
téncia de similaridades com diversos genes de um mesmo goageandicar uma grande
probabilidade de que um gene pertenca a ele.

Para a identificacdo de modificacdes nos dados do COG, o agemdecom um sen-
sor especializado. Este sensor verifica periodicamentasem atualizacdes no COG, a
partir da Internet. Se o banco de dados foi alterado, o seismara, o agente faz o down-
load do banco de dados para uma copia local e inicia um nowegso de re-anotacao.

No modelo aqui proposto, similaridades com genes catatmys@b identificadas mas
nao analisadas profundamente de forma a eliminar falsavoss Logo, o usuario es-
pecialista deve realizar uma analise sobre os resultadio®sia fim de confirmar ou ndo
a re-anotacao proposta pelo sistema.
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Figura 4.5: Associacao de COGs a sequéncias no modelo detazaa.

4.6 Controle e Visualizagao do Processo de Re-anotacao

O agente d€ontrole e Interfac@ responsavel por receber as requisi¢cdes provenientes
da interface com o usuério e integrar as informacgfes premtss dos outros agentes
do sistema. A interface com o usuario consiste em um retas@ire os resultados de
processos de re-anotacdo executados pelo sistema sobeeasag cadastrados. Este
relatorio pode ser exibido tanto por uma pagina HTML acetsivaves da Internet, bem
como um e-mail enviado ao usuério.

A integracao dos dados é uma tarefa simples. Quando o ageotatiole e interface
recebe mensagens dos outros agentes do sistema indicamolaasanotacdes encontra-
das, estas sdo integradas em um Unico registro de re-anotasée registro é criado a
fim de que o usuério possa acompanhar claramente que inféesiéaram re-anotadas e
guando isto ocorreu.

Os registros de re-anotacfes contém basicamente tréslépoformacoes:

¢ Aidentificacdo do gene ou regido codificadora re-anotada,;
e Uma descrigao textual sobre o que foi re-anotado;

e As causas identificadas pelo sistema que levaram a re-aoctagerida.

A partir dos resultados reportados pelo sistema, o usugpieclista pode aceitar ou
nao as re-anotacdes propostas. Falsos positivos podenpestantes e a intervencao do
usuario € imprescindivel na etapa de validacao destasnafgies.



4.7 LimitagcGes do Modelo

Como observado em secfes anteriores, o0 modelo aqui propstenc diversas li-
mitagdes. Primeiramente, os resultados reportados podetardalsos positivos, e ndo
devem ser considerados como o resultado final do processoétisea As ferramentas
utilizadas como fonte de informacdes, o BLAST e o Glimmertéorlimitacées e podem
fornecer falsos positivos que levam a conclusfes erréragsapte do sistema. A inclu-
sdo do conhecimento de especialistas na fase de integrag@estiltados é uma proposta
interessante, mas mesmo nestes casos o sistema estagiddéosigostituir um especialista
humano na exatidao dos resultados.

Outra limitacdo que deve ser mencionada € a auséncia desdigos de analise,
como busca por motivos por exemplo. Este tipo de analiseéamndnfre influéncia da
atualizacao periddica de bancos de dados e logo seria tmBitaressante sua inclusédo
em versoes futuras do sistema.

O modelo foi projetado e validado utilizando genomas derosgaos procariontes.
Sua utilizacdo na analise de genomas eucariontes exigmielsao de outros tipos de
ferramentas e alguns procedimentos devem ser modificadosipalmente na detecgéo
de regides cofidicadoras. Logo, a utilizacao do sistemagstomeste trabalho na analise
de genomas eucariontes néo é recomendada.



5 IMPLEMENTACAO DO MODELO E VALIDACAO

Neste capitulo a implementacdo do modelo e sua validagkranoto genomas ja
anotados seré detalhada. Primeiramente a Secéo 5.1 dpras@escricdo de como o
modelo descrito no capitulo anterior foi implementado. guse na Secdo 5.2 seréo
apresentados alguns resultados obtidos com esta implegdenta analise de genomas
procariontes ja anotados durante a validac&o do sistema.

5.1 Implementacao do Modelo

A implementacdo do modelo de re-anotacao aqui proposte&tivcada em ambiente
Linux, utilizando as linguagens Java e Perl. A op¢ao petersia Linux se deve a sua am-
pla utilizacdo em bioinformética e crescimento nos Ultigess, bem como proporcionar
um ambiente estavel e eficiente para os testes.

A linguagem Java foi utilizada basicamente na implemewntdod agentes. A opcéo
por esta linguagem se deveu principalmente a facil intégralp sistema afsamework
multiagente utilizado no projeto.

A linguagem Perl foi utilizada somente na integracao dostegecom as ferramentas
de bioinformatica utilizadas. Esta linguagem é largamatiligada na implementacéo de
programas de analise em bioinformatica devido principatma sua excelente biblioteca
para processamento d&ings

5.1.1 FIPA-OS

A implementacado dos agentes utilizados no modelo foi r@ddéizm Java, através do
framework multiagente FIPA-OS (POSLAD; BUCKLE; HADINGHAMOO0O0). A opgéao
pelo FIPA-OS se deveu principalmente por sua facilidadesdesyor ser bastante estavel.

O FIPA-OS FIPA Open Sourceé uma plataforma multiagente de cédigo fonte aberto
desenvolvida originalmente pela Nortel Networks. A platafa suporta a interacao de
diversos agentes utilizando um modelo multiagente queesagespecificacoes da FIPA
(Foundation for Intelligent Physical Agents O FIPA-OS esta sendo utilizado por diver-
sas instituicbes no mundo todo, empregado em diferentegndisrde aplicagcdo, como
controle de VPNs\(irtual Private Network}y Distributed Meeting Scheduéntre outros.
Além disso, o FIPA-OS pode ser integrado a outras platafermaltiagente que seguem
as especificacdes da FIPA.

thitp:/iwww.fipa.org
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Figura 5.1: Modelo de referéncia FIPA.

5.1.1.1 O Modelo FIPA

A FIPA (O'BRIEN; NICOL, 1998) é uma organizacao sem fins lucraicujo ob-
jetivo € promover o desenvolvimento de especificacdesiogladas a sistemas multia-
gentes que maximizem a interoperabilidade entre aplicagdseadas em agentes. De-
senvolvedores sao livres para implementar qualquer dga@éo FIPA, desde que os
respectivos sistemas construidos estejam de acordo comfoiglefinido.

O modelo de referéncia FIPA para a implementacéo de frankewaultiagente é
ilustrado na Figura 5.1. Este modelo atualmente fornecesa $abre a qual os agentes
FIPA existem e operam. Combinado ao ciclo de vida do agentshedece o contexto
l6gico e temporal para a criagdo, operacao e destruicaoyeoses.

Os componentes DBfrectory Facilitator), AMS (Agent Management SystgrACC
(Agent Communication Channe IPMT (Internal Platform Message Transpdformam
a chamad#@gent Platforn(AP). O componente DF fornece um servico de “paginas ama-
relas” aos outros agentes. O componente AMS fornece unteatei “paginas brancas”
e gerenciamento dos agentes. Ja o componente ACC suporga@imtinicacao entre
agentes dentro e entre plataformas. O IPMT fornece um sede¢ransporte de mensa-
gens interno a cada plataforma. Os componentes AMS, DF e AGénpser implemen-
tados em um Unico agente ou em trés agentes diferentes.

A comunicacao entre agentes € realizada através de messaggificadas na lin-
guagem FIPA ACL Agent Communication Languageesta linguagem define um modo
padronizado de enpacotar mensagens, de modo a deixar atartogos os agentes par-
ticipantes qual o propésito da conversacao sendo deséwol linguagem ACL utiliza
um subconjunto de cerca de 20 verbos da lingua inglesa corfarpativas de comuni-
cacao. Este método fornece uma maneira flexivel para a coagda entre entidades de
software incluindo diversos beneficios como:

¢ Inclusdo e remocéao dinamica de servicos;

e Servicos de qualquer natureza podem ser incluidos no sisdsem a necessidade
de re-compilacéo dos clientes em tempo de execucéao;



e O processamento decentralizado de informacdes é faoilitad

e Uma linguagem para troca de mensagens universal fornecenaaterface base-
ado em atos de fala consistente atraves de software;

¢ Interacdo assincrona baseada em troca de mensagens &dademn

5.1.1.2 O Framework FIPA-OS

O framework FIPA-OS foi desenvolvido de acordo com a espagifio estabelecida
pela FIPA. O modelo descrito anteriormente contém o nuckeplataforma FIPA-OS: o
Directory Facilitator (DF), o Agent Management SystéAMS), o Agent Communication
Channel(ACC) e olnternal Platform Message TranspdiPMT).

Além dos componentes definidos pelo modelo de referéncia, IBIFIPA-OS prové
suporte para:

¢ Diferente tipos déAgent Shellsitilizados no desenvolvimento de agentes que po-
dem interagir através dos mecanismos de comunicacao dégphat FIPA-OS;

Comunicacdo multi-camadas entre agentes;

Gerenciamento de mensagens e conversacoes;

Configuragéo dindmica de plataformas para suporte de no@tipMTs;

Ferramentas de diagndstico e visualizacéo.

Os agentes sdo definidos através da estensédo de classesrdacadas pelo fra-
mework. A definicdo de um agente no FIPA-OS é realizada ardaériacdo de uma
classe que extenda a clagdePACSAgent . Esta classe define a estrutura basica de um
agente no framework.

5.1.2 Ferramentas de Bioinformatica Utilizadas

Para as analises efetuadas sobre as sequéncias gendtinatidas ao sistema de re-
anotacao foram utilizadas duas ferramentas de bioinfacenab programa de busca por
similaridade BLAST e o programa de deteccéo de genes Glindnegrsao do BLAST
utilizada foi a disponibilizada gratuitamente pelo NCBI. @ qi® fornecido pelo NCBI
contém o programa BLAST propriamente dito e diversas outraarhentas relacionadas.

Ja a verséo utilizada do Glimmer foi a verséo 2.0, deserd@ipelo TIGR The Ins-
titute for Genomic ReseargR. Juntamente com o programa Glimmer s&o fornecidos
diversos programas, incluindo softwares para geracao delosIMM a partir de um
conjunto de sequéncias genéticas e softwares para visgidizlos resultados.

5.1.3 Implementacéo dos Agentes

A implementacéo dos agentes seguiu o diagrama de classéswioosa Figura 5.2.
Na figura, uma Unica classe € utilizada para a implementagsiagkntes no sistema. Esta
classe, denominad&gent , contém a estrutura comum a todos os agentes do sistema.
Esta classe basicamente realiza o registro do agente cogentea AMS e DF do FIPA-
OS. O registro com o0 agente AMS € necessario para que o agessa ger identificado,

2http://www.tigr.org/software/glimmer
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Figura 5.2: Diagrama de classes simplificado do sistema.

ReannotationRole

dentro do sistema, através do servi¢co de “paginas brangdasi.registro realizado junto
ao agente DF é necessario para a identificacdo dos servipegiftos pelo agente. Este
registro no DF é bastante Util para que buscas por agentesomhdos a determinados
servigos possa ser realizada.

As particularidades de cada agente do modelo foram impledas como papéis, re-
presentados pela classe abstibde. A classeRol e é especializada em trés classes,
uma para cada tipo de agente. Dessa forma para a inclusdo devantipo de agente
basta que uma nova classe estendendo a dRedse seja criada. As classes que repre-
sentam papéis especificos devem definir as acdes que ossaged&sm executar e 0s
sensores utilizados pelos agentes.

Os papéis definidos no sistema sao os seguintes:

¢ OrthologousRole Contém a definicdo do papel de anélise de ortologia. Esté pape
acrescenta as capacidades do agente as acfes de busca ndrév#s da execu-
¢cao do programa BLAST, e de determinacao dos grupos de oogletpcionados
as sequéncias analisadas. Além disso, um sensor paradetlECOGs é tam-
bém utilizado para a verificacdo de alterac6es neste bandadies. A estrutura
completa de classes do agente é mostrada na Figura 5.3.

e GeneDetectionRoleEste papel representa a tarefa de deteccdo de possivess gen
Como ilustrado na Figura 5.4, sédo acrescentados ao agentagdmale busca de
sequiéncias homdlogas através do BLAST, uma acao para eredogalimmer
e finalmente uma acado para determinacédo dos possiveis nemes detectados.
Um sensor para verificacdo de atualizacées no Genbankzadtlpara disparar a
re-anotacdo automaticamente a cada modificacao.

e ReannotationRole Este é o papel executado pelo agente de Controle e Interface.
Basicamente define rotinas para interface com o usuario beexeinformacdes
relacionadas aos processos de re-anotacdo dos outrossagknarefa de integrar
as informacdes de re-anotacdo € executada pelaRezonot at i onAct i on,
mostrada na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Diagrama de classes simplificado do papel daoteao.



5.2 Validacéao

A validacao do modelo foi realizada utilizando genomas de di@anismos procari-
ontes:Mycoplasma pneumoniaeHaemophilus influenza€® Mycoplasma pneumoniae
€ uma bactéria responsavel por alguns tipos de pneumoni@reettaimanos. Contém um
dos menores genomas ja identificados e foi recentementetaein (DANDEKAR et al.,
2000). OHaemophilus influenza@uma bactéria associada a alguns tipos de penumoniae
gue, apesar do nome, nao se trata do virus da influenza réspopslo resfriado. Como
o M. pneumoniagambém foi recentemente re-anotado, em uma comparacamaedet
com o genoma de outra bactériggscherichia col(TATUSQV et al., 1996).

Os testes foram realizados em ambiente Linux, rodando eminggPC convencio-
nais. Os genomas utilizados foram obtidos a partir do rémasido NCBI. Os parametros
utilizados foram os seguintes:

e BLAST: Utilizou-se um threshold para o valor E tié©.

e Genes O tamanho minimo considerado para regides codificanteefd00 nucle-
otideos.

Os resultados do BLAST foram filtrados a fim de remover hitsregfies a sequén-
cias dos organismos analisados. Assim, foram considesasiasnte similaridades com
sequéncias provenientes de outros organismos. Este passecéssario, pois muitas
das seqliéncias que deveriam ser re-anotadas nos testeslesgt estdo cadastradas no
Genbank e COG.

5.2.1 Analise do Genoma ddycoplasma pneumoniae

O genoma daVl. pneumoniadoi analisado preliminarmente utilizando somente o
BLAST para a deteccéo de regifes codificantes. Os resultddio®® foram publicados
em (NASCIMENTO; BAZZAN, 2004) e uma parte das regifes detiagta mostrada na
Tabela 5.1. A primeira coluna mostra as regifes identifeadeno codificantes a partir da
comparacao com o Genbank utilizando o programa BLAST. Osvaites especificados
nesta coluna representam o local onde ocorreram hits egjusrpelo BLAST na sequén-
cia de DNA do genoma. A segunda coluna mostra as correspi@sdeqgides codificantes
presentes no genoma tb pneumoniasegundo o registro no Genbank (Gl: 13507739).
Estas sequiéncias estdo identificadas pelo numero GlI, uogindmérico Unico utilizado
no banco de dados Genbank. Como pode ser observado, as egifesadoras foram
identificadas, apesar do erro quanto a precisédo de seusdimit

O teste mostrado foi realizado sobre o genoma originalnmeratgado ddM. pneumo-
niae(HIMMELREICH et al., 1996). Este teste basicamente realizoa busca utilizando
0 BLAST com as sequéncias pertencentes a regides codifientgies entre estas re-
gides, originalmente tidas como n&o-codificantes. Utilize para o parametio o valor
10~° realizando uma busca com a variante blastx, comparandajéérseias de nucle-
otideos extraidas do genoma com o banco de proteinas nitwdeede do Genbank. O
Glimmer néo foi utilizado nestes testes.

O sistema neste caso comparou sequUéncias pertencentades itiggas como nao-
codificantes com o banco de dados, a fim de identificar nova®esegodificadoras. Re-
gides anotadas como codificantes também foram comparadasia onfirmar sua ano-
tacao.

Um novo teste utilizando o Glimmer e o BLAST em conjunto sobresubconjunto
da ultima versao re-anotada do genomaMiopneumoniadoi realizado. Removeu-se



Tabela 5.1: Resultados da analiseMlgpneumoniaeitilizando BLAST.

Regibes Identificadas| Regides Codificantes Presentes no Genbank

ORF: 682..1834

759..1832 Gl: 13507740
ORF: 1838..2767

1839..2765 Gl: 13507741

2870..3418 ORF: 2869..4821

3422..3595 Gl: 13507742

3596..4780 '

4822..5979

5980..6261 ORF: 4821..7340

6262..6663 Gl: 13507743

6664..7146

7313..7819 ORF: 7312..8574

7649..8560 Gl: 13507744

aleatoriamente algumas regides anotadas como codificamtesrsdo atual presente no
Genbank. Utilizou-se uma subsequéncia de DNA do genomameentre as bases
1 e 40000. O conjunto das regifes codificantes presente inéstealo € mostrado na

Tabela 5.2. Esta tabela mostra a posi¢ao das regides catbd@oluna “Posi¢céo”) e se

esta regido estava presente ou ndo nos testes realizatlog(tstatus no Teste”).

O resultado esperado nos testes realizados era a iderdtdidas regides removidas
como novas regides codificantes. A re-anotacao do subdompnesentado do genoma
do M. pneumoniaautilizando o sistema é mostrado na Tabela 5.3. A primeirarzol
contém a posicao das regides identificadas como codificaotggenoma. A segunda
contém a re-anotacdo obtida a partir da andlise utilizandanco de dados COG (ver
Secao 4.5). Como pode ser observado, as regides identifoadaspondem a subregides
das verdadeiras regides codificantes encontradas, apesimites exatos ndo estarem
corretos em alguns casos. Isto ocorreu principalmenteupoogmodelo utilizado pelo
Glimmer néo prevé o conjunto anormal de stop codons utiizedoM. pneumoniaeO
coédon “TGA’ é traduzido como o amino-&cido triptofano nasileés destes organismos e
nao € identificado como um stop codon. Logo, o Glimmer podestenerros quanto aos
limites de regifes codificadoras estabelecidos por stoprsodestes genomas, por nao
considerar esta particularidade.

5.2.2 Andlise do Genoma délaemophilus influenzae

O teste efetuado no genomaldoinfluenzaeutilizou um processo similar ao utilizado
nos testes com bl. pneumoniagremovendo-se aleatoriamente regides consideradas co-
dificantes do registro original para que estas fossem readas pelo sistema. O conjunto
das regiBes codificantes presentes no intervalo 1..20083&db no teste € mostrado na
Tabela 5.4. Esta tabela mostra a posi¢ao das regides catbo@oluna “Posi¢céao”) e se
esta regido estava presente ou ndo nos testes realizatlos(tstatus no Teste”).

Os testes realizados, utilizando 0 mesmo conjunto de p#amdsngo realizado com
0 genoma davl. pneumoniaebteve os resultados mostrados na Tabela 5.5. Esta ta-
bela mostra que foram identificadas regides codificadommsaggdes removidas no teste,



Tabela 5.2: Subconjunto do genoma do M. pneumoniae analisad

Posicao Status no Teste
692..1834 Presente
1838..2767 Presente
2869..4821 Presente
4821..7340 Presente
7312..8574 Presente
8579..9211 Ausente
9184..9945 Ausente
9947..11275 Ausente
11275..12060 Presente
12257..12652 Presente

12838..13533 (complementqg) Presente
13558..14265 (complementg) Presente
14992..15765 (complementq) Presente
15867..16505 (complementqg) Ausente
16482..17339 (complementg) Ausente
17339..18205 (complementg) Ausente
18180..18989 (complementq) Presente

19325..21196 Presente
21108..23012 Presente
23022..26114 Presente
26160..27332 Presente
27316..28245 Presente
28245..29783 Presente
29804..30244 Presente
30244..31110 Presente
31111..32199 Presente
32202..33026 (complementg) Ausente

33059..33958 Presente
33979..34551 Presente
34469..34975 Presente
34975..35586 Presente

35810..36136 (complementg) Ausente
36140..36760 (complementa) Ausente




Tabela 5.3: Resultado da re-anotacadvdigpneumoniae

Posicao COG

8549..8875 COGO0125 Thymidylate kinase

9184..9945 COG0470 ATPase involved in DNA replication
9923..11275 COGO0486 Predicted GTPase

15867..16505 (complemento)COG0358 DNA primase (bacterial type)

16713..17342 (complementp)COG0189 Glutathione synthase/Ribosomal
protein S6 modification enzyme (glutaminyl transferase)

17342..17830 (complementp)COG0189 Glutathione synthase/Ribosomal
protein S6 modification enzyme (glutaminyl transferase)
17843..18208 (complemento)COG0189 Glutathione synthase/Ribosomal
protein S6 modification enzyme (glutaminyl transferase)

32205..32309 (complementoNenhum
32619..33029 (complementoNenhum

35579..35677 (complementoNenhum
35813..36139 (complementp)COG0693 Putative intracellular protease/amidase

36143..36763 (complementp)XCOGO0035 Uracil phosphoribosyltransferase

Tabela 5.4: Subconjunto do genoma do H. influenzae analisado

Posicao Status no Teste
2..1021 Presente
1190..3013 Presente

3050..3838 (complemento) | Presente
3854..4318 (complemento) | Presente
4579..5391 (complemento) | Presente

5662..8748 Ausente

8750..9688 Presente
9681..10397 Presente
10467..11375 Presente

11414..11854 (complementq) Presente
11857..12261 (complementq) Presente
12367..13359 Presente
13423..14331 (complementqg) Presente
14328..15011 (complementqg) Presente
15013..16062 (complementg) Ausente

16071..17867 (complementqg) Ausente

18035..18418 (complementq) Presente
18676..19335 Presente




Tabela 5.5: Resultado da re-anotacadidinfluenzae

Posicao COG

5662..8748 COG0243 Anaerobic dehydrogenases, typically
selenocysteine-containing

6322..8748 C0OG0243 Anaerobic dehydrogenases, typically

selenocysteine-containing

15013..16062 (complementp)COG0681 Signal peptidase |

16071..17867 (complementp)COG0481 Membrane GTPase LepA

17902..18030 (complementoNenhum

como esperado. A tabela mostra também uma regido extrafickaéd pelo sistema
(17902..18030). Casos como este devem ser validados porpgoi@ssta humano, pois

podem significar falsos positivos.

Logo, € necessario qustensa seja capaz de obter

informacdes adicionais sobre a sequéncia de forma a auxiéapecialista na validacéo
dos dados. Até o momento, o sistema é capaz de realizar aeadaliCOGs, mas outras
funcionalidades podem ser adicionadas no futuro.



6 CONCLUSAO

O estudo da estrutura e funcionalidade do aparato genéésenmte nos Cromossomos
pode fornecer informacdes preciosas sobre diversos grgasivivos, inclusive sobre os
proprios seres humanos. Devido a este fato, muitos esft&gosido efetuados com o
objetivo de mapear diversos genomas atraves da anotagaicgen

Este trabalho apresentou um novo modelo para re-anotat@matica de genomas.
A re-anotacdo é basicamente uma tarefa de re-andlise ds,dattte as informacdes
obtidas na anotacdo podem ser reconsideradas em virtuden chvwo contexto. Isto
ocorre principamente através da existéncia de novos dattEsitados em bancos de
dados especializados, publicamente disponiveis na &ite@omo um exemplo destes
bancos de dados, podemos citar o Genbank.

Os computadores desempenham um papel importante na adéldados genéti-
cos. Diversas ferramentas computacionais para analisardeteristicas especificas em
sequéncias ja foram desenvolvidas e sdo amplamente déi§iz&€omo exemplos, pode-
mos citar o BLAST, utilizado para buscas em bancos de dadagéatda similaridade
entre seqliéncias, e o Glimmer, utilizado para a deteccaostveis genes em genomas
procariontes.

Um grande problema durante a analise em larga escala de ger®m integracéo
das informacdes obtidas a partir das diversas ferrameetésothformatica utilizadas.
Existem diversos sistemas integrados de anotacao ja adgeog para tal finalidade
(por exemplo, o SABIA e o GeneWeaver), utilizando as maisadas tecnologias.

Nenhum sistema integrado de re-anotacao foi desenvoli&@o amomento, apesar
de diversos projetos de analise envolvendo a revisdo desdidanotacdes genéticas ja
terem sido desenvolvidos. Assim, o desenvolvimento dest@ira € um campo de estudo
em aberto. Esta foi a principal motivagéo para este trabalho

O sistema aqui apresentado tem o objetivo de ser um compleraemm sistema de
anotacdao ja existente. A implementacao atual do médulorégefada para sua integra-
¢ao ao sistema ATUCG. Este sistema de anotacao utiliza unoteduga baseada em
agentes divida em trés camadas. A camada | possui 0 objatidetéctar as possiveis
regides codificantes presentes no genoma de um organisradjradg sua sequéncia de
DNA. A camada Il recebe a listagem de seqiéncias identifcadaamada | e procura
identificar o conteudo do campeywords(definido no banco de dados Swiss-Prot) para
cada sequéncia. A camada lll é uma interface para validaggicedultados por parte do
USUario.

O moddulo de re-anotagdo encontra-se inserido na camada TA€@. O sistema
contém agentes capazes de analisar caracteristicasfiesigedas sequiéncias presentes
no genoma do organismo e interagem a fim de obter o resultaal&irre-anotacdo. O
resultado final do processo € uma listagem de possiveis naxaseristicas identificadas



na sequéncia a partir da analise efetuada.

A validagéo do sistema utilizando genomas dos organidtyag®plasma pneumoniae
e Haemophilus influenzamostrou que o sistema pode ser uma ferramenta Gtil na detec-
cao de possiveis regides a serem analisadas. Apesar dissmjedo pode acrescentar
diversas outras funcionalidades a fim de se tornar uma ferfe@nmais simples e pratica,
principalmente quanto a interface de utilizacdo e na iatgiy dos dados.

Como trabalhos futuros pode-se identificar os seguinte®pont

e E possivel adicionar outros agentes ao sistema, de modoutyas caracteristicas
possam ser analisadas. Como exemplo, pode-se estudar simde um agente
gue analise novos motivos presentes na seqiéncia, at@scdas no banco de

dados Interpro.

e Pode-se estudar uma forma de incluir uma parte do conhetrderespecialistas
na integracao das informacdes provenientes dos agentesdidecimento pode-
ria estar codificado em regras e tais regras seriam apligafiaagente de Controle
e Interface no momento da andlise das caracteristicaotadas.

e Um método de identificacdo de genes através da andlise &imaaltio genoma por
diversas ferramentas de deteccao de genes. Tal métodarndilduas ou mais fer-
ramentas de forma paralela e integraria seus resultadosyaninica listagem nao
redundante de provaveis sequéncias codificantes. A implagéo poderia utilizar
diversos agentes, cada um implementando uma ferramentelikea de forma que
estes poderiam negociar a fim de obter o resultado final desdiste método foi
estudado durante o decorrer deste trabalho, mas nenhuladesconclusivo foi
obtido.

Como conclusao final, este trabalho mostra-se apenas o ggcion estudo mais
profundo sobre como um sistema de re-anotacéo integradmatito pode ser cons-
truido de forma eficiente. Apesar disso, 0s resultados @btidbstram que um maédulo
de re-anotacdo é uma ferramenta bastante interessantgdoquiiiizada em conjunto a
um sistema de anotacéo ja existente. Novas informagdes sefiiéncias identificadas
estdo constantemente sendo disponibilizadas na Inteta¢tsestema possibilita que o
especialista esteja atualizado sobre possiveis modi@sai®forma automatica.
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