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Resumo

Apesar do grande desenvolvimento das técnicas de seqlenciamento genético
(digitalizacdo do material genético) observado nos ultimos tempos e do consequliente
crescimento exponencial dos bancos de dados de sequéncias, a capacidade de anélise
dessas sequéncias ndo conseguiu acompanhar esse desenvolvimento. Visto que
sequéncias nao identificadas ou com identificacdo incorreta sdo de limitada utilidade
cientifica, este trabalho tem como objetivo tratar esse problema por meio da criacdo de
uma ferramenta a “Protein Classification Tool” (PCT). A PCT implementa as seguintes
funcionalidades: comparagcdo usando BLAST com diversas bases secundarias (GOA,
COG/KOG e bases do CGAP) e o NR, andlise de dominios e analise filogenética. Neste
trabalho ainda se define um “framework” para permitir a extensibilidade da ferramenta
por meio da adicdo de bases secundarias e novas funcionalidades, de modo a permitir
que a ela se mantenha atualizada, acompanhando os avancos no processo de
anotacdo. Mediante a integracdo de diversas funcionalidades de anotacdo, a PCT
facilita o processo de anotacdo (identificacdo) de sequéncias genéticas a0 mesmo

tempo que permite a obtencdo de melhores resultados.



Abstract

Despite the great advances in genetic sequencing technology — digitization of
genetic material — observed recently, which resulted in an exponential growth of the
amount of data in sequence databases, the ability to properly analyze these sequences
could not match this growth. As sequences that lack functional annotation (identification)
or with incorrect annotation are of limited use to researchers, this work targets this
problem by creating a tool, “Protein Classification Tool” (PCT). The PCT implements the
following functionalities: BLAST sequence comparison against several secondary
databases (GOA, COG/KOG and CGAP databases), domain analysis and phylogenetic
analysis. Moreover, this work defines a framework so that other secondary databases
and annotation functionalities may be added to the tool, in order to keep it up-to-date
with new annotation techniques. The integration of several annotation functionalities in
PCT eases the process of sequence annotation at the same time that allows the

obtention of more accurate results
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1. Introducao

Nos ultimos anos, tem-se observado um grande desenvolvimento nas técnicas
de sequenciamento genético que refletiu no crescimento exponencial do nimero de
seqiiéncias depositadas em bancos de seqiiéncias publicos® (Figura 1) e nas centenas
de projetos de sequenciamento de genomas que vém surgindo. Atualmente, mais de
1600 projetos de seqiienciamento de genomas estdo em andamento, e genomas de
mais de 400 organismos, entre eucariotos e procariotos, jA foram completamente
seqlienciados, inclusive o genoma humano? (Ainscough et al., 1998; Celniker, 2000:
Collins et al., 2001; Venter et al., 2001; Yakunin et al., 2004).

O grande numero de seqiéncias e 0s progressos em gendmica trazem a
promessa de contribuir significativamente para melhorar o conhecimento sobre a
biologia e a evolucdo dos organismos, fornecendo novas pistas sobre conteudo de
genes, sua regulacdo e funcionalidade e os processos evolutivos que originaram 0s
diferentes genomas (Pollock, 2002; Miller et al., 2004). Além disso, h4 uma expectativa
de que o término do sequienciamento dos varios genomas seja acompanhado da
descoberta de alvos para drogas de combate a varias doencas (Nemoto, 1998; Kramer
e Cohen, 2004). Entretanto, a realizacdo de tais promessas tem sido, até o0 momento,
limitada pela deficiéncia na interpretacdo dos dados fornecidos pelo sequenciamento.
Ou seja, os métodos de andlise disponiveis ndo tém conseguido acompanhar a
velocidade em que os dados sdo gerados pelo sequienciamento, e o resultado € uma
imensa quantidade de dados se convertendo em pouca ou nenhuma informacao
biolégica relevante.

Sequéncias de DNA sao a matéria-prima do trabalho em gendmica, mas o
objetivo principal e definitivo de todos os esforcos empregados em seqienciamento é
descobrir funcbes moleculares (bioquimicas) e celulares de todos os produtos génicos
codificados por essas sequéncias. A interpretagdo da informagdo contida nas
sequéncias genéticas, chamada de anotacdo, é uma tarefa ndo trivial composta de

! GenBank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
2 Genomes OnLine Database - http://www.genomesonline.org/
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varias etapas. O processo da anotacdo tem sido objeto de diversas pesquisas e neste

trabalho propomos o desenvolvimento de uma ferramenta para tratar desse problema.

Growth of GenBank
(1982 - 2005)

ERESEERESEERERR

Sequences (millions)
&
Base Pairs of DNA (billions)

B Ease Pairs
——Sequences

[ S S S ———— &
T T T L

1982 1986 1920 1994 1988 2002

Figura 1 — Graéfico representando o crescimento da base de seqiiéncias GenBank?

1.1. Motivacao

Pesquisas recentes tém mostrado que para se prover anotacdo de qualidade é

necessaria a combinacdo de diversos métodos, ao contrario de anos atras em que o

% Figura retirada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/genbankstats.html, versio de 7 de marco de 2006
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anico recurso disponivel eram comparacdes de similaridade em bancos de sequéncias

nao classificados (Mathé et al, 2002).

Enquanto varios métodos de anotacdo vao se tornando mais populares é preciso
ter ferramentas que disponibilizem implementacdes desses métodos, de modo a

permitir seu efetivo uso e de maneira pratica na anotacao de sequéncias.

Visto isso, tem-se a necessidade de uma ferramenta que permita realizar uma
anotacdo de maneira rapida e confiavel. Agregando as diferentes funcionalidades
atualmente existentes para anotacao, e dando ao usuario meios diversos de aperfeicoar
o resultado. Mesmo que esse usuario ndo tenha profundo conhecimento sobre os

diversos meios de anotacdo e como utiliza-los corretamente.

1.2. Objetivos

Este trabalho descreve o desenvolvimento de uma ferramenta de anotacédo de

sequéncias com os seguintes objetivos:

e Reunir numa unica ferramenta as principais funcionalidades atualmente em uso
no processo de anotacdo, melhorando tanto a velocidade quanto a qualidade da

anotacao.
e Criar uma estrutura na qual seja possivel agregar facilmente novas

funcionalidades, & medida que o processo de anotagéo evolui, de modo a manter

a ferramenta atualizada e funcional.

12



1.3.

Contribuicdes

A ferramenta desenvolvida neste trabalho gerou as seguintes contribuicdes:

Ambiente para execucdo do BLAST com a base primaria NR e diversas bases
secundarias e devido tratamento de seu resultado, provendo facilidade de
identificacéo e classificacdo funcional de sequéncias

Obtencéo e tratamento das seguintes bases de dados secundarias:

CGAP Biocarta
CGAP Kegg
COG

KOG

GOA

O O O O O

Funcionalidade de analise de estrutura de dominios

Funcionalidade de geracéo de arvore de filogenética

Estrutura que permite a adicdo de novas funcionalidades e bases secundérias de

maneira integrada a ferramenta

13



2. O fluxo de informacdo nas células e as

sequéncias biologicas

2.1. Fluxo de informacgé&o nas células

A informacao hereditaria completa, sobre a total constituicdo de um organismo é
armazenada numa molécula chamada de “DNA” (“deoxyribonucleic acid”, ou acido
desoxirribonucléico, ADN, em portugués), presente em todas as células de um
organismo. Toda vez que uma célula se reproduz, todo o seu DNA € duplicado em um
processo chamado de “replicacdo do DNA” (Figura 2). Ja o conjunto de todo o DNA de
um organismo € chamado de “genoma”. Sequenciar (digitalizar) e devidamente
interpretar os genomas dos organismos mais relevantes € um dos grandes desafios da
ciéncia atual. Medicina, agricultura e diversas industrias dependem do conhecimento
gendémico para desenvolver medicamentos, modificar caracteristicas especificas em

plantas e animais e compreender o relacionamento entre espécies.

O conhecimento que se tem sobre a informacao contida no DNA ¢é ainda restrito.
Mesmo que nos Uultimos 50 anos tenha-se avancado consideravelmente na
compreensdo dessa informacdo, h4 muito sobre o qual ainda ndo se sabe, por
exemplo, sobre a funcdo da grande parte do DNA de eucariotos que ndo codifica
proteinas. Por outro lado, os dados propriamente ditos sdo de composicdo simples,
consistindo de apenas 4 tipos de nucleotideos, que sdo referenciados pelas bases
nitrogenadas que os diferenciam: adenina, citosina, guanina e timina, ou,
respectivamente, A, C, G e T. O DNA é geralmente encontrado como uma molécula na
forma de dupla hélice, mas em geral, quando se trata dos dados, trata-se apenas uma
das fitas por vez. Uma sequéncia de DNA é representada por uma sequéncia de texto
contendo as letras que representam as bases dessa fita. Além das 4 letras que
codificam os diferentes tipos de bases, sdo usadas mais 11 letras para especificar

ambiguidade entre as bases, como visto na Tabela 1.
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Simbolo Nucleotideo
AouG
CouT
AouT
GouC
GouT
AouC
C,G,ouT
A G ouT
A C,ouT
A C,ouG
AC G,ouT

Tabela 1 — Ambiglidade de nucleotideos

Z<IUWZIAWE<T

Na estrutura da molécula de DNA, cada base em uma das fitas corresponde a
uma outra base na outra fita, sendo que as bases sdo ligadas aos pares,
especificamente, de A-T e C-G. A estrutura de dupla fita do DNA permite ndo s6 que a
molécula seja mais estavel, mas também funciona como um dispositivo de correcdo de
erro no caso de dano a alguma base, causado, por exemplo, pelo excesso de radiacéo

ultravioleta do Sol.

Ao longo do DNA estdo codificados os genes. Eles sdo unidades hereditarias
dos organismos, presentes no DNA. Apesar de poderem ser definidos de diversas
maneiras, nesse trabalho tratamos os genes como unidades do DNA que contém
instrucdes para a codificacdo de uma proteina, apesar de alguns deles produzirem

RNAs que nédo codificam proteinas.

A principal funcdo do DNA é armazenar toda informacdo genética de um
organismo. Toda vez que uma célula se divide, seu DNA é duplicado num processo
chamado de “replicacdo” e a producdo de proteinas na célula se da a partir da copia de
uma sequéncia do DNA para o0 RNA, em um processo chamado de “transcri¢cao” (Figura
2).

15



A molécula do RNA é bastante semelhante a do DNA, entretanto, no RNA
encontramos a base “uracila” (U) no lugar da “timina” (T). Entre outras diferencas, o

RNA €, em geral, encontrado como uma molécula de fita simples.

DNA
Informstion Replicacéo
.
DHA
Infarmation
-
: me Transcricao
A
A e
i Infarmation
! Huckar envelope Cytoplasm

b

Fm‘lrtln -
Traducao
Protein

Figura 2 - Figura representando o fluxo de informacéo na célula*

O RNA pode ser de diversos tipos e apresentar diversas funcdes, entretanto,
RNAs que correspondem a genes que codificam proteinas sdo os RNA mensageiros,
ou mRNA.

Entre outras funcfes, as proteinas sdo constituintes estruturais do “maquinério”
da célula. Elas sdo moléculas quimicamente diferentes do DNA e RNA, pois séo

compostas de aminoacidos ao invés de acidos nucléicos. Proteinas tém a propriedade

* Figura retirada de Bedell et al, 2003
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de se “dobrar” em formas tridimensionais bastante especificas, que dependem de sua
sequéncia de aminoacidos. Assim, a seqiéncia de aminoacidos determina a forma de
uma proteina e a forma determina sua funcdo, de modo que ha proteinas que
desempenham as mais diversas fungbes num organismo. Com isso, vemos que
engquanto, nesse contexto, o DNA e o RNA sdao utilizados principalmente para
armazenamento e transporte de informacbes, as proteinas sdo o resultado desse

processo, mostrando-se responsaveis por inlmeros processos No organismo.

Os aminoacidos que compdem as proteinas, por sua vez, sao codificados, cada
um, por 3 nucleotideos. Uma vez que sdo 4 os tipos de nucleotideos, existem 64
combinacBes possiveis de cdédons (grupos de 3 nucleotideos). Entretanto, as 64
combinac¢des, conforme o cédigo genético (Figura 3), codificam apenas 20 amino&cidos
(Tabela 2), sendo que um deles, a Metionina indica o inicio da codificacdo de uma
proteina (“start”) e outros 3 cédons indicam o final dessa codificacdo (“stop”). Assim,
varios desses aminoacidos sdo codificados redundantemente por mais de um tipo de
codon. A Tabela 2 lista os 20 aminoacidos e suas respectivas representacdes, e a

Figura 3 ilustra a conversao de nucleotideos em aminoacidos usando o codigo genético

padrao.
T C A G
TTTPhe(F) |TCTSer(S) |TATTyr(¥) |TGT Cys(C)
L T ThC TGC
TTALen(l) |TCA" TAA Ter T Ter
16" Ta" TAG Ter TGG Trp (W)
(ITLeu(l) |CCTPro(P) |CATHis(H) |CGTArg(R)
c |’ " CAC" c6e"
CTA o CAAGIn () |CGA™
(g" oG" CAG" GG
ATT e (1) ACTThr(T) | AAT Asn (M) | AGT Ser (%)
A AIC" LT AAC" AGC"
ATA™ ACH" AAA Lys (K | AGA Arg (R)
ATG Met (M) | ACG™ AMG" AGG ™
GITVal (V) |GCTAIa{A) |GATAsp(D) |GGTGly(G)
G GIC" GoC” GAC" GGL"
GIA ™ GLA " GAAGI(E) |GGA"
alG" GG " GAG " 666"

Figura 3 — Cédigo genético padréo®

> Figura retirada de Bedell et al, 2003
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Nome Representacéo
Glicina ou Glicocola Gly, Gliou G
Alanina Ala ou A
Leucina Leu ou L
Valina Val ou V
Isoleucina lle ou |
Prolina Proou P
Fenilalanina Phe ou Fen
Serina Serou S
Treonina Thr, Theou T
Cisteina Cys, Cisou C
Tirosina Tyr, Tirou'Y
Asparagina Asnou N
Glutamina Glnou Q
Aspartato ou Acido aspartico Asp ou D
Glutamato ou Acido GluouE
glutamico

Arginina Arg ou R
Lisina Lys, Lis ou K
Histidina His ou H
Triptofano Trp, Triou W
Metionina Met ou M

Tabela 2 — Principais aminoacidos

As proteinas ainda apresentam estruturas internas chamadas “dominios”.
Dominios de proteinas podem ser vistos como um trecho da proteina com uma funcao
ou estrutura distinta (freqiientemente ambas). No geral, quando se vé uma unidade
estrutural especifica dentro de uma proteina, ela costuma ter uma fungcédo especifica
associada a ela. Assim, os dominios determinam caracteristicas especificas de cada

proteina e uma proteina pode conter um ou mais dominios (Figura 4).

2.2. Mutacéo, evolucéo e homologia

O pressuposto para sistemas de identificacdo e anotacdo de seqUéncias
baseados em similaridade é que os organismos estdo evolutivamente relacionados, e
derivam, por meio de sucessivas mutacdes, de um ancestral comum (Bedell et al,
2003).

18



Figura 4 — Exemplo de dominios de uma proteina®

Mutacfes sdo, simplesmente, alteracbes na sequéncia de DNA. Modificacdes
sao introduzidas na sequéncia de DNA de um organismo devido a razdes diversas, tais
como a incidéncia de radiacdo ou a atuacao de agentes quimicos. Mutac¢des sucessivas
causam alteracdes nas sequéncias de DNA de modo que sua funcéo se altera ou deixa
de ser reconhecida (Bedell et al, 2003). O préprio processo de replicacdo de DNA das
células tem imperfeicGes e a taxa de erro do processo de replicacdo de DNA é dito ser
de 1 erro a cada 300 milhdes de bases. Uma vez que o genoma humano, por exemplo,
tem 3 bilhdes de bases, sdo esperadas cerca de 10 mutacbes a cada replicacéo.
Considerando que um ser humano possui cerca de 1 trilhdo de células, espera-se que

inUmeras mutacdes ocorram.

Entretanto, mutacdes significativas sdo as que ocorrem em regides do DNA que

codificam proteinas. Uma vez que o DNA é alterado, 0 mesmo ocorre com 0 mRNA, o

® Figura retirada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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gue pode entdo levar a uma mudanca na sequUéncia da proteina produzida. No entanto,
isso ndo ocorre todas as vezes, devido a redundancia do cédigo genético. H4 mutacdes
potencialmente mais prejudiciais, que alteram um cdédon de maneira a criar um codon
de terminacao (referidos como “Ter” na figura do codigo genético), e, assim, fazem com

que a traducdo do mRNA seja terminada precocemente.

Outro tipo de mutacdo sdo as que inserem ou removem nucleotideos. Além
delas, existem duplicacfes, inversdes e outros rearranjos de genes que podem uni-los
ou destrui-los. Mutacbes que inserem ou removem nucleotideos também sé&o
freqientemente destrutivas, pois quando um numero de nucleotideos que ndo é um
multiplo de 3 é inserido ou removido das sequéncias de DNA, altera-se a fase de
leitura, causando diversas diferencas nos codons lidos dali em diante.

Assim, séries de mutacdes, associadas a outros fatores evolutivos, acabam por
criar novas espécies, e internamente isso representa a alteracdo de diversos genes
num organismo. Genes ou sequéncias derivadas de um ancestral comum sé&o
chamados de homologos. Homologos podem ainda ser divididos entre paralogos e
ortélogos. Dizem-se ortdlogos os criados a partir de eventos de especiacdo, ou seja,
seriam “0 mesmo gene”, mas encontrado em espécies diferentes. J& paralogos séo
criados por eventos de duplicacdo génica. Logo, dois genes duplicados num mesmo

organismo sédo chamados paralogos.

Boa parte dos processos de identificagdo de sequéncias é feita baseado na
procura de homologias, e para isso costumam ser usadas buscas de similaridade.
Entretanto € importante distinguir os dois termos, pois ainda que uma sequéncia
apresente similaridade com outra sequéncia em, por exemplo, 40% de sua extensao,
ndo se pode dizer que elas sdo 40% homologas. Analises devem ser feitas de modo a
inferir com certeza se elas sdo ou ndo homdélogas, baseado tanto em sua similaridade

quanto em outros fatores.
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3. Anotacao de SequUéncias

O resultado do seqgienciamento genético € simplesmente uma sequéncia de
aminoacidos ou nucleotideos sem qualquer identificacdo. Assim, a anotacdo € um
processo que tem por objetivo agregar informacdo bioldgica a essas sequéncias
genéticas por meio de sua identificagdo funcional. Ou seja, mediante diversas analises,
a anotacdo visa a descrever biologicamente o que foi sequenciado. “A priori”, a
anotacdo pode ser dividida em trés etapas, como detalhado abaixo: no nivel de
nucleotideo, no nivel protéico e a anotagcdo no nivel de processos (Claverie et al, 1997;
Eisenberg et al, 2000; Grayhack e Phizicky, 2001, Stein, 2001).

3.1. Niveis de anotacéo

A fase inicial da anotagéo, feita no nivel de nucleotideos tem como atividade
principal a procura de genes na sequéncia de DNA e a localizacdo de marcadores por
meio de mapeamentos realizados por andlises bioldgicas prévias. Este conjunto de
marcadores funcionam entdo como pontos de referéncia para a analise subseqtiente: a
procura por genes. Uma vez identificados os genes, sédo entéo identificadas sequéncias
correspondentes a RNAs nao codificadores, sequUéncias regulatorias, elementos

repetitivos e polimorfismos (Stein, 2001).

Apos a anotacao no nivel de nucleotideos, inicia-se a etapa de anotag&o no nivel
protéico. Esta etapa € constituida pela nomeacédo das proteinas do organismo e pela
associacdo de possiveis funcdes a estas proteinas. Neste caso, sado utilizados bancos
de dados de sequéncias primarias, estruturais, de familias génicas ou de dominios
funcionais como as bases SWISSPROT’, Protein Data Bank® (PDB) ou CDD® (Doerks
et al., 1998; Whisstock e Lesk, 2003; Marchler-Bauer, et al., 2005).

" SWISSPROT - http://www.ebi.ac.uk/swissprot
8 Protein Data Bank - http://www.rcsb.org/pdb
° CDD - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
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Depois destes dois niveis tem inicio entdo a etapa de anotacdo no nivel de
processos. Esta etapa tem como objetivo relacionar o genoma a processos biolégicos,
isto &, estabelecer como o0s constituintes de um genoma se relacionam com o ciclo
celular, a morte celular, embriogénese, metabolismo e manutencdo da saude do
organismo. Esse processo depende da existéncia de um banco de dados dotado de um
esquema de classificagdo associado a fungBes biolégicas conhecidamente descritas,
com especificidade suficiente para distinguir entre proteinas que sejam membros de
uma mesma familia génica. A base de dados Gene Ontology (GO) criada em 1991 € um
repositério dessa natureza (Ashburner et al., 2000). O GO é constituido de um
vocabulario padrdo que descreve fungcBes de genes eucaridticos. Essa base é
subdividida em trés grupos: fun¢cdes moleculares, que descrevem tarefas realizadas por
produtos génicos individuais; processos biologicos, que descrevem processos de
maneira ampla como meiose, por exemplo, e componentes celulares que associam
produtos génicos a estruturas subcelulares como organelas (Faria-Campos, 2005).
Também séo bases desse tipo 0 COG/KOG (Tatusov et al., 2000), e as bases CGAP-
KEGG™ (Kanehisa et al, 2004) e CGAP-BioCarta™'.

3.2. Procura de genes

Os diversos niveis de anotacdo sdo igualmente relevantes e estédo interligados.
Contudo, a procura e identificacdo dos genes € a etapa central da anotacdo. Em
genomas de procariotos essa etapa € realizada sem maiores dificuldades, uma vez que
ela consiste basicamente na identificacdo de janelas abertas de leitura (em inglés
“Open Reading Frames” ou ORFs) na sequéncia produzida. Em eucariotos, por outro
lado, o processo de busca de genes € complicado pela presenca de introns e sitios de
“splicing” alternativo, que representam descontinuidades da sequéncia de um gene
dentro do genoma. Por essa razdo, métodos diversos para a predicdo de genes em

19 CGAP-KEGG - http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/Kegg_Standard_Pathways
11 CGAP-BioCarta — http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta_Pathways
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sequéncias eucarioticas tém sido amplamente utilizados (Cho e Walbot, 2001; Misra et
al., 2002).

De maneira geral, a procura por genes € feita a partir de dois tipos de métodos
de predicéo distintos, designados intrinsecos e extrinsecos. Os métodos para predicao
intrinsecos sao baseados no reconhecimento de caracteristicas especificas do gene em
associagdo com a analise do conteudo da sequéncia. Caracteristicas especificas da
sequéncia normalmente associadas a presenca de genes (promotores, cdédons de inicio
e finalizadores, sitios de splicing, etc.) sdo utilizadas como sinais para inferir a presenca
de um gene, juntamente com a diferenca da distribuicdo de nucleotideos apresentada
entre regidbes que contém genes e regides intergénicas. A combinagdo da informacéo
proveniente destes padrdes permite ndo sO a localizacdo de genes completos em uma
sequéncia genbmica como também de estruturas génicas parciais nas extremidades da
sequéncia analisada (Gibas e Jambeck, 2001). Entretanto esses métodos costumam
ser especificos para determinado organismo (ou grupo de organismos) ja que o modo
como o0s genes sdo codificados no DNA varia consideravelmente entre tipos de
organismos. Além disso, mesmo quando € possivel encontrar um gene com um método
intrinseco, ndo se obtém nenhuma informacéo relativa a funcéo biolégica desse gene.
No entanto, estima-se que cerca de 30% a 50% dos genes de um genoma nao
possuem homologos conhecidos (valor que esta diminuindo a medida que mais genes
sao identificados) ou apresentam similaridade pequena (menos de 30% de identidade)
com proteinas conhecidas, o0 que torna impossivel a anotacdo confiavel dessas
sequéncias utilizando buscas de similaridade (Yakunin et al., 2004). Assim, a simples
descoberta da existéncia do gene, mesmo que dela ndo provenha mais informacdes, ja

€ importante para permitir que a pesquisa continue (Faria-Campos, 2005).

Por outro lado, em genomas recém-sequenciados genes sdo anotados
primariamente com base em sua homologia com proteinas j& caracterizadas em outros
genomas. Esse enfoque é designado extrinseco por desconsiderar as caracteristicas
existentes na sequéncia investigada. Nesse tipo de abordagem séo utilizados os

programas baseados em busca de similaridade que tém como premissa o fato de que a
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conservacao existente entre as sequéncias de diferentes espécies implica também a
conservacao funcional. Tais programas buscam a similaridade existente entre uma
regido gendmica desconhecida ou uma sequéncia nao identificada e uma sequéncia de
proteina ou nucleotideos presente em um banco de dados, para determinar entédo se a
regido em questado € ou ndo uma regido codificadora (e toda e qualquer informacao a
mais que esteja disponivel). A busca de similaridade é feita mediante alinhamentos
entre sequéncias e a subsequente classificagcado desses alinhamentos. Os alinhamentos
entre duas sequéncias podem ser globais, nos quais duas sequéncias sao alinhadas ao
longo de toda a sua extensdo, ou locais em que segmentos parciais de duas
sequéncias sdo alinhados até a maxima extensao possivel. Os alinhamentos globais
assumem que as duas sequéncias a serem alinhadas compartilham regides similares, e
as alinham em toda a sua extens&o. As ferramentas de alinhamento global utilizam
buscas exaustivas e sdo comparativamente menos eficientes do que as ferramentas
para alinhamentos locais. Assim, quando sequiéncias desconhecidas sdo utilizadas, os
alinhamentos locais sdo mais apropriados, sendo utilizados quando se quer anotar uma
sequéncia-teste a partir de uma sequéncia homoéloga a ela presente numa grande base
de dados (Baxevanis e Oullette, 2001; Gibas e Jambeck, 2001).

Na ferramenta descrita neste trabalho, utiliza-se apenas métodos extrinsecos de
procura e identificacdo de genes.

3.3. Identificacao dos genes e buscas de similaridade

Nos diversos métodos ditos extrinsecos para a identificacdo de genes, em geral
O primeiro passo € a comparacdo da sequéncia-teste (“query”) contra uma base de
sequéncias previamente identificadas. Por meio dessa busca, pode-se, entdo, encontrar
sequéncias que apresentam um nivel significativo de similaridade com a sequéncia
“query” em questdo. Para essa busca, a técnica mais eficiente € a busca de

alinhamentos locais e a subsequente analise dos resultados (“hits”) encontrados.
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Atualmente a ferramenta mais utilizada nas buscas de homologia que fazem uso
de alinhamentos locais € o pacote BLAST (Basic Local Alignment Search Tool —
Altschul et al., 1990). O BLAST compara uma ou mais sequéncias (“query”) em um
arquivo texto a uma base de dados previamente determinada e formatada (sequéncias
“subject”). As sequéncias “query” devem estar num arquivo texto em algum dos
diversos formatos aceitos pelo BLAST (FASTA, ASN.1, etc). O mais comum desses
formatos, que sera usado nesse trabalho, é o FASTA. Ja as sequéncias “subject”,
contra as quais as sequéncias “query” serdao comparadas, devem ser formatadas,
usando para isso um programa do préprio pacote BLAST (“formatdb”), numa base em

que o BLAST ira consultar.

Um arquivo de texto no formato FASTA pode conter uma ou mais sequéncias, de
forma que cada seqUéncia € composta por uma linha de identificacdo e as linhas
subsequentes contém a informacdo da sequéncia propriamente dita. Para as linhas
contendo a sequéncia, recomenda-se que elas tenham menos de 80 caracteres (em
geral se usam 70 caracteres em cada linha). A linha de identificagdo comega com um
“>" e em seguida, sem espacos, vem a identificacdo da sequéncia. Em geral, logo
depois do “>" ha os identificadores da seqUéncia separados por “|” e em seguida outras
informac¢des como a descricdo do que € a sequéncia ali representada e as vezes a
origem da seqiiéncia, organismo a que pertence, quem a sequenciou ou onde foi

produzida. Abaixo um exemplo de uma sequéncia no formato FASTA.

>gi|556413]gb]AAA93516.1] phosphoglycerate kinase [Schistosoma mansoni]
MGLSKLS I1SDVDLKGKRVL IRVDFNVPMKDGKVTNTQRIAAATPT IKYALDKGAKSVVLMSHLGRPDGHK
VDKYSLKPVCPEVSKLLGKEVTFLNDCVGPDVVNACANPAPGSVFLLENLRFHVEEEGKGVSPTGEKTKA
TADQIKAFSESLTKLGDVYVNDAFGTAHRAHASMVGCQLPQKACGFLMNKELTYFAKALENPERPFLAIL
GGAKVSDKIQL INNMLDKVNEL I I GGGMAYTFLKQ IHNMHIGNSLFDAPGAE I VHKVMETAKAKNVATHL
PVDFVTADKFADDANTE IRT 1QSGIADGWMGLD I GPKT I EEFSKV I SRAKT 1 VWNGPMGVFEMDKFATGT
KAAMDEVVKATKNGATT I IGGGDTATCCAKWDTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKQLPGVVALTDAH

Assim, uma pesquisa BLAST gera um relatorio no qual sdo listados todos os
alinhamentos entre duas sequUéncias que atendem aos parametros especificados,

juntamente com os valores de “score” (as vezes referido como “s”) e as estatisticas
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avaliando a probabilidade de ocorréncia ao acaso do alinhamento entre as duas
sequéncias (“Expected value”, ou “e”). Os valores de “s” e “e” sdo utilizados para
escolher o melhor alinhamento determinado para uma dada sequéncia. Quanto maior o
valor de “s” ou menor o valor de “e”, melhor o alinhamento (Baxevanis e Oullette, 2001).
O algoritmo utilizado pelo BLAST permite que as comparacdes entre seqiéncias sejam
feitas de maneira extremamente eficiente, e isso tornou esse pacote o padrdo como
método de busca de homologia entre seqiiéncias e o programa mais utilizado pela
maioria dos servigos atualmente encontrados (Altschul et al., 1997; Gibas e Jambeck,
2001). O BLAST se encontra disponivel para uso remoto em diversos servidores, por
exemplo, no “website” do National Center for Biotechnology Information (NCBI)*?, ou
pode ser utilizado localmente por meio da instalagéo do binario disponibilizado também
por esta instituicdo. A utilizacdo do BLAST localmente exige, além da instalagdo, a

construcdo de bases de dados locais a serem utilizadas como “subject” nas buscas.

3.4. BLAST e programas de alinhamento local

O principal método usado atualmente para busca de homologias é o de busca de
alinhamentos locais. Para isso existem hoje diversos programas que realizam essa

tarefa, sendo que o BLAST é 0 mais usado.

Os programas que fazem busca de alinhamentos locais implementam variacdes
do algoritmo chamado “Smith-Waterman”, que tem seu nome herdado de seus
criadores. O algoritmo, que utiliza uma abordagem de programacao dinamica, fornece
uma solugdo otima, indicando os melhores alinhamentos locais para o sistema de

pontuacdo usado (Smith e Waterman, 1981).

Entretanto, na pratica o tamanho expressivo dos dados faz com que o algoritmo
“Smith-Waterman” ndo seja usado em favor de heuristicas mais eficientes. Dentre

essas abordagens heuristicas, a mais usada € a implementada no pacote de programas

12 National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BLAST, que consegue identificar a grande maioria dos alinhamentos que atendem o
critério desejado com um ganho de performance significativo (Altschul et al, 1990 e
Altschul et al, 1997).

O BLAST possui programas para alinhamentos de sequéncias de proteinas e
nucleotideos, além de outros para criagcdo de bancos de dados que serdo entdo usados
nas comparacoes. Numa pesquisa BLAST tem-se um arquivo contendo as sequéncias
para as quais se deseja encontrar alinhamentos (“query”) e um banco de dados de

sequéncias com as quais se vai comparar (“subject”).

Dependendo do tipo de seqiéncias de cada grupo, usa-se um programa

diferente:

BLASTN — Nucleotideo / Nucleotideo

BLASTP — Proteina / Proteina

BLASTX — Proteina / Nucleotideo traduzido em proteina
TBLASTN — Nucleotideo traduzido em proteina / Proteina

TBLASTX — Nucleotideo traduzido em proteina / Nucleotideo traduzido em proteina

Ao contrario do algoritmo Smith-Waterman que garante encontrar todos os
alinhamentos locais que atendam a uma certa restricdo de pontuacdo mediante uma
abordagem de programacdo dinamica, o BLAST adota uma abordagem heuristica. O

algoritmo do BLAST é realizado em 3 passos (Figura 4):

a) Criagdo de uma lista com todas as “palavras” de tamanho “w” para as
sequéncias da base subject, que entdo sdo comparadas a palavras de mesmo
tamanho na “query”, de modo a encontrar as que resultem num “score” de no

minimo “T”

b) Para cada palavra que atenda a essa restricdo, entdo se encontra o alinhamento

exato (“hit”) na sequéncia da base de dados
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c) Estendem-se entdo os alinhamentos enquanto o “score” se mantém acima do

limite aceitavel

(a)

| ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ |

CDE DEF

[b] |HBCDEFGHIJKLMNGPQRETMXYZ |
ABC

| ac |” | DSKOWJIDFKSLMNKDKJIDFKKJIDFF |

-

OPR | MSLZMSOWURNFKSADEFAQMAZMSH |

[oex ] —
(c)

| ABCDWFHHFJSLMNKDKJIDEHKKIFF

Figura 5 — Algoritmo do BLAST

O célculo do “score” para alinhamentos de sequéncias de aminoacidos é feito
baseado numa matriz de substituicdo, que leva em conta as caracteristicas dos
aminoacidos para determinar a pontuacdo quando aminodcidos diferentes sé&o
alinhados. Para aminoacidos iguais e “gaps” inseridos no alinhamento ha uma

pontuacao fixa.

Para alinhamentos de sequéncias de nucleotideos em geral ndo se usa uma

dessas matrizes de substituicdo. Tem-se uma pontuacao fixa, porém distinta, para cada
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uma das situacdes possiveis: um acerto, um erro ou um “gap” no alinhamento. Sendo

gue quando h& um erro, o0 “score” é sempre 0 mesmo.

Por fim, os alinhamentos sdo avaliados sob o ponto de vista estatistico, no
sentido de identificar a probabilidade de eles terem ocorrido ao acaso, que é calculado
com base no tamanho da “query”, da base, do alinhamento e do tipo de sequéncia
alinhada. Esse resultado é expresso no valor de “e”, chamado de “Expect” e o BLAST

permite que sé se considerem alinhamentos com valor de “e” numa determinada faixa.

Com isso, cada alinhamento que atende aos requisitos de “score” e “expect” é

relatado junto com os respectivos valores de “s” e “e”.

Ainda que o BLAST adote uma abordagem heuristica em comparacdo com o
algoritmo 6timo de programacao dinamica Smith-Waterman, ambos tem complexidade
temporal O(mn), sendo “m” o tamanho da sequéncia “query” e “n” o tamanho da base.
Ou seja, o tempo que se gasta para executar ambos algoritmos varia
proporcionalmente com produto dos tamanhos da “query” e da base a ser pesquisada.
Entretanto, a implementacdo mais recente do BLAST chega a ser mais de 100 vezes
mais rapida do que implementac¢des do algoritmo Smith-Waterman, sendo que o BLAST
s6 deixa de encontrar menos de 0,6% dos alinhamentos que o Smith-Waterman detecta
(Altschul et al, 1997). Uma troca de sensibilidade por eficiéncia que se mostra bastante
compensadora, dado que o tamanho dos dados ndo s6 € muito grande como eles
tendem a crescer mais rapido do que a capacidade de processamento dos

computadores atuais.

3.5. Analise de estrutura de dominios

Para obter uma anotagcdo precisa de uma sequéncia deve-se buscar outros

meios para validar os resultados encontrados pelo BLAST. A comparacéo da estrutura

29



de dominios da seqUéncia “query” com a estrutura do “hit” reportado pelo BLAST

permite que se aumente a confiabilidade da anotacao.

Os dominios de uma proteina fornecem importante informacéo sobre sua funcéo
biolégica, e a comparacao dos dominios encontrados em duas sequiéncias permite ao
usuario confirmar se duas sequéncias apresentam ou ndo homologia, e ainda pode ser

atil no sentido de permitir selecionar qual “hit” mais se relaciona a sequéncia “query”.

3.6. Analise filogenetica

Outro meio para validar o resultado obtido com o BLAST e, consequentemente,
obter uma anotacdo mais confiavel, € a analise filogenética. Métodos de andlise
filogenética utilizam alinhamentos globais entre mudltiplas sequéncias e buscam

determinar uma relacao evolutiva entre elas.

Existem varios métodos para a geracdo de arvores filogenéticas e entre eles se
destacam os de parsimobnia, matriz de distancias e de similaridade maxima. Uma vez
que se tem uma arvore filogenética que contém a sequéncia “query” e o “hits” obtidos
do BLAST, pode-se observar quais as seqiéncias mais préximas, evolutivamente, da
sequéncia “query” e em seguida validar os resultados previamente obtidos
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4. Trabalhos Relacionados

A anotacdo de sequéncias usando bases secundarias ganhou significativa
importancia nos ultimos tempos pela maior confiabilidade de seus dados e da
possibilidade de se determinar a funcdo biolégica e grupo funcional de uma sequéncia
com relativa facilidade. Com isso, diversas bases desse tipo foram criadas e a maioria
delas disponibiliza, juntamente com as sequéncias e sua informacdo associada, “front
ends” para execucdo do BLAST contra essas seqUéncias, de modo que seria possivel

classificar uma sequéncia-teste segundo a categorizacao feita pela base.

Outras ferramentas, assim como a PCT descrita nesse trabalho, utilizam-se
dessas bases para promover a anotacdo de seqUéncias as vezes somando a

identificacdo provida pelas bases secundarias outros métodos de anotacao.

Abaixo segue uma analise de diversos desses servi¢os, separados em bases

secundarias e ferramentas de anotacao.

4.1. Bases Secundarias

Bases primarias funcionam como depdsitos de informacgdo bioldgica (por
exemplo, sequUéncias), que em geral se trata de resultados de experimentos com
alguma interpretacdo, mas sem uma revisao profunda. Um exemplo de base priméaria

de sequéncias € o NR do GenBank.

Por outro lado, as bases secundarias contém informacdo derivada das bases
primarias que passam por uma curadoria. Essas bases tém o propdsito de servir como
bancos de dados de seqUéncias devidamente curadas, e que além da classificacado

individual provém também uma classificacdo funcional, agrupando as sequéncias
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segundo algum tipo de classificacdo bioldgica. Abaixo segue uma descricdo de algumas

dessas bases.

4.1.1. UniProt/GOA

O projeto “Gene Onthology Annotation” (GOA) desenvolvido pelo “European
Bioinformatics Institute” (EBI) tem como objetivo a produgdo de um vocabulério
informativo de genes que pode ser atribuido a todos os organismos eucariéticos. Na
base GOA, 0os genes ndo estdo organizados em vias bioquimicas, mas numa rede
hierarquica de termos que descrevem os atributos dos produtos génicos. Dessa forma,
uma entrada pode possuir véarios identificadores GOA agregados e a cada avancgo nos
conhecimentos a seu respeito, novos identificadores podem ser adicionados.
Atualmente esta base contém 2.388.845 entradas, curadas pelo consorcio UniProt e

com termos de ontologia atribuidos pelo GOA (Harris et al., 2004).

Com a unidao de esforcos entre os grupos responsaveis por PIR, Swiss-Prot e
TrEMBL, surgiu a base UniProt*® (Apweiler et al., 2004). Esse consércio tem como
objetivo compreender, em uma base Unica, todas as proteinas sequenciadas até o
momento no mundo. Além disso, existe a preocupacdo constante com a anotagdo
funcional das sequiéncias depositadas, resultando em uma base publica rica, coerente e

com posicionamento biologico.

No site do UniProt, hd uma interface para realizacdo de comparacbes de
similaridade usando BLAST contra a sua base de sequéncias. Para o0s hits
encontrados, é possivel ver extensas informacoes relativas a sequéncia, como dados
de ontologia fornecidos pelo GOA e referéncias bibliograficas que tratam da seqiéncia
(Figura 5).

13 UniProt - http://www.uniprot.org

32


http://www.uniprot.org/

Todavia, a busca, que é feita online, demora consideravelmente. A ferramenta

esta disponivel em http://www.pir.uniprot.org/search/blast.shtml
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Figura 6 — Tela de resultados do UniProt/GOA
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4.1.2. COG/KOG

Organizada pelo NCBI, a base COG' (“Cluster of Orthologous Groups”)
representa um agrupamento de proteinas ortélogas e foi produzida por meio de
comparacdes entre sequéncias de quarenta e trés genomas de organismos
procarioticos. Cada um desses agrupamentos (nesse caso, chamados individualmente
de COG) corresponde a uma entrada composta por proteinas distintas ou grupos de
paralogos presentes em ao menos trés linhagens, correspondendo a dominios
evolutivamente conservados (Tatusov et al., 2000). Assim, cada COG representa um
conjunto de genes e seus ortodlogos, os quais possuem a mesma funcdo bioldgica,
sendo estes, por sua vez, agrupados em categorias funcionais. Uma versdo mais ampla
da base COG foi criada, expandindo a lista de genomas, para incluir sequéncias de
organismos eucariotos. Ela foi intitulada KOG, numa aluséo a adicdo de seqiiéncias
eucaridticas (eukaryotic) na atualizacdo da versédo anterior (COG) e também contém
classificacGes das proteinas em categorias funcionais (Tatusov et al, 2001). Para figurar
nessa variante, a entrada deve seguir as mesmas exigéncias da versao anterior — 0s

ortélogos devem estar presentes em pelo menos trés organismos.

Atualmente a base COG contém 144.320 sequéncias, distribuidas em 3.280
COGs, e a extensdo KOG contém 88.654 sequéncias, distribuidas em 4.607 entradas.
Assim, quando € identificada homologia em relacdo a proteinas dessas bases, €

possivel propagar também a classificacdo funcional simultaneamente a anotacéo.

A pégina do projeto COG (Tatusov et al, 2003.) disponibiliza uma ferramenta que
permite que seja feita uma comparacao de similaridade usando o BLAST contra as
sequéncias do projeto, em que para os hits € atribuida a classificagcdo provida pelo
COG (identificacéo da proteina e a categoria funcional a que ela pertence). A interface

ndo da muitas opgBes ao usuario e sO funciona para seqiéncias de aminoacidos.

14 Cluster of Orthologous Groups - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/
1> Clusters of euKaryotic Orthologous Groups - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/shokog.cgi
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Existem duas versGes do aplicativo, uma para cada versdo da base COG:

http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/COG/old/xognitor.html e

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/kognitor.html (Figura 6).
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Figura 7 — Tela de resultados do KOGnitor

4.1.3. KEG

A “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) € um projeto que visa
criar uma base de conhecimento de informacgdes genéticas, ligando funcdes de genes

conhecidos com informagdes funcionais de mais alto nivel (Kanehisa, M., et al., 2004).
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O projeto foi iniciado pelo junto ao programa de genoma humano japonés e
prové um servico de comparacdo de sequéncias entradas pelo usuario contra as
sequéncias do projeto. Quando é encontrado algum hit, é fornecida informacao relativa
e ele, indicando a classificacdo e sua respectiva via bioquimica. Esse servigo funciona
“online” e aceita tanto sequéncias de nucleotideos quanto de aminoacidos. O servico

esta disponivel em: http://www.genome.jp/kegg-bin/kaas_main (Figura 7).

¥J KEGG Automatic Annotation Server - Mozilla Firefox =10] x|
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KEGG2 KEGG GenomeNet Kanehisa Lab

Figura 8 — Tela de resultados da ferramenta de anotacéo do projeto KEGG

4.1.4. CGAP

O "Cancer Genome Anatomy Project” (CGAP) consiste num programa
interdisciplinar com o objetivo de gerar informacdes e ferramentas necessarias para o
estudo da anatomia molecular da célula do cancer. O programa é administrado pelo
"National Cancer Institute” dos Estados Unidos e tem como colaborador o NCBI.

O CGAP organiza genes e proteinas catalogados pelo projeto em vias

bioquimicas utilizando informacdo provida pelo projeto KEGG e pela empresa
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BioCarta'®. Através de sua pagina, o CGAP prové informacdo sobre os genes e
proteinas com graficos e figuras, além de permitir o “download” das sequéncias, mas

ndo ha nenhuma funcionalidade de busca ou comparacgéo de sequiéncias.

4.1.5. CDD

O CDD (Conserved Domain Database) é uma base de dominios de proteinas
organizada pelo NCBI, cujos dominios sdo reunidos a partir de outras bases, sendo que
as principais sd0 o SMARTY', o Pfam'® e o COG. Ainda que a o CDD tenha sido
formado a partir do conteddo dessas outras bases, ele tem se desenvolvido
independentemente, sendo atualizada com dados provenientes de curadorias
desenvolvidas pelo préprio NCBI.

O CDD é usado como componente de classificacdo de proteinas do sistema
Entrez'® do NCBI.

4.2. Ferramentas de anotacao

4.2.1. NCBIBLAST

Na péagina do BLAST no NCBI é possivel fazer pesquisas BLAST contra a base
NR ou ainda contra algumas outras bases menores. A pagina inclui varias opcoes de
uso dependendo do tipo de sequiéncia usado ou da base contra a qual se vai comparatr,
mas deve-se usar uma pagina especifica, o que pode criar alguma confusdo. O servico
ainda permite a exibicdo de uma arvore filogenética dos resultados e também aponta

“hits” de dominios de proteinas para a sequéncia utilizada.

18 Biocarta - http://www.biocarta.com/

" SMART - http://smart.embl-heidelberg.de/

18 pfam - http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
19 Entrez - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery
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4.2.2. Blast2GO

A ferramenta Blast2GO (Conesa et al, 2005) é implementada em Java e possui
versfes tanto “online” quanto para “download”. Na sequéncia de uso do Blast2GO, o
primeiro passo € carregar um arquivo contendo as seqiiéncias a serem anotadas e em
seguida realizar uma pesquisa BLAST. O usuario deve selecionar a base de dados
contra qual sera realizada a busca (NR ou Swissprot) e o programa do BLAST a ser
usado (blastp, blastn, etc.) e entdo o programa se conecta a um servidor e realiza a
pesquisa BLAST. Em seguida, 0 usuario pode fazer um mapeamento entre os “hits”
encontrados e as classes de ontologia do GOA.

Por fim, pode-se visualizar graficos das classes de ontologia e estatisticas sobre
a anotacao das sequéncias. A Figura 8 mostra uma tela de resultados do Blast2GO.
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Figura 9 — Tela de resultados da ferramenta Blast2GO
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4.2.3. AutoFACT

A “AutoFACT” (Koski et al, 2005) € uma ferramenta implementada em Perl com
uma versao “online” e outra disponivel pra download. Essa ferramenta permite que o
usuario faca uma pesquisa BLAST de suas sequéncias contra algumas bases
secundarias (COG, KEGG e UniRef) e o NR alem de algumas bases de dominios (Pfam
e Smart). Uma vez que sao encontrados “hits” nas buscas contra essas bases, seria
possivel atribuir informacdo de qualidade a sequéncia teste utilizando tais “hits”,
informando inclusive a via bioquimica ou categoria funcional a que a sequéncia faria
parte, de acordo com a classificacdo provida pela base em questdo. Entretanto a
versao online dessa ferramenta ndo esta mais acessivel e ndo foi possivel instalar a

versao para download.

4.2.4. GARSA

“GARSA” (Davila et al, 2005) € uma ferramenta para integracao de informacao
biolégica. A ferramenta é implementada usando Perl, CGI, Apache e MySQL para
funcionar via web. Dentre as funcionalidades relatadas esta a capacidade de usar como
entrada cromatogramas, arquivos fasta locais ou retirados do GenBank e a capacidade
de analisar esses dados usando comparacdes BLAST e analises filogenéticas. Porém,
0 “site” onde a ferramenta®® esta hospedada n&o funciona corretamente (“login” nédo
funciona) e o contato realizado para fazer o “download” da ferramenta néo teve

resposta, impedindo uma andlise mais profunda de suas funcionalidades.

4.2.5. SABIA

O “SABIA” é uma ferramenta para montagem e anotacdo de genomas de

organismos procariotos (bactérias). A ferramenta realiza tarefas de montagem

20 «Gjte” do GARSA: http://garsa.biowebdb.org/
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automatica, deteccdo de regides codificadoras e analise de regides extragénicas. A
ferramenta integra varios softwares de analise e algumas bases secundarias. A
ferramenta esta disponivel para download a partir do site do projeto mediante

requisicao.

4.2.6. Comparacéo entre ferramentas de anotacéao

A Tabela 3 abaixo sumariza a comparacdo entre as ferramentas analisadas
nesse trabalho. Nela vemos que a PCT se destaca por implementar todas as
funcionalidades de interesse desse trabalho. Algumas ferramentas como o SABIA e 0
GARSA apresentam outras funcionalidades Uteis na analise de cromatogramas e de

genomas completos, que nao estdo no escopo desse trabalho.

Ferramenta Modo de uso Uso de bases Andlise Andlise de
secundarias filogenética  dominios

NCBI BLAST Online e local N&o, apenas bases ~ Sim Sim
primarias

Blast2GO Online e local Sim, apenas GOA Nao Nao

AUutoFACT Online e local Sim varias Néo Sim

GARSA Online e local Néo. Né&o Né&o

SABIA Local Sim, COGe GOA  Néo Né&o

PCT Online e local ~ Sim, vérias Sim Sim

Tabela 3 — Ferramentas de anotacéo

Todas elas permitem o funcionamento local, entretanto o processo de instalagéo
dessas ferramentas nem sempre € trivial ou funciona como anunciado. Esse é outro
ponto no qual a PCT se destaca por ser de facil instalagdo. Sendo uma ferramenta que
funciona via web, sua instalacdo consiste na copia dos arquivos, ajuste de permissdes
de acesso, importacdo do banco de dados MySQL e edicdo de um arquivo de

configuracdo para ajustar nome de usuario e senha do banco.
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5. PCT: Funcionamento e Implementacao

A PCT propde entdo um método de anotacdo que tem como base a comparacao de
similaridade contra bases secundarias usando o BLAST. Quando sdo encontrados hits,

eles podem ser analisados por meio de outras duas funcionalidades:

e Alinhamento global e entdo a geracdo de uma &arvore filogenética, usando o
pacote Phylip (Felsenstein, J., 2005)

e Comparacédo dos dominios conservados dos best hits de cada base
Ainda é possivel fazer uma pesquisa BLAST da sequéncia query contra a base NR

caso nao seja encontrado nenhum hit, ou caso se deseje fazer uma comparacédo dos

hits encontrados com os hits de uma base significativamente maior como a NR.

Lzer submits
sequence to web server
IFASTA farmat)

l

BLAST against secondary
and custom databases

4 A

Hits are found Ho hits are found
See domain See Fun BLAST See domain Run BLAST
structure g against structure of against
zimilarity :
of guery and + ¥ the input hr
hest hits o SEQUENCES SEQUENCE SEQUENCES

Figura 10 — Estrutura de funcionamento da PCT
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A ferramenta foi implementada em PHP (originalmente em PHP4, mas funciona
em PHP5) e utiliza MySQL versao 5.0.27. As comparacfes BLAST realizadas sao feitas
usando o pacote BLAST verséo 2.2.13 obtido do NCBI. A ferramenta ainda faz uso de

um script Perl para formatacao de seqiiéncias a serem usadas na geracao da arvore.

A implementacdo da ferramenta esta disponivel para uso online via web no
enderego http://biotec.icb.ufmg.br/pct2 e para “download” em
http://biotec.icb.ufmg.br/pct2/help.html.

5.1. As bases de dados

O nucleo da PCT é a funcionalidade de BLAST contra bases secundarias. Para
cada base, tem-se uma colecédo de sequéncias associadas a uma tabela MySQL que
contém informacdo relativa a cada uma dessas sequéncias. Essa estrutura permite,
uma vez encontrado um “hit” com a sequéncia do usuario, que se retorne a
identificacdo desta seqiiéncia (o nome da proteina) e a informacdo associada que
indica a via bioquimica ou categoria funcional a que pertence essa sequéncia.

Quando um “hit” é encontrado, o identificador da seqiiéncia é usado para que se
encontre no banco de dados a informacdo associada a sequéncia em questdo, e em

seguida essa informacéo é mostrada ao usuario.

A estrutura basica comum das tabelas de cada base é a seguinte:

| id | classification | pathway |
o ——_ o ——_ o +
| NM_000668 | Alcohol dehy... | Glycolysis_Gluconeogenesis |
| NM_000668 | Alcohol dehy... | Fatty Acid Metabolism |
| NM_000668 | Alcohol dehy... | Bile Acid Biosynthesis |
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Onde “id” é o identificador da sequéncia, “classification” € o nome do gene ou
proteina em questdo e “pathway” prové uma classificagcdo funcional ou da via

bioquimica a que a sequéncia pertence.

A estrutura modular da ferramenta permite ainda que outros campos sejam
acrescentados a cada uma dessas tabelas e entdo tratados e exibidos conforme
desejado.

As bases secundarias de sequéncias descritas na se¢do anterior foram obtidas
de seus respectivos websites e as sequéncias fasta sdo usadas para o BLAST inicial e
as informacdes associadas (armazenadas em tabelas no MySQL como descrito acima)
usadas para identificacdo dos “hits” encontrados. A Tabela 4 abaixo sumariza a
informacao relativa as bases utilizadas na PCT.

Nome da base Total de seqliéncias Classes Proteinas distintas
CGAP Biocarta 11,177 313 2,039

CGAP Kegg 2,877 95 1,136

COG 144,320 143 3,280

KOG 88,645 228 4,607

GOA 6,584,517 8,798 381,756

Tabela 4 — Composicado das bases secundarias

5.2. Analise de estrutura de dominios

Como dito anteriormente, os dominios determinam caracteristicas especificas de
cada proteina e uma proteina pode conter um ou mais dominios. Logo, a comparacao
da estrutura de dominios da sequéncia entrada pelo usuario e dos dominios dos "best
hits" encontrados pelo BLAST dédo ao usuério informacéo adicional a pesquisa BLAST

inicial. De modo que ele possa avaliar se 0 “hit” encontrado na busca inicial realmente
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representa uma sequéncia homodloga a sequéncia "query" dada, permitindo um

aprimoramento do resultado final da anotacéo.

5.2.1. Implementacao

Esta funcionalidade utiliza o aplicativo RPS-BLAST (Altschul et al, 1997) para
fazer a procura por dominios da base CDD (Marchler-Bauer et al, 2005) na sequéncia
"query" e nas sequéncias encontradas como "best hits" na pesquisa BLAST inicialmente

realizada.

Entretanto, para as bases secundarias utilizadas na ferramenta ja& se tem o
resultado precomputado dessa busca. O resultado da pesquisa RPS-BLAST das
sequéncias das bases contra a base de dominios CDD foi processado e incluido em
tabelas do MySQL. Assim, quando o usuério ativa a funcionalidade de analise de
estrutura de dominios da PCT, ao invés de se realizar uma comparacédo utilizando o

RPS-BLAST, busca-se na base MySQL os resultados para os "best hits" encontrados.

Uma excec¢do ocorre para a base GOA, devido ao seu tamanho e ao da base
CDD, o resultado da pesquisa RPS-BLAST de uma contra a outra iria gerar uma
guantidade de dados considerada excessivamente grande. Assim, para os "best hits" da
base GOA, bem como para a propria sequéncia teste entrada pelo usuario, 0 RPS-
BLAST é realizado "on the fly", fazendo com que o tempo de processamento da PCT

para essa funcionalidade aumente um pouco.

No arquivo de configuracdo da ferramenta, caso a base secundaria possua
também uma base de dominios precomputados, isso deve ser especificado na estrutura
de variaveis de configuracdo. No campo "bio_db[x][10]" (onde "X" é o numero da base
dada) se o valor for vazio ("), a ferramenta assume que ndo ha uma tabela com os
valores precomputados e faz a pesquisa RPS-BLAST na hora. Caso contrario, a

ferramenta ira buscar na tabela os dominios para a sequéncia encontrada como "best
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hit", usando nessa busca o identificador da sequéncia retornado pelo resultado do
BLAST.

No caso de a base ndo possuir uma tabela com os valores precomputados, a
ferramenta realizara entdo a pesquisa RPS-BLAST. O resultado dessa busca é
armazenado num arquivo no disco, juntamente com outros arquivos intermediarios
gerados ao longo da execucdo da ferramenta. O formato do nome do arquivo é
“XXX.bh.goa.rps” onde o “XXX” representa o numero identificador da execucdo da
ferramenta. Desse arquivo entdo sdo retiradas as informacbes dos dominios

encontrados e o resultado € exibido conforme o0 modo de execucéo da ferramenta.

5.3.  Analise filogenética

Com os resultados encontrados na pesquisa BLAST inicial, essa funcionalidade

permite a criacdo de uma arvore filogenética para analise comparativa dos resultados.

Ela faz uso dos programas do pacote Phylip?* (Felsenstein, J., 2005) que inferem
a filogenia entre as sequéncias e entdo cria uma arvore mostrando as relacdes

filogenéticas encontradas.

Esses programas geram uma matriz de distancia para a sequéncia teste e todos
os “hits” encontrados pelo BLAST, e a partir dessa matriz é gerada uma arvore

filogenética.

Por meio dessa arvore, o usuario pode melhor avaliar se o “best hit” apontado
pelo BLAST é realmente a sequéncia que melhor identifica sua seqiéncia teste. Um

exemplo de arvore desse tipo é exibido na Figura 11.

21 phylip - http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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Figura 11 - llustragdo de uma arvore filogenética

5.3.1. Implementacao

A funcionalidade de analise filogenética que gera uma arvore evolutiva entre 0s
hits encontrados pela pesquisa BLAST contra as bases secundarias utiliza o programa

“clustalw” e também os programas do pacote Phylip.

O primeiro passo é fazer um alinhamento global entre as sequéncias onde foi
encontrada similaridade com a sequéncia “query” pelo BLAST e a prépria seqiéncia
“query”. Para isso as sequéncias devem ser recuperadas de suas respectivas bases e

reunidas em um unico arquivo ao qual deve ser acrescentada a sequéncia “query”.

46



Usando o comando “fastacmd” do pacote BLAST, as seqUéncias em que
houveram “hits” sdo entdo retiradas das bases formatadas e a estas é acrescentada a
sequéncia de entrada. Feito isso, € necessario ainda que as linhas de identificacdo das
sequéncias sejam reescritas, pois elas ndo devem ter mais do que 10 caracteres, uma
vez que o “clustalw”, software usado para gerar o alinhamento global exibe apenas 10
caracteres para identificar cada sequéncia. Assim sendo, o identificador de cada
sequéncia é substituido por um identificador Unico, composto pelo nome da base de
origem e um namero que é atribuido sequiencialmente. Neste processo € preciso tomar
cuidado para incluir somente uma coépia de cada seqiéncia da base “subject”, pois
como o BLAST busca alinhamentos locais, para cada uma dessas sequéncias pode
ocorrer mais de um “hit” em trechos distintos. Esse identificador também € incluido na
tabela onde séo listados os resultados do BLAST, de modo que seja possivel ao
usuario comparar os resultados da analise filogenética com os resultados prévios da

pesquisa BLAST.

Uma vez que o arquivo que contém as sequéncias esta no formato devido, usa-
se o software “clustalw” para realizar o alinhamento multiplo global das sequéncias.
Como resultado, obtém-se um arquivo contendo o alinhamento que serd entdo usado

n22

como entrada para o “protdist”““, programa do pacote Phylip que calcula uma matriz de

distancias para sequiéncias de aminoacidos.

A matriz de distancias gerada pelo “protdist”, € entdo usada como entrada do

“neighbor”, também do Phylip, que cria a &rvore filogenética.

Por fim, sdo exibidos para o usuario os arquivos gerados pelo “neighbor”,
contendo a arvore de filogenética em dois formatos: de forma grafica e numa estrutura

de parénteses.

22 A verséo do programa “protdist” usada nesse trabalho foi alterada por Sérgio Campos de modo a funcionar
automaticamente, via pardmetros na linha de comando. A versdo original era interativa e pedia 0s pardmetros ao
longo da execucdo.

47



6. Modos de Uso da Ferramenta

A PCT apresenta dois modos de execugdo, um interativo onde o usuario primeiro
submete a sequéncia para a execucdo do BLAST contra as bases secundarias
desejadas e entdo dai ele pode acionar outras opc¢des de processamento. J& no modo
de sumario o usuario j4 especifica todas as opc¢des de execuc¢do logo no inicio e entdo
todo processamento € feito de uma vez e em seguida € exibido um sumario dos
resultados.

©J Protein Classification Tool - Mozilla Firefox § =10 x|

File Edit View Go Bookmarks Teols Help

Protein Tool

Curently using interactive mode. Switch to summary mode.

Eater sequence (FASTA formal) or use sample:

PO RMGEPET FRAPLRLALFGLPARLECRPFEEEEEDSEDSDESDEELRCYSVQEPSEDSE ;I
EERPRYPVVVAE S OS AR LRSS LLEMPSLLI3ETECEDLERKERAVSFFDDVIVYLFDQESPE
TRELGEPFPCARESPFTELRGSPESFSAPNRPOORDGSPHGETREEGEEFANDDDEFLMT

A AP ARMA L PR PR AR P TP TEA PP S RFIVEEAPTSRESITHV S DS DAESKRASPEAGAS

EESKER j

Select the type of the sequence entered:
Protain -

Select the DB to which it will be compared:
F CGAP Biocarta

F CGAP KEGG

F COG

F KOG

F GOA

F PDM

Choose the E vale to be used:

10 =

Number of BLAST hits to show:

ﬁa.._
Subrmit Reszat

Figura 12 — Tela inicial da PCT
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6.1. Modo interativo

No modo interativo, 0 primeiro passo € 0 usuario entrar com a sequéncia a ser
identificada, escolher a opcdo do tipo de sequéncia correspondente, selecionar as
bases secundarias contra quais o0 BLAST sera executado e por ultimo o valor de “E”
(que corresponde a uma medida de confiabilidade do resultado da busca do BLAST). E

entdo o usuario submete a busca a PCT. A Figura 12 mostra a pagina inicial da PCT.

tIPCT - Processing... - Mozilla Firefox il -10] x|

Eile Edit View Go Bookmarks Tools Help

P T - Processing...

Lansching BLAST search against CGAF Biocanta datshase | Fomnd 1 hits.

Query Identifier ung.s:. Similarity E valee Score Database Hits|  Pathway Classification

S T6 g AAADIS1E. 1| OM_D00291 087 % |IE-159 5581 ‘]:'GAPanaba Ghvookmn Prosphoghyeerate

Pathraay kcnase 1

Laumching BLAST search agamst COG datsbase . Found 5 hits.

Query Identifier | Subject Identifier Similarity E value Score Database Hits Pathway| Classification
FSE6H g AAATIS1E 1| SPBCIAFE 04 622%  [2E.140 4673 COG 1 G 3 phosghoghycerats kinsse
55 3 AAASSELE 1) YCRO1 2w 5055 % |IE-139 4985 COG2 G J-phosphoghicerate ke
55641 3 g AAATS LG 1) TMDGES ] 4567 % (SE-103 3725 COG3 G 3-phosphoghycernte kaxse

3 -phosphoghycerate ldnase
3-phosphoghcerate kmase

i 556413 1gblAAA35]16.]| BHISSS 42.15% |5.3E.97 353,21 100G 4
556413 g AAAD3S516. 1| (CACOTI0 HEAS % | L6E-96351.7 |00OG S

I |15t

Lausching BLAST search against PDAI database . No bits found,

Cheek pesles with Wi
See a somlarity tree
Reten to PCT nusin page

PCT execution ended

Done "

Figura 13 — Tela de resultados do modo interativo

Com esses dados, a PCT roda, internamente, um BLAST contra cada uma das

bases selecionadas pelo usuério, levando em conta as opc¢des por ele escolhidas.
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Os resultados sédo entédo exibidos separados por base (Figura 13) e em seguida,

caso haja “hits” do BLAST, o usuério tem trés opgoes:

1) Rodar uma outra busca BLAST, mas dessa vez da sequéncia de entrada contra
a base NR.

2) Verificar a estrutura de dominios da sequéncia de entrada

3) Gerar uma arvore de similaridade da sequéncia de entrada juntamente com o0s

“hits” encontrados

EIPCT - Processing... - Mozilla Firefox

File Edit View Go Bookmarks Tools Help

P T - Processing...

Launching N BLAST execution for vertfication of classfication. Found 24 hits.
Highest NR score valie: 2098.9. Highest BLAST score vale: 411

Table entries with red background show NE BLAST resnlts with higher score vahies than the highest
score found in previous PCT query, entries with orccn background show results with «qual score,

Query Identifier | Subject Identifier Similarity [E value |Score

UMO75136  [zi20521115/dbiBAA31616.2 '80.24% [0 20989

T R T "1931% —

UTO75136  |gi7513108ipir TOO37R 18202 o 18601

UTO75136  [gi668061 031403 5763% 0 13663

UMO75136  |gi26331622/dbiBAC29541 1 5763% |0 13628
UTIO75136  [gi28703754/gblAAH4T378 1 [245% o [s1a3 =
UMO75136  |gi26006189/dbjBACA1437 1] 483% [0 702

fiﬁﬂdﬁliis'_ i ' 4'5;§3'% 6E-113 [411

UMO75136  |pill 5620825/dbiBAB67776 1 44.66% [1E-13 81.26

UMO75136  [gi205468701efXP 0558664 45080 r@na T

UTO75136 (5205468 T0ef XP 0558664 4466% [1E-13 8126

LT|0 15136 |giT662476efNP 0557311 l42129% [3E-104 3821

UTO75136  |5i7662476xefINP 0557311 48.62% |7.9E-14[81.65

UTIO75136  |gi27356940/ghlAANDST17.1| l42.12% (3E-104 [382.1

UTO75136  |gi27356040/blAANDST17.1) 38.17% [6.3E-19 98.6 |

Figura 14 — Tela de resultados da comparacéo da “query” contra o NR
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Caso nao sejam encontrados “hits”, o usuéario tem a opc¢éo de rodar um BLAST

contra a base NR ou voltar pra pagina principal e fazer uma nova busca BLAST.

€3 Mozilla Firefox = Ell_gt_:i

File Edit View Go Bookmarks Tools Heip

Entry from KOG Database

Domain abenment values for Hs20546870

[Domm lPrul:mIPrdJ:mDumam Domain |Domain
551:1: -stm lmd lstart  lend

i.ﬁcccsmim MName

S'lnﬂa:ir_'.r Score ’L\-'ah:

mlCDDI5392 [TyKe 269 [128 (408 |4 266 (974 ;'345_9: 255.5(3.1¢-68
[enllCDD|24220 T}TKJ: Pes 133 a2 1 255 (996 3777 2443[6.8.-65
gulCDDI25380 Pinase 258 [136 404 |4 (252 (961 3026 (18553 5e-47
mlCDDI17776/S_TKe 256  [136 404 |5 250 (957 [26.81 [158.4 [4.4e-39
[mlCDD25296(S_TKe (256 136 (404 |4 250 961 2635 (1565 '1 Te-38
[enllCDDI10386 SPS 1 a4 135 [473 |4 341 (878 2191 96.43[22e-20

gg]CI}D‘I}J Gag_spuma o1 [36 (845 166 [277 188 2857 [44.68[81c-05
Tuta]nf'chsptavcdchmmus_r . i

Domains for the query sequence

Domain |P'rcmm Protein h)nm Domain Domain [
ladre Im end L e ind B !Snﬂm'l} Sv:m'erE vabne

I
CDDI5392 |TwKe (269 14 [347 266 967 [38.49 uuy Be-64
[mlCDD24220(TyKe 255 77 [347 255 996 (3759 123892763
[enlCDD(25380 Plonase 258 |80 344 ' 965 2985 (1766|1604 |
ACDD17776(S_TKe (256 80 343 250 957 (2556 [150.2[23e-39) |
gnlCDD25206/S_TKe 256 (80 343 250 961 2481 [153.1]16e37
ign_]:c[m;m:‘gﬁ SPS1 (384 76 342 271 70.3 2286 |88.345.6e-18
|Total of deplaved domans: 6

= F SIS e
k
[
()

PCT executton ended,

Figura 15 — Tela do resultado da funcionalidade de andlise de dominios

Caso o usuario rode um BLAST contra a base NR, ele pode observar se os
novos “hits” encontrados indicam que a anotacéo inicial foi imprecisa (Figura 14). Desse
modo, se 0s novos resultados apresentarem valor de “score” igual ao valor maximo

encontrado para as bases secundarias eles serdo marcados em verde.
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3 PCT - Processing... - Mozilla Firefox

File Edit View Go Bookmarks Tools Help
P* T - Processing...
Running “chastatw”... success!

Runring "protdist™ ., success!
Running "neighbor”_ . Similanty tree successfully generated. Results shown below:

7 Popualation®

Heighbor—Joining/TPCMA mathod varaion 3.6k

Heighbor=joining mechad

Megatiwve branch langths allowed

+Foa

i

} +=0ogl

e ——— 2

! L e E L e cog2

! Fmmmmmmm =5

: 1 +==UERY

L mesmsssssesssaas i

! L kogl
! +==5

L e ———— kog2
i

+goal

rememner! this 13 an unrcoted Tree!

BEniEan Ang Langeh
1 goaz 0.00E03
1 F £.492153
2 cagl 0.25791
2 3 1.51125
3 cog2 2.32436
3 4 £.1560E
4 QUERY 0.38127
4 5 0.34730
& kagl 0.92734
5 kogs 1.33510 =]
1 goal 0.04529

(goa2:0.0080%, (cogl:0.28791, (cogd 2. 32436, (QUERY:0.39127,
(Rogl:Q. 31734, Rogd sl .33510) 10, 3494730} :2.15608) 11 .50125) 12. 92153, goal 0. 0495dF) ¢

Figura 16 — Tela do resultado da funcionalidade de andlise filogenética

Caso os novos valores de “score” excedam os valores previamente encontrados,
estes serdo marcados de vermelho, indicando que necessitam de atengdo do usuario
pois podem indicar que o resultado prévio nado foi preciso, principalmente se a diferenca

entre o valor do “score” antigo e o novo forem muito discrepantes.
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Outra opcdo do usuario apdés a busca BLAST inicial, é ver a estrutura de
dominios da sequéncia de entrada e dos “best hits” de cada base e por meio da

comparacao desses resultados, avaliar a qualidade da anotacgé&o (Figura 15).

Por fim, o usuario tem a opcao de visualizar uma arvore de similaridade da
sequéncia de entrada juntamente com os “hits” das bases secundarias (Figura 16).
Entretanto essa funcionalidade s6 esta disponivel para sequiéncias de proteinas, tanto
em relacdo a sequéncia de entrada quanto para as sequéncias das bases. Assim, caso
a sequéncia de entrada seja de nucleotideos, essa funcionalidade n&do estara
disponivel. As bases do CGAP também sdo de nucleotideos e eventuais hits nessa

base ndo entram na geragéo da arvore.
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6.2. Modo de sumario

No modo de sumario o usuario entra com todas as opcodes logo de inicio e uma
vez submetido ao processamento, a PCT ja realiza todas as operagfes de uma so vez.
O usuério vera entdo uma tela relatando o progresso da execucéo e uma vez concluido
0 processamento 0 usuario tem acesso a todos os resultados. A Figura 17 mostra a tela
inicial do modo de sumario da PCT.

3 Protein Classification Tool - Mozilla Firefox =10] x|

File Edit View Go Bookmarks Tools Help

Protein Tool

Cumrently using sammary mode. Switch to interactive mode.

Enter sequence (FASTA format) or use sample:

FOFEMGEPEI FRAPLELALFELPARLECRFEEEEEDSEDSDESDEELRCYSVQEFSEDSE ;I
EEAPAVEVVVAE SQSARNLASLLEMPSLLIETFCENLERKEFAVSFFDDVIVYLFDQESE
IRELGEPFPGAEESFPFTILRGSPEIFSAPHRPFOQADGIPHGSTREEGEEFANDDDEFLMT

AR AP RMA LD PAAPRP AR P T PTPAPF S RFIVEPAPTSRESITHVS DS DAESKRGPEAGAS j
GESRER -

Select the tvpe of the sequence entered:

1 Prodein - |

Select the DB to which it will be compared:
W CGAP Biocarta

W CGAP KEGG

P COG

F KOG

W GOA

F PDM

Choose the E vahae to be used:

el =

Number of BLAST hits to show:

=

Select additional featires to be used:
F Verification of domain strocture
F Phylogenetic tree

FIBLAST against WE database

Subrnit I Resat

Figura 17 — Tela inicial do modo de sumério da PCT
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Uma vez que o usuario submete o formulario inicial, a PCT ira realizar o

processamento segundo as instru¢des do usudrio. Sera exibida uma nova pagina, onde

sera informado ao usuario o andamento da execucdo a medida que cada passo €

executado e se ele termina com éxito, como pode ser visto na Figura 18.

t3IPCT - Processing... - Mozilla Firefox )

File Edt View Go Bookmarks Tools Help

P T - Processing...

Running BLAST searches against selected databases

Launching BLAST ssarch agamst CGAP Biocarta database. .. success!
Launching BLAST search against CGAP Kegg database | success!
Launching BLAST search agamst COG database . success!
Launching BLAST search agamst KOG database. .. success!
Launching BLAST search agamst GOA database .. success!
Launching BLAST search agamst PDM database, |, success!

Checking domain structure

CGAP Biocarta

No hits for CGAP Kegg

COG

KOG

GOA (nmning BPS-BLAST, takes a wihile)

PDAI

Query Sequence (running RPS-BLAST, takes a whils)

Generating phylogenetic tree
Bummmg “chastalw” .. success! Rimnmg "protdist”. . success! Rummmg "neighbor” . success!
Phylogenetic tree successlully generated,

Launching BLAST agains the NR database. (large database, takes a while)

Chick submut to see results summary:  Submit

Retum to PCT mom page

PCT executon ended

=Tk

Figura 18 — Tela de processamento do modo de sumario

Ao fim do processamento, o usuério deve clicar no botdo “Submit” que é exibido

ao final das mensagens de execucao, para entdo visualizar os resultados.
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Os resultados sdo entdo exibidos todos na mesma pagina, sendo que primeiro
ha uma tabela que sumariza os resultados dos diversos métodos utilizados, como

mostrado na Figura 19.

©IPCT- Processing... - Mozilla Firefox =o] x|
Fil= Edit View Go Bookmarks Tools Help
P T - Results Summary j
[ ) [ NR | Best

Baze Best Hit Best Hit

\Similarity E value Score | Category | Classification

Hit Domain

Name ? Identifier
ts -
Score | ratio

Growth
CGAP = i " Homrone ;
Biocara 10 |NMLO00208 [35.59% 641 1656 20969 1416 |\ m U lnsu receptor
Pathoay
CGAP ho I
Lt : E . |2008906 |- -
COG |10 |SPBCI6E9.13/28.4% 9.5E-14/78.57 2098966  RIKL SemEferae
== = protem kmase
KOG (12 [Hs20546870 |45.98% (7E-114 411 2096976 X e ek d
protemn
GoA |10 |Pos213 35.50% (1E-39 1656 (20089136  GO0004472 U receptor
— — [precursor
PDM |10 024027 28.07% |S0E-18 8473 20089/06 INDUCED |[Le-CTRI

Domam Info Detass
Phyvlogenetic Tree Info Detads
BLAST Results Detals

1 | _'I;,

Figura 19 — Tela da PCT mostrando a tabela que sumariza os resultados

A primeira coluna exibe o nome da base secundaria, sendo que no nome ha um
“link” para a parte inferior da pagina onde estdo listados de forma completa os
resultados do BLAST de cada base. Ja& a segunda coluna mostra o numero de hits
encontrados pelo BLAST, da terceira a sexta, respectivamente, sdo exibidos o
identificador, taxa de similaridade, valor de “E” e “score” do alinhamento para o “best hit”
de cada base. A sétima coluna exibe o0 mesmo valor em todas as linhas, ela mostra o
“score” do “best hit” encontrado na comparacdo BLAST da sequéncia “query” contra a
base NR, a titulo de comparagcdo com o “score” do “best hit” de cada uma das bases. A

oitava coluna mostra o nimero de dominios encontrados no “best hit” da base
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secundaria em questdo, em comparacdo com o numero de dominios encontrado na
sequéncia “query”. Por fim, as duas ultimas colunas mostram, respectivamente, a
categoria dentro da base em que se encaixa o “best hit” e a classificagdo propriamente
dita do “best hit” da base. Porém, tanto a coluna que mostra o “score” do “best hit” no
NR quanto a que mostra a informacéo relativa aos dominios so serdo exibidas quando
a funcionalidade relativa a cada uma delas foi acionada no formulario que gerou a

execugao em questéao.

Ao final dessa tabela, existem trés “links” que apontam para posi¢coes inferiores

nessa pagina de resultados, onde estao os resultados completos.
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7. Estrutura para extensao da PCT

7.1. Incluindo bases de dados

Uma das vantagens da PCT é o fato do préprio usuario poder incluir novas bases
de dados de sequéncias a serem utilizadas nas pesquisas BLAST realizadas pela

ferramenta.

Para cada base, tem-se um conjunto de sequéncias associado a uma tabela
MySQL (no formato mostrado acima). Como 0 acesso a acessas tabelas tem um nucleo
comum padronizado, o usuario pode facilmente incluir outras bases para utilizacdo na

ferramenta.

Uma vez que o usuario tem as seqiiéncias associadas a uma tabela MySQL, a
inclusdo na ferramenta se da pela edicdo de 2 arquivos que compdem a estrutura da
ferramenta (o arquivo “config.php”, que contém a informacao relativa a cada base e o
“index.php”, pagina inicial da ferramenta que referencia todas as bases). O processo de
edicdo desses arquivos é absolutamente trivial, e & sugerido como trabalho futuro, a
criacdo de uma interface para automatizar esse processo.

Devido a estrutura modular em que a ferramenta foi implementada, apenas com
essas duas alteracdes a inclusdo das bases refletirh em todas as funcionalidades da

ferramenta.

No arquivo “config.php”, ficam as definicdes utilizadas pela ferramenta que o
usuario pode alterar para adequa-la a seu sistema, como o diretério de execucdo da
ferramenta, os caminhos dos executaveis utilizados e as informacgdes relativas as bases

de dados.
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Essas definicdes séo feitas via variaveis PHP e entdo o arquivo que as contém é

incluido nos arquivos onde as variaveis sao utilizadas. Abaixo um exemplo de arquivo

“config.php”:

$bio_db_num =

$bio_db[0][0]
$bio_db[0][1]
$bio_db[0][2]
$bio_db[0][3]
$bio_db[0][4]
$bio_db[0][5]
$bio_db[0][6]
$bio_db[0][7]
$bio_db[0][8]
$bio_db[0][9]

$hio_db[0][10]

$bio_db[1][0]
$bio_db[1][1]
$bio_db[1][2]
$bio_db[1][3]
$bio_db[1][4]
$bio_db[1]1[5]
$bio_db[1][6]
$bio_db[1][7]
$bio_db[1][8]
$bio_db[1][9]

$bio_db[1][10]

""CGAP Biocarta";
"biocarta';

"db/biocarta_sequences.fasta;

"nucleotide';
"biocarta'';
"Pathway"';

"Classification';

"biocarta_cdd_tam';
= "biocarta _cdd";

"CGAP Kegg"';
"kegg"';

"db/kegg_prot.fasta';

"nucleotide™;
"kegg"';
"Pathway"';

"Classification”;
"kegg_cdd_tam";
= "kegg_cdd";

// total number of bases

// db display name

// db short name

// BLAST db
// BLAST db type
// SQL table
// category column
// category url

// protein classification column
//
//
//

protein classification url
domain size SQL table
domain hits SQL table

//
//
//
//
//
//
//
// protein classification column

db display name
db short name
BLAST db

BLAST db type
SQL table
category column
category url

// protein classification url
// domain size SQL table
// domain hits SQL table

No que se refere as bases de dados, define-se a variavel “$bio_db_num” que

contém o numero de bases atualmente utilizadas.

Na matriz “$bio_db[][]” detalham-se as informacfes relativas a cada base.

No trecho acima, dois exemplos de descricdo de bases. O primeiro indice da matriz

59



indica o numero identificador da base e o segundo indice determina uma informacao

relativa a base, como se segue:

0 — nome da base usado para exibicdo, pode conter mais de uma palavra

1 — nome da base em apenas uma palavra usado como identificador da base

2 — caminho a partir do diretorio da ferramenta contendo o nome da base de

sequéncias formatadas para serem usadas no BLAST

3 —tipo de sequiéncias da base, pode ser “nucleotide” ou “protein”

4 — nome da tabela no MySQL

5 — nome da categoria em que a base classifica as proteinas a ser exibido na tabela de

resultados

6 — URL a ser adicionada na tabela de resultados da base na coluna da categoria

7 —nome a ser usado na coluna em que é exibida a identificacdo da proteina

8 — URL a ser adicionada na tabela de resultados do BLAST para a base para a coluna

da identificagdo da proteina

9 — nome da tabela MySQL onde ficam as informacdes relativas aos tamanhos dos

dominios encontrados para cada sequiéncia da base

10 — nome da tabela MySQL onde ficam as informacdes relativas aos dominios

encontrados para cada seqiéncia da base
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7.2. Inclusdo de novas funcionalidades

Visto que o problema da anotacdo demanda a associacao de diversas técnicas
para que se obtenha um bom resultado, e que novas técnicas estdo sempre surgindo, a
PCT foi concebida de modo a possuir um “design” modular. Permitindo, desta forma,
que sua estrutura seja expandida com o minimo de trabalho possivel e permitindo a

integracdo completa das novas funcionalidades com a estrutura existente.

As definicbes das bases secundarias utilizadas, ficam definidas no arquivo
“config.php”, j& as funcdes utilizadas em todo o processamento ficam no modulo

“pct.php”. Assim,

No modo interativo da ferramenta, o primeiro passo no processo de execucao € o
BLAST contra as bases secundarias e a partir dai o usuario pode escolher se ele quer
ou nao utilizar alguma outra funcionalidade. Desta maneira a execucdo do BLAST e a
analise dos resultados é feita pelo médulo “proc.php”, que entdo faz chamada para as
outras funcionalidades, quando for o caso: “tree.php” para a funcionalidade de andlise

filogenética e “domains.php” para a analise de dominios.

J& no modo de sumario, todas as opcbes da ferramenta sdo exibidas logo na
pagina de entrada e o usuario faz todas as suas escolhas antes de iniciar a execuc¢ao.

Assim, a adicdo de novas funcionalidades deve ser feita de modo a integrar o
novo processo a estrutura existente da ferramenta. Ainda que tenha sido feito o
possivel para facilitar o processo de integragdo de uma nova funcionalidade na
estrutura pré-existente, € necessario o conhecimento de PHP e HTML de modo que o

usuario possa tanto programar a nova funcionalidade como integra-la na ferramenta.

A PCT deixa todos os arquivos intermediarios criados no processamento no
diretorio “/tmp_files” dentro do diretorio onde a PCT foi instalada. Assim, uma nova

funcionalidade poderia utilizar os dados computados pela PCT.

61



Toda execucao da PCT utiliza um identificador unico que € dado pela hora exata
da submissédo do formulario inicial, esse identificador é obtido com o uso de uma funcéo
do PHP que retorna o tempo em segundos decorrido desde a “UNIX epoch” (1 de
janeiro de 1970, 00:00:00 GMT). Assim, esse valor € usado como prefixo para 0s

arquivos que conterdo os dados de cada uma das execucfes da PCT.

O primeiro arquivo armazenado € o0 que contém a sequUéncia entrada pelo
usuario, ele é gravado com o sufixo “.txt”, assim para uma execucdo que se deu no
momento “1155311456” (esse identificador sera usado pra exemplificar os outros
casos), 0 arquivo contendo a sequéncia entrada pelo usuéario teria o nome de
“1155311456.txt".

Em sequéncia, o resultado de cada pesquisa BLAST realizada contra as bases
secundarias é também armazenado, e para cada base o sufixo usado é “.out.base”,
onde base é substituido pelo nome definido no arquivo “config.php” na variavel de
indice “1” da estrutura que armazena as informacfes de cada base. Assim, para a
saida do BLAST contra a base “CGAP BioCarta” o nome do arquivo seria
“1155311456.0ut.biocarta”.

No BLAST contra a base NR, o resultado é armazenado no arquivo
“1155311456.txt.nr"

Para a funcionalidade de verificacdo da estrutura de dominios, os dados da
maioria das bases secundarias esta no banco de dados MySQL, mas para a seqiéncia
de entrada (query) e para a base GOA, é executado na hora um RPS-BLAST contra a
base de dominios CDD e o resultado € armazenado num arquivo contendo “.rps.base”
como sufixo. Para a sequéncia de entrada o sufixo é “.rps.query”, resultando em

“1155311456.rps.query”, no caso da execucao que estamos usando de exemplo.

62



Por fim, para a funcionalidade de analise filogenética, os primeiros arquivos
gerados sdo os que contém os identificadores dos “hits” encontrados para cada uma
das bases secundérias. Eles sdo armazenados em arquivos cujo nome tem o sufixo

“.ids.base”, novamente “base” substitui 0 nome da base secundaria em questao.

A partir dos identificadores gravados nesse arquivo, as sequUéncias relativas a
eles sdo entdo recuperadas das respectivas bases formatadas usadas no BLAST.
Utilizando o programa “fastacmd”, do pacote BLAST, as sequéncias sao obtidas e entédo

gravadas num arquivo com o sufixo “.fasta.base”.

A partir dos arquivos que contém as sequiéncias para cada base, é gerado um
novo arquivo que contém todas as sequéncias, mas cada sequéncia é reescrita de
modo que sua linha de identificacdo tenha somente 10 caracteres, pois o
processamento seguinte limita a linha de identificacdo de cada seqUéncia a esse

tamanho. Esse novo arquivo que contém todas as sequéncias tem o sufixo “.fasta”.

Esse arquivo com o sufixo “.fasta” € entdo usado como entrada para o “clustalw”,
programa que fara o alinhamento global das sequéncias, o primeiro passo para se gerar
a arvore filogenética.

O resultado do alinhamento global é entdo gravado num arquivo com o sufixo “.phy”.
Esse arquivo € usado entdo como entrada para o programa “protdist” que gera a partir
do alinhamento global das seqiiéncias uma matriz de distancias e coloca a saida no

arquivo com o sufixo “.prot”.

Por fim o programa “neighbor” usa o arquivo “.prot” como entrada e gera a arvore
filogenética. A saida do “neighbor” sdo dois arquivos, um com sufixo “.nei” e outro com
o sufixo “tre”. O primeiro contém o desenho da &rvore e o segundo uma outra

construcdo da arvore com uma estrutura de parénteses.
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Sumarizando, durante uma execucdo da PCT onde sdo ativadas todas as
funcionalidades, os arquivos que sdo gerados sdo 0s seguintes (para uma execucao
com o identificador “1155311456"):

1155311456.fasta
1155311456.fasta.base
1155311456.ids.base
1155311456.nei
1155311456.0ut.base
1155311456.prot
1155311456.phy
1155311456.tre
1155311456.txt
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8. Resultados

Com o intuito de validar a PCT e sua funcionalidade de anotacao, executou-se
dois conjuntos de testes. O primeiro conjunto foi executado com o intuito de avaliar e
validar o funcionamento das funcionalidades da PCT, enquanto o segundo conjunto foi
realizado com a finalidade de comparar os resultados da anotacao obtida pela PCT com

o de outras ferramentas.

8.1. Primeiro conjunto de testes

O primeiro conjunto de testes foi realizado com o intuito de validar o
funcionamento da PCT e suas funcionalidades de anotacdo. Foram usadas como
entrada 50 sequéncias. Das 50 sequéncias usadas, 14 sdo de bactéria (Escherichia coli
DH10B) e 36 humanas (Homo sapiens), sendo ambas da via da “Glicdlise” e considera-

se que estao corretamente anotadas.

Para cada uma das sequéncias foi realizada uma execucao da PCT usando o
modo de suméario. Essa execug¢do consistiu em uma comparacdo BLAST da sequéncia
de entrada contra uma base secundaria (KOG para as sequéncias de bactéria e COG
para as sequéncias humanas), seguida pela execucdo das funcionalidades de
verificacdo da estrutura de dominios, geracédo de arvore de similaridade e por fim uma
comparagao BLAST da sequéncia de entrada contra a base NR. Nas Tabelas 5 e 6 sao
sumarizados os resultados encontrados para as 14 sequéncias de bactéria.

Das 14 sequUéncias de bactéria testadas, 12 apresentaram “hits” no BLAST
contra a base KOG, sendo o “best hit” capaz de prover a identificacdo e categorizacao
funcional da proteina em 85,71% do total de casos (12 em 14) e 100% dos 12 casos
onde houve “hits”. E comum encontrar paralogos na via glicolitica e nesse grupo de
testes encontramos 2 coOpias da “fructose-bisphosphate aldolase”, 3 da

“phosphoglyceromutase” e 2 da “pyruvate kinase”. Entretanto as diferencas entre eles
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nao puderam ser identificadas nesse teste, 0 que ja seria esperado, dada a distancia

evolutiva entre os organismos.

Seqiiéncia Query ID Best Hit ID

1 glucokinase No hit

2 glucosephosphate isomerase Glucose-6-phosphate isomerase

3 6-phosphofructokinase | Pyrophosphate-dependent

phosphofructo-1-kinase

4 fructose-bisphosphate aldolase, Fructose 1,6-bisphosphate
class Il aldolase

5 fructose-bisphosphate aldolase class No hit
I

6 triosephosphate isomerase Triosephosphate isomerase

7 glyceraldehyde-3-phosphate Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase A dehydrogenase

8 phosphoglycerate kinase 3-phosphoglycerate kinase

9 phosphoglyceromutase 1 Phosphoglycerate mutase

10 phosphoglyceromutase 2, co-factor Phosphoglycerate mutase
independent

11 phosphoglycero mutase lll, cofactor- Phosphoglycerate mutase
independent

12 enolase Enolase

13 pyruvate kinase | Pyruvate kinase

14 pyruvate kinase Il Pyruvate kinase

Tabela 5 — Resultados: identificacdo funcional de seqiiéncias de bactéria

A verificacdo dos dominios permitiu obter uma confirmacéo positiva da anotacao
em 75% dos casos (9 em 12) onde houve “hits” (na auséncia de “hits”, ndo é possivel
comparar dominios. Na coluna “Dominios” da Tabela 6, a informacdo obtida pela
comparacdo dos dominios € sumarizada na forma X/Y/Z, onde X é o numero de
dominios encontrados na sequéncia de entrada, Y o nimero de dominios do “hit”
analisado e Z o numero de dominios coincidentes entre as duas sequéncias. Nessa
analise s6 foram aceitos dominios com similaridade acima de 45%, sendo que o
namero total de dominios encontrados para cada sequéncia foi maior em alguns casos,
mas estes foram descartados devido a baixa qualidade da identificacdo (Santos et al,
2008).

A pesquisa BLAST das sequéncias contra a base NR permitiu confirmar o

resultado encontrado para as 12 sequéncias que apresentaram “hits” no BLAST contra
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o KOG. Ja para as 2 seqUéncias (1 e 5) que ndo haviam apresentado “hits” no BLAST

contra 0 KOG, foi possivel identifica-las corretamente.

Seqiiéncia

11

12

13
14

Identidade BLAST

64,85%

40,97%
50,14%

45,82%

70,34%

45,09%

58,50%
35,27%

45,40%

55,48%

48,68%
38,06%

Score
722,2

205,3
365,2

200,3

457,6

308,5

306,6
109

431,4

433,3

401,4
271,6

Dominios NR

2/0/0
2/2/2

3/3/3
2/3/2

0/0/0
2/2/2

3/3/3

1/1/1

2/2/2
0/0/0

3/3/3

3/3/3

2/0/0
3/0/0

Ident
95,64%
100,00%

95,00%
100,00%

96,57%
100,00%

96,07%

100,00%

100,00%
100,00%

100,00%

93,06%

100,00%
96,88%

NR
Score
620,2
1116,3

605,9
728,4

673,3
467,6

631,7

746,5

477,6
430,3

1016,9

785,8

911,0
889,0

NR Best Hit ID

glucokinase
glucose-6-phosphate
isomerase
6-phosphofructokinase

fructose-bisphosphate
aldolase
fructose-bisphosphate
aldolase
triosephosphate
isomerase
glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
phosphoglycerate
kinase
phosphoglyceromutase
phosphoglycerate
mutase
phosphoglycero
mutase lll, cofactor-
independent
phosphopyruvate
hydratase

pyruvate kinase
pyruvate kinase Il

Tabela 6 - Resultados: estatisticas BLAST para sequéncias de bactéria

As 36 sequéncias humanas testadas apresentaram resultados semelhantes,

onde a PCT encontrou “hits” e foi capaz de prover a identificacdo e classificacédo

funcional corretas em todos 0s casos, porém, nesse caso também sem identificacdo de

isoformas dos paralogos. As Tabelas 7 e 8 sumarizam os resultados.
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Seqiiéncias Query ID

OCoONOULLD WN

18

19

20

21

22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

hexokinase 1 isoform HKI-td
hexokinase 1 isoform HKI-ta/tb
hexokinase 1 isoform HKI-ta/tb
hexokinase 1 isoform HKI-R
hexokinase 1 isoform HKI
hexokinase 2

hexokinase 3

glucokinase isoform 1

glucokinase isoform 2

glucokinase isoform 3

glucose phosphate isomerase

liver phosphofructokinase isoform a
liver phosphofructokinase isoform b
phosphofructokinase, muscle
phosphofructokinase, platelet
aldolase A

aldolase A
aldolase A
aldolase B
fructose-bisphosphate aldolase C
fructose-bisphosphate aldolase C

triosephosphate isomerase 1
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

phosphoglycerate kinase 1
phosphoglycerate kinase 2
2,3-bisphosphoglycerate mutase
2,3-bisphosphoglycerate mutase
enolase 1

enolase 2

enolase 3

enolase 3

pyruvate kinase, muscle isoform 1
pyruvate kinase, muscle isoform 2
pyruvate kinase, muscle isoform 2

pyruvate kinase, liver and RBC isoform 1
pyruvate kinase, liver and RBC isoform 2

Best Hit ID
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase
Hexokinase

Glucose-6-phosphate isomerase

6-phosphofructokinase
6-phosphofructokinase
6-phosphofructokinase
6-phosphofructokinase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase
Fructose-1,6-bisphosphate
aldolase

Triosephosphate isomerase
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase/erythrose-4-
phosphate dehydrogenase
3-phosphoglycerate kinase
3-phosphoglycerate kinase
Phosphoglycerate mutase 1
Phosphoglycerate mutase 1
Enolase

Enolase

Enolase

Enolase

Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Tabela 7 - Resultados: identificacdo funcional de sequiéncias humanas
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Ident. BLAST Dom. NR NR NR Best Hit ID
Score Ident. Score

7
®
2

1 36.16% 261.2 2/3/2 100,00% 1805.4 hexokinase 1 isoform HKI-td

2 36.16% 261.2 2/3/2 100,00% 1836.6 hexokinase 1 isoform HKI-ta/tb

3 36.16% 261.2 2/3/2 100,00% 1836.6 hexokinase 1 isoform HKI-ta/tb

4 36.16% 261.2 2/3/2 100,00% 1832.8 hexokinase 1 isoform HKI-R

5 35.94% 258.8 2/3/2 100,00% 1828.9 hexokinase 1 isoform HKI

6 37.36% 275.4 2/3/2 100,00% 1843.6 hexokinase 2

7 36.5% 273.5 2/3/2 95.12% 1725.3 hexokinase 3

8 34.63% 277.7 2/3/2 97.85% 911 glucokinase isoform 1

9 35.32% 276.6 2/3/2 97.85% 911.4 glucokinase isoform 2

10 35.32% 276.6 2/3/2 97.85% 912.1 glucokinase isoform 3

11 66.05% 727.6 2/2/2 100.00% 1141.3 glucose phosphate isomerase

12 45.61% 636 3/3/3 98.55% 1633.6 liver phosphofructokinase isoform b

13 46.56% 653.3 3/3/3 98.46% 1528.5 liver-type 1l-phosphofructokinase

14 46.68% 651.7 3/3/3 98.21% 1539.6 phosphofructokinase, muscle

15 47.14% 657.5 3/3/3 100.00% 1567 phosphofructokinase, platelet

16 54.05% 327 4/4/4 95.05% 692.6 aldolase A

17 54.05% 327 4/4/4 95.05% 692.6 aldolase A

18 54.05% 327 4/4/4 95.05% 692.6 aldolase A

19 50.9% 311.2 4/4/4 96.7% 703 Fructose-bisphosphate aldolase B

20 52.52% 325.9 4/4/4 95,88% 696 fructose-bisphosphate aldolase C

21 52.52% 325.9 4/4/4 95.88% 696 fructose-bisphosphate aldolase C

22 53.25% 269.2 2/2/2 100.00% 502.7 triosephosphate isomerase 1

23 72.81% 493 3/3/3 100.00% 674.1 glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

24 66.83% 554.7 1/1/1 100.00% 827 phosphoglycerate kinase 1*

25 65.62% 541.6 1/1/1 100.00% 807 Phosphoglycerate kinase 2

26 51% 256.5 2/2/2 100.00% 531.2 2,3-bisphosphoglycerate mutase

27 51% 256.5 2/2/2 100.00% 531.2 2,3-bisphosphoglycerate mutase

28 63.51% 554.7 3/3/3 100.00% 861.3 enolase 1

29 62.59% 550.8 3/3/3 100.00% 862.4 enolase 2

30 63.74% 557.4 3/3/3 97.24% 837 Enolase 3 (beta, muscle)

31 63.74% 557.4 3/3/3 97.24% 837 Enolase 3 (beta, muscle)

32 54.12% 497.7 3/3/3 100.00% 1050.4 Pyruvate kinase isozymes M1/M2

33 52.82% 490 3/3/3 99.81% 1045 pyruvate kinase 3*

34 52.82% 490 3/3/3 99.81% 1045 pyruvate kinase 3*

35 52.83% 490.3 3/3/3 97.39% 1082.4 pyruvate kinase PK-R isoenzyme

36 52.83% 490.3 3/3/3 97.24% 1025 pyruvate kinase PK-L isoenzyme

Tabela 8 - Resultados: estatisticas BLAST para seqiiéncias humanas

As sequéncias 8, 9 e 10, originalmente anotadas como isoformas da
“glucokinase” séo identificadas como “hexokinase”, o que aparentemente seria
incorreto, mas visto que a “hexokinase” é a isoforma 4 da “glucokinase”, tem-se um

resultado correto, porém com identificacdo incorreta da isoforma.
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Nas sequéncias de 1 a 10, a coluna de dominios mostra o resultado “2/3/2”, que
também é considerado positivo, visto que os dois dominios encontrados na sequéncia

de entrada sdo mapeados no “hit” do BLAST.

Enfim, para as sequiéncias humanas a PCT conseguiu sucesso na identificacdo e
categorizagao funcional em 100% dos casos, mas em nenhum deles foi capaz de
determinar a isoforma da proteina, o que demandaria analise mais minuciosa e

possivelmente comparacédo com outras bases de sequéncias.

Esse conjunto de testes nos permitiu observar que a PCT teve um desempenho
muito bom no processo de anotacdo de sequéncias. Ainda que tenha falhado em

determinar as isoformas das proteinas em alguns casos, o resultado final foi satisfatorio.

8.2. Segundo conjunto de testes

Um segundo conjunto de testes foi realizado com o intuito de comparar o
desempenho da PCT com o de outras ferramentas no processo de anotacao. Optou-se
por usar o Blast2GO como ferramenta a ser comparada, dada a estabilidade do servico
e a disponibilidade de funcionalidades, que se mostrou a melhor entre as opcdes

disponiveis (como discutido no Capitulo 4).

Nesse teste foram usadas 25 seqiiéncias de nucleotideos de Schistosoma
mansoni que apresentaram algum “hit” contra a base KOG. O teste consistiu em
comparar os resultados do processo de anotacdo usando a ferramenta Blast2GO com
os resultados obtidos na PCT. Na PCT foram realizadas execu¢cées no modo de

sumario, usando o BLAST contra as bases KOG e GOA.
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Analisamos o0s

resultados obtidos pela PCT considerando parametros

estabelecidos por Barbosa-Silva (Barbosa-Silva, 2008) para comparacédo de resultados

na base KOG (ou a base GOA) com a base NR:

1) Score NR — Score KOG < 150
2) Score NR / Score KOG < 2
3) Identidade NR — Identidade KOG < 15

Cada um desses fatores seria um indicativo da qualidade do resultado

encontrado no KOG, e sendo os trés fatores favoraveis, pode se considerar um forte

indicio de que o resultado provido pelo KOG pode ser usado como uma anotagao

valida, a Tabela 9 sumariza esses resultados.

OoNOOCUPA,WNEFWM

(1%
o)

Ident. KOG
85.53%
42.42%
43.79%
97.67%
71.79%
80.56%
30.6%
29.74%
55.1%
53.61%
37.97%
81.01%
40.32%
42.48%
35.59%
52.66%
66.19%
56.06%
56.35%
40.85%
31.03%
63.12%
38.33%
33.54%
53.76%

Score KOG

134.4
104.8
125.9
409.8
125.9
302
117.9
86.27
117.9
273.1
103.2
126.3
86.27
84.73
115.2
224.6
305.1
240.4
285.4
113.6
74.71
179.1
98.6
104.4
105.5

Ident. GOA

85.53%
42.42%
43.79%
94.88%
95.06%
82.68%
33.48%
29.74%
52.04%
60.15%
34.91%
84.21%
29.47%
37.72%
35.59%
52.66%
64.45%
56.06%
63.56%
40.23%
28%

63.12%
46.79%
33.54%
53.76%

Score GOA

132.9
104.8
125.9
397.1
157.1
306.2
121.3
85.89
108.6
304.3
103.2
131.7
70.86
79.72
115.2
226.1
304.3
240.4
328.2
109.4
82.8

181.4
94.36
104.4
105.5

Ident. NR

86.76 %
42.42 %
43.79 %
93.01 %
95.06 %
82.78 %
98.25 %
30.74 %
57.14 %
84.58 %
44.44 %
83.56 %
94.74 %
42.48 %
35.59 %
53.62 %
65.9 %

56.06 %
91.16 %
47.06 %
32.48 %
68.6 %

48.33 %
33.54 %
53.76 %

Score NR

100.5
104.8
125.9
410.6
157.1
308.1
455.3
87.81
105.5
421.8
104
110.2
357.8
84.73
115.2
234.6
313.5
240.4
401.7
131
84.73
178.3
117.5
95.9
105.5

Tabela 9 — Comparacdo de resultados entre as bases KOG, GOA e NR
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Através dessa andlise dos resultados obtidos pela base KOG, vemos que em 20
das 25 sequéncias (80%) os 3 fatores sdo positivos. Em 1 (4%) 2 fatores séo positivos,

em 2 (8%), apenas 1 fator é positivo e em outras 2 (8%) nenhum dos fatores é positivo.

Comparando o resultado do KOG com o GOA, que é uma base maior e mais
completa, o resultado melhora um pouco. Tendo 21 (84%) sequéncias com 3 fatores
positivos, 2 (8%) com 2 fatores e outras 2 (8%) onde nenhum dos fatores é positivo.

Quanto a classificacdo em categorias funcionais, a PCT e o Blast2GO
apresentaram resultados bastante similares. Em 19 das sequéncias (76%) o “GO term”
apresentado pela PCT foi um dos termos apresentados pelo Blast2GO. Dos 6 restantes,
em 1 deles (4%) o resultado apresentado pela PCT era um nodo “pai” de um termo
apresentado pelo Blast2GO, e nos outros 5 (20%) os resultados eram nodos “primos”
distantes na arvore do GO.

Por fim, a PCT apresentou “strings” de identificacdo melhores que o Blast2GO
em boa parte das sequéncias. Enquanto o Blast2GO obtém as suas strings de
identificacéo a partir do NR, as strings da PCT vém do KOG e do Uniprot, que provéem
strings de identificacdo mais significativas. Em 12 sequéncias (48%) a string provida
pelo Blast2GO é pior que a provida pela PCT, sendo que em 3 casos (12%) ndo prové
nenhuma informacao util (por exemplo, “1 homolog”) e em 9 casos (36%) prové menos
informacg&o que a string provida pela PCT. O restante dos casos as strings sdo muito

parecidas ou se referem a diferentes sequéncias.

Enfim, a partir dos resultados obtidos nesse conjunto de testes, podemos dizer
que a anotagdo provida PCT apresentou qualidade comparavel a provida pelo
Blast2GO, sendo melhor em alguns aspectos, tal como a qualidade da “string” de

identificacdo da sequéncia.
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Seq.

(0]

O 00 N O

11

12
13

14

15
16

17
18

19

20
21
22

23
24
25

KOG

Ubiquitin-like protein

Glycosyltransferase

Protein involved in plasmid
maintenance/nuclear protein
involved in lipid metabolism
Ubiquitin and ubiquitin-like
proteins

Calmodulin and related
proteins (EF-Hand
superfamily)

GTP-binding ADP-ribosylation
factor Arfl

Serpin

Collagens (type IV and type
XIII), and related proteins
Nuclear transport receptor
CRM1/MSNS5 (importin beta
superfamily)

Myosin class Il heavy chain

ATP-dependent RNA helicase
Histone 2A

Amidases
RNA polymerase Il subunit
Ci11

Deoxyribonuclease Il

Pyruvate carboxylase
Glutamine synthetase

Nucleoside diphosphate
kinase

Phosphoglycerate mutase
Lipoyltransferase

Prosaposin
Manganese superoxide
dismutase

O-methyltransferase
P-type ATPase

Protein DREZ2, required for cell
viability

GOA

Neddylin
Alpha-1,3-mannosyltransferase
ALG2

Lipin 2

Ubiquitin

Calmodulin beta (Fragment)

ADP-ribosylation factor 4
Squamous cell carcinoma
antigen

Collagen alpha 2(l) chain
precursor

Exportin 1

Myosin heavy chain, striated
muscle

ATP-dependent RNA helicase
ded1

Histone H2A

Fatty-acid amide hydrolase
DNA-directed RNA polymerases
Il 12.5 kDa polypeptide

Deoxyribonuclease Il precursor
Pyruvate carboxylase,
mitochondrial precursor

Glutamine synthetase

Nucleoside diphosphate kinase
homolog 5
2,3-bisphosphoglycerate-
dependent phosphoglycerate
mutase

Lipoyltransferase

Sulfated glycoprotein 1 precursor
Superoxide dismutase [Mn],
mitochondrial precursor
Caffeoyl-CoA O-
methyltransferase 2

Potential phospholipid-
transporting ATPase 1A

Anamorsin

Blast2GO
neural precursor
celldevelopmentally down-
regulated 8

alg2 protein

lipin 3

im:6892314 protein

calmodulin

adp-ribosylation factor 4
squamous cell carcinoma
antigen

fibrillar collagen

1 homolog

myosin heavy chain
atp-dependent rna helicase of
dead box family

histone h2a

elegans proteinpartially
confirmed by transcript evidence
polymeraseiii (dna directed)
polypeptide k
deoxyribonuclease ii beta

pyruvate carboxylase

glutamine synthetase
non-metastatic cellsprotein
expressed in (nucleoside-
diphosphate kinase)

phosphoglycerate mutase 1
family

lipoate-protein ligase
mgc80725 protein

superoxide
dismutasemitochondrial

o-family 3
atpase ii

cytokine induced apoptosis
inhibitor 1

Tabela 10 — Comparacéo das strings de classificacdo providas pela PCT e pelo Blast2GO
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9. Trabalhos Futuros

Sugerem-se como trabalhos futuros a criacdo de um conjunto de scripts tanto
para atualizacdo automatica das bases de dados utilizadas na PCT e quanto para
automatizar a adicdo de bases customizadas. Uma implementacao da ferramenta que
fosse independente de um servidor web poderia facilitar a instalacdo e melhorar a

performance.

O funcionamento da ferramenta também poderia ser alterado de modo a permitir
0 processamento de diversas sequéncias ao mesmo tempo de maneira funcional,

possivelmente armazenando os dados no banco de dados para analise posterior.

Os alinhamentos entre seqiiéncias e dominios poderiam ser exibidos de maneira

grafica, de modo a auxiliar a visualizacao da cobertura do alinhamento.

A funcionalidade de arvores filogenéticas atualmente sé estad implementada para
sequéncias de aminoacidos. Isso porque os softwares do pacote Phylip que criam as
matrizes de distancias para alinhamentos globais n&o funcionam de maneira
completamente automatica, e € necessario alterar seu codigo para que ele possa ser
utilizado na automacao do processo. Isso foi feito para o “protdist”, que gera a matriz de
distancias para alinhamentos globais de proteinas, mas o mesmo deve ser feito para o
“dnadist” que faz o mesmo para alinhamentos globais de sequéncias de DNA, o que
nao foi feito nesse trabalho devido as restricbes de prazo. Outra melhoria que pode ser
adicionada € a associacdo da relacdo evolutiva entre espécies a arvore gerada a partir

das sequéncias, de modo a permitir uma analise filogenética mais completa.

Por fim, poderia-se buscar maneiras de automatizar ainda mais o processo de
anotacdo, tentando combinar os resultados das diversas bases secundarias com 0s
outros métodos (dominios e arvore filogenética) automaticamente e sugerindo ao

usuario uma anotacao baseada na comparacao dessas informacdes.
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10. Conclusao

Com esse trabalho pdde-se observar ganhos significativos no processo de
anotacdo, a medida que a PCT prové diversas bases secundarias junto com outras
funcionalidades de anotac&o. Isso faz com que a PCT seja capaz de fornecer um
servico de anotagdo com acuricia e praticidade, sem a necessidade de analises
externas. Assim, vemos que a integracdo de diversas funcionalidades de anotacéo
numa mesma ferramenta permite que o processo figue bem mais agil e intuitivo,

levando também a melhores resultados.

Ao longo do desenvolvimento desse trabalho, pudemos acompanhar o
desenvolvimento de diferentes métodos de anotacdo e vimos que o surgimento de
novas funcionalidades melhorou consideravelmente os resultados obtidos. Assim, uma
grande virtude dessa ferramenta é permitir de maneira relativamente simples, que o
proprio usuario altere seu funcionamento de modo a incluir novas funcionalidades,
permitindo que a PCT continue atualizada, agregando novos métodos de anotacao, ao
contrario de ferramentas fechadas incapazes de incorporar novas bases ou

funcionalidades.
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12. Glossario

Aminoacidos — Aminoacidos sdo as moléculas que constituem as proteinas. Existem
20 diferentes tipo de aminoacidos e cada um deles é codificado no DNA por 3 bases
segundo o cédigo genético, sendo que para alguns aminoacidos existe mais de uma

sequéncia correspondente.

Base, base nitrogenada, par de bases — Bases nitrogenadas s&o compostos
contendo nitrogénio que compdem as moléculas de DNA e RNA. No DNA séo 4 os tipos
diferentes de bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T). No RNA a
timina é substituida pela uracila (U). A expressao “par de bases” se refere ao fato de
que no DNA a molécula tem uma estrutura de dupla hélice, e assim as bases de uma
das fitas ficam ligadas as bases da outra por meio de ligacOes de hidrogénio e séo

entdo referidas como um par de bases.

Codon — Cbédon € o nome dado ao conjunto de 3 bases do DNA ou RNA. Um cédon
determina um aminoacido segundo o cdédigo genético. Sendo que se tem 4 bases
diferentes na composicdo de uma molécula de DNA ou RNA, tem-se 64 combinacdes
possiveis, entretanto existem apenas 20 aminoacidos o que implica que varios

aminoacidos sao determinados por diferentes combinacdes de bases.

Cdédigo genético — O cadigo genético é a relacdo entre a sequéncia de bases no DNA
e a sequUéncia correspondente de aminoacidos que é empregada no processo de
sintese de proteinas. Quase todos 0s seres vivos usam 0 mesmo codigo genético,
chamado de cdédigo genético padrdo, entretanto alguns poucos organismos utilizam
pequenas variacdes desse padréo.
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DNA — O acido desoxirribonucléico (ADN, ou em inglés “deoxyribonucleic acid”, DNA),
geralmente na forma de uma dupla hélice, € a molécula que contém as instrugcdes
genéticas que especificam o desenvolvimento biol6gico de todas as formas de vida e de
varios virus. O DNA é um longo polimero de nucleotideos (ou um polinucleotideo) e
nele estdo codificados por meio do codigo genético a seqiéncia de aminoacidos que

determina todas as proteinas de um organismo.

Em células de eucariotos (tais como animais e plantas) a maior parte do DNA esta no
ndcleo da célula, agrupado em uma ou mais macromoléculas chamadas cromossomos.
Por outro lado, em organismos mais simples, 0s procariotos (tais como as bactérias), o
DNA fica difuso no citoplasma da célula. Organelas celulares tais como cloroplastos e

mitocondrias também possuem DNA.

Dominios, dominios de proteinas ou dominios conservados — dominios podem ser
vistos como unidades funcionais ou estruturais (freqientemente ambas) de uma
proteina, uma vez que a estrutura de uma proteina, em geral, determina sua funcao.
Dominios costumam ser identificados como partes recorrentes da estrutura ou da

sequéncia de uma proteina que aparecem em contextos diversos.

Eucariotos — S&o organismos que possuem células eucariéticas, ou seja, células que
possuem um nucleo verdadeiro, rodeado por uma membrana e também possuem

outras organelas com membranas.

S&o organismos mais complexos que podem ser unicelulares ou multicelulares, o

dominio "Eukaryota" é dividido em animais, plantas, fungos e protistas.

Nos eucariotos o DNA fica no ndcleo da célula agrupado em um ou mais cromossomos

e a frequéncia de regibes codificantes tende a diminuir em proporgédo inversa a
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complexidade do organismo sendo cerca de 70% na levedura, 25% na mosca e cerca

de %5 no homem.

Filogenia — A filogenia trata das relacdes evolutivas entre diversos organismos, ou

como referido nesse trabalho, entre sequéncias homologas.

Gene — Genes sao as unidades da hereditariedade em seres vivos. Eles séo
codificados no material genético do organismo (em geral DNA ou RNA), e controlam o
desenvolvimento e o comportamento do organismo. Durante a reprodugdo, o material
genético é transmitido aos descendentes mas ele também pode ser transmitido entre

organismos sem relacéo de parentesco, por exemplo, pelos virus.

7

Genoma — O genoma de um organismo € o0 conjunto de toda sua informacéo
hereditaria que esta contida em seu DNA (ou para alguns virus, no RNA), incluindo

tanto os genes como as regides ndo-codificantes.

Mais precisamente, 0 genoma de um organismo € a sequéncia completa do DNA de um
conjunto de cromossomos. Por exemplo, um dos dois conjuntos de cromossomos para

organismos dipléides (que tém cromossomos aos pares).

O termo genoma pode ser aplicado para o conjunto do DNA encontrado no nucleo da
célula mas também pode ser aplicado a organelas que contém seu proprio DNA, como

0 genoma mitocondrial ou dos cloroplastos.

Entretanto, quando se diz, por exemplo, que o genoma humano foi sequenciado, em
geral se diz que cada um dos cromossomos somaticos (ndo sexuais) e cada um dos
dois cromossomos sexuais foi sequenciado, cobrindo assim o material genético de

ambos 0S sexos.
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Homologia — Quando se diz que seqiiéncias, proteinas ou genes sdo homdlogos, se
quer dizer que eles compartiiham um ancestral comum, ou seja, sdo evolutivamente
relacionados. Entidades relacionadas por homologia podem ser de dois tipos: ortdlogas

ou paralogas.

Nucleotideo — Os nucleotideos sdo compostos quimicos formados por uma base
nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. Eles sdo os componentes basicos do
DNA e RNA e também de outras moléculas chamadas cofatores. Os que compdem o
DNA e RNA se diferenciam por sua base nitrogenada que no DNA pode serA,C,Ge T
e A, C, Ge UnoRNA.

ORF — Uma ORF (“open reading frame”) corresponde ao trecho de DNA que pode ser
traduzido em uma proteina ou em RNA. Comeca com um codon de iniciacdo "ATG" e

termina com um dos trés codons de terminacao ("TAA", "TAG" ou "TGA").

Ortélogos — Genes séo ditos ortélogos quando sao derivados de um ancestral comum
mas estdo presentes em organismos de espécies diferentes, ou seja se diz que eles
sdo gerados a partir de eventos de especiacdo. Genes ortdlogos costumam ter sua

sequeéncia, estrutura e fungdes similares.

Paralogos — Genes ditos paralogos sao genes homélogos que ocorrem em organismos
de uma mesma espécie. Paralogos sdo criados a partir da duplicacdo de um gene, o

que as vezes permite que genes adotem funcdes especializadas.
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Procarioto — sdo organismos unicelulares que ndo possuem membrana envolvendo o
nacleo da célula nem outras organelas que possuem membrana como mitocéndrias ou
cloroplastos. Deste modo seu DNA que geralmente é composto por apenas um

cromossomo circular fica disperso no citoplasma da célula.

A maioria dos procariotos sdo bactérias e os termos frequentemente sdo usados como
sinbnimos. Além disso vale ressaltar que em organismos procariotos 0s genes
correspondem a maior parte do DNA da célula e logo sdo facilmente encontrados, ao
contrario do que acontece com organismos mais complexos onde as areas que
codificam genes sdo mais raras, chegando a poucos porcento do genoma, e entéo

muito mais dificeis de serem encontradas.

Proteina — Proteinas sdo compostos organicos complexos e de alta massa molecular
que consistem de aminoacidos unidos por ligacfes peptidicas. Proteinas sdo essenciais
para a estrutura e funcionamento de todas as células de todos os seres.

Diversas proteinas desempenham uma grande variedade de funcdes bioldgicas.
Algumas proteinas sdo enzimas que catalisam rea¢des quimicas, outras desempenham
papéis estruturais ou mecanicos. Outras funcdes desempenhadas por proteinas

incluem ainda resposta imunoldgica, armazenamento e transporte de varios compostos.

Proteinas sdo uma classe de biomoléculas que juntamente com o0s polissacarideos,
lipideos e acidos nucléicos formam os constituintes primarios de organismos biolégicos.
Proteinas séo, essencialmente, polimeros compostos por uma sequéncia especifica de
aminodacidos e os detalhes dessa seqiiéncia sdo armazenados em um gene. Por meio
do processo de transcricdo e traducédo, a célula |é a informacéo genética e a usa para
construir a proteina. Em muitos casos, a proteina resultante é ainda alterada
quimicamente, antes de se tornar funcional. Além disso, € muito comum que proteinas
funcionem juntas de modo a desempenhar uma funcéo particular e freqiientemente se

associam fisicamente formando um outro composto.
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RNA — O RNA (“ribonucleic acid” ou em portugués acido ribonucléico, ARN) € um
polimero de nucleotideos, freqientemente com cadeia simples, cuja composi¢cao €&
muito semelhante & do DNA, com a diferenca de ter uma ribose no lugar da
desoxirribose e de usar a base uracila (U) ao invés da timina (T). O RNA é transcrito do
DNA e serve como um modelo para a traducdo dos genes em proteinas (mMRNA),
transporta aminoacidos para os ribossomos para sintetizar proteinas (tRNA) e também

faz parte da composicao dos proprios ribossomos (rRNA).

Sequéncia — Nesse trabalho quando refere-se a uma “sequéncia”, seja de DNA, RNA
ou de uma proteina, refere-se ao que também é chamado de estrutura primaria. A
estrutura primaria de uma molécula € a especificacdo atbmica de sua composi¢cao, 0
gque no caso de sequéncias de DNA ou RNA é o equivalente a sequéncia de
nucleotideos que os compde, representados pelos nomes das bases que o0s
diferenciam (abreviados pelas letras A, C, G, T ou U). Ja a estrutura priméaria de uma
proteina é dada pela sequiéncia de seus aminoacidos, que sdo de 20 diferentes tipos,

cada um representado por uma letra.

Sequenciamento — Seqlienciamento é o processo bioquimico pelo qual se determina a
estrutura primaria de uma molécula (em geral de DNA, RNA ou de uma proteina). Esse
processo frequientemente contém erros e medidas de qualidade (valor PHRED) sao
utiizadas para determinar a qualidade do resultado de um determinado
sequenciamento (Ewing et al, 1998). Deste modo, para que uma sequéncia possa ser
depositada em bancos de sequiéncias, ela deve ter um nivel de qualidade acima de um

valor determinado.

Via Bioquimica — Uma via metabdlica ou bioquimica é uma série de reacdes quimicas
gue ocorrem numa célula, catalizada por enzimas (proteinas) e que resulta na formacéo
de um produto metabdlico usado ou armazenado na célula ou no inicio de uma outra
via metabdlica. Muitas vias sdo complexas e envolvem varios passos na modificacdo da

substancia inicial até a formacé&o do produto com as propriedades desejadas.
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