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Resumo

A genOémica comparativa é uma area de pesquisa que tem como objetivo a busca de
como dados gendomicos podem estar relacionados entre diferentes espécies. Par-
ticularmente, o volume de dados disponibilizados em bancos de dados publicos
permite a busca de sintenias entre multiplos genomas. Um par de genes é dito
sinténico quando estes se conservam dentro da mesma regidao do DNA. Os mé-
todos comparativos ainda usam abordagens tradicionais, tais como alinhamento
textual e o uso de heuristicas para acelerar as comparacoes. Eles produzem como
resultado arquivos textuais, o que dificulta analises mais especificas, tais como a
identificacdo de sintenias. Nesse sentido, é essencial o desenvolvimento de ferra-
mentas de visualizacdo de comparacoes entre miltiplos genomas que facilitem a
identificacdo de sintenias. O objetivo deste trabalho é propor e implementar uma
ferramenta computacional que implemente um novo método de visualizacdo que
permite identificar sintenias entre multiplos genomas, a partir de um genoma néo
totalmente sequenciado. Essa ferramenta foi aplicada na identificacdo de sinte-
nias no fungo P. brasiliensis. Essa nova ferramenta, denominada Syntainia, esta
sendo desenvolvida como um software livre e ja esta disponivel para download em
http://sourceforge.net/projects/syntainia.

Palavras-chave: Bioinformatica, Visualizacéo, Sintenia, Java
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Abstract

Comparative genomics is a research field that aims to find how genomic data can be
related among different species. Particularly, the volume of data available in public
databases allows for searching of synteny among multiple genomes. A pair of genes
is said to be syntenic when they keep within the same region of the DNA. The com-
parative methods still use traditional approaches, such as text alignment and the
use of heuristics to speed up comparisons. They produce results as text files, which
makes difficult more specific analyses, such as the identification of synteny. Thus,
it is essential the development of visualization tools to compare multiple genomes
that facilitate the identification of synteny. The objective of this work is to propose
and implement a software tool that implements a new visualization method for
identifying synteny among multiple genomes from a not fully sequenced genome.
This tool was applied in the identification of syntenies in the fungus P. brasilien-
sis. This new tool, called Syntainia, is being developed as free software and is now
available for download at http://sourceforge.net/projects/syntainia.

Keywords: Bioinformatics, Visualization, Synteny, Java
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Capitulo 1

Introducao

A analise das informacoes geradas por projetos de sequenciamento de DNA cons-
titui hoje um desafio sempre crescente para os cientistas da computacao, uma vez
que é essencial desenvolver software eficiente para processar o enorme volume de
dados gerados por esses projetos (Mardis, 2008; McHardy, 2008; Morozova and
Marra, 2008; Pop and Salzberg, 2007; Schuster, 2008). O processo de analise com-
putacional de projetos de sequenciamento é basicamente dividido em duas fases. A
fase de montagem tenta reconstruir grande pedacos das sequencias originais, en-
quanto a fase de anotacédo tem o objetivo de inferir funcoes bioldégicas e categorias
para cada sequéncia montada, a fim de identificar genes, proteinas e RNAs néao
codificadores.

A fase de anotacédo é fortemente baseada em genémica comparativa. Em geral,
a gendmica comparativa tem como objetivo a busca de como dados gendémicos (por
exemplo, loci de nucleotideos e genes, funcdes bioldgicas e categorias ontolégicas)
podem estar relacionados entre diferentes espécies. O principal objetivo é obter
mais informacgao sobre uma espécie em estudo baseado no conhecimento prévio
sobre espécies filogeneticamente relacionadas. As técnicas utilizadas em gendomica
comparativa precisam tratar enormes volumes de dados, no contexto das novas
tecnologias de sequenciamento de alto desempenho.

Os métodos comparativos ainda usam abordagens tradicionais para comparar
cadeias de nucleotideos ou aminoacidos, executando alinhamento textual e uti-
lizando heuristicas para acelerar as comparacoes. Por exemplo, as ferramentas
BLAST (Altschul et al., 1997) e BLAT (Kent, 2002) produzem bons resultados, com
uma saida bem detalhada. Porém, elas produzem como resultado apenas arquivos
textuais, o que dificulta uma analise mais global, isto é, a compreenséo de certas
caracteristicas que se revelam em grande porcoes de sequéncias de DNA. Particu-
larmente, a ocorréncia de sintenias néo é facil de se encontrar em arquivos textuais.
Dois genes séo sinténicos se eles estao localizados no mesmo cromossomo ou num
de seus fragmentos, o que significa que eles devem estar na mesma cadeia de DNA
(Passarge et al., 1999). Assim, uma ferramenta de visualizacdo especialmente pro-
jetada pode suportar a descoberta de sintenias entre multiplos genomas.

Diversas ferramentas de visualizacdo foram desenvolvidas para a navegacio
em comparacoes entre dois genomas, através do alinhamento de suas sequéncias
de nucleotideos ou aminoacidos. Essa ferramentas apresentam graficos extrema-



mente detalhados, contudo é dificil usa-los para o estudo sobre como genes estao
organizados entre dois ou mais genomas diferentes ou para investigar se eles tem
sua organizacdo preservada. Fazem parte dessa categoria ferramentas como Apollo
(Lewis et al., 2002), SyntenyView (Clamp et al., 2003), SyntenyVista (Hunt et al.,
2004), ACT (Carver et al., 2005), SynBrowse (Pan et al., 2005), SynView (Wang
et al., 2006), GBrowse_syn (McKay, 2007), Cinteny (Sinha and Meller, 2007), ME-
DEA (Broad Institute, 2009), Sybil (TIGR, 2009) e MizBee (Meyer et al., 2009) .
Em geral, essas ferramentas apresentam muita informacdo que néo é relevante
no caso de estudo da conservacédo de genes entre diferentes espécies, Além disso,
as ferramentas de visualizacdo em geral sédo estaticas, ndo oferecendo mecanismo
de interacéo com o usudrio. Tais caracteristicas motivam a busca por uma nova e
mais clara forma de visualizacdo da comparacdo entre multiplos genomas.

A Universidade de Brasilia mantém, em parceria com outras instituicoes, o pro-
jeto genoma do fungo Paracoccidioides brasiliensis (Felipe et al., 2005a). Mais re-
centemente, tem sido realizado um trabalho de genémica comparativa do genoma
de P. brasiliensis, com o objetivo de identificar sintenias entre genomas de fun-
gos nao patogénicos e patogénicos humanos (de Carvalho, 2010). Um dos produtos
desse trabalho foi a elaboracio de uma técnica de visualizacdo de como os genes de
P. brasiliensis estao organizados dentro dos genomas de outros fungos, uma vez que
o seu genoma néao foi inteiramente sequenciado. Essa nova técnica é baseada no
agrupamento de genes considerando seu posicionamento relativo nos cromossomos,
supercontigs e scaffolds. Entao, cada gene de um genoma é ligado com seu ortélogo
em outro genoma. Essas linhas, formando caminhos entre os genomas, deixam
claro como os genes sdo conservados entre diferentes espécies e a possibilidade de
ocorréncia de sintenias.

Nesse sentido, é relevante o desenvolvimento de uma ferramenta computacio-
nal que implemente o método de visualizagao elaborado por de Carvalho (2010) e
o aperfeicoe, de modo que seja capaz de apresentar a melhor visualizacédo possivel
da comparacdo entre multiplos genomas, de quaisquer organismos, de forma in-
terativa e que apresente as informacées no nivel de detalhes que mais convier ao
pesquisador.

Assim, o objetivo geral deste trabalho é apresentar um software de visualizacéo
de comparacdes entre multiplos genomas, denominado Syntainia, que apresenta
os genomas como grupos de fragmentos ligados a seus respectivos ortélogos, com o
objetivo de facilitar a tarefa de identificacdo de sintenias.

Sao objetivos especificos deste projeto:

1. realizar um estudo comparativo entre as ferramentas de visualizacdo mais
comuns;

2. projetar a ferramenta com as seguintes caracteristicas:

(a) desenvolver uma ferramenta de visualizacdo de facil utilizacdo, com uma
interface grafica intuitiva e integrada ao sistema operacional;

(b) obter a melhor forma de visualizar os grupos de genes, utilizando algo-
ritmos de baixa complexidade de tempo; e



(c) prover capacidade de obtencéo de informacées sobre os genes a partir da
visualizacao.

3. realizar um estudo de caso com o genoma do fungo P. brasiliensis; e

4. comparar as caracteristicas da ferramenta implementada com outros softwa-
res para visualizacdo genomica.

O Capitulo 2 apresenta nogoes de Biologia Molecular necessarias a compreen-
sao deste trabalho. Caracteristicas e exemplos de ferramentas de visualizacdo de
comparacoes entre genomas sido apresentados no Capitulo 3. Em seguida, no Ca-
pitulo 4, o Projeto Genoma Pb é apresentado, assim como os estudos mais recentes
em gendémica comparativa, que motivaram a elaboracéo deste trabalho. O Capitulo
5 apresenta o Syntainia, seu processo de desenvolvimento, requisitos, algoritmos,
estruturas de dados e arquitetura. No Capitulo 6 é apresentado um estudo de caso
sobre a adocdo da ferramenta ao Projeto Genoma Pb. Finalmente, no Capitulo 7
sdo apresentadas as conclusoes e delineados os trabalhos futuros.



Capitulo 2

Conceitos Basicos de Biologia
Molecular

Este capitulo trata de conceitos basicos de Biologia Molecular, necessarios a com-
preenséao deste trabalho.

A Secao 2.1 apresenta as células e introduz os demais conceitos apresentados
neste capitulo. Na Secdo 2.2 as proteinas sdo apresentadas. Na Secdo 2.3 sdo des-
critos os acidos nucleicos (DNA e RNA), reservatoérios moleculares da informacéao
genética. Explanacdo acerca de genes, cromossomos e codigo genético é feita na
Secao 2.4. O Dogma Central da Biologia Molecular é tratado na Secédo 2.5. Por
fim, consideracgoes a respeito de técnicas de sequenciamento genético sao feitas na
Secéo 2.6.

2.1 Células

A célula é a menor unidade que exibe o comportamento conhecido como vida (de Car-
valho et al., 2004). Muitas moléculas encontradas no interior das células sdo ma-
cromoléculas, polimeros de alto peso molecular constituidos por precursores rela-
tivamente simples. As proteinas e os acidos nucleicos, por exemplo, sdo forma-
dos pela polimerizacdo de subunidades relativamente pequenas (Lehninger et al.,
1995).

Embora os organismos vivos contenham um nimero muito grande de proteinas
e de acidos nucleicos, uma simplicidade fundamental esta na base das suas estru-
turas. As subunidades monomeéricas simples com as quais todas as proteinas e
todos os acidos nucleicos sdo construidos encontram-se em nimero pequeno e sédo
idénticas em todas as espécies.

A sobrevivéncia de espécies bioldgicas requer que sua informacédo genética seja
mantida em uma forma estavel e, a0 mesmo tempo, expressada com um numero
muito pequeno de erros. O armazenamento efetivo e a expressédo acurada da men-
sagem genética definem cada espécie e sua continuidade por geracoes sucessivas.

A partir dessas consideracoes, pode-se destacar alguns dos principios da légica
molecular da vida (Lehninger et al., 1995):

1. Todos os organismos vivos tém os mesmos tipos de subunidades monoméricas.
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2. A estrutura das varias macromoléculas biolégicas revelam a existéncia de
modelos subjacentes comuns.

3. A identidade de cada organismo é preservada pela posse de conjuntos carac-
teristicos de acidos nucleicos e proteinas.

2.2 Proteinas

As proteinas (do grego protos: a primeira; a mais importante) constituem, ao lado
da agua, a maior fracdo das células.

Quase tudo que ocorre nas células envolve uma ou mais proteinas. As proteinas
tém muitas funcgoes biologicas diferentes: algumas tém atividade catalitica e funci-
onam como enzimas; outras servem como elementos estruturais, como nutrientes e
armazenamento; outras transportam sinais especificos ou substancias especificas
para o interior ou exterior das células, agem como defesa ou tém funcéo reguladora.

O papel central ocupado por elas é evidenciado pelo fato de que a informacéao
genética é, em ultima instancia, expressa como proteina. Para cada proteina existe
um segmento de DNA — um gene (Secdo 2.4) — que guarda a informacao, es-
pecificando sua sequéncia de aminoacidos. Em uma célula existem milhares de
diferentes tipos de proteinas, cada uma delas codificada por um gene e, cada uma
delas, executando uma funcéo especifica.

As proteinas sdo cadeias de aminoacidos. Cada aminoacido esta unido a seus
vizinhos por um tipo especifico de ligacao covalente (ligacdo peptidica).

Todas as proteinas, em todas as espécies, independente da funcdo ou da ati-
vidade biolégica, sdo constituidas com o mesmo conjunto de 20 aminoacidos (Fi-
gura 2.1).

Todos os 20 aminoacidos encontrados nas proteinas tém um grupo carboxila
(COOH) e um grupo amina (N H,) ligados ao mesmo atomo de carbono (o carbono
a—C,). Eles diferem uns dos outros por suas cadeias laterais ou grupos R, os quais
variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, e sdo responsaveis pelas diferentes
caracteristicas dos aminoacidos (tal como a solubilidade em agua).

As proteinas diferem umas das outras porque tém um nimero e uma sequéncia
de residuos de aminoacidos — unidades de aminacidos que sofreram ligacao pep-
tidica, perdendo um atomo de hidrogénio de seu grupo amino e a parte hidroxila
do seu grupo carboxila — que sdo diferentes entre si. Os aminoacidos sdo o alfa-
beto da estrutura proteica, podendo ser arranjados em um nimero quase infinito
de sequéncias para fazer um nimero quase infinito de diferentes proteinas.

Conceitualmente, a estrutura das proteinas pode ser considerada em quatro ni-
veis (Figura 2.2). A estrutura primaria é definida pela sequéncia de aminoacidos
unidos por ligacdes peptidicas; a estrutura secundaria corresponde aos arranjos
recorrentes no espaco de residuos de aminoacidos adjacentes; a estrutura tercia-
ria é a organizacgdo tridimensional completa do polipeptideo, referindo-se ao rela-
cionamento espacial entre todos os seus aminoacidos; e, por fim, a estrutura qua-
ternaria, encontrada em proteinas com varias cadeias de polipeptideos, é aquela
que especifica a relacdo espacial dos polipeptideos, ou subunidades, no interior da
proteina (Lehninger et al., 1995).
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Figura 2.1: Os 20 aminoacidos das proteinas (abaixo do nome do aminoacido — e

acima da estrutura molecular — sio indicados seus codigos de trés letras e de uma
letra).



(c) (d)

Figura 2.2: Estrutura das proteinas: (a) primaria, (b) secundaria, (c) terciaria e (d)
quaternaria (Setubal and Meidanis, 1997).

Assim, um polipeptideo com uma sequéncia especifica de aminoacidos enovela-
se em uma estrutura tridimensional Unica; e esta estrutura, por sua vez, determina
a funcao da proteina.

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina, ou sua estrutura primdria, pode
ser muito informativa para um biélogo. Nenhuma outra propriedade distingue téo
claramente uma proteina de outra (Lehninger et al., 1995):

1. A estrutura tridimensional de uma proteina é determinada por sua sequéncia
de aminoacidos.

2. A funcao de uma proteina depende de sua estrutura tridimensional.

3. A estrutura tridimensional de uma proteina é unica, ou esta muito préoxima
disso.

4. As forcas mais importantes que estabilizam a estrutura tridimensional espe-
cifica de uma dada proteina sdo as interagdes nao-covalentes.

5. Finalmente, muito embora a estrutura das proteinas seja complicada, varios
padrdes caracteristicos podem ser reconhecidos.

A sequéncia de aminoacidos em uma proteina pode fornecer pistas sobre a es-
trutura, a funcido, a localizacdo celular e a evolucdo da proteina. A maior parte
desses conhecimentos é obtida pela busca de similaridades com outras sequéncias
conhecidas. Milhares de sequéncias sdo conhecidas e estdo disponiveis em ban-
cos de dados computadorizados (Boeckmann et al.;, 2003). A comparacdo de uma
sequéncia recém-obtida com esse grande estoque de sequéncias geralmente revela
relacionamentos que sdo tanto surpreendentes quanto esclarecedores.

A probabilidade de que uma dada informacéo a respeito de uma nova proteina
possa ser deduzida da sua estrutura primaria melhora constantemente com a adi-
cdo quase diaria de novas sequéncias de aminoacidos ao grande nimero daquelas
ja publicadas e armazenadas em bancos de dados publicos.

2.3 Acidos Nucleicos

Os acidos nucleicos, acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA),
séo polimeros de nucleotideos. Eles sdo os reservatérios moleculares da informacéo
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genética. A estrutura de toda proteina e, em ultima andlise, de todo constituinte
celular, é um produto da informacao programada numa sequéncia nucleotidica dos
acidos nucleicos da célula.

Os nucleotideos sao compostos ricos em energia que direcionam os processos me-
tabolicos (principalmente as biossinteses) em todas as células. Eles também funcio-
nam como sinais quimicos, elos importantes nos sistemas celulares que respondem
a hormonios e outros estimulos extracelulares, além de serem componentes estru-
turais de varios cofatores enzimaticos e de intermediarios metabélicos (Lehninger
et al., 1995).

Cada nucleotideo (Figura 2.3) é formado por trés componentes:

1. uma base orgénica nitrogenada,;
2. um acucar de cinco atomos de carbono (pentose) numerados de 1’ a 5’; e,

3. um grupo fosfato.

Pentose

Figura 2.3: Estrutura de um nucleotideo (Darnell et al., 1986).

As bases nitrogenadas sao derivadas de dois compostos ancestrais, as pirimidi-
nas e as purinas. Tanto o DNA quanto o RNA contém duas bases puricas principais:
a adenina (A) e a guanina (G). O DNA e o RNA possuem também duas pirimidinas
principais; em ambos os tipos de acidos nucleicos, uma delas é a citosina (C). A
unica diferenca importante entre as bases do DNA e as do RNA é a natureza da
segunda pirimidina: timina (T) no DNA e uracila (U) no RNA (Figura 2.4).

9 Purinas
\ io i NH, o
P, o) Nt N ’JJ\"N-‘H
OZZ | OmtP—1" ~p Base <& l" ; </° H? :
0 ie PP oAzl S s 2l
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: i leotid fosfat , AN [/P_NfH HaC T/_ RN,_H
: Lnucleotideo monofosfato - 5 s 5
S — nucleotideo difosfato - '““r'sl"l\o NS0 "‘I‘U"’L‘o
SR ———— 1 o1 -0 {[o[-ToR (101110 B Gitosina Uracila Timina

Figura 2.4: Elementos estruturais dos nucleotideos mais comuns (Vickers (2007),
com adaptacoes).



Duas espécies de pentose sao encontradas nos acidos nucleicos. O DNA possui
2’-Desoxi-D-Ribose (desoxirribose) e 0 RNA contém D-Ribose (ribose) (Figuras 2.4
e 2.5).

OH OH OH H
Ribose 2-Desoxirribose

Figura 2.5: Acucares presentes nos acidos nucleicos (Setubal and Meidanis, 1997).

Os nucleotideos sucessivos, tanto no DNA quanto no RNA, sido ligados através
de pontes de grupos fosfato. O grupo hidroxila (OH) do carbono 3’ de um nucleotideo
se liga ao grupo fosfato do carbono 5’ (ligacdo fosfodiéster). Desta forma, o esqueleto
covalente dos acidos nucleicos consiste de residuos fosfato e pentose alternantes e
as bases caracteristicas podem ser consideradas como grupos laterais unidos ao
esqueleto a intervalos regulares.

Todas a ligacoes fosfodiésteres nas fitas do DNA e RNA possuem a mesma ori-
entacdo ao longo da cadeia, conferindo a cada fita linear do acido nucleico uma
polaridade e extremidades 5’ e 3’ distintas. Portanto, uma cadeia de acidos nuclei-
cos tem uma orientacdo quimica, que por convencio comeca no carbono 5’ livre e
acaba na terminacao que contém o carbono 3’ livre.

2.3.1 DNA

Como repositorio da informacéo genética, o DNA ocupa uma posicéo tinica e central
entre as macromoléculas biolégicas. As sequéncias nucleotidicas do DNA descre-
vem as estruturas primarias de todos os RNA e proteinas celulares, e através das
enzimas é capaz de controlar o tipo e a quantidade de todos os componentes celula-
res, determinando em ultima instancia as caracteristicas fenotipicas todo ser vivo
(Lehninger et al., 1995).

Dessa forma, é na molécula de DNA que estdo codificadas as estruturas das
proteinas, geradas a partir da transcricio de DNA em RNA e da traducéo deste
em proteinas (Setubal and Meidanis, 1997), o chamado Dogma Central da Biologia
Molecular (Secéo 2.5).

O armazenamento da informacéo biolégica é a inica funcéo conhecida do DNA.

O modelo tridimensional para a estrutura do DNA consiste de duas cadeias
helicoidais que se enrolam ao redor do mesmo eixo, formando uma dupla hélice
que gira no sentido da méo direita (Figura 2.6). As bases puricas e pirimidicas de
ambas as fitas estdo empilhadas dentro da dupla hélice, com suas estruturas muito
préoximas e perpendiculares ao longo do eixo da hélice. As duas cadeias ou fitas da
hélice sao antiparalelas, ou seja, suas ligacoes 5°,3’ correm em direcoes opostas.
As fitas sdo complementares entre si: toda vez que aparecer uma adenina numa
cadeia, timina sera encontrada na outra, onde se encontrar guanina numa cadeia,



3.4 nanometers

=10 base pairs =

1 tum

major groove

Figura 2.6: Uma visao geral da estrutura do DNA (Strock, 2006).

encontrar-se-a citosina na outra. O DNA pode ser pensado como uma cadeia linear
de letras (de Carvalho et al., 2004), como no exemplo da Figura 2.7.

5 ...GGATCAGCGC ...%
3 ...CCTAGTCGCG ...¥

Figura 2.7: As duas fitas do DNA sdo uma o complemento reverso da outra (com
relacdo as regras de emparelhamento de bases: A=T e C=G).

2.3.2 RNA

O RNA é uma molécula que tem estrutura semelhante a do DNA (Figura 2.8), com
algumas diferencas de composicdo, quanto a estrutura. O RNA normalmente é
formado por uma fita simples de nucleotideos.
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Varias classes de RNAs sido encontradas na célula, cada uma com uma funcéo
distinta. Os RNAs ribosséomicos (rRNA) sdo componentes estruturais dos ribosso-
mos, grandes complexos que realizam a sintese de proteinas. Os RNAs mensageiros
(mRNA) séo acidos nucleicos que transportam a informacao de um ou de uns pou-
cos genes até o ribossomo, onde as proteinas correspondentes serdo sintetizadas.
Os RNAs transportadores (tRNA) sao moléculas adaptadoras que traduzem a in-

Acido desoxirribonucleico

Citu:usina
"
C
oSy
I
H ™Sy =0
]

H

Guanina

u]
|
N'--..C_...-" “V.N..-'
H=- .!;l |
e o
|
H

H

H

Adenina

MHz

|
G
Hle =y

o
H— K |
T# mfG“H
H

Timina
o)
I
HQG-\IE;-"-“'“‘\.,T;"H
H “\-Nfc“‘*c

|
H

Bases
nitrogenadas

formacéo presente no mRNA numa sequéncia especifica de aminoacidos.

2.4 Genes, Cromossomos e Codigo Genético

Como dito anteriormente, a informacao sequencial necessaria a formacéo de pro-
teinas ou de RNA é encontrada nas sequéncias nucleotidicas correspondentes no
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DNA. Um segmento de DNA que contém a informacéo necessaria para a sintese de
um produto biolégico funcional (proteina ou RNA) é referido como gene.

Diz-se que um gene que esta dando origem a um produto biolégico esta sendo
expresso. Células diferentes e em estagios de desenvolvimento ou condigoes dife-
rentes expressam genes distintos e em intensidades diversas.

Uma célula tipica possui muitos milhares de genes e as moléculas de DNA, nada
surpreendentemente, tendem a ser muito longas (Lehninger et al., 1995). Estima-
se que o genoma humano tenha em torno de 30.000 genes (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001).

Nos organismos eucariontes (cuja(s) célula(s) possuem nucleo delimitado), os
genes sdo compostos de partes chamadas introns e éxons, que se alternam dentro
do gene. Na transcricao (Secido 2.5), os introns séo retirados do mRNA (splicing).
Assim, os introns correspondem a porgoes que nédo séo utilizadas na sintese da pro-
teina codificada pelo gene e os éxons correspondem a porcdo do DNA que originara
proteinas. A fracdo do DNA que corresponde a um gene completo é chamada DNA
gendmico, ja uma porcédo que corresponde ao gene sem os introns é chamada de
DNA complementar (cDNA). O ¢cDNA pode ser obtido a partir do mRNA através do
processo chamado transcricdo reversa.

As moléculas de DNA siao usualmente “empacotadas” em estruturas chamadas
de cromossomos. A maioria das bactérias e virus possuem um 1inico cromossomo;
os eucariontes usualmente possuem muitos. Um tnico cromossomo tipicamente
contém milhares de genes individuais. O conjunto completo de cromossomos de
uma célula — incluindo todos os genes e DNA intergénicos (que esta entre os genes)
em todos os cromossomos de uma célula — é referido como genoma celular.

As proteinas sao sintetizadas com uma sequéncia particular de aminoacidos,
através da traducdo da informacéo codificada no RNA mensageiro. Para especifi-
car uma proteina, basta especificar os aminoacidos que ela contém. Os aminoacidos
sao especificados por unidades informacionais no mRNA chamadas de cédons. Os
cédons para os aminoacidos consistem de trincas nucleotidicas especificas. A tra-
ducéo requer moléculas adaptadoras, os RNAs transportadores, que reconhecem
codons e inserem aminoacidos em suas posi¢cdes sequenciais apropriadas no poli-
peptideo. A tabela que relaciona os cédons aos aminoacidos é chamada de cédigo
genético (Tabela 2.1). O cédigo genético é degenerado, significando que um ami-
noacido pode ser especificado por mais de um cédon (neste caso, degenerado nao
significa imperfeito, nem ambiguo, porque nenhum cédon especifica mais de um
aminoacido).

As palavras do cédigo genético padrao sido provavelmente universais em todas
as espécies, embora alguns desvios menores existam na mitocondria e em uns pou-
cos organismos unicelulares.

Na sintese de proteinas, uma fase de leitura é uma das trés possiveis formas de
agrupar as bases para formar cédons em uma sequéncia de DNA ou RNA. Conside-
rando, por exemplo, a sequéncia GGATCAGCGC da Figura 2.7. Uma possivel fase
de leitura seria GGA, TCA, GCG, ignorando a ultima base C, em que foram forma-
dos cédons a partir da primeira base; outra fase de leitura seria feita ignorando-se
a primeira base G e agrupando as demais bases nos seguintes cédons GAT, CAG,
CGC. Uma terceira fase possivel ignoraria as duas bases GG formando ATC, AGC,
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Tabela 2.1: Tabela do cédigo genético de c6dons mapeados em aminoacidos (Setubal
and Meidanis, 1997).

Primeira Segunda Posi¢do Terceira
Posicdao G A C U Posicao
Gly Glu Ala Val G
G Gly Glu Ala Val A
Gly Asp Ala Val C
Gly Asp Ala Val U
Arg Lys Thr Met G
A Arg Lys Thr Ile A
Ser Asn Thr Ile C
Ser Asn Thr Ile U
Arg Gln Pro Leu G
C Arg Gln Pro Leu A
Arg His Pro Leu C
Arg His Pro Leu U
Trp | STOP | Ser Leu G
U STOP | STOP | Ser Leu A
Cys Tyr Ser Phe C
Cys Tyr Ser Phe U

e desprezando as duas bases finais GC. Dessa forma, existem trés possiveis fases
de leitura da sequéncia de bases do DNA, iniciando na primeira, segunda ou ter-
ceira letras da sequéncia. A partir da quarta letra as fases de leituras sdo iguais a
uma das trés primeiras fases, com um ou mais cédons a menos.

Levando-se em consideracao a fita complementar de uma sequéncia de DNA, as
fases de leitura devem ser consideradas, também no sentido reverso. Assim, tem-se
mais trés fases, num total de seis possiveis fases de leitura.

Uma Open Reading Frame — ORF, ou fase aberta de leitura, é uma sequéncia
que comeca no cédon inicial de um gene com comprimento multiplo de trés, sendo
completamente mapeada em cédons, sem precisar ignorar nenhuma base no final
da sequéncia (Setubal and Meidanis, 1997).

2.5 Transcricao, Traducao e Sintese Proteica - O
Dogma Central da Biologia Molecular

O conhecimento da estrutura do DNA levou as questdes sobre a sua funcdo. A
propria estrutura do DNA sugeriu como ele poderia ser copiado, de forma que a
informacao nele contida pudesse ser transmitida de uma geracéo para a seguinte.
Compreender como a informacédo no DNA era convertida em proteinas funcionais
tornou-se possivel através da descoberta do mRNA, do tRNA e a solucéo do cédigo
genético.

13



Estes e outros avancos importantes levaram ao Dogma Central da Biologia Mo-
lecular, que define trés processos principais na utilizacdo celular da informacéao
genética. O primeiro € a replicacdo, processo de céopia do DNA pai para formar as
moléculas filhas de DNA, tendo sequéncias nucleotidicas idénticas. O segundo é
a transcrigcdo, processo pelo qual partes da mensagem genética codificada no DNA
séo copiadas precisamente, na forma de RNA. O terceiro é a traducdo, na qual a
mensagem genética codificada no mRNA ¢é traduzida, nos ribossomos, numa pro-
teina com uma sequéncia especifica de aminoacidos.

2.5.1 RNAs nao codificadores

Além do importante papel na traducdo, existe uma classe de moléculas de RNA que
néo é traduzida em proteina, o chamado RNA néo codificador (ncRNA). A classe de
moléculas de ncRNAs pode ser dividida em dois grandes grupos: manutencéo (hou-
sekeeping) e regulacdo. Os ncRNAs de manutencido incluem todas as classes de
RNAs envolvidos no processo de transcricdo primaria, traducéo e controle de qua-
lidade de tradugoes. Os ncRNAs de regulacéo constituem um grupo muito mais
diversificado, que compreende os ncRNAs envolvidos em uma regulacéo especifica
de varios aspectos dos genes expressos, tanto nos procariotos quanto nos eucario-
tos. Os niveis em que os RNAs reguladores podem influenciar processos celulares
variam da regulacéo da transcricéo ao controle da traducéo. O estudo de como as
moléculas de ncRNA atuam nas células é uma area de estudo em foco na atuali-
dade, devido ao papel cada vez mais claro que essas moléculas desempenham no
Dogma Central da Biologia Molecular (Mattick, 2003).

2.6 Sequenciamento de Genomas

Na sua capacidade de reservatorio da informacédo, a mais importante propriedade
de uma molécula de DNA é a sua sequéncia nucleotidica. Até o final dos anos de
1970, obter-se a sequéncia de um acido nucleico contendo mesmo 5 ou 10 nucleo-
tideos era dificil e muito laborioso. O desenvolvimento de novas técnicas tornou
possivel sequenciar moléculas de DNA cada vez maiores, com uma facilidade nao
imaginada algumas décadas antes. As técnicas dependeram de uma melhora na
compreenséo da quimica dos nucleotideos, do metabolismo do DNA e em métodos
que permitiram a separacéo das fitas do DNA.

Desde a década de 1990, técnicas em laboratorio tornaram possivel extrair o
DNA ou o RNA de células, separar as duas fitas que formam o DNA, induzir a
unido de fitas simples de DNA que tenham sequéncias complementares de bases,
cortar o DNA em pontos especificos ou aleatorios, copia-lo, estimar seu tamanho e
marca-lo com isétopos radioativos ou corantes fosforescentes que permitem poste-
rior deteccdo, sintetizar pequenas cadeias de DNA com a sequéncia de bases que
se desejar, separar moléculas de DNA em funcdo do seu tamanho aproximado e
sequenciar o DNA, isto é, obter a sequéncia de bases que o compoem (de Carvalho
et al., 2004).
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Entretanto, mesmo com todos esses avancos, o primeiro problema que surge no
processo de sequenciamento esta justamente no processo experimental necessario
para se extrair a sequéncia de bases nucleotidicas do DNA. Limitacoes técnicas im-
pedem que se sequencie regiées com tamanhos maiores do que 1.000 bases por vez.
Desta forma, para viabilizar o sequenciamento completo do genoma é necessario,
primeiramente, tratar o DNA das células de forma a criar inuimeros fragmentos,
que devem ser individualmente sequenciados e, posteriormente, montados como
verdadeiras pecas de um quebra-cabecas (Pappas Jr., 2003).

2.6.1 Sequenciamento Sanger

O primeiro organismo a ter seu DNA sequenciado foi o virus $-X174 pelo pesqui-
sador Frederick Sanger em 1975 (Sanger et al., 1977). O método desenvolvido por
Sanger foi aperfeicoado, com a utilizacédo de sequenciadores automaticos e sistemas
computacionais, e mais tarde utilizado no sequenciamento do genoma humano (In-
ternational Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter et al., 2001) e
de inumeros outros seres, inclusive o fungo P. brasiliensis (Felipe et al., 2003).

A seguir, o método Sanger é descrito, tanto suas etapas laboratoriais, quanto as
etapas que demandam a utilizacdo da sistemas computacionais.

Quebra da molécula de DNA

Para a quebra do DNA empregam-se técnicas tais como o uso de endonucleases de
restricdo e o método de shotgun.

As endonucleases de restricao clivam o DNA em sequéncias especificas para ge-
rar um conjunto de fragmentos menores. Ja no método de shotgun, uma solucio
contendo DNA purificado é submetido a algum procedimento que induza a que-
bra desordenada das moléculas (como, por exemplo, uma alta frequéncia de oscila-
cao/vibracdo), que sdo posteriormente filtradas e separadas para processamento.

Replicacao de DNA

Para a realizacédo dos experimentos laboratoriais com DNA é necessaria uma por-
cdo minima de material. é preciso, também, que se tenha material disponivel para
repeticdo do experimento. Para tanto, utilizam-se técnicas, como a do DNA recom-
binante e da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), para clonagem do DNA.

A primeira etapa na clonagem de um gene é frequentemente a construcéo de
uma biblioteca de DNA que inclua fragmentos representando a maioria do genoma
de uma dada espécie. A biblioteca pode ser limitada a exprimir genes pela clonagem
de apenas copias do DNA complementar a mRNAs, isolados para construir uma
biblioteca de cDNA. Um segmento especifico de DNA pode ser amplificado e clonado
usando a PCR.

Vetores de expressao fornecem as sequéncias requeridas para a transcricéo, tra-
ducéo e regulacao dos genes clonados. Eles permitem a producao de grandes quan-
tidades de proteinas clonadas.
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A clonagem pela técnica do DNA recombinante envolve a separacdo de um gene
especifico ou segmento de DNA do seu cromossomo maior, a sua ligacdo a uma molé-
cula de DNA transportadora pequena e depois a replicacdo deste DNA modificado,
milhares ou mesmo milhées de vezes. O resultado é uma amplificacdo seletiva de
um gene ou segmento de DNA particular. Esse tipo de clonagem acarreta cinco
procedimentos gerais:

1. Um método para cortar o DNA em localizac6es precisas (com o uso de endo-
nucleases de restricio).

2. Um método para unir dois fragmentos de DNA (o que é feito pela DNA ligase).

3. A selecdo de uma pequena molécula de DNA capaz de auto-replicacdo. Seg-
mentos de DNA a serem clonados podem se unir a DNA de vetores (plasmi-
deos, virus). As moléculas de DNA compostas sdo chamadas de DNA recom-
binante.

4. Um método para realizar a transferéncia do DNA recombinante para a célula
hospedeira, que fornecera a “maquinaria” enzimatica para a replicacdo do
DNA.

5. Métodos para selecionar as células hospedeiras que contenham o DNA recom-
binante.

O principio da técnica conhecida como PCR (Polymerase Chain Reaction) é base-
ado na estrutura e na sequéncia do DNA. Um conjunto de primers ou iniciadores,
compostos por duas pequenas sequéncias de oligonucleotideos complementares a
uma certa extensao em ambos os lados do DNA a ser amplificado, é usado para
iniciar a reacdo. O DNA a ser copiado é chamado de DNA template ou molde. A
molécula de DNA é aquecida até que a hélice se desfaca e haja separacao da fitas
(desnaturacdo do DNA ou melting). A solucéo é vagarosamente resfriada, cada hé-
lice encontra-se com a sua complementar e a estrutura de dupla hélice reconstitui-
se (anelamento), permitindo a hibridizacédo entre a hélice que é unitaria e o primer.
Esta preferéncia pelo primer a cromatide irma ocorre devido a alta concentracéo
dos primers no meio. Nucleotideos livres em alta concentracao sédo disponibilizados
no meio e servirdo na composicéo da nova sequéncia a ser replicada, no processo de
extensdo da cadeia.

O conjunto de reagoes em série de desnaturacéo, anelamento e extenséo é defi-
nido como um ciclo. A execucédo de um ciclo resulta na amplificacdo da sequéncia
de DNA desejada.

O produto de um ciclo de ampliacio serve como molde para o préximo. Assim, a
cada ciclo sucessivo dobra a quantidade de DNA.

Sequenciamento automatizado

O sequenciamento do DNA esta automatizado desde a década de 1990, com o desen-
volvimento do Projeto Genoma Humano (International Human Genome Sequen-
cing Consortium, 2001; Venter et al., 2001). Esta tecnologia permite que a sequén-
cia de milhares de nucleotideos possa ser obtida em algumas horas e projetos de
sequenciamento muito grandes possam ser contemplados (Figura 2.9).
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Figura 2.9: Sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000 (General Electric
Company, 2010).

Sequenciadores automaticos geram um arquivo compactado contendo eletrofe-
rogramas de uma placa, que por sua vez contém varios fragmentos de DNA. Um
eletroferograma é composto de quatro graficos coloridos, cada um corresponde a
uma das quatro bases, A (Adenina), C (Citosina), G (Guanina) e T (Timina) (Figura
2.10). Quando uma base é identificada em uma posicao do fragmento, o grafico
apresenta um pico na posicao correspondente. Se uma base particular nédo pode ser
identificada, o caracter N (uNknow) é associado a posigdo correspondente. Assim,
estes eletroferogramas, armazenados em arquivos compactados, sdo enviados por
meio eletronico aos laboratérios de Bioinformatica para dar inicio ao processo de
analise computacional das sequéncias.

10 20 30 40 50 60 70 80 0
CGATIG A TTHRGCGGCOGCE AATTCGCCCTTIC TC TADG ACG ATG ATTTACACGCATG TG C TG AAAGTTGGCGGTGCCGGE AG TGCGC TCACCGC

N

Figura 2.10: Exemplo de um eletroferograma (Loris, 2005).

Pipeline de Sequenciamento

Um pipeline, as vezes referenciado como workflow (Lemos, 2004), corresponde a
uma sequéncia de processamento, na qual o resultado (saida) de uma etapa serve
como entrada para outra etapa (Coimbra et al., 2007).
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Tipicamente, um sistema de Bioinformatica processa os fragmentos de DNA
em trés fases: submissdo, montagem e anotacdo — que correspondem ao pipeline
de sequenciamento, sendo que cada uma das fases é, por si s6, formada por seu
proprio pipeline. Estas fases tem por objetivo produzir sequéncias de caracteres
correspondentes aos fragmentos gerados nos laboratérios de Biologia Molecular,
recompor trechos do DNA original e identificar funcées e categorias nestes trechos
de sequéncias identificados. A seguir sao descritas cada uma das etapas do pipeline,
bem como citadas ferramentas computacionais utilizadas nas mesmas.

Submissao

Na fase de submissao, cada eletroferograma de uma placa é descompactado e trans-
formado em uma cadeia chamada read. Em uma read, para cada base da sequéncia
é associado um valor referente a probabilidade de erro na identificacdo da base ni-
trogenada identificada. As expressoes sequéncia e read serio utilizadas como siné-
nimos. Normalmente, a tarefa de converter o arquivo binario que representa uma
read para um formato legivel por pessoas é feita pelo programa Phred (Ewing and
Green, 1998; Ewing et al., 1998), que gera para cada read um arquivo no formato
phd, que contém uma cadeia composta pelos caracteres A, C, G, T e N e a probabili-
dade de erro associada a cada base. O programa Phd2Fasta (Green, 2006) converte
os arquivos phd em arquivos tipo texto no formato FASTA (NCBI, 2006), gerando
um par de arquivos para cada conjunto de arquivos phd de uma placa: um arquivo
contendo a cadeia de caracteres (arquivo de sequéncias) e outro com as respectivas
probabilidades de erro (arquivo de qualidade).

Cada sequéncia é filtrada para remover porc¢ées que provavelmente nao perten-
cem ao organismo sendo estudado, mas que pertencem a vetores (sequéncias dos
organismos usados para replicar o DNA do organismo que esta sendo estudado)
e contaminantes (sequéncias de DNA de outros organismos). As reads séo filtra-
das utilizando-se programas tais como o Cross_match (Green, 2006). Os trechos
identificados como sendo de outros organismos sdo mascarados com o caractere X.

Em alguns casos, pode ser feita uma analise de redundancia entre as sequéncias
de uma placa. Para tanto, pode-se executar um programa de montagem de sequén-
cias, como o0 CAP3 (Huang and Madan, 1999). Os agrupamentos gerados pelo CAP3
indicam sequéncias muito similares e provavelmente redundantes dentro da placa
submetida.

Finalmente, as sequéncias sdo armazenados em um banco de dados juntamente
com estatisticas sobre a placa (por exemplo, o total de reads). Outras informacées,
como por exemplo a redundéancia, também podem ser armazenadas, de acordo com
as necessidades de cada projeto de sequenciamento. A Figura 2.11 ilustra uma fase
de submissédo em que é feita analise de redundancia.

Montagem

A fase de montagem consiste em gerar agrupamentos de sequéncias similares, isto
é, sequéncias que tém prefixos e sufixos “aproximadamente iguais”. Duas sequén-
cias sao semelhantes se ha similaridades entre o sufixo de uma e o prefixo de outra.
Esta correspondéncia é conhecida como alinhamento. Estes agrupamentos buscam
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Submeter placa

CrossiMatch

Fhi2Fasta

Cap?

Parse das seqiéncias para o banco de dados

Figura 2.11: Exemplo de sequéncia de programas executados na fase de submisséo.

consenso

( >
- >

Figura 2.12: Alinhamento de um contig, resultante do processo de agrupamento de
sequéncias, que baseia-se na similaridade entre prefixos e sufixos das sequéncias.

unir fragmentos que “potencialmente” pertencem a mesma regiao do DNA. Grupos
formados por mais de uma sequéncia sao chamados contigs (Figura 2.12) e grupos
formados por uma unica sequéncia sdo chamados singlets. Para cada contig, uma
sequéncia consenso é gerada e esta representa o contig.

Os programas Phrap (Green, 2006) e CAP3 (Huang and Madan, 1999) sdo nor-
malmente usados para “montar” as sequéncias. Ambos geram um arquivo com o
formato ace, contendo dados sobre a montagem e os alinhamentos das sequéncias
que compdem um contig, e outro arquivo que contém as sequéncias dos singlets em
formato FASTA. Outros arquivos também sao gerados, porém apenas aqueles dois
sao utilizados nos processamentos seguintes.

A identificacdo de possiveis genes nas sequéncias (sequéncias consenso ou sin-
glets) é feita através de programas como o Glimmer (Delcher et al., 1999; Salzberg
et al., 1998), que identifica posicoes iniciais ou finais de uma regiao que possivel-
mente esteja codificando um gene. As posicoes de cada “candidato” a gene séo
armazenadas em um banco de dados, juntamente com as sequéncias consenso e
os singlets. Nos projetos de ESTs nao é necessario identificar genes, uma vez que
as ESTs representam porcoes do DNA que sdo expressas (ja correspondem, por-
tanto, a genes), assim, neste caso, apenas as sequéncias consenso e os singlets sao
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armazenados no banco de dados.

Ao término da fase de montagem, sdo também armazenadas algumas estatisti-
cas, como o numero total de grupos (contigs e singlets) e o nimero total de genes
identificados (no caso de DNA genomico). Algumas visualizagoes de contigs tam-
bém sdo podem ser disponibilizadas, mostrando o alinhamento das reads para a
formacao da sequéncia consenso.

Anotacao

O objetivo da fase de anotacédo é identificar funcdes e categorias das sequéncias
geradas na fase de montagem. E geralmente dividida em dois passos. Primeiro, a
anotacdo automatica, em que devem ser comparadas todas as sequéncias do projeto
com sequéncias de bancos de dados publicos. As funcées e categorias das sequén-
cias estudadas séo inferidas por comparacées com sequéncias semelhantes que ti-
veram suas funcoes e categorias previamente determinadas. O segundo passo, a
anotacdo manual, é feita pelos bidlogos, que utilizam as informacées da anota-
cao automatica, bem como seus conhecimentos, para inferir a funcio associada a
sequéncia. Estas informagoes também séo armazenadas no banco de dados do pro-
jeto.

A anotacdo automatica utiliza programas como o BLAST (Altschul et al., 1990)
e 0 FASTA (Pearson and Lipman, 1988). As sequéncias encontradas nos bancos de
dados publicos com maior semelhanca as sequéncias estudadas identificadas pelo
BLAST ou pelo FASTA sédo chamadas best hits. Estes programas fornecem saidas
no formato HTML, que podem ser armazenados diretamente no banco de dados; em
formato texto simples, que podem ser depois processadas para melhor visualizacgao,
ou até mesmo em formato XML (este ultimo apenas pelo BLAST).

2.6.2 Sequenciamento de Alto Desempenho

O sequenciamento Sanger tem sido o método mais utilizado pelos pesquisadores
nos ultimos anos. Contudo, novos métodos de sequenciamento tem sido desenvolvi-
dos. Esses novas tecnologias rapidamente ganharam espaco entre os pesquisadores
devido a capacidade de sequenciamento de milhdes de sequéncias a um custo muito
baixo, em comparacédo ao método Sanger. Esses novos métodos tem tido um grande
impacto nas areas de pesquisa relacionadas a sequenciamento de DNA, abrindo
novas frentes de pesquisa, tais como o estudo de DNAs conservados de espécies ja
extintas, como o mamute, e a caracterizacdo da diversidade ecolégica por meio do
sequenciamento de DNA de amostras ambientais (Alvarez, 2009; Mardis, 2008).
Um dos equipamentos que implementa um dos novos métodos de sequencia-
mento é o Roche/454 FLX (Figura 2.13). Este sequenciador foi introduzido em 2004,
e utiliza uma técnica de sequenciamento conhecida como pirosequenciamento. No
pirosequenciamento a incorporacio de cada nucleotideo a uma fita de DNA, por
meio da enzima DNA polimerase, acarreta a liberacdo de pirofosfato. Esta mo-
lécula, por sua vez, inicia uma série de rea¢des quimicas cujo produto final é a
liberacéo de luz. A deteccéo da luz por um sensor permite a determinacéo das ba-
ses de uma sequéncia de DNA. Uma caracteristica importante desta técnica é que,
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Figura 2.13: Sequenciador automatico Roche/454 FLX (Roche, 2009).

a cada vez que um mesmo nucleotideo é incorporado a sequéncia, a intensidade da
luz liberada aumenta. Se essa intensidade ultrapassar a capacidade do detector de
luz, a leitura do nimero de bases iguais sera incorreta. Este é o principal tipo de
erro enfrentado por este tipo de sequenciador: a incorreta determinagao do nimero
de bases em uma cadeia com repeticoes seguidas do mesmo nucleotideo, tal como
CCCCCCC (Alvarez, 2009; Mardis, 2008).

O primeiro passo no processo de sequenciamento utilizando o Roche/454 FLX
consiste na amplificacdo do DNA a ser sequenciado. Isso é feito misturando-se
os fragmentos de DNA com estruturas de agarose! contendo sequéncias de DNA
complementares as sequéncias adaptadoras do Roche/454 FLX, presentes nos frag-
mentos a serem sequenciados. Dessa forma, cada estrutura de agarose fica ligada
a um unico fragmento de DNA. A seguir, cada uma dessas estruturas contendo um
fragmento de DNA ¢é isolada em contas 6leo—agua contendo reagentes para a en-
zima DNA polimerase. Através de um ciclo térmico, sdo produzidas um milhéo de
copias do fragmento de DNA contidos na superficie da estrutura de agarose (Alva-
rez, 2009; Mardis, 2008).

Apoés a amplificacdo do DNA, o sequenciamento pode ser de fato realizado. Cada
estrutura de agarose é colocada em um recipiente de estrutura de silica capilar, con-
tendo centenas de milhares de locais para insercdo de uma estrutura de agarose. O
objetivo desses recipientes é fornecer uma localizacéo fixa para monitoramento das
reacoes de sequenciamento. Em cada recipiente, enzimas que catalizam a reacéo
de pirosequenciamento sdo adicionadas a cada recipiente e a mistura é centrifu-

1Polimero composto de subunidades de galactose. Quando dissolvida em agua quente e seguida-
mente arrefecida, a agarose toma uma consisténcia gelatinosa, este gel é muito utilizado em biologia
molecular para atividades como sequenciamento.
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gada com o objetivo de cobrir as agaroses com as enzimas (Alvarez, 2009; Mardis,
2008).

A incorporacédo de cada nucleotideo é feita um passo por vez, e em cada passo
um sensor CCD? registra a luz emitida em cada recipiente, assim determinando a
sequéncia de DNA, uma base por vez. No entanto, tal sensor nédo consegue interpre-
tar corretamente a incorporacdo de um mesmo nucleotideo varias vezes (mais de
6), o que significa que porcdes de DNA nas quais uma mesma base ocorre varias ve-
zes podem ser interpretadas, de forma equivocada, como erros no sequenciamento,
tais como erros de insercéao ou de remocéo (Alvarez, 2009; Mardis, 2008).

O sequenciador Roche/454 FLX prové sequéncias de cerca de 250 bases de com-
primento durante um processamento de 8 horas. Apdés um processamento para
a remocdo de sequéncias com baixa qualidade, sdo obtidas cerca de 100 milhdes
de bases com boa qualidade em média. Apesar do tamanho das sequéncias obti-
das com o sequenciador Roche/454 FLX ser muito menor em comparacédo com os
sequenciadores Sanger, o mesmo foi utilizado com sucesso no sequenciamento de
genomas virais e bacteriais com alta qualidade (Alvarez, 2009; Mardis, 2008). A Fi-
gura 2.14 mostra esquematicamente o processo de sequenciamento utilizado pelo
Roche/454 FLX.

Pipeline de Sequenciamento

Assim como ocorre no sequenciamento Sanger, é necessaria a utilizacdo de um
sistema de Bioinformatica para processar os fragmentos de DNA obtidos através
dos métodos de sequenciamento de alto desempenho. Tipicamente, o pipeline de
softwares é constituido de quatro fases: submissido, mapeamento, montagem e ano-
tacdo. Particularmente, como os métodos de alto desempenho produzem sequéncias
muito pequenas, a montagem direta de todos os fragmentos fica mais complexa.
Nesse pipeline, os dados das sequéncias sdo obtidos do sequenciador e diretamente
armazenados. Apds isso, em geral, as sequéncias sdo alinhadas a um genoma de
referéncia, formando grupos de sequéncias proximas. A seguir, cada um desses gru-
pos é montado por meio de um software de montagem, obtendo assim os singlets
e contigs. Finalmente, os singlets e contigs obtidos anteriormente sdo anotados
(Alvarez, 2009; Mardis, 2008).

Submissao

Ao contrario dos dados de sequenciadores Sanger, o sequenciador Roche/454 FLX
nao prové dados que permitam que bases individuais possam ser determinadas.
Ao invés disso, estima-se o comprimento de cada homopolimero na sequéncia. Por
exemplo, a sequéncia AAATGGC seria armazenada como constituida de uma sequén-
cia de 3 A’s, seguida de uma sequéncia de 1 T, uma sequéncia de 2 G’s e, por fim,
uma sequéncia de um tunico C. A determinacdo da sequéncia consiste em simples-

2Sigla para Charge-Coupled Device — Dispositivo de Carga Acoplada. Trata-se de um sensor
para captacéo de imagens formado por um circuito integrado contendo uma matriz de capacitores
ligados (acoplados). E comumente utilizado em cAmeras digitais.
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Figura 2.14: Método utilizado pelo sequenciador Roche/454 FLX. Adaptado de Mar-
dis (2008).
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mente analisar as estimativas do sequenciador e concatenar os diversos homopoli-
meros determinados (Alvarez, 2009).

Os dados do sequenciador Roche/454 FLX sao disponibilizados em arquivos bi-
narios no formato Standard Flowgram File (SFF), os quais podem ser processa-
dos pelo programa Flower (BIOHASKELL, 2010), capaz de produzir arquivos de
sequéncia e de qualidade em formato FASTA. A partir dai, as sequéncias podem
ser armazenadas num banco de dados, tal como é feito em projetos de sequencia-
mento Sanger.

Mapeamento

Uma vez que as sequéncias obtidas pelos novos sequenciadores sdo relativamente
curtas em relacdo ao sequenciamento Sanger, isso torna complexo o uso das técni-
cas tradicionais para reagrupar os fragmentos sequenciados no DNA original. De
qualquer forma, é desejavel aplicar as técnicas antigas aos novos dados, mesmo
sendo necessario efetuar adaptacoes (Alvarez, 2009).

Uma possivel abordagem seria usar um genoma de referéncia, normalmente um
organismo semelhante aquele que esta sendo sequenciado, cujo genoma ja fosse
bem conhecido. Assim, é possivel mapear as pequenas sequéncias obtidas pelos
novos sequenciadores sobre o genoma bem conhecido, agrupando-as conforme suas
posicoes no mapeamento. Uma vez que as sequéncias agrupadas constituem um
numero muito menor a ser analisado e possuem poucas diferencas entre si, uma vez
que estdo mapeadas aproximadamente na mesma regido do genoma, seria possivel
aplicar técnicas de montagem tradicional a esses grupos de sequéncias (Alvarez,
2009).

O programa Maq (Li et al., 2008) é capaz de realizar essa tarefa de mapea-
mento. A técnica do software consiste em fragmentar cada sequéncia a ser mape-
ada em quatro pedacos menores, de tamanho aproximadamente igual, chamados
de sementes. Dado que uma sequéncia s6 se alinhara perfeitamente ao genoma de
referéncia se todas as sementes alinharem-se perfeitamente — se houver alguma
diferenca, esta devera estar contida em uma semente —, pode-se procurar todos os
possiveis locais nos quais a sequéncia pode se alinhar ao genoma, permitindo no
maximo duas diferencas. Com base nesse espaco reduzido de locais, pode ser feita

a busca da sequéncia nesses locais e reportar o mapeamento ao usuario (Alvarez,
2009).

Montagem

Uma vez obtidas as sequéncias mapeadas, é possivel aplicar as técnicas de monta-
gem tradicionais do sequenciamento Sanger, com pequenas modificacées. Um dos
softwares para montagem de sequéncias que pode ser utilizado é o CABOG (Miller
et al., 2008), que consiste numa adaptacdo de um montador para sequenciamento
Sanger desenvolvido pela Celera.
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Anotacao

A anotacédo de sequéncias é realizada para sequenciamentos de alto desempenho
de forma analoga ao aplicado ao método Sanger. Também sio utilizados softwares
de alinhamento de sequéncias, tais como o BLAST, a fim de buscar similaridades
entre as sequéncias do organismo em estudo e as sequéncias de organismos bem
estudados.

Outros Métodos de Sequenciamento de Alto Desempenho

Além do Roche/454 FLX, outros sequenciadores de alto desempenho foram de-
senvolvidos. E o caso do Illumina Genome Analyzer e do Applied Biosystems
SOLiD™(Mardis, 2008). Embora cada um desses sequenciadores utilize méto-
dos diferentes para a obtencédo das cadeias gendémicas, ambos apresentam desa-
fios semelhantes para os sistemas de Bioinformatica, tal como apresentado para
0 Roche/454 FLX, uma vez que produzem sequéncias de tamanho extremamente
reduzido.

2.7 Genomica Comparativa

A genOmica comparativa é uma técnica de estudo de como dados gendémicos, tais
como localizacdo de cadeias e genes, funcdes e categorias, de diferentes espécies
estdo relacionados (Bachhawat, 2006). Através da genémica comparativa tem sido
possivel aplicar descobertas ja feitas a espécies que estdo sendo estudadas, base-
ado nas pesquisas que ja foram realizadas em organismos que foram previamente
sequenciados e analisados. As aplicacdes mais comuns da gendmica comparativa
sdo a descoberta de genes e de RNAs néo codificadores.

Essa técnica esta fortemente relacionada com a evolucdo das espécies, sendo
largamente utilizada para estabelecer relacoes evolutivas entre diferentes orga-
nismos. Geralmente, o estudo das relacdes evolutivas entre as espécies é feito
utilizando-se arvores filogenéticas. Esse estudo é feito com o auxilio de softwa-
res de visualizacdo que mostram as relacoes de parentesco entre os organismos
analisados. Visualizadores de arvores filogenéticas e outros softwares utilizados
em tarefas de gendmica comparativa séo ilustrados na Secéo 3.1.

Com o crescimento dos bancos de dados publicos de anotacdes de genomas se-
quenciados, a genémica comparativa tem sido cada vez mais utilizada nos projetos
de sequenciamento para a determinacdo de funcoes e categorias das sequéncias
obtidas, tal como descrito no tépico Anotacdao da Subsecdo 2.6.1. A abordagem
computacional mais comum € o alinhamento textual de sequéncias, com a utiliza-
cao de programas como o0 BLAST. Porém, o volume crescente de dados faz surgir a
necessidade de ferramentas de visualizacdo que facilitem as analises feitas pelos
pesquisadores, uma vez que programas como o BLAST geram resultados em forma
de texto, com muitas informacdes detalhadas (ver Secéo 3.2).

Outra tarefa de genémica comparativa é a identificacdo de sintenias entre dife-
rentes espécies.
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2.7.1 Sintenias

A palavra sintenia deriva do termo synteny da lingua inglesa, que trata-se de um
neologismo com o significado de “on the same ribbon” (“na mesma fita”). Esse novo
termo foi proposto por John H. Renwick em 1971. Em sua concepcao original,
sintenia refere-se a localizacdo de genes no mesmo cromossomo (Passarge et al.,
1999).

Neste trabalho, um par de genes é dito sinténico quando estes se conservam
dentro de um mesmo cromossomo, supercontig ou scaffold entre espécies diferentes.
Um supercontig é um conjunto ordenado e orientado de contigs que ainda contém
alguns gaps. Um scaffold é um conjunto de contigs que ja se aproxima da estrutura
de um cromossomo.

A identificacdo de sintenias entre diferentes espécies necessariamente decorre
de comparacgoes entre miltiplos genomas, estando fortemente relacionada as téc-
nicas classicas de genomica comparativa. Em geral, a identificacdo de sintenias
parte da comparacédo do genoma em estudo com outros genomas bem conhecidos,
nos quais se buscam a ocorréncia de genes sinténicos ao do organismo pesquisado.
Tais comparacdes comumente séo feitas utilizando softwares de alinhamento de
sequéncias, tais como o0 BLAST. O passo seguinte frequentemente consiste em uti-
lizar alguma ferramenta de visualizacdo grafica dos resultados dos alinhamentos
obtidos, de modo a facilitar a identificacdo de sintenias.

Na Secéo 3.3 sao apresentados e comparados os softwares de visualizacdo mais
utilizados para a identificagdo de sintenias. Em seguida, na Secédo 4.2 argumenta-
se que ainda ha espaco para o desenvolvimento de uma nova ferramenta de visua-
lizacédo, com uma abordagem diferente das demais.
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Capitulo 3

Visualizacao de Dados Biolégicos

Com a expansao dos projetos de sequenciamento de genomas pelo mundo, o vo-
lume de dados produzido tem crescido enormemente. Somente o banco de dados do
GenBank tem dobrado a quantidade de dados a cada 18 meses, desde 1982, ultra-
passando 95 bilhdes de pares de bases (Lathe et al., 2008). Um volume tao grande
de dados demanda ferramentas de visualizacdo e analise intuitivas, eficazes e efi-
cientes. Um projeto de sequenciamento de genoma produz os mais variados tipos
de dados: alinhamentos e montagens de sequéncias, referéncias textuais e muitos
links com outros bancos de dados.

A Secao 3.1 apresenta o problema da visualizacdo de dados biolégicos e os mo-
dos de visualizacdo mais comuns. Na Secéo 3.2 sdo apresentados os requisitos mais
comuns das ferramentas utilizadas para a visualizacdo de comparacgoes de sequén-
cias, com vistas a identificacdo de sintenias. Em seguida, a Secido 3.3 relaciona as
ferramentas mais comuns para a visualizacdo de sintenias e um quadro compara-
tivo.

3.1 Dados Biolégicos e sua Visualizacao: Graficos
Mais Comuns

O maior volume de dados biol6gicos certamente diz respeito ao sequenciamento de
genomas. Nesse contexto, sdo armazenados dados sobre cada par de base de um
organismo, sequéncias de interesse que foram identificadas, sobretudo genes, com
suas respectivas anotacoes e links para outras bases de informacéo. O principal
exemplo de visualizador capaz de integrar a maior parte dos dados gerados por
projetos de sequenciamento é o NCBI Map Viewer, um visualizador de dados do
GenBank (Sayers et al., 2010). A Figura 3.1 ilustra como os dados sdo apresentados
pelo Map Viewer.

Outra informacdo muito importante para os biélogos, e que muitas vezes deriva
dos dados gerados pelos projetos de sequenciamento, é a reconstrucdo das rela-
coes evolucionarias entre as espécies, o que é conhecido como filogenética. Nesse
sentido, os graficos produzidos para melhor compreensio dessas relagoes evolu-
cionarias é uma “arvore da vida”, um grafico conhecido como arvore filogenética,
que busca evidenciar o grau de parentesco entre diferentes espécies. As primei-
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Figura 3.1: Visualizacdo do cromossomo X humano pelo NCBI Map Viewer (NCBI,
2010). Uma caracteristica importante é a possibilidade de acessar a anotacéo de
um gene mapeado através de links.

ras ferramentas de visualizagido de arvores filogenéticas datam de 1996, quando
apresentavam simples arestas que ligavam as folhas das arvores a uma raiz (Page,
1996). Os aplicativos mais recentes, porém, fornecem graficos mais complexos, for-
necendo interatividade e /inks para dados das anotacoes (Letunic and Bork, 2007),
conforme ilustrado pela Figura 3.2.

Outro tipo de informaciao muito relevante para os estudos sobre um determi-
nado organismo é aquela relacionada a dinamica das reagdes quimicas que ocor-
rem no interior das células: o metabolismo. Nesse sentido, é comum a elaboracéo
de graficos denominados vias metabdlicas, que apresentam toda a cadeia de reacoes
quimicas de determinados processos celulares. Uma das fontes de graficos de vias
metabélicas é o banco de dados do KEGG, constituido de ilustracées feitas a mao,
no qual é possivel efetuar consultas sobre os produtos de genes e outras molécu-
las envolvidas (Kanehisa et al., 2006). A Figura 3.3 apresenta uma via metabdlica
disponibilizada pelo KEGG.

Finalmente, a comparacéo entre sequéncias demanda também a elaboracéo de
ferramentas de visualizagdo avancgadas, o que sera abordado na préxima secéo.
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Figura 3.2: Arvores filogenéticas apresentadas pelo software ITOL — Interactive
Tree Of Life (Letunic and Bork, 2007).

3.2 Comparacao de Sequéncias e Identificacao de
Sintenias

A comparacéo de sequéncias é uma das atividades mais comuns na pesquisa relaci-
onada ao sequenciamento de genomas. As ferramentas de comparacéo de sequén-
cias mais populares datam de 1984, com o FASTP, que compara cadeias de ami-
noacidos (Lipman and Pearson, 1985), seguido por pacotes de programas de com-
paracao também de cadeias de nucleotideos, como 0 FASTA (Pearson and Lipman,
1988) e 0 BLAST (Altschul et al., 1990), até softwares mais recentes, como o BLAT
(Kent, 2002). Todos esses programas tornaram-se bastante populares entre os pes-
quisadores e sdo fundamentais para as pesquisas gendomicas, sobretudo durante a
fase de anotacdo de um genoma.

O volume de dados produzidos por esses programas de comparacéo de sequéncia
é enorme e tem crescido exponencialmente (Lathe et al., 2008). Porém, a analise
dos dados gerados por esses programas ndo é uma tarefa trivial. Em geral, a quan-
tidade de sequéncias comparadas de uma s6 vez é muito grande, o que resulta em
arquivos de resultado bastante extensos. Como os programas FASTA, BLAST e
BLAT produzem como resultado arquivos textuais, tal como ilustra a Figura 3.4,
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Figura 3.3: Exemplo de via metabdlica disponibilizada pelo KEGG, ilustrando o
processo de fotossintese (KEGG, 2010).

identificar caracteristicas globais do genoma, como localizacédo relativa de genes
em cromossomos, ndo é uma tarefa das mais faceis.

Em especial, a tarefa de identificar sintenias tem sido feita pelos biélogos com
o auxilio de programas de comparacéo de sequéncias, na maioria dos casos, tem-se
utilizado o BLAST. Contudo, identificar sintenias requer a caracterizacgio e locali-
zacdo de grupos de genes nos cromossomos de um organismo e como esses grupos
conservam o posicionamento relativo de seus genes no genoma de um outro orga-
nismo. Os programas FASTA, BLAST e BLAT fornecem as coordenadas precisas
de onde uma determinada cadeia (possivelmente um gene) comeca e termina num
genoma. Porém, como ilustrado pela Figura 3.4, esses programas produzem um
resultado que é de dificil analise pelos pesquisadores. Entéo, faz-se necessaria o
desenvolvimento de ferramentas de visualizacdo dos resultados gerados por esses
programas, de modo a prover uma visao mais clara das comparacéoes efetuadas.

A seguir sdo apresentadas as caracteristicas que os softwares de visualizacéo
devem ter para auxiliar os biélogos na tarefa de identificar sintenias.

3.2.1 Requisitos de um Software de Visualizacao para a Iden-
tificacao de Sintenias

Diante da dificuldade de se analisar dados apresentados de forma textual, as ferra-
mentas de visualizacdo precisam ser desenvolvidas tendo em vista as necessidades
dos bidlogos nas pesquisas sobre sintenia. Além disso, esses softwares precisam ser
intuitivos e fornecer um certo grau de interatividade, de modo que o pesquisador
consiga navegar facilmente pelos resultados e assim encontrar a informacao que
precisa. Nesse sentido, alguns trabalhos se dedicaram a elucidar quais caracteris-
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Figura 3.4: Saida gerada pelo BLAST. Como o resultado gerado é um arquivo texto,
ndo é uma tarefa simples extrair informacéo sobre cromossomos ou genes.
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de permitir a identificacédo de sintenias.

O trabalho de Hunt et al. (2004) aborda quais caracteristicas visuais uma apli-
cacdo precisa ter para facilitar a identificacdo de sintenias. Esse trabalho culminou
na implementacéo do software SyntenyVista, que sera apresentada mais adiante.
O artigo inicialmente enumera quais sao os desafios que toda ferramenta de visu-

alizacio de sintenias deveria solucionar, a saber:

e Visao de todo o cromossomo: ¢ 1util para o usuario ter uma visao global de
todas as relacoes entre um cromossomo e outros possiveis. O problema é que
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o volume de informacao pode confundir facilmente o usuario.

e Todo o cromossomo, com detalhe: o usuario deve ser capaz de conseguir
focar uma determinada regido de um cromossomo, enquanto ainda tem a dis-
posicdo uma visao do todo. Mais uma vez o problema é o grande volume de

informacéo.

e Escala: devido a grande extensdo de um cromossomo inteiro, em contraste
com o tamanho limitado de um tinico gene, é preciso estabelecer algum critério
de escala, de modo que seja possivel apresentar essas duas informacées lado

a lado.
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Orientacao do mapa: graficos horizontais sdo mais faceis de navegar, con-
tudo apresentam dificuldades para a colocacdo dos rétulos dos objetos apre-
sentados.

Problema de rotulacao: a area de exibicdo em geral é muito pequena e o
volume de dados a serem apresentados é muito grande.

Representacao das relacoes entre os objetos: este é o foco da visualiza-
cdo de sintenias. As relagdes podem ser evidenciadas pelo tracado de linhas
ou trapézios ou alinhando os objetos sobre uma grade. As linhas deixam as
relacdes mais legiveis, mas sdo desnecessarias quando ndo ha inverséo de
ordem de genes, situacdo em que é mais desejavel o tracado de trapézios.

Cruzamento de linhas: a inversdo na ordem de genes resultam em cru-
zamentos de linhas, o que dificulta a legibilidade. E desejavel minimizar o
cruzamento de linhas a fim de facilitar a legibilidade do grafico.

Plano de fundo: a cor e textura devem facilitar a legibilidade, sobretudo em
contraste as linhas que representam as sintenias.

Diante desses desafios, Hunt et al. (2004) elaboraram uma lista das funcionali-
dades que visualizadores de sintenias devem apresentar:

A)

B)
C)

D)

E)

F)

G)

H)

Detalhes sob demanda: o usuario deve ser capaz de selecionar as espécies,
cromossomos e areas do cromossomo que deseja visualizar.

Zoom: é necessario para a visualizacdo de grande objetos em areas restritas.

Rotulacao eficiente: os rétulos dos objetos devem ser nitidos e ndo devem
se sobrepor.

Movimentar um cromossomo ao longo do seu eixo: deve ser possivel
deslizar um cromossomo ao longo de seu eixo, de modo a permitir o alinha-
mento de blocos sinténicos e, assim, facilitar a visualizacao.

Aplicar escala ao cromossomo: deve ser implementado algum mecanismo
que compacte a area de exibicao dos objetos, de modo a tornar a visualizacédo
mais compacta e legivel.

Inversao do cromossomo: isto permite que o usuario veja mais claramente
as relagdes de sintenia em situacdes de inversdo de ordem dos genes.

Filtragem: onde ha muitos dados para serem exibidos, deve haver a possibi-
lidade de filtrar os dados de acordo com algum tipo ou outra caracteristica.

Coloracao: o software deve usar um esquema de coloracdo por padréo para
diferenciar cromossomos e genes, mas deve permitir que o usuario modifique
as cores.

Por outro lado, existe uma série de caracteristicas que um pesquisador espera
descobrir ao analisar uma visualizacdo de sintenias entre dois ou mais genomas
comparados. Meyer et al. (2009) elaboraram uma lista das questées que um pes-
quisador espera esclarecer ao estudar os graficos de comparacgoes de genomas, no
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contexto da visualizacdo de sintenias. Segundo os autores, as caracteristicas que
um pesquisador tenta elucidar ao utilizar um visualizador de sintenias séo:

1. Quais cromossomos compartilham blocos de genes conservados.

2. Para um cromossomo, com quantos outros cromossomos ele compartilha blo-
cos de genes conservados.

3. Qual a densidade de cobertura do genoma e onde estao os gaps.

4. Onde estéo os blocos de genes, se estariam em torno de uma posicdo especifica
Nno Cromossomo.

5. Quais sdo os tamanhos e localizacoes de outras caracteristicas genémicas pro-
ximas a um bloco de genes.

6. Quéo grandes sdo os blocos de genes.

7. Se blocos de genes vizinhos se conservam no mesmo cromossomo e/ou preser-
vam seu posicionamento relativo.

8. Se a orientacéo dos pares de blocos de genes é preservada ou invertida.
9. Se a orientacgao é preservada para blocos de genes vizinhos.

10. Se as pontuacéoes de similaridades sdo iguais com respeito a blocos de genes
vizinhos.

11. Se os genes pareados dentro de um bloco sdo contiguos.
12. Quao grande é um gene em relacédo a outros genes dentro de um bloco.
13. Quais sdo os tamanhos, localizacées e nomes dos genes dentro de um bloco.

14. Quais sdo as diferencas entre nucleotideos individuais e pares de genes.

Diante dessas questoes, Meyer et al. (2009) desenvolveram um visualizador de-
nominado MizBee, que sera tratado em detalhes mais adiante.

3.3 Visualizadores de Comparacoes de Sequéncias
para a Identificacao de Sintenias

Nesta Secdo sédo apresentadas algumas das ferramentas mais comuns para visua-
lizacdo de genomas baseadas em comparacéoes de sequéncias de nucleotideos. Algu-
mas delas também apresentam uma visualizacdo baseada na exibicdo da estrutura
fisica dos cromossomos, ou seja, mostram onde os genes estao localizados nos cro-
mMoSSOmos.

Em geral, essas ferramentas recebem como entrada sequéncias montadas de
nucleotideos e utilizam algum software de comparacédo, como o BLAST. No en-
tanto, alguns visualizadores recebem como entrada dados pré-processados sobre
a localizacdo dos genes em cada cromossomo. A tarefa de determinar se um par
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de sequéncias é sinténico em geral é de responsabilidade do usuario, embora exis-
tam ferramentas capazes de pré-determinar genes sinténicos entre os organismos
comparados.

O modo de visualizacdo das ferramentas varia bastante. Meyer et al. (2009)
compilaram um quadro comparativo dos modos de visualizagdo mais comuns, con-
forme ilustra a Figura 3.5. Certamente, o modo de visualizacdo mais comum € o
linear separado, mas ha softwares que combinam diversos modos de visualizacéo,
a depender do nivel de detalhes escolhido pelo usuario.

continuo discreto
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Figura 3.5: Tipos mais comuns de graficos usados para visualizacdo de sintenias.
Em azul o genoma de origem e em laranja o genoma de destino. Adaptado de Meyer
et al. (2009).

3.3.1 Softwares para Visualizacao de Sintenias

A seguir sdo apresentadas as ferramentas mais comuns para a visualizacdo de
sintenias.

Apollo

Apollo é uma ferramenta de apoio a anotacio em geral, que permite a identificacdo
de sintenias entre dois genomas (Lewis et al., 2002). Trata-se de um aplicativo
desktop, escrito em Java, que utiliza o BLAST para processar as comparacoes. Os
genes ortologos entre os dois genomas sio ligados por trapézios, conforme ilustrado
pela Figura 3.6.

SyntenyView

SyntenyView é um médulo do Ensembl para a visualizacdo de sintenias entre ge-
nomas de dois organismos (Clamp et al., 2003). O projeto Ensembl consiste de um
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banco de dados que prové um framework de Bioinformatica para organizar gran-
des volumes de dados biolégicos em torno de sequéncias de extensos genomas. Ele
é uma fonte estavel de anotacoes sobre sequéncias dos genomas humano, do rato e
de outras espécies, disponivel por meio de uma pagina web interativa ou por arqui-
vos texto que podem ser baixados pelo usuario. A ferramenta SyntenyView utiliza
BLAST para comparacoes entre nucleotideos ou entre aminoacidos, apresentando
uma visualizacéo da estrutura do cromossomo (Figura 3.7).

SyntenyVista

SyntenyVista é um aplicativo desktop, escrito em Java, para a visualizacio de sin-
tenias entre dois genomas (Hunt et al., 2004). A ferramenta apresenta a compara-
cdo de um par de cromossomos por vez, com a possibilidade de exibir os genes tal
como estdo dispostos fisicamente, assim como apresentando pelo SyntenyView, ou
entdo pode apresenta-los de forma compacta, preservando somente sua ordem, o
que os autores denominam como cartoon scaling. No modo de cartoon scaling, as
distancias entre os genes seriam desprezadas, assim como seu tamanho, de modo
que todos sejam representados com o0 mesmo tamanho, o menor possivel para a exi-
bicdo de um rétulo. SyntenyVista permite que o usuario inverta um cromossomo,
de modo a reduzir o cruzamento das linhas que ligam os genes dos dois organismos
(Figura 3.8), além de oferecer diversos niveis de zoom. O software ainda é capaz de
se conectar ao banco de dados do Ensembl para recuperar informacées detalhadas
sobre as anotacoes dos genes.

Mauve

Mauve é um software de alinhamento multiplos de genomas, com algoritmos oti-
mizados para o caso em que ha conservacdo de genes entre as espécies estudadas,
e que fornece uma interface grafica para visualizacdo dos genomas comparados
(Darling et al., 2004). A visualizacéo disponibilizada pela ferramenta consiste em
apresentar os genes conforme estdo dispostos no genoma, ligando-os aos respecti-
vos alinhamentos no genoma seguinte (Figura 3.9). A ferramenta também utiliza
uma técnica de gradacao de cores para representar o grau de similaridade entre os
blocos.

ACT

ACT é um aplicativo desktop, escrito em Java, com a finalidade de exibir grafica-
mente comparacoes de multiplas sequéncias (Carver et al., 2005). A comparacéo é
feita par a par, utilizando o programa BLAST, sendo capaz de exibir os dados por
este gerados. A exibicdo das comparacées é feita com o tracado de trapézios delimi-
tados pelas cadeias que sdao semelhantes entre um par de genomas (Figura 3.10).
A coloracdo dos trapézios é feita de acordo com o grau de similaridade dos cadeias
de nucleotideos.

35



SynBrowse

SynBrowse é um médulo que funciona integrado ao GBrowse (Pan et al., 2005). O
Generic Genome Browser (GBrowse) é uma combinacao de banco de dados e inter-
face web interativa para a manipulacio e exibicdo de anotacdes em genomas (Stein
et al., 2002). A ferramenta disponibiliza a visualizacdo de comparacoes de sequén-
cias de dois organismos, provendo modos de exibicdo que facilitam a identificacio
de macrosintenias, microsintenias e genes homologos (Figura 3.11).

A ferramenta utiliza também o BLAST para efetuar as comparacgoes. Syn-
Browse é capaz de determinar sequéncias sinténicas, procurando por pares de ge-
nes (ou alinhamentos) que ocorram na mesma ordem em ambas sequéncias, numa
distancia menor do que um limite definido pelo usuario. Assim, um conjunto igual
ou maior que um nimero minimo (especificado pelo usuario) de tais pares de genes
é considerado um bloco de sintenia, considerando parametros como a qualidade do
alinhamento e colinearidade das sequéncias. A ferramenta ainda é capaz de exibir
o alinhamento textual original (gerado pelo BLAST), além de os graficos gerados
possuirem elementos clicaveis, capazes de direcionar o usuario a informacdes mais
detalhadas sobre a anotagao. O software é escrito em Perl.

SynView

SynView é uma ferramenta baseada no GBrowse e distribuida como parte deste
(Wang et al., 2006). SynView permite a visualizacdo da comparaciao entre multiplos
genomas, baseada na escolha de um genoma de referéncia pelo usuério. E capaz
de exibir tanto a comparacdo quanto as informacées de anotacdo. Assim como no
ACT, a comparacéo é feita par a par, utilizando o programa BLAST. A exibicao das
comparacoes também é feita com o tracado de trapézios e a coloracéo feita de acordo
com o grau de similaridade dos cadeias de nucleotideos. Além disso, os trapézios
podem conter links para paginas de descricdo. A ferramenta é escrita em Perl.

GBrowse_syn

GBrowse_syn é mais um mdédulo para visualizacdo de sintenias (Figura 3.13) in-
tegrado ao GBrowse (McKay, 2007). Permite a visualizacdo de comparacoes entre
multiplas espécies.

Cinteny

Cinteny é um aplicativo web, escrito em C++ e PHP para a visualizacao de sinte-
nias entre multiplos genomas (Sinha and Meller, 2007). O software utiliza uma
arvore de busca ternaria para representar os genomas, com os genes representa-
dos pelas folhas. Cinteny é capaz de identificar sintenias calculando a distancia
reversa entre grupos de genes. A ferramenta possui trés niveis de visualizacio:
todo o genoma, cromossomo ou por genes individuais (Figura 3.14). Cinteny ainda
é capaz de fazer de se conectar com o NCBI para fornecer informacées mais deta-
lhadas sobre os genes exibidos.
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MEDEA

MEDEA é uma ferramenta que exibe sequéncias de maultiplas espécies para vi-
sualizacdo de sintenias (Broad Institute, 2009). O software foi desenvolvido em
ActionScript 3, provendo diversos niveis de visualizagao (Figura 3.15). Os dados
precisam ser previamente formatados para a visualizacdo dos genomas, ou seja, a
ferramenta funciona somente como um visualizador.

Sybil

Sybil é um aplicativo web (Figura 3.16), escrito em Perl, capaz de efetuar genomica
comparativa entre multiplas espécies (TIGR, 2009). O software utiliza bancos de
dados Chado, que é o modelo de banco de dados relacional utilizado pelo GBrowse,
e usa o TIGR workflow engine para executar os programas de analise dos dados,
tais como o BLAST. Sybil utiliza BLASTP (bidirecional) para comparacoes entre
sequéncias de aminodacidos, sendo capaz de identificar blocos de genes sinténicos.
A ferramenta ainda pode gerar graficos nos formatos PNG, JPEG, SVG e PDF. Par-
ticularmente, Sybil apresenta a comparacio entre multiplos genomas com o obje-
tivo de identificar sintenias num grafico denominado gradiente de sintenia. Nesse
grafico, o genoma de referéncia é representado por uma barra colorida como um
gradiente entre duas cores. Em seguida, os demais genomas sdo apresentados
como barras horizontais do mesmo tamanho, coloridas de acordo com a cor corres-
pondente ao apresentado no genoma de referéncia. Dessa forma, a conservacio das
cores como gradiente evidencia regides de conservacdo gendémica, com a provavel
ocorréncia de sintenias.

MizBee

MizBee é uma ferramenta de visualizacédo de sintenias entre dois genomas (Meyer
et al., 2009). Trata-se de um aplicativo desktop escrito na linguagem Processing
— um ambiente de desenvolvimento e execucido de aplicacdes que necessitam de
graficos avancados e interativos, porém, de simples implementacio, baseado em
Java (Reas and Fry, 2006). A ferramenta também possui trés niveis de visualiza-
cao, combinando diversos tipos de graficos (Figura 3.5). Os trés niveis sao exibidos
simultaneamente na janela principal do aplicativo: todo o genoma, cromossomo ou
por blocos de genes (Figura 3.17). Dessa forma, a visualiza¢do por cromossomo e
por bloco de genes corresponde a ampliacdo da selecédo efetuada na visualizacdo de
todo o genoma. MizBee nao é capaz de identificar sintenias, funcionando apenas
como um visualizador de dados previamente formatados.

3.3.2 Comparacao entre as Ferramentas

A Tabela 3.1 apresenta um comparativo entre as ferramentas apresentadas previ-
amente, com relacdo aos requisitos levantados na Secéo 3.2.

A ferramenta que implementa o maior nimero de requisitos, tanto aqueles de-
finidos por Hunt et al. (2004), quanto os definidos por Meyer et al. (2009) é o Syn-
tenyVista. Contudo, esse software é capaz de comparar somente dois genomas.
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Dentre aquelas ferramentas capazes de comparar multiplos genomas, Mauve é a
que possui o conjunto mais equilibrado de funcionalidades. Assim, caso o pesqui-
sador precise comparar somente dois genomas, SyntenyVista é o software mais
adequado. Mas se é necessario comparar miultiplos genomas, a ferramenta a ser
utilizada é Mauve.

Portanto, apesar de ja terem sido desenvolvidas diversas ferramentas que auxi-
liem na identificacdo de sintenias, ainda ha espacgo para o projeto e implementacéo
de um novo software, que combine recursos visuais que simplifiquem a analise feita
pelo pesquisador, associados a capacidade de comparar multiplos genomas. Nesse
sentido, este trabalho apresenta uma nova ferramenta, apresentada no Capitulo 5.
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Tabela 3.1: Ferramentas de visualizacido de sintenias, comparadas de acordo com os requisitos mais comuns e os tipos
de graficos. Sdo comparados os requisitos definidos por Hunt et al. (2004) e os objetivos e tipos de graficos propostos por
Meyer et al. (2009).
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Capitulo 4

Projeto Genoma Pb e sua
Genomica Comparativa

Este capitulo descreve o fungo Paracoccidioides brasiliensis e seu projeto de se-
quenciamento gendmico (Secdo 4.1). Em seguida, na Secdo 4.2 é apresentado o
trabalho de gendomica desenvolvido por de Carvalho (2010) e o0 método de visuali-
zacao por esta proposto para a identificacdo de sintenias, o qual é o motivador do
desenvolvimento do software Syntainia.

4.1 O Projeto Genoma Pb

A biologia molecular de P. brasiliensis tem sido objeto de investigacdo, ndo apenas
por sua importancia clinica como mais importante micose sistémica da Ameérica
Latina, mas também como forma de compreender as micoses profundas como um
todo e como modelo de infec¢des granulomatosas. Avancos recentes incluem a deco-
dificacdo do transcriptoma diferencial das fases de levedura e micélio (Felipe et al.,
2005a,b) e, mais recentemente, a elucidacdo do genoma cromossomal de trés iso-
lados do fungo. A seguir sdo apresentados o fungo P. brasiliensis e seu projeto de
sequenciamento.

4.1.1 O fungo P. brasiliensis

O ascomiceto termodimoérfico Paracoccidioides brasiliensis (Figura 4.1) pertence a
classe Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae, ordem Onygenales. A posicéao
dele dentro dos Onygenales é algo controversa, ndo menos pelo fato de se tratar
de um fungo mitospérico sem fase sexuada identificada até o momento. Embora
originalmente classificado na familia Onygenaceae, ha um consenso filogenético
emergente em posiciona-lo junto com B. dermatitidis e H. capsulatum na familia
Ajellomycetaceae, que incluiria a espécie-irma Lacazia loboi (Paes, 2009; Teixeira
et al., 2009).

P. brasiliensis é responsavel pela paracoccidioidomicose (PCM). Antigamente
chamada de blastomicose sul-americana, trata-se de uma micose sistémica prima-
ria endémica na regido que se estende do México a Argentina, com maior incidén-
cia no Brasil (80% dos casos) e na regido andina. O fungo foi primeiro isolado por
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(b)

Figura 4.1: P. brasiliensis, em forma de micélio (a) e também em forma de levedura
(b), adaptado de Broad Institute (2010b).

Adolfo Lutz em 1908. Estima-se que dez milhdes de pessoas estejam infectadas,
das quais cerca de duzentas mil desenvolverdo a doenca em algum momento de
suas vidas (Felipe et al., 2005b). Embora esta doenca seja potencialmente fatal e
particularmente severa em criancas, pouco é ainda entendido sobre a biologia do
P. brasiliensis. O hospedeiro humano adquire o fungo por inalacao de esporos ou
propagulos da forma miceliana presentes na natureza, que alcanca os pulmdes e se
converte na forma de levedura. Recentemente, foi relatada a infeccio de tatus em
areas endémicas deste fungo, sendo portanto considerados hospedeiros silvestres
naturais alternativos do homem. Contudo, ndo ha registro de transmissio entre
tatus e humanos (Paes, 2009).

In vitro, e provavelmente na natureza, o fungo dimorfico P. brasiliensis é en-
contrado como micélio ou esporo a temperatura ambiente ou na forma de levedura
em temperaturas proximas a 37°C, sendo esta a forma predominante em tecidos de
pacientes. Quando o P. brasiliensis infecta o hospedeiro, ocorre o processo de transi-
cao dimorfica, provavelmente disparada pela mudanca de temperatura, ocorrendo
a conversao da forma miceliana (ou esporo) para a forma de levedura. Estas ob-
servacoes sugerem fortemente que o processo dimérfico é um importante evento no
estabelecimento da infeccdo, conforme observado para outros fungos patogénicos
com Candida albicans e Histoplasma capsulatum (Felipe, 2010).
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4.1.2 Projeto Genoma Funcional e Diferencial do P. brasili-
ensis

O projeto Genoma Funcional e Diferencial do P. brasiliensis, mais conhecido como
Genoma Pb, baseia-se na identificagdo dos genes expressos em micélio e levedura,
que potencialmente exerceriam funcées relacionadas a adaptacéao do fungo ao hos-
pedeiro, a manutencédo do estado diferenciado, bem como com a viruléncia e/ou pa-
togenicidade deste fungo, o qual sofre o processo de transicdo celular para infeccéo
do hospedeiro humano. Esta proposta néo se sobrepoe a do sequenciamento do seu
genoma estrutural, ao contrario, complementa e avanca no conhecimento da fun-
cao dos genes, o0 que sera certamento o passo seguinte na fase pés-gendomica deste
organismo. Além disto, o fato deste organismo possuir um genoma relativamente
grande e complexo (30—60 Mbp) dificultaria uma proposta de genoma estrutural
e traria como necessidade um maior nimero de grupos envolvidos em rede para
alcancar este objetivo. Ao contrario, o genoma funcional e diferencial envolve o se-
quenciamento de ESTs de micélio e levedura e a identificacdo de genes diferenciais
levando o projeto para uma escala viavel de execucdo com um nimero menor de
grupos em rede (Felipe, 2010).

Iniciado em 2001, o Projeto Genoma Pb tinha os seguintes objetivos (Felipe,
2010):

e Identificar e sequenciar de 10.000 a 15.000 ESTs de micélio e levedura do
fungo P. brasiliensis (isolado Pb01).

e Mapear o genoma funcional diferencial do P. brasiliensis, por identificacédo dos
genes expressos (ESTs), entre as formas de micélio e levedura do fungo.

e Caracterizar e efetuar a anotaciao funcional dos genes expressos.
e Implantar a infra-estrutura de Bioinformatica na regiao Centro-Oeste.

e Qualificar técnicos e pesquisadores na area de Biotecnologia e Bioinformatica
na regido Centro-Oeste.

e Melhorar a infra-estrutura dos laboratorios para projetos em rede, agregando
grupos da regido Centro-Oeste.

Finalmente, o Projeto Genoma Pb obteve os seguintes resultados (Felipe, 2010):

25.598 ESTs sequenciados.

Total de 6.022 grupos obtidos e anotados:

2.655 contigs;
3.367 singlets.

Primeiros resultados publicados em periédico em 2003 (Felipe et al., 2003).

Indmeros trabalhos de graduacéao, dissertacoes de mestrado e teses de douto-
rado em Biologia Molecular e Ciéncia da Computacéo.
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e Consolidacéo do Laboratério de Bioinformatica da UnB (Brigido et al., 2005),
com a implementacdo de inimeras ferramentas computacionais, e o desenvol-
vimento de novos projetos de sequenciamento (Coimbra et al., 2007).

Mais recentemente, os dados produzidos pelo Projeto Genoma Pb foram incor-
porados ao banco de dados Paracoccidioides brasiliensis Database, mantido
pelo Broad Institute (2010a). Além do isolado Pb01, esse banco de dados conta
com informacoes de mais dois isolados de P. brasiliensis: Pb18 e Pb03. Os isolados
Pb01 e Pb18 foram alvos de estudos de expressao diferencial (Felipe et al., 2005a,
2003; Nunes et al., 2005), e, no caso de Pb01, atingiu-se uma cobertura de mais
de 80% dos mRNAs produzidos pelo fungo nas fases de micélio e levedura (Felipe
et al., 2005a); Pb18, por sua vez, é padrido para estudos de viruléncia e imuni-
dade (Nunes et al., 2005). Pb03, apesar de menos estudado, foi incluido no projeto
de sequenciamento do genoma cromossomal e mitocondrial de P. brasiliensis, por
representar um terceiro grupo de espécie filogenética (Matute et al., 2006).

Estudos de genomica comparativa recentes sugerem que o grau de especializa-
cao do isolado Pb01 faz com que este caracterize-se como uma espécie diferente dos
outros dois isolados (Teixeira et al., 2009). Nesse sentido, foi proposta a criacdo do
género Paracoccidioides e que o isolado Pb01 seja denominado como Paracoccidioi-
des lutzii, em homenagem ao pesquisador brasileiro Adolfo Lutz.

4.2 Genomica Comparativa e um Novo Método de
Visualizacao

A conclusdo do trabalho de sequenciamento de P. brasiliensis, com a anotacdo
gendomica dos isolados Pb01, Pb03 e Pb18, abriu caminho para pesquisas de geno-
mica comparativa com outros fungos patogénicos e nao-patogénicos bem conheci-
dos. Tais estudos tem sido direcionados no entendimento da filogenia do fungo (Tei-
xeira et al., 2009) e também no estudo de como identificar caracteristicas gendmicas
que auxiliem no tratamento da PCM, com base em caracteristicas semelhantes em
outros fungos (de Carvalho, 2010), entre outros trabalhos.

O trabalho desenvolvido por de Carvalho (2010) tem como objetivo geral investi-
gar a localizacao dos genes potencialmente envolvidos nos processos de viruléncia
ou patogenicidade, e genes essenciais, os quais possivelmente estao relacionados
ao processo de infeccdo de P. brasiliensis. Os genes escolhidos sdo aqueles que ja
foram descritos em trabalhos relacionados com MDR (“Multi-Drug Resistance”),
estresse oxidativo (RNI e ROS), potenciais alvos para drogas, transducao de sinal,
choque térmico, interacéo patégeno-hospedeiro, viruléncia e genes essenciais. Esta
investigacdo esta sendo realizada através de analise comparativa entre os geno-
mas estruturais de Pb01 e A. fumigatus, A. nidulans, C. immitis, H. capsulatum,
C. albicans, N. crassa, S. cerevisiae, Pb03 e Pb18. Esse trabalho de genémica com-
parativa tem ainda os seguintes objetivos especificos:

e Selecdo dos genes ou transcritos relacionados as categorias mencionadas acima
para a analise de sintenia entre fungos patogénicos (H. capsulatum, C. immi-
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tis, A. fumigatus, C. albicans e P. brasiliensis — isolados Pb01, Pb03, Pb18) e
nao-patogénicos (A. nidulans, N. crassa e S. cerevisiae);

e Localizacdo dos genes ou transcritos selecionados nos fungos patogénicos e
néo-patogénicos;

e Analise de sintenia comparativa dos genes ou transcritos selecionados nos
isolados PbO1 (P. lutzii), Pb03 e Pb18, utilizando o software Syntainia, desen-
volvido em colaboracdo durante a realizacao deste trabalho;

e Anailise de sintenia comparativa dos genes ou transcritos selecionados nos
fungos patogénicos e nao-patogénicos;

e Analise de sintenias que podem estar relacionadas com a patogenicidade ou
viruléncia entre os fungos patogénicos e nao-patogénicos selecionados;

e Proposicdo de uma estrutura organizacional de grupos de genes ou transcritos
relacionadas com a patogenicidade ou viruléncia entre os fungos patogénicos
e nao-patogénicos analisados.

Nesse sentido, o trabalho proposto por de Carvalho (2010) demandava a utili-
zacdo de um mecanismo de visualizacdo capaz de evidenciar as relacoes entre os
genes ou transcritos de P. [utzii e os genes de outros fungos. Era necessario que a
visualizacdo de um volume tao grande de dados fosse feita de forma bastante clara
e com o foco em como os genes ou transcritos estdo agrupados e se conservam en-
tre multiplos genomas, visto que dentre os objetivos do trabalho esta a analise de
sintenias entre fungos. Assim, foi possivel observar que nenhuma das ferramen-
tas apresentadas no Capitulo 5 atendia satisfatoriamente a esses requisitos, o que
motivou o desenvolvimento de um novo método de visualizacdo dos genes.

4.2.1 Método de Visualizacao dos Genes

A seguir é descrito o trabalho desenvolvido por de Carvalho (2010), que veio a se
consolidar num método para visualizacdo de genes ou transcritos.

Escolha de genes ou transcritos

A analise do transcriptoma do P. brasiliensis, linhagem Pb01, encontrou 6.022 PbA-
ESTs (“Pb Assembled Expressed Sequence Tags”) e a anotacdo destes permitiu
identificar a que genes correspondiam e, consequentemente, suas categorias fun-
cionais (Felipe et al., 2005a,b). O critério para a escolha foi a de que os genes
pertencessem a categorias consideradas como potenciais alvos de drogas e de en-
volvimento com viruléncia e patogenicidade.

Obtencao das sequéncias genomicas

As sequéncias das trés linhagens de P. brasiliensis foram obtidas do banco de da-
dos do Broad Institute!. As sequéncias genémicas dos fungos patogénicos C. im-

1Sequéncias  disponiveis para download em http://www.broadinstitute.org/
annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiDownloads.html.
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mitis, H. capsulatum, A. fumigatus e C. albicans e dos fungos néo patogénicos
A. nidulans, N. crassa e S. cerevisiae foram obtidas do banco de dados do NCBI.
As sequéncias obtidas dos bancos de dados do Broad Institute e do NCBI contém,
em sua anotacéo, informacédo sobre a quais cromossomos, supercontigs ou scaffolds
cada sequéncia pertence. De fato, as sequéncias rotuladas de cada banco de dados
correspondem a cromossomos, supercontigs ou scaffolds inteiros, nos quais podem
estar presentes diversos genes.

Busca por ortélogos dos genes selecionados nos genomas

A comparacéo foi feita com o uso da ferramenta tBLASTx que compde o pacote de
programas BLAST. Esta ferramenta primeiro traduziu, nas seis fases de leitura,
tanto as sequéncias dos PbAESTS, cujos ortélogos se queria encontrar, e que foram
chamados individualmente de Query, quanto os genomas, tratados como banco de
dados onde foi feita a pesquisa, e que os tornaram Subjects. O préximo passo foi
a comparacido entre as sequéncias de residuos de aminoacidos dos Queries e dos
Subjects. Cada arquivo gerado correspondia a um resultado da comparacéo entre os
genes selecionados e um dos genomas. Assim foram obtidos dez arquivos distintos
para serem usados na proxima etapa.

Elaboracao do grafico

A identificacao de quais genes que apresentariam a mesma organizac¢io nos geno-
mas selecionados de fungos patogénicos e ndo patogénicos para humanos poderia
ser feita com os dados provindos dos resultados obtidos do BLAST. Mas era preciso
visualizar essa organizacédo. Entéo, fazendo uso da informacao referente a identi-
ficacdo da posicdo do primeiro e ultimo nucleotideos da regido onde melhor houve
alinhamento com um dos genes, ou transcritos, usados foi possivel posicionar cada
um destes nos genomas ja mencionados. Como a intencéo era de apenas visuali-
zar como o0s genes ou transcritos estavam organizados nos genomas, nao houve a
necessidade dos fragmentos serem representados respeitando seus tamanhos. As-
sim, também foram desconsideradas as sequéncias entre os ortélogos dos genes ou
transcritos analisados.

O grafico idealizado é formado basicamente dos nimeros de PbAESTs ordena-
dos verticalmente como retangulos coloridos. A coloracédo se da de acordo com a
categoria funcional a qual pertencem as proteinas codificadas pelos ortélogos dos
genes ou transcritos de Pb01. Esses retangulos sdo agrupados, formando colunas
que representavam os fragmentos genomicos (cromossomos, supercontigs ou scaf-
folds), devidamente rotulados, nos quais seus ortélogos foram encontrados. A orde-
nacéo delas, como ja foi dito, € baseada na localizacdo da regido que mais apresen-
tou similaridade, no caso, o primeiro melhor resultado considerado pelo programa
tBLASTx. Cada genoma entdo é nomeado e disposto verticalmente. Finalmente, os
ortélogos sao ligados por linhas entre cada um dos genomas comparados. A Figura
4.2 ilustra parte de um grafico, mostrando seis genomas, com os genes ou transcri-
tos de Pb01 mapeados e agrupados de acordo com os cromossomos, supercontigs ou
scaffolds aos quais pertencem os seus ortélogos em cada um dos seis genomas.
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Resumo do método

Resumidamente, o método proposto é composto das seguintes etapas:

1.

Selecao dos genomas com os quais as sequéncias em estudo serdo comparadas.
As sequéncias desses genomas devem estar agrupadas de alguma forma (por
exemplo, em cromossomos, supercontigs e scaffolds).

Execucdao de BLAST — mais especificamente, da variante tBLASTx — de to-
das as sequéncias em estudo contra as sequéncias dos genomas selecionados.

. Analise dos arquivos de resultado de cada BLAST, selecionando sempre o me-

lhor hit de cada comparacdo. O melhor Ait é considerado como o ortélogo do
sequéncia em estudo no genoma comparado.

Agrupamento dos melhores hits de acordo com a anotacio de cada genoma
(por exemplo, os hits serdo agrupados em cromossomos, supercontigs e scaf-
folds).

Ordenacéo dos hits dentro de cada grupo de acordo com a posicdo do alinha-
mento fornecido pelo BLAST.

. Rotulacéo dos hits de acordo com uma regra que seja conveniente para o pes-

quisador e que torne clara a visualizacdo no grafico.

Geracao de grafico no qual os genomas sdo mostrados lado a lado, vertical-
mente, com os hits agrupados e ligados por linhas com os seus respectivos
ortélogos no genoma vizinho.

Em esséncia, o método de visualizacao descrito, além de fornecer uma compara-
cao entre multiplos genomas, também faz o mapeamento de um genoma incompleto
em genomas que estejam completos ou em fase de montagem. No caso, o trabalho
realizado por de Carvalho (2010) mapeia as sequéncias de Pb01 obtidas do Projeto
Genoma Pb nas sequéncias de Pb03, Pb18 e de outros fungos similares.
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Capitulo 5

Proposta e Implementacao da
Ferramenta

Os trabalhos de analise do genoma do P. brasiliensis culminaram na elaboracéo
de uma nova forma de visualizar genomas, conforme apresentado no Capitulo 4,
0 que motivou a implementacdo de uma ferramenta computacional. Este capitulo
apresenta essa ferramenta, denominada Syntainia, seus requisitos, algoritmos e
arquitetura.

Na Secdo 5.1 sdo apresentados os elementos que orientaram o desenvolvimento
do Syntainia. Em seguida, a Secédo 5.2 enumera os requisitos que o software im-
plementa. Na Secdo 5.3 sdo apresentadas as principais caracteristicas do software
implementado e suas funcionalidades. A Secao 5.4 descreve dois algoritmos de
otimizacdo para a visualizacdo dos genomas. Finalmente, a Secdo 5.5 descreve a
arquitetura do Syntainia, assim como detalhes de sua implementacéo.

5.1 Visao Geral

O trabalho de gendomica comparativa realizado por de Carvalho (2010) obteve, como
um dos resultados, um novo método de visualizagdo de comparacoes entre multiplos
genomas, voltado para a identificacédo de sintenias. Assim, para apoiar a genémica
comparativa executada por de Carvalho (2010) foi necessario o desenvolvimento de
um software que implementasse esse novo método. Essa implementacéo foi con-
solidada com o elaboracgao deste trabalho, realizado em conjunto com de Carvalho
(2010), resultando no desenvolvimento do software denominado Syntainia.

O nome Syntainia é baseado na origem etimolégica da palavra sintenia. A pa-
lavra sintenia deriva do termo synteny da lingua inglesa, que trata-se de um neolo-
gismo com o significado de “on the same ribbon” (“na mesma fita”). Esse neologismo
é baseado nas palavras gregas que déo o significado desejado: o prefixo syn (no
mesmo, juntos) e o sufixo tainia (faixa, fita), que foi adaptado para teny, visando
facilitar a prontuncia em lingua inglesa. Dessa forma, Syntainia resgata a origem
do termo sintenia com a composicdo das palavras gregas que inspiraram a criacio
dessa nova palavra.

Syntainia tem sido desenvolvido como um software livre. Esta sendo utilizada
a infraestrutura disponibilizada pelo portal SourceForge.net para a manutencéo e
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distribuicdo do software (Geeknet, Inc., 2010). Foi criado um projeto denominado
Syntainial, a partir do qual é possivel navegar pelo cédigo-fonte, obter informacdes
sobre o projeto, relatar problemas e sugerir modificacoes. Tem sido utilizada a fer-
ramenta de controle de versdo Subversion, disponibilizada pelo portal. E seguindo
o principio do “libere cedo, libere frequentemente”, comumente adotado em proje-
tos de software livre (Raymond, 2000), ja ha uma versao disponivel para download
do Syntainia na pagina do projeto no SourceForge.net. Syntainia é distribuido sob
a licenca GNU General Public License (GPL), versao 2 (FSF, 2010).

Além de implementar o método de visualizacéo proposto por de Carvalho (2010),
Syntainia também o aprimora por meio da aplicacdo de algoritmos que visam me-
lhorar a organizacéo do grafico gerado, com o objetivo de tornar mais clara a visua-
lizacdo dos genomas comparados. Esses algoritmos serdo detalhados na Secao 5.4.
Outra caracteristica adicionada ao Syntainia é a possibilidade de o usuario intera-
gir com o grafico. Isso significa que o pesquisador é capaz de rearranjar genomas e
grupos de genes, de modo a obter a visualizacdo que lhe for mais conveniente. Tais
caracteristicas do Syntainia serdo melhor exploradas na Secao 5.3.

Ao implementar o método proposto por de Carvalho (2010), baseado sobretudo
na aplicacdo sucessiva do BLAST, Syntainia também faz, em esséncia, o mapea-
mento de um genoma incompleto em genomas bem estudados e que estejam mais
completos. Essa caracteristica faz com que Syntainia possa ser utilizado em ou-
tras tarefas de Bioinformatica, como o mapeamento de genomas, além do auxilio
na identificacao de sintenias.

5.2 Requisitos

O desenvolvimento do Syntainia buscou basicamente atender as necessidades do
trabalho de gendomica comparativa realizado por de Carvalho (2010). Além disso,
foram considerados aspectos de projetos anteriormente desenvolvidos no Laboraté-
rio de Bioinformatica da UnB (Coimbra et al., 2007), com vistas a evolucéo do soft-
ware. Nesse sentido, os principais requisitos que orientaram o desenvolvimento do
Syntainia foram:

e Visualizacao dos genomas como grupos de genes: a esséncia do método
de visualizacdo proposto por de Carvalho (2010) deve ser implementada.

e Arranjo automatico dos dados: devem ser implementadas técnicas de ar-
ranjo dos dados, que tem como objetivo fornecer a melhor visualizagdo possivel
para a identificacdo de sintenias.

e Interatividade com o grafico: a interface grafica deve favorecer o rear-
ranjo dos dados e alteracdo de formas e cores, facilitando a identificacdo de
sintenias.

e Linguagem Java: o software deve ser escrito em Java, visando o aproveita-
mento de cédigo de outros projetos e a integracdo com trabalhos futuros.

P4gina do projeto: http://sourceforge.net/projects/syntainia.
g proj
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Aplicativo desktop: visando a melhor usabilidade, o software deve ser im-
plementado como um aplicativo desktop, projetado para a maxima integracéo
possivel com o sistema operacional.

e Exportar o grafico para diversos formatos: o grafico deve ser exportado
para diversos formatos, tais como SVG, PNG, BMP e JPEG.

e Selecao do tipo de entrada: o software deve ser capaz de processar ar-
quivos de resultado do BLAST previamente gerados ou receber arquivos de
sequéncias em formato FASTA e executar o BLAST.

e Executar outros programas de comparacao: deve ser possivel utilizar
outros softwares de comparacao de sequéncias, além do BLAST.

¢ Flexibilidade no agrupamento dos genes: o critério de agrupamento dos
genes deve ser flexivel, permitindo a composicdo de cromossomos, supercon-
tigs, scaffolds ou o que for mais conveniente para o pesquisador.

e Categorizacao dos genes: o pesquisador deve poder fornecer dados sobre
categorias ou alguma forma de caracterizacédo de cada gene.

e Rotulacao simples: deve ser possivel fornecer nomes curtos (rétulos) para
os genes, a fim de simplificar seu desenho no grafico.

Como o Syntainia foi projetado como uma ferramenta de visualizacdo de com-
paracoes entre genomas, objetivando a identificacdo de sintenias, é necessario con-
siderar os requisitos comumente considerados na elaboracdo de outras ferramen-
tas. Assim, considerando os requisitos definidos por Hunt et al. (2004), que tratam
essencialmente da visualizacao disponibilizada pela ferramenta, Syntainia imple-
menta as seguintes caracteristicas:

A) Detalhes sob demanda: o usuario deve ser capaz de selecionar os genomas
e grupos de genes (cromossomos, supercontigs ou scaffolds) que deseja visua-
lizar.

B) Zoom: néo implementado.
C) Rotulacao eficiente: os rétulos dos genes devem ter nomes curtos.
D) Movimentar um cromossomo ao longo do seu eixo: ndo implementado.

E) Aplicar escala ao cromossomo: exibir os genes em grupos, com retangu-
los do mesmo tamanho, ignorando o tamanho e a distancia entre eles, o que
caracteriza o cartoon scaling.

F) Inversao do cromossomo: nédo implementado.

G) Filtragem: onde ha muitos dados para serem exibidos, deve haver a possibi-
lidade de filtrar os dados de acordo com certas regras.

H) Coloracao: o software deve usar um esquema de coloragdo por padrao para
diferenciar genes e as linhas que os ligam a seus ortélogos, mas deve permitir
que o usuario modifique as cores.
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Outro conjunto de caracteristicas que devem ser consideradas durante a imple-
mentacao de ferramentas de visualizacao é relativo aos aspectos que o pesquisador
tenta observar ao realizar um estudo sobre sintenias. Tais caracteristicas foram
levantadas por Meyer et al. (2009), dos quais muitos podem ser observados pelo
Syntainia:

1.

11.
12.

13.

14.

Quais cromossomos compartilham blocos de genes conservados: implemen-
tado.

Para um cromossomo, com quantos outros cromossomos ele compartilha blo-
cos de genes conservados: implementado.

Qual a densidade de cobertura do genoma e onde estdo os gaps: nao imple-
mentado.

Onde estao os blocos de genes, se estariam em torno de uma posicao especifica
no cromossomo: implementado.

Quais sdo os tamanhos e localizagoes de outras caracteristicas genémicas pro-
ximas a um bloco de genes: implementado.

Quao grandes séo os blocos de genes: implementado.

Se blocos de genes vizinhos se conservam no mesmo cromossomo e/ou preser-
vam seu posicionamento relativo: implementado.

Se a orientacdo dos pares de blocos de genes é preservada ou invertida: im-
plementado.

. Se a orientacéo é preservada para blocos de genes vizinhos: implementado.

10.

Se as pontuacoes de similaridades sdo iguais com respeito a blocos de genes
vizinhos: nao implementado.

Se os genes pareados dentro de um bloco sdo contiguos: implementado.

Quaéo grande é um gene em relacdo a outros genes dentro de um bloco: nao
implementado.

Quais sdo os tamanhos, localizagées e nomes dos genes dentro de um bloco:
implementado.

Quais sao as diferencas entre nucleotideos individuais e pares de genes: nao
implementado.

No Capitulo 6 é feita uma discussao acerca dos requisitos implementados pelo
Syntainia e as principais caracteristicas de outras ferramentas. Na Tabela 6.1
é apresentada uma comparacdo do Syntainia com as ferramentas discutidas na
Secéo 3.3, de acordo com os requisitos e objetivos anteriormente citados.
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5.3 Caracteristicas do Syntainia

Nesta secdo sdo apresentadas as principais caracteristicas do Syntainia, tais como
aspectos do projeto da sua interface grafica com o usuario, o modo de visualizacio
da comparacdo entre os genomas e as funcionalidades que estdo a disposi¢do do
pesquisador. Tais caracteristicas sdao o resultado do levantamento de requisitos
descrito na Secao 5.2.

5.3.1 Interface com o Usuario

Syntainia é um aplicativo desktop, baseado em Java Swing (Oracle Corporation,
2010b), cuja interface grafica foi projetada para se adequar ao look and feel? dos
sistemas operacionais mais utilizados — Windows, Mac OS X, Linux e outros sis-
temas UNIX que utilizam GNOME. Em geral, a maioria dos programas que se ba-
seiam em Java Swing utiliza o look and feel padréao, que se apresenta de maneira
uniforme entre os diversos sistemas operacionais. Isso significa que um aplicativo
que usa o look and feel padriao nao se parece com nada que o usuario esta acostu-
mado no sistema operacional que ele utiliza, tanto sob o aspecto meramente visual,
quanto em relacdo a localizacéo de itens de menu e até mesmo teclas de atalho (Fa-
aborg, 2007). A Figura 5.1 apresenta como seria a janela principal do Syntainia
utilizando o look and feel padrao.
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Figura 5.1: Usando o look and feel padrao na janela principal do Syntainia. Apesar
de estar sendo executado no Mac OS X, a aplicagido néo se parece em nada com um
software nativo para essa plataforma.

Number of genomes compared: 3

2Termo utilizado em relacdo a interface grafica do usudrio e compreende os aspectos da sua
concepcao, incluindo elementos como cores, formas, disposicéo e tipos de caracteres (o “Look”), bem
como o comportamento de elementos dindmicos, tais como botdes, caixas e menus (o “Feel”).
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Nesse sentido, foram seguidas as recomendacoes de projeto de interface dos
principais sistemas operacionais, descritas na Secdo 5.5. Assim, o Syntainia ajusta
sua interface grafica ao sistema operacional no qual é executado. Além disso, a dis-
posicéo de itens de menu e botoes é modificada, de modo a se ajustar as expectativas
do usuadrio, considerando a experiéncia que ele ja possui com o sistema operacional
que esta acostumado a utilizar. Dessa forma, se um aplicativo se parece visual-
mente com programas nativos do sistema operacional e se comporta como tal, usar
esse aplicativo é uma atividade mais natural e o aprendizado sobre como utiliza-lo
torna-se mais simples (Faaborg, 2007). Na Figura 5.2 sdo apresentadas telas do
Syntainia conforme séo exibidas no Windows, Mac OS X, Linux e outros sistemas
UNIX que utilizam GNOME.

A interface grafica do Syntainia é composta essencialmente por uma janela
principal, na qual o grafico das comparacgdes entre os genomas é exibido. Outro
elemento importante da interface grafica do aplicativo é o assistente para geracio
de um novo grafico.

Janela Principal

A janela principal do Syntainia é apresentada na Figura 5.3. O elemento que do-
mina a janela principal da aplicacdo é o painel de exibicao do grafico com a com-
paracdo entre os multiplos genomas submetidos pelo usudrio. E possivel navegar
pelo grafico, porém, ainda nédo é possivel fazer zoom na area de exibicdo ou mo-
ver os objetos diretamente sobre ela. Na Subsecéo 5.3.2 sdo apresentadas todas as
caracteristicas do grafico gerado pelo Syntainia.

Além de exibir o grafico, a janela principal contém um painel a esquerda, no
qual o usuéario tem a disposicdo uma viséo de arvore de todos os dados disponiveis.
A arvore reproduz, em sua hierarquia, a mesma estrutura na qual os dados séo
organizados no grafico, ou seja, genomas compostos por grupos de genes. A partir
da arvore é possivel selecionar os elementos que serdo exibidos no grafico, além
de personalizar a exibicdo disponivel, alterando cores e largura de linhas. Essas
funcionalidades estdo disponiveis a partir de um menu contextual sobre os nés
da arvore. Encontra-se também no painel a esquerda uma lista dos genes nao
mapeados, de acordo com o genoma selecionado na arvore.

Na parte inferior da janela principal encontra-se uma barra na qual séo exibidas
mensagens sobre as tarefas executadas pelo Syntainia. Em especial, apds a geracéo
de um novo grafico é exibida uma mensagem que sinaliza quantos genomas foram
comparados.

Assistente

Através do assistente, o usuario é guiado através dos passos necessarios para a cri-
acédo de um novo grafico de comparacdo entre multiplos genomas, tais como selecéo
dos arquivos de entrada de dados. Uma das telas do assistente é ilustrada pela
Figura 5.4. A Subsecéo 5.3.3 lista todas as etapas do assistente.
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5.3.2 Modo de Visualizacao

Syntainia exibe um genoma como uma lista de grupos de genes, orientados verti-
calmente, tal como proposto no Capitulo 4 (de Carvalho, 2010). Como dito anteri-
ormente, esses grupos de genes podem ser cromossomos, supercontigs, scaffolds ou
qualquer outra forma de organizacédo conveniente para o usuario. Os grupos sio
organizados de forma automatica dentro do genoma, utilizando um dos dois algo-
ritmos descritos na Secéo 5.4, de modo que o grafico tenha o menor nimero possivel
de linhas que se cruzam. Dentro do grupo, os genes sao ordenados de acordo com o
seu posicionamento estrutural no genoma ou, mais especificamente, no grupo.

Cada gene é colorido de acordo com suas categorias genomicas, conforme infor-
mado pelo arquivo de dicionario de dados — arquivo tabulado que associa um gene
a um nome curto e a uma lista de categorias genémicas. Quando um gene pertence
a mais de uma categoria, entdo sdo coloridos retangulos correspondentes a cada
categoria dentro do retangulo que representa o gene.

Os nomes curtos provenientes do dicionario de dados sdo utilizados como rétu-
los dos genes. Caso néo sejam encontrados nomes curtos, os nome originais dos
genes sdo utilizados. Além disso, cada gene € ligado por uma linha a seu respec-
tivo ortélogo no genoma imediatamente a esquerda. Os rétulos de cada grupo séo
o resultado da indicacao feita pela expresséo regular que os determina em cada ge-
noma. Finalmente, os rétulos de cada genoma sao fornecidos pelo usuario através
do assistente, durante a selecdo dos arquivos de entrada.

Considerando os modos de visualizacéo possiveis para a exibi¢do da comparacéo
entre multiplos genomas apresentada por Meyer et al. (2009), Syntainia disponi-
biliza um grafico do tipo discreto intercalado (ver Figura 3.5), uma vez que a
visualizacdo apresentada é organizada por grupos de genes que podem ser arbitra-
riamente dispostos a fim de tornar mais claras suas relacoes.

5.3.3 Funcionalidades

Com relacéo a geracdo dos graficos de comparacdo dos genomas, Syntainia oferece
as seguintes funcionalidades através do assistente (Figura 5.4):

e Dois modos de selecédo dos arquivos de entrada de dados:

— Arquivos de resultado do BLAST previamente gerados;

— Arquivos de sequéncia em formato FASTA para execucdo do BLAST —
opcéo que resulta na necessidade de selecdo do genoma de referéncia, ou
seja, aquele que sera mapeado nos demais;

e Selecdo do método de organizacio dos grupos de genes para a melhor visuali-
zacao: algoritmos otimista ou realista (ver Secao 5.4);

e Especificacdo do padrdao dos nomes do grupos de genes (expressio regular
para os nomes de cromossomos, supercontigs e scaffolds ou qualquer outra
forma de agrupamento que o pesquisador julgar conveniente); e

e Selecdo do arquivo de dicionario de dados.
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Apoés a geracdo do grafico, o pesquisador pode manipula-lo através da janela
principal do Syntainia (Figura 5.3), na qual estao presentes as seguintes funciona-
lidades:

e Navegacio pelo grafico gerado;
e Navegacdo pelos dados do grafico através de uma arvore;

e Selecdo dos genes que devem exibir os caminhos de sintenia (selecdo por gene
ou por grupo);

e Personalizacéo das cores e da largura das linhas dos caminhos de sintenia, de
acordo com a selecdo prévia do usuario;

e Mudanca manual da ordem dos grupos dentro do genoma,;
e Mudanca manual da ordem dos genomas;
e Extracdo de porgdes do grafico para visualizacdo dos itens selecionados; e

e Exportacao do grafico para os seguintes formatos: PNG, BMP, JPEG e SVG.

5.4 Algoritmos e Complexidade

Com o objetivo de prover uma melhor visualizagdo dos genomas comparados, Syn-
tainia arranja os grupos de genes em cada genoma. Uma melhor visualizacao é
aquela que tem poucos caminhos de sintenia que se cruzam no grafico. Um ca-
minho de sintenia é o traco que liga cada gene a seu respectivo ortélogo entre os
genomas comparados. Tomando dois genomas, o nimero de caminhos de sintenia
que se cruzam é minimizado se dois grupos de genes (cada um pertencendo a um
genoma) sao compostos pelos mesmos genes (ou um subconjunto deles) apresen-
tando posicionamentos relativos bem conservados.

Esse problema é muito semelhante a minimizacéo do nimero de arestas que se
cruzam num grafo desenhado no plano. Muitos estudos tem sido realizados sobre
esse problema, sobretudo por se tratar de uma questéo recorrente no projeto de cir-
cuitos integrados. Em geral, o problema de minimizacao do cruzamento de arestas
num grafo desenhado no plano é NP-dificil, o que tem motivado o desenvolvimento
de algoritmos de aproximacéao para resolver o caso geral, ou que ao menos resolvam
casos especificos (Buchheim et al., 2008, 2006; Grigoriev and Bodlaender, 2007).

Voltando ao problema de se obter a melhor visualizacdo, tomando cada gene
como um vértice de um grafo (cada gene esta ligado aos seus vizinhos imediatos
no genoma e ao seu ortélogo no outro genoma, como apresentado na Figura 5.5), o
resultado é que se obtém muitas arestas que nunca irdo cruzar com outras — as
arestas que ligam um gene a outro dentro do mesmo genoma. Além disso, ha um
grande numero de vértices que ndo podem ser movimentadas no plano, uma vez que
0s genes que pertencam a um grupo precisam, necessariamente, preservar a ordem
dentro do grupo — ordem essa definida pelas posigoes de inicio do alinhamento do
BLAST e que representam as relagoes de vizinhanca entre os genes.
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Figura 5.5: Visualizacédo de genes no Syntainia como um grafo. Em (a) é apresen-
tado um exemplo da visualizacao dos genes pelo Syntainia. Em (b) a visualizacéo
é extrapolada para evidenciar as relacdes entre os genes como um grafo. E impor-
tante destacar que ao tentar reduzir o cruzamento de arestas, ndo é possivel fazer
um novo arranjo entre os vértices do grupo 1234-5678-9012, por exemplo, uma vez
que a ordem dos genes em questéo precisa ser preservada. O que pode ser feito é
movimentar o grupo 9012-5678 para baixo do grupo 8765-1234—-3456 no genoma
a direita.
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Por ultimo, é altamente desejavel que grupos similares estejam dispostos lado
a lado, preservando a ordem dos genes quando esses ocorrem em grupos separados
entre os genomas.

Esses fatos motivam o desenvolvimento de algoritmos especificos para este caso
bem particular do problema de reducéo do cruzamento de arestas, na expectativa
de se encontrar solucdes eficazes e eficientes. Assim, dois algoritmos foram proje-
tados para arranjar automaticamente os dados para fornecer uma melhor visuali-
zacao.

Os algoritmos sdo baseados na ideia de otimizacao da visualizacido entre dois ge-
nomas, mesmo se multiplos genomas sdo comparados. Considerando a Figura 4.2,
os algoritmos tomam pares de genomas da esquerda para a direita, isto é, primeiro
consideram Pb18 e Pb01, entdo Pb01 e Pb03, e assim por diante. Os algoritmos
propostos diferem na forma pela qual buscam a ordem dos grupos pertencentes a
cada genoma. Essa diferenca é explicada a seguir.
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5.4.1 Algoritmo Otimista

O primeiro algoritmo (Algoritmo 1) assume que os genes preservam seus posiciona-
mentos relativos entre os genomas comparados. Essa é uma abordagem otimista,
uma vez que nao ha garantias que os genomas comparados sdo suficientemente
similares (isto é, que eles tem grupos semelhantes). Este é um algoritmo rapido se
comparado ao outro, porque sua complexidade de tempo é uma funcédo do nimero
de genes n do primeiro genoma (G (do lado esquerdo) e o nimero de genes m do
segundo genoma G, (do lado direito). Devido ao nimero de grupos do segundo ge-
noma decrescer a cada grupo similar encontrado, a complexidade de tempo desse
algoritmo é O(nm?).

Algoritmo 1 Algoritmo Otimista

Require: dois genomas (G; e Gy, cada um com pelo menos um grupo de genes
1: cria uma lista vazia L; de grupos de genes
2: cria uma lista L, contendo cada grupo de genes do segundo genoma G,
3: for all grupos de genes de G; do
4: for all genes ¢ do grupo do

5: if o ultimo grupo de L; n&o contém g ou L, esta vazio then

6

7

8

9

if existe um grupo em L, que contém ¢ then
coloca o grupo correspondente ao final de L, e o remove de L,

end if
end if
10: end for
11: end for

12: move os grupos remanescentes de L, para o fim de L,

13: substitui a lista de grupos de G5 por L,

14: return dois genomas, o primeiro igual ao original (G; e o segundo com a sua
lista de grupos de genes do genoma G, reordenada

O algoritmo faz com que grupos similares sejam dispostos lado a lado, preser-
vando a ordem dos genes de G; em (G, desde que os grupos sejam suficientemente
parecidos.

5.4.2 Algoritmo Realista

O segundo algoritmo (Algoritmo 2) tem uma abordagem baseada em pesos para ar-
ranjar os grupos de genes baseado no genoma anterior (que fica do lado esquerdo).
Ele ndo assume que os genomas comparados tem grupos muitos similares. Este é
um algoritmos mais lento, se comparado ao primeiro, porque é necessario percorrer
todo o segundo genoma a cada passo. Tomando o nimero n de genes do primeiro
genoma (G (do lado esquerdo) e o nimero m de genes do segundo genoma G, (do
lado direito), a complexidade de tempo deste algoritmo é O(m?(n + logm)). Essa
complexidade pode ser explicada considerando que para cada gene de (G; é neces-
sario chamar uma sub-rotina de ordenacdo (Quicksort, por exemplo) e é preciso
percorrer a lista que contém o nimero de ocorréncias de genes ortélogos relativos
a cada grupo em ordem decrescente.
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Algoritmo 2 Algoritmo Realista

Require: dois genomas, (G; and G5, cada um com pelo menos um grupo de genes

1:
2:
3:
4:

10:
11:

12:

13:

14
15:
16:
17:
18:
19:

cria uma lista vazia L, de grupos de genes
cria uma lista L, com cada grupo de genes do segundo genoma G-
cria uma tabela T" que relaciona um grupo a um contador de ocorréncias
for all grupos de genes de GG; do
reiniciar T
for all genes ¢ do grupo do
if se ha um grupo em L, que contém g then
incrementa o contador do grupo correspondente em 7'
end if
end for
ordena 7" em ordem decrescente dos contadores, seguido pela ordem alfabé-
tica dos grupos quando o valor dos contadores € igual
considerando o primeiro grupo de 7', move o correspondente grupo de L, para
ofimde L;
for all grupo em 7" com contador maior ou igual a metade do tamanho do
grupo do
move o grupo correspondente em L, para o fim de [,
end for
end for
move os grupos remanescentes de L, para o fim de L,
substitui a lista de grupos de G5 por L
return dois genomas, o primeiro igual ao original GG; e o segundo com a lista
de grupos de genes do genoma G, reordenada
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O algoritmo faz com que grupos similares sejam dispostos lado a lado, porém,
é incapaz de preservar a ordem dos genes de G; em (G5. Isso ocorre porque um
contador elevado de genes num grupo de G, elimina a relacdo de ordem que poderia
haver entre os genes de GG; em G,.

5.5 Arquitetura, Estruturas de Dados e Implemen-
tacao

A arquitetura do software é baseada em duas camadas: interface com o usuario e
manipulacdo dos dados. O subsistema de interface com o usuario é orientado pe-
las recomendacées do Java Swing (Oracle Corporation, 2010b). O subsistema de
manipulacio dos dados é composto pelos seguintes pacotes: nucleo (algoritmos e
pipeline), entidades (estruturas de dados), graficos (médulos de desenho e de ex-
portacdo para multiplos formatos de imagem) e analisadores (processamento dos
arquivos de entrada, como os resultados do BLAST).

5.5.1 Manipulacao dos Dados

As estruturas de dados do Syntainia sdo apresentadas na Figura 5.6. Essas es-
truturas de dados sédo geradas e organizadas dentro de um processamento do tipo
pipeline, apresentado pela Figura 5.7.

Estruturas de Dados

As classes utilizadas pelo Syntainia para organizar os dados e desenhar o grafico
sdo agrupadas por: dados genémicos, dados de anotaciao e dados para desenho (Fi-
gura 5.6). Todos essas classes sdo agrupadas dentro de uma simples classe que pode
ser serializada: SyntainiaComparisionData. A serializacdo de objetos permite
que as estruturas de dados sejam facilmente salvas em arquivos ou transmitidas
via rede.

Os dados genémicos sdo organizados sob uma lista de genomas (atributo do tipo
ArrayList<Genome>), que contém ainda um nome. Cada genoma possui um nome
e é composto por uma lista de grupos de genes (ArraylList<GenesGroup>). Final-
mente, cada grupo de genes contém um nome e uma lista dos melhores alinhamen-
tos de um resultado do BLAST (ArrayList<BestHit>). Um melhor alinhamento
do BLAST (BestHit) é formado pelo nome da sequéncia que esta sendo procurada
num genoma (queryName), o nome da sequéncia do genoma que foi alinhada com
a sequéncia que esta sendo procurada (subjectName) e a posicdo de inicio do ali-
nhamento entre as duas sequéncias (subjectStartValue). E o subjectName
que determina o grupo (cromossomo, supercontig ou scaffold) ao qual pertence
a sequéncia procurada ou, quando aplicavel, o gene procurado. E é a partir do
subjectStartValue que a ordem dos genes é definida dentro dos grupos.

Os dados de anotacéo sdo organizados na classe DataDictionary, sob um atri-
buto do tipo Hashtable da biblioteca padrao do Java (Oracle Corporation, 2010a).
Essa tabela tem como chave valores de queryName e como objeto elementos do tipo
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DictionaryRegistry. Cada objeto do tipo DictionaryRegistry contém um
nome curto para exibicdo do gene no grafico (shortName) e uma lista de catego-
rias (CategoriesList) as quais pertence o gene. CategoriesList trata-se de
um ArrayList<String>, cujos valores sdo processados de um arquivo tabulado
fornecido pelo usuario.

Os dados para desenho sao representados pela classe CategoryColorTable,
que contém uma tabela (Hashtable) que associa uma cor — classe Color da bi-
blioteca padrao do Java (Oracle Corporation, 2010a) — a cada uma das categorias
em DataDictionary. Além disso, também sdo armazenadas informacées sobre
como desenhar cada linha que liga um gene a seu ortélogo através dos genomas
comparados em objetos do tipo GeneDrawConfiguration, estruturados sob uma
tabela Hashtable<String, GeneDrawConfiguration> (um atributo da classe
SyntainiaComparisionData), na qual a cada queryName estdo associados in-
formacoes sobre como desenhar seu caminho de sintenia. Tais informacoes para o
desenho consistem em marcar se o caminho de sintenia deve ser desenhado como
uma linha ou néo (asLine), a largura da linha que liga um gene a seu ortélogo
(lineThickness) e a cor da linha (color).

Processamento dos Dados

Para gerar as estruturas de dados descritas anteriormente e organiza-las, de modo
que o grafico gerado tenha a melhor visualizacdo possivel, foi implementado um
pipeline que consiste de quatro passos (Figura 5.7). As trés primeiras etapas desse
pipeline sdo controladas pela classe GenomesProcessor (Figura 5.8). A primeira
tarefa é executar o BLAST para cada genoma, caso ja ndo existam resultados dis-
poniveis. A execucdo do BLAST é controlada utilizando as facilidades providas pe-
las classes Process e Runt ime da biblioteca padrao do Java (Oracle Corporation,
2010a).

O préximo passo é o processamento dos arquivos de resultado do BLAST para
gerar as estruturas de dados do Syntainia. Por enquanto, somente a saida HTML
do BLAST é processada. Entdo, a classe BlastHTMLParser processa 0s arqui-
vos de resultado do BLAST, gerando uma lista ArrayList<BestHit> com os me-
lhores alinhamentos encontrados, assim como uma lista com todos os valores de
queryName para os quais nio foi possivel alinhar sequéncias. Outro arquivo ana-
lisado é o que contém a informacéo sobre as categorias gendémicas e um nome curto
para cada sequéncia, conforme definidos pelo pesquisador. Este ultimo arquivo
tem estrutura tabular, com trés colunas correspondentes aos seguintes atributos
citados anteriormente: queryName, shortName e CategoriesList. A classe
DataDictionaryParser é responsavel por analisa-lo.

A tarefa seguinte é estruturar os dados, de modo que os genes fiquem ordena-
dos de acordo com o subjectStartValue dentro de seus respectivos grupos. A
responsabilidade por estruturar os dados é da classe GenomeOrganizer. Em se-
guida, é necessario organizar os dados para obter uma melhor visualizacdo dos
genomas no grafico. Para tanto, utiliza-se um dos dois algoritmos desenvolvi-
dos, de acordo com a selecdo prévia do usuario. O Algoritmo 1 é implementado
pela classe OptimistAligner, enquanto o Algoritmo 2 esta codificado na classe
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PessimistAligner. A Figura 5.8 apresenta um diagrama UML das classes apre-
sentadas.

Finalmente, o ultimo passo é a geracdo do grafico. Foram utilizadas os recursos
da API Java 2D para desenhar o grafico (Oracle Corporation, 2010a). Por meio de
uma unica classe, GenomesDrawer (Figura 5.9), que desenha o grafico a partir de
um objeto SyntainiaComparisionData e uma referéncia para onde desenhar, ou
seja, um objeto do tipo Graphics2D, da API Java 2D. O mesmo método que faz o
desenho para a janela principal do Syntainia também gera o grafico que sera expor-
tado para diversos formatos de imagem (PNG, BMP, JPEG) e de graficos vetoriais
— formato SVG, utilizando o Batik SVG Toolkit (ASF, 2010).

5.5.2 Interface com o Usuario

O subsistema de interface com o usuario possui um conjunto de classes respon-
savel pelos elementos visuais que permitem a interacdo com o gréfico. E possivel
interagir com o grafico através de um painel que contém uma arvore hierarquica
JTree, no qual os genes (folhas) estao organizados em grupos e estes em genomas.
Utilizando recursos de arrastar e soltar (“drag and drop”) do Java SE 6 ofereci-
das através da biblioteca Swing (Oracle Corporation, 2010b) é possivel reordenar
grupos e genomas através da arvore.

Para viabilizar os recursos de interatividade foi necessario derivar classes de
JTree e de TreeModel (Oracle Corporation, 2010a), com vistas a rolagem auto-
matica do painel e semelhanca visual com o grafico desenhado, respectivamente
nas classes GenomesTree e GenomesTreeModel. A classe GenomesTreeModel
manipula a estrutura de dados apresentada na Figura 5.6 de acordo com os even-
tos tratados por GenomesTree.

O painel que contém a arvore de exibicdo dos genomas constitui parte da ja-
nela principal do Syntainia, da qual também faz parte o painel no qual o grafico é
exibido para o usuario. Assim, a classe GraphicInteractionPanel contém um
painel privado, GraphicPanel, sobre o qual o grafico é desenhado. Isso é pos-
sivel pela sobrescrita do método protected void paintComponent (Graphics
graphics), definido em JPanel, cuja responsabilidade é desenhar a area util do
painel (Oracle Corporation, 2010a).

Isso permite que o grafico seja desenhado de forma bem eficiente e que qualquer
modificacdo na estrutura de dados seja facilmente replicada para o grafico exibido.
Além disso, desenhar o grafico sobre um JPanel simplifica a captura de eventos,
tais como cliques e arrastar e soltar, o que facilita a implementacéo de mecanismos
de interacdo diretamente sobre a figura.

Também fazem parte do subsistema de interface com o usuario as classes res-
ponsaveis pelos painéis do assistente para geracdo de um novo grafico. Essencial-
mente, a classe NewGraphicWizardController faz o controle da transicdo entre
os painéis da janela do assistente. A classe NewGraphicWizardFrame é respon-
savel pela composicdo da janela do assistente, na qual os painéis de cada etapa
sao exibidos de acordo com o layout de componentes CardLayout do Swing (Oracle
Corporation, 2010a,b).
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Finalmente, outro conjunto de classes que constitui o subsistema de interface
com o usudrio é o responsavel pela integracdo com o sistema operacional. A classe
OSVariantsManager tem como atribuicoes carregar o look and feel do Swing cor-
respondente ao sistema operacional no qual o Syntainia esta sendo executado, além
de instanciar uma das classes que tratam os demais aspectos de integracdo com o
sistema operacional.

As classes responsaveis por aprimorar os elementos da interface grafica, de
modo a aproximar a usabilidade do Syntainia da experiéncia nativa de cada sis-
tema operacional sdo: GTKVariants,MacOSXVariants e WindowsVariants, res-
pectivamente para sistemas UNIX que usam o GNOME, Mac OS X e Windows (Fi-
gura 5.10). Essas classes ajustam a estrutura de menus e o desenho de botdes as
recomendacoes do projeto de interface grafica de cada sistema operacional. Nesse
sentido, foram seguidas as recomendacées de projeto de interface com o usuario do
Windows (Microsoft Corporation, 2010), do Mac OS X (Apple Inc., 2010a,b) e do
GNOME (Benson et al., 2010).

Em especial, a classe MacOSXVariants ainda trata da integracdo com o Dock?
e o menu do aplicativo?, utilizando os recursos providos pela classe Application,
da biblioteca de extensdes da Apple (Apple Inc., 2010b).

3Barra que controla o acesso a aplicativos abertos no Mac OS X e que abriga atalhos para apli-
cativos e documentos.

“Elemento da barra de menus do Mac OS X que abriga itens de menu comuns em aplicativos,
tais como “Sobre”, “Preferéncias” e “Sair”.
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Figura 5.6: Estruturas de dados do Syntainia.
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DataDictionaryConfiguration

- fileName : String

- separator : 5tring
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IGenomesAligner
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W

AV

.

DataDictionaryParser

BlastHTMLParser

OptimistAligner

PessimistAligner

+ DataDictionaryParser(configuration : DataDictionaryConfiguration)
+ parse() : DictionaryParsingResult

- fileName : String

+ BlastHTMLParser{fileName : String)

+ parse() : BlastResult

+ align(first : Genome, second : Genome) : void

+ align(first : Genome, second : Genome) : void

Figura 5.8: Classes do ntucleo do Syntainia, responsaveis pela organizacao das estruturas de dados para geracéo do grafico.
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+ GraphicMetrics()

- drawer

4

+ addMostRightX(genomeName : 5tring, X © int) : void
+ getMostRightX(genomeName : String) : int

GraphicsExporter

GraphicPanel

+ GraphicsExporter()
+ exportBMP(fileName : String, data : SyntainiaComparisionData) : void

+ export)PG(fileMame : String, data : SyntainiaComparisionData) : void

# GraphicPanel()
# paintComponentigraphics : Graphics) : void

# setSyntainiaDataidata : SyntainiaComparisionData) : void

+ exportPNGifileName : String, data : SyntainiaComparisionData) : void

+ exportSVGifileMame : String, data : SyntainiaComparisionData) : void

- exportBitmap(fileMame : String, format : String, data : SyntainiaComparisionData) : void

Figura 5.9: Classes para desenho do grafico, incluindo o painel de exibicdo na janela principal do Syntainia
(GraphicPanel) e a classe que exporta o grafico para diversos formatos (GraphicsExporter).
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pkg osvariants J

OSVariants
JMenuBar # OSVariants() <<singleton>>
# menuBar + prepareframe(frame : JFrame) : void OSVariantsManager
+ prepareHelpButton(button : JButton) : void
+ prepareBevelButton(button : JButton) : void _ variants - OSVariantsManager()
+ prepareGradientButton(button : JButton) : void + instance() : OSVariantsManager
ResourceBundle + preparesegmentedButton(button : JButton, buttonType : String, segmentPosition : String, action : String) : void + getvVariants() : OsVariants
# resource + getMenuBar() : JMenuBar
# createMenuBar() : void

i

MacOSXVariants GTKVariants
+ MacOSXVariants() # createMenuBar() : void
# createMenuBar() : void + prepareFrame(frame : JFrame) : void
+ prepareFrame(frame : JFrame) : void + prepareHelpButton(button : JButton) : void
+ prepareHelpButton(button : JButton) : void + prepareBevelButton(button : JButton) : void
+ prepareBevelButton({button : JButton) : void + prepareGradientButton(button : JButton) : void
+ prepareGradientButton(button : JButton) : void + prepareSegmentedButton(button : JButton, buttonType : String, segmentPosition : String, action : String) : void
+ prepareSegmentedButton(button : JButton, buttonType : String, segmentPosition : String, action : String) : void

- macApp WindowsVariants

Application # createMenuBar() : void

+ prepareFrame(frame : JFrame) : void

+ prepareHelpButton(button : JButton) : void

+ prepareBevelButton(button : JButton) : void

+ prepareGradientButton(button : JButton) : void

+ prepareSegmentedButton(button : JButton, buttonType : String, segmentPosition : String, action : String) : void

Figura 5.10: Classes responsaveis pela integracdo com o sistema operacional.



Capitulo 6

Estudo de Caso e Discussao

Este capitulo, na Secédo 6.1, apresenta um estudo de caso da utilizacdo do soft-
ware no trabalho de genomica comparativa do fungo P. brasiliensis. Uma breve
analise da escalabidade e desempenho da ferramenta é apresentada na Secédo 6.2.
Finalmente, a Secdo 6.3 compara o Syntainia a outros softwares de visualizacéo de
sintenias.

6.1 Estudo de Caso

Além de motivar o desenvolvimento do Syntainia, o trabalho realizado por de Car-
valho (2010) tem utilizado intensamente essa nova ferramenta, com vistas a ob-
tencdo de respostas as perguntas levantadas sobre a conservacdo de genes de P.
brasiliensis, isolado Pb01, entre outros dois isolados (Pb03 e Pb18) sequenciados
recentemente (Broad Institute, 2010a) e outros fungos (ver Secédo 4.2).

Ainda em andamento, o trabalho desenvolvido por de Carvalho (2010) tem como
objetivo geral investigar a localizacdo dos genes que podem estar envolvidos nos
processos de viruléncia ou patogenicidade, e genes essenciais, que podem ter re-
lagdo com o processo de infeccdo de P. brasiliensis. Esta investigacdo esta sendo
realizada através de andlise comparativa entre os genomas estruturais de Pb01,
Pb03, Pb18 e A. fumigatus, A. nidulans, C. immitis, H. capsulatum, C. albicans, N.
crassa e S. cerevisiae.

A seguir é descrito de forma sucinta o trabalho realizado por de Carvalho (2010),
o uso da ferramenta Syntainia e os resultados que ja foram obtidos.

6.1.1 Escolha dos Genes e/ou Transcritos

Os genes escolhidos para a localizacdo de seus ortélogos nos genomas seleciona-
dos pertencem as categorias: antioxidantes, sinalizacao celular, alvos para drogas,
essenciais, proteinas de choque térmico, Interacédo patégeno-hospedeiro, ROS/RNI,
transporte/MDR e viruléncia (Felipe et al., 2005a,b).

A escolha dos genes foi baseada nas categorias funcionais as quais pertencem,
sendo essas categorias relacionadas, diretamente ou indiretamente, a patogenici-
dade do P. brasiliensis, linhagem Pb01. Antioxidantes, proteinas de choque tér-
mico, ROS/RNI e transporte | MDR correspondem a genes que codificam proteinas
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geralmente empregadas na protecio do patéogeno contra as defesas naturais do or-
ganismo hospedeiro ou de substancias empregadas para o tratamento da doenca
(de Carvalho, 2010).

As outras categorias consideradas para a selecdo sdo as de genes codificadores
de proteinas envolvidas com a manutencao das funcées vitais do patégeno como os
da categoria essenciais. Esses genes sdo ortélogos aos que, em C. albicans, foram
experimentalmente comprovados como importantes para o crescimento desse or-
ganismo. Outros genes cujas proteinas correspondentes também sao importantes
para a manutencio do organismo foram categorizadas como pertencentes a vias de
transducdo de sinal; de viruléncia, quando constatados como atuantes diretamente
na viruléncia do patégeno; de interacdo patégeno-hospedeiro, quando importantes
para a adesdo do patégeno ao organismo que estiver infectando; e de alvos para
drogas, quando ou o gene existe no genoma do patégeno mas nio foi encontrado
no genoma humano — consequentemente a proteina codificada por esse gene po-
deria ser alvo para o desenvolvimento de drogas para neutraliza-la sem afetar as
proteinas humanas —, ou as proteinas homoélogas possuem diferentes estruturas
conformacionais que permitem também usar drogas especificas para as do paté-
geno (de Carvalho, 2010).

6.1.2 Obtencao das Sequéncias Genomicas

Todas as sequéncias gendmicas obtidas estdo incompletas ou com regiées ainda
nao definidas ou com espacos ainda nao preenchidos — consequentemente, com os
cromossomos fragmentados. Algumas sequéncias como as de Pb18, A. fumigatus,
A. nidulans, N. crassa, S. cerevisiae e C. albicans contém a informacao sobre a quais
cromossomos pertencem. As demais sequéncias de Pb03, Pb01, C. immitis e H.
capsulatum ainda nao fornecem esses dados, porém, indicam em quais supercontigs
ou scaffolds pertencem (de Carvalho, 2010).

6.1.3 Utilizacao do Syntainia

O Syntainia gerou graficos que mostram a ordenacéo dos ortélogos, representa-
dos pelos numeros PbAESTSs, em cada cromossomo ou fragmento de cada um dos
genomas dos fungos analisados. Além disso, a ferramenta atribuiu cores a cada
PbAEST de acordo com as categorias funcionais aos quais cada um pertencia.

A ordem escolhida de apresentacdo dos genomas foi baseada na proposta de
verificacdo e comparacéo da localizacdo dos genes e/ou transcritos de Pb01 em ge-
nomas de outros fungos patogénicos e ndo patogénicos (ver Se¢do 4.2). Por isso, os
trés primeiros genomas foram os dos trés isolados de P. brasiliensis, sendo que o
Pb18 ficou sendo o primeiro genoma por ter informacées que permitiam associar
a que cromossomo pertencia cada um dos fragmentos, identificados originalmente
como “supercont”.

O primeiro grafico gerado pelo Syntainia mostra todos os dez genomas (Figura
6.1). Devido a grande dimenséao do grafico gerado, de acordo com as analises que se
mostraram necessarias, graficos menores foram gerados, nos quais os isolados de
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P. brasiliensis estédo juntos ou néo dos genomas de fungos patogénicos ou de fungos
nao patogénicos, como ilustrado pela Figura 6.4.

Assim, com o uso do Syntainia, a tarefa de geracao de graficos para a analise de
situacoes especificas ficou bem simples, uma vez que a partir dos arquivos de resul-
tado do BLAST, previamente gerados, rapidamente a ferramenta gera um grafico
somente com os genomas selecionados. As funcionalidades de realce de caminhos e
ocultacdo de grupos de genes tornaram os graficos simples e claros, de acordo com
as necessidades de cada andlise realizada. Finalmente, os graficos gerados pelo
Syntainia foram exportados para o formato SVG, permitindo uma edi¢do mais rica
da figura através de programas como o Inkscape!, sem perda de qualidade.

6.1.4 Organizacao das Categorias Funcionais

A primeira forma de analise dos resultados obtidos com a geracédo dos graficos foi
baseada no comportamento organizacional dos genes codificadores das proteinas
de cada categoria funcional (anti-oxidantes, transducéo de sinal, alvos para dro-
gas, essenciais, HSPs, interacdo patégeno-hospedeiro, ROS/RNI, transporte/MDR
e viruléncia). O destaque das categorias foi feito inicialmente de forma agrupada,
com todas as linhas coloridas de acordo com a categoria dos PbAESTSs ligados por
elas. Em seguida, cada categoria foi destacada das demais. Nestes graficos en-
tao, s6 aparecem os PbAESTSs e as linhas correspondentes a determinada categoria
(de Carvalho, 2010). A Figura 6.2 ilustra essa organizacao das categorias funcio-
nais, aplicada aos trés isolados de P. brasiliensis.

6.1.5 Identificacao de Sintenias

Os ortologos aos PbAESTSs pertencentes a categoria das HSPs foram todos identi-
ficados nos cinco cromossomos de Pb18 e ao longo dos genomas de Pb03 e PbO1.
Na Figura 6.1, é possivel visualizar ocorréncias de sintenias conservadas entre os
trés isolados de P. brasiliensis, bem como casos indicativos de rearranjo cromosso-
mal. Por exemplo, nos fragmentos chromosome_4.2 de Pb18 e supercontig_1.2 de
Pb03 uma HSP70 (3534/99/3148) aparenta ter sido translocada e invertida, visto
que sua posicao relativa a outras proteinas de choque térmico nos mesmos frag-
mentos cromossomais é diferente, bem como na ordem que aparecem os PbAESTSs
(de Carvalho, 2010).

A categoria das HSPs refere-se a proteinas de choque térmico (“heat shock pro-
teins” — HSPs), chaperonas e as que atuam como co-chaperonas?. Essas proteinas
de “choque térmico” sao algumas das mais conservadas conhecidas e sdo encontra-
das tanto em procariotos quanto em eucariotos. Porém, os estimulos para a pro-
ducéo destas e as tarefas que elas realizam variam de organismo para organismo,

IEditor de graficos vetoriais de cédigo aberto, com recursos semelhantes ao Adobe Illustrator ou
Corel DRAW e que usa o padrdo W3C Scalable Vector Graphics (SVG) como formato de arquivo. O
software esta disponivel para download gratuitamente em http://www.inkscape.org.

2Chaperonas sdo proteinas auxiliares, com funcdes diversas nas atividades celulares, sobretudo
na sintese proteica.
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e também, com a localizacdo na célula e com a familia de HSPs a qual pertencem
(de Carvalho, 2010).

A seguir sdo apresentadas duas analises de sintenias identificadas na compa-
racdo entre os 10 genomas estudados. Contudo, o trabalho realizado por de Car-
valho (2010) ja identificou cerca de 10 conjuntos de genes sinténicos, entre genes
de mesma categoria funcional. Como dito antes, a identificacdo de genes sinténicos
entre categorias funcionais distintas ainda é um trabalho em andamento.

ClpX/Mcx1p e HSP60 em Pb18, Pb03, Pb01, C. immitis e H. capsulatum

O gene codificador para a proteina Mcx1p esta representado no transcriptoma do
Pb01 por trés PbAESTSs (179, 586 e 2927) e foi encontrado em nove dos dez geno-
mas analisados, estando ausente em C. albicans. Ja o gene para HSP60, também
representado por trés PbAESTSs no transcriptoma de Pb01 (269, 318 e 415), esta
presente nos dez genomas de fungos escolhidos para a comparacéo neste trabalho.
Mas esses dois genes sdo sinténicos apenas nos trés isolados de P. brasiliensis, em
C. immitis e H. capsulatum (Figura 6.3). Isso torna esses genes um dos casos de
sintenia até entao exclusivo de fungos patogénicos da ordem Onygenales (de Car-
valho, 2010).

HSPS88 e Ssbl em Pb18, Pb03, Pb01, H. capsulatum e C. albicans

Os genes codificadores das proteinas Ssb e Sse sdo representados no transcriptoma
do Pb01 por mais de um PbAEST. O Ssb, pelos PbAESTs 783 e 3098 e o Sse pelos
PbAESTSs 849, 4647 e 4884. Embora essas sequéncias dos PbAESTS, tanto as do
Ssb quanto as do Sse, ndo tenham sido agrupadas por falta de similaridade entre
as sequéncias nucleotidicas, quando traduzidas, correspondiam a mesma proteina.
Com relacdo aos alinhamentos com os fragmentos genomicos de cada fungo, cada
conjunto de PbAEST's alinhavam-se na mesma regido, reforcando o fato de se tra-
tarem de um gene sé6 (de Carvalho, 2010).

O grafico (Figura 6.4) mostra que esses dois genes sdo sinténicos nos trés P.
brasiliensis, em H. capsulatum e C. albicans. Mas em C. albicans néo foi encon-
trado o PbAEST 4884, um dos PbAESTSs correspondentes ao Sse, e os outros dois
PbAEST'Ss, 849 e 4647, foram encontrados em cromossomos diferentes. O mesmo
ocorre para os PbAESTSs do Ssb. Tais casos podem ser exemplos de duplicacéo e
remocao. Duplicacdo dos genes Ssb e Sse e delecio talvez de um terceiro Sse que
seria mais similar ao PbAEST 4884. Assim, ha duas cépias de Sse e Ssb sinténi-
cas nos cromossomos 1 e R de C. albicans que, nos outros fungos mostrados nesse
grafico, correspondem a uma cépia de cada. O fato de cada uma das cépias estarem
no cromossomo R reforca a possibilidade de ter ocorrido uma duplicacéo e depois
uma recombinacéo intracromossomal desses genes. O cromossomo R de C. albi-
cans recebeu essa denominacio pela grande quantidade de genes codificadores de
RNA ribossomal encontrados neste cromossomo. Em fungos, repeticées em tandem
contendo rRNA em alguns casos foi considerada como fonte de CLP (Chromosome
Length Polymorphism), ou seja, facilitam rearranjos génicos (de Carvalho, 2010).

O caso de inversao s6 foi observado em Pb0l com os PbAESTs 849 e 4647
(de Carvalho, 2010).
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6.1.6 Resultados Parciais

Os resultados até entdo obtidos mostram genes sinténicos envolvidos com resposta
a estresse e enovelamento ou desenovelamento de proteinas (de Carvalho, 2010).
A analise sobre a possibilidade de tais genes sinténicos poderem ser explorados
por medicamentos que combatam a paracoccidioidomicose é um trabalho ainda em
andamento.
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Figura 6.1: Todos os 10 genomas comparados pelo Syntainia (de Carvalho, 2010).
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Figura 6.2: Destaque das categorias genémicas entre os trés isolados de P. brasili-
ensis. Os caminhos de sintenia estao coloridos de acordo com as categorias genémi-
cas (de Carvalho, 2010).
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Figura 6.3: Realce de genes sinténicos (chromosome_0.16) entre as trés linhagens de P. brasiliensis, C. immitis e H.

capsulatum (de Carvalho, 2010). No grafico, o isolado Pb01 ja é apresentado com o novo nome proposto: P. lutzii (Teixeira
et al., 2009).
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Figura 6.4: Realce de genes sinténicos (chromosome_1.4) entre as trés linhagens de P. brasiliensis, H. capsulatum e C.
albicans (de Carvalho, 2010). No grafico, o isolado Pb01 ja é apresentado com o novo nome proposto: P. lutzii (Teixeira
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6.2 Analise de Escalabilidade e Desempenho

Uma andlise de escalabilidade é muito importante para softwares de visualizacéo
de dados biolégicos. Segundo Duboc et al. (2006), escalabilidade é uma propriedade
dos sistemas de software caracterizada pelo impacto decorrente de escalar aspectos
do ambiente e do projeto de um sistema. Esse impacto pode ser medido sobre
outras qualidades, de acordo com aspectos que variam sobre os limites operacionais
esperados. Em outras palavras, ao analisar a escalabilidade de um software de
visualizacdo é necessario avaliar o volume de dados suportado pela ferramenta, de
modo a néo prejudicar sua usabilidade.

Por se tratar de um software de visualizacdo de sintenias entre multiplos ge-
nomas, uma analise de escalabilidade do Syntainia essencialmente visa responder
a seguinte questdo: “quantos genomas, e de que tamanhos, podem ser analisados
pela ferramenta?”. Para tentar responder a essa questao, pode-se aplicar o método
proposto por Duboc et al. (2006) ao definir o seguinte cenario:

e Variaveis escalaveis: nimero de genomas, nimero de grupos (cromosso-
mos, supercontigs ou scaffolds) em cada genoma e nimero de sequéncias do
genoma em estudo.

e Variaveis nao-escalaveis: tamanho da meméria da JVM.
e Variaveis de ruido: nenhuma identificada.

e Variaveis dependentes: consumo de memoria.

Nesse cenario, o foco se deu sobre o consumo de memodria, uma vez que néao
foi observada degradacédo do desempenho durante o processamento dos arquivos e
criacdo das estruturas de dados. O Syntainia foi executado num computador com
processador Intel Core 2 Duo de 2,4 GHz e 4 GB de memoéria RAM, executando a
JVM 1.6.0_20 sobre o Mac OS X 10.6.4. Nessa configuracédo nao foram observadas
diferencas de tempo de execucdo significativas, em termos da percepcao do usuario,
do processamento dos arquivos de resultado do BLAST para a comparacéao de 2, 3,
5 ou 10 genomas, contra 259 sequéncias do genoma em estudo, cujo intervalo de
tempo médio foi entre 1 e 3 segundos.

Considerando o consumo de memdria, para a comparacao de 2 genomas contra
259 sequéncias do genoma em estudo, foram alocados 2,5 MB pela JVM, embora
somente cerca de 250 KB tenham sido utilizados pelas estruturas de dados que
armazenam as informacées necessarias para a producéo do grafico. O consumo de
memoria é baixo porque nio sdo armazenadas as sequéncias de cada genoma, mas
somente nomes e informacgoes sobre o alinhamento. Foi possivel observar que a
quantidade de memoéria usada para armazenar um genoma é inversamente pro-
porcional a quantidade de grupos deste. Por outro lado, a quantidade de memoria
que armazena todos os genomas é diretamente proporcional ao namero de genomas
e ao numero de sequéncias do genoma em estudo. Dado que a JVM 1.6.0_20 sobre
o Mac OS X 10.6.4, na configuracio padrao, utiliza até 123 MB de memoria, é pos-
sivel estimar que, para o mesmo genoma em estudo com 259 sequéncias, poderiam
ser comparados até cerca de 400 genomas, com média de 30 grupos.
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Figura 6.5: Consumo de memoria do Syntainia ao longo do tempo. O tempo inicia
apos a abertura da aplicacdo. Em seguida é feita a geracdo de um novo grafico,
comparando dois genomas. O tempo se encerra com a exibicdo do grafico. No eixo
vertical, o consumo de memoria varia de 0 a 14 MB.

Por dltimo, é possivel analisar o consumo de memoéria do Syntainia ao longo do
tempo. A Figura 6.5 apresenta um grafico de consumo de memoria do Syntainia, da
abertura da aplicacéo até a exibicdo de um grafico novo comparando dois genomas.
O primeiro pico de consumo corresponde a abertura do assistente para geracio de
um novo grafico. Os picos seguintes correspondem ao processamento dos arquivos
e criacdo das estruturas de dados do Syntainia e, finalmente, ao desenho do grafico.
Apoés a geracdo do grafico, é possivel observar que a quantidade de memoria usada
pela aplicacdo é baixa (cerca de 2,5 MB). No momento de maior consumo de me-
moria, foram utilizados cerca de 14 MB. Os picos de consumo sdo explicados pelo
fato de a leitura dos arquivos utilizar buffer e a necessidade de criacdo de estru-
turas auxiliares para a organizacio da estrutura de dados que armazena todos as
informacées do grafico.

6.3 Comparacao com Outras Ferramentas

O método de visualizacdo proposto por de Carvalho (2010) n&o se assemelha muito
as formas mais comuns de visualizacio de comparacéo entre genomas para a iden-
tificacédo de sintenias. De fato, a visualizacdo implementada pelo Syntainia é bem
original, podendo ser comparada diretamente com poucas ferramentas.

Em geral, a maioria das ferramentas de visualizacédo apresentadas na Secdo 3.3
apresenta um grande volume de informacoes, sobretudo relativas a posicionamento
dos genes, seja em relacdo ao genoma completo, seja em relagido ao cromossomo do
qual faz parte. Por outro lado, Syntainia esta focado em mostrar como os genes
estdo relacionados: sua vizinhanca, agrupamento e conservacao entre espécies. A
aplicacao nao tem por objetivo apresentar a estrutura dos genomas comparados.
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Nesse sentido, ferramentas que apresentam pouca informacéio diretamente so-
bre o grafico, ou que a exibem somente sob demanda sdo: SyntenyVista (Hunt et al.,
2004), Cinteny (Sinha and Meller, 2007), Sybil (TIGR, 2009) e MizBee (Meyer et al.,
2009). Em especial, a ferramenta SyntenyVista introduz um modo de visualiza-
cdo denominado cartoon scaling, que ignora a estruturacéo espacial dos genes, tal
como a visualizacdo fornecida pelo Syntainia. Cinteny e MizBee possuem mais de
um modo de visualizacdo, dos quais os mais simples diferem visualmente do gra-
fico gerado pelo Syntainia, ou seja, ndo deixam de omitir dados estruturais sobre
os genes. Por outro lado, a ferramenta Sybil, com o seu gradiente de sintenia, apre-
senta uma forma de visualizacdo bastante simples e com pouca informacgao, mas
que difere completamente de todas as demais ferramentas.

Do ponto de vista dos mecanismos de interagdo com o grafico, em geral a grande
maioria das ferramentas apresenta alguma forma de selecdo do que sera exibido
e/ou zoom. Embora o Syntainia ainda néo seja capaz de prover zoom, a ferramenta
permite que o usudrio selecione os genomas e grupos de genes (cromossomos, su-
percontigs ou scaffolds) que deseja visualizar.

Por outro lado, Syntainia oferece uma série de mecanismos de interacédo que s6
encontram paralelo na ferramenta SyntenyVista (Hunt et al., 2004). Syntainia ofe-
rece a possibilidade de o usuéario alterar formas e cores dos caminhos de sintenia,
funcionalidade néo fornecida pelo SyntenyVista ou outras ferramentas. Também é
exclusividade do Syntainia a possibilidade de mudar a ordem de grupos de genes e
de genomas no grafico, de modo a simplificar a visualizacéo de acordo com as neces-
sidades do pesquisador. Ja o SyntenyVista permite que o usuario movimente um
cromossomo ao longo do seu eixo vertical, o que possibilita o alinhamento visual de
cromossomos, facilitando assim a visualizacdo das caracteristicas de conservacao
entre os grupos de genes alinhados. Além disso, o SyntenyVista fornece também a
possibilidade de o usuario inverter um cromossomo, de modo a anular diferencas
relativas ao sentido em que foi feito o sequenciamento de cada genoma. Essas duas
funcionalidades do SyntenyVista, embora ainda ndo implementadas pelo Syntai-
nia, sdo de grande utilidade para os pesquisadores.

Avaliando as questoes que um pesquisador espera esclarecer ao estudar os grafi-
cos de comparacoes de genomas, no contexto da visualizagao de sintenias, Syntainia
nao é capaz de fornecer respostas as questées que envolvam aspectos estruturais
dos genomas, cromossomos e genes. Isso ocorre justamente porque Syntainia omite
essas informacoes do usuario. Ainda assim, a ferramenta proposta neste trabalho
fornece respostas a maioria das questoes levantadas por Meyer et al. (2009), assim
como a maioria das ferramentas analisadas.

Em termos da escalabilidade do nimero de genomas comparados pelas ferra-
mentas mais comuns, nem todas sdo capazes de analisar mais de dois genomas ou,
mais precisamente, um numero arbitrario de genomas, tal como Syntainia. Assim,
as ferramentas que, como o Syntainia, sdo capazes de comparar multiplos genomas
sdo: Mauve (Darling et al., 2004), ACT (Carver et al., 2005), SynView (Wang et al.,
2006), GBrowse_syn (McKay, 2007), Cinteny (Sinha and Meller, 2007), MEDEA
(Broad Institute, 2009) e Sybil (TIGR, 2009). Com as excecoes de Mauve e Cinteny,
todas as demais ferramentas, inclusive o Syntainia, utilizam BLAST para efetuar
as comparacoes entre os genomas.
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Com relacdo a interface com o usuario, algumas ferramentas apresentam inter-
faces web, uma vez que sdo executadas em servidores na rede, com alguns meca-
nismos sendo executados pela navegador, com o uso de JavaScript ou Adobe Flash.
E ha também as ferramentas que, assim como o Syntainia, sdo aplicativos desk-
top, como: Apollo (Clamp et al., 2003), SyntenyVista (Hunt et al., 2004), Mauve
(Darling et al., 2004), ACT (Carver et al., 2005) e MizBee (Meyer et al., 2009).
Em geral, os aplicativos desktop analisados sdo escritos em Java e ndo apresentam
qualquer preocupacéo de integracdo com o sistema operacional, tampouco procu-
ram apresentar uma interface grafica simples e intuitiva, aspectos que nortearam
o desenvolvimento do Syntainia.

A seguir, a Tabela 6.1 apresenta um resumo da comparacéo entre o Syntainia e
as ferramentas discutidas na Secéo 3.3. Mais uma vez os softwares sdo comparados
de acordo com os requisitos definidos por Hunt et al. (2004) e os objetivos e tipos de
graficos propostos por Meyer et al. (2009).
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Tabela 6.1: Comparacio do Syntainia com outras ferramentas de visualizacio de sintenias, segundo os requisitos definidos
por Hunt et al. (2004) e os objetivos e tipos de graficos propostos por Meyer et al. (2009).

Ferramentas

A B CDEVFGH123456 7 8 9 10 11 12 13 14 V1 V2 V3 V4 V5 V6
SyntenyView e e
Mauve

SynBrowse

GBrowse_syn

MEDEA

MizBee




Capitulo 7

Conclusoes e Trabalhos Futuros

A visualizacdo de dados biolégicos tem se mostrado cada vez mais necessaria para
a realizacao das analises dos dados genomicos produzidos pelos projetos de sequen-
ciamento. Em especial, a identificacdo de sintenias, tarefa comum em analises de
gendmica comparativa, demanda ferramentas de visualizacédo que deixem claras as
relacoes entre os genes de multiplos genomas. O método de visualizacdo proposto
por de Carvalho (2010) fornece uma viséo clara das relagdes de genes, entre mul-
tiplos genomas, agrupados em cromossomos, supercontigs, scaffolds ou outro mais
conveniente para o pesquisador.

O método proposto por de Carvalho (2010) foi implementado pela ferramenta
Syntainia, proposta neste trabalho. Entre as principais caracteristicas desenvolvi-
das para a ferramenta, e que sédo de grande utilidade para os bidlogos, destacam-se
a automacéao do processo de comparaciao dos genomas e geracgao do grafico; desen-
volvimento e implementacdo de algoritmos de arranjo automatico dos dados para
melhor visualizacdo dos genomas; e interacdo com o grafico (realce dos caminhos
de sintenia, extracido de por¢oes do grafico e re-arranjo dos dados).

Comparado a outras ferramentas de visualizacdo, Syntainia oferece um con-
junto equilibrado de funcionalidades e responde as principais questoes levantadas
por um pesquisador quando este busca a identificacdo de sintenias. Aplicado ao
estudo de caso para visualizacdo de sintenias entre P. brasiliensis e outros fungos
relacionados, desenvolvido por de Carvalho (2010), Syntainia mostrou-se um soft-
ware poderoso e flexivel, fornecendo os meios necessarios para a identificacdo de
sintenias entre os fungos, auxiliando na identificacdo, até o momento, de 10 con-
juntos de genes sinténicos.

Ainda nao foram implementados mecanismos que fornecam a capacidade de
obtencéo de informacoes sobre os genes a partir da visualizacdo. Nao foram imple-
mentados também mecanismos de interacéo direta sobre o grafico, suporte a des-
fazer/refazer e zoom na area de visualizacdo. Ainda esta em estudo qual tecnologia
sera utilizada para persistir as comparacées e os graficos gerados pelo Syntainia.
Uma das alternativas que estdo sendo avaliadas é a utilizacdo de um banco de
dados relacional embarcado a ferramenta, como o HyperSQL DataBase (Simpson
and Toussi, 2010), o que permitira a producéo de relatérios facilmente, por meio de
consultas SQL personalizadas. Outra funcionalidade pendente é a possibilidade de
alterar as cores das categorias gendomicas informadas no dicionario de dados.
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Outras funcionalidades desejaveis para o Syntainia sdo a possibilidade de o
usuario inverter um cromossomo, de modo a tornar mais claras diferencas relativas
ao sentido em que foi feito o sequenciamento de cada genoma e, assim, possibilitar
que o pesquisador dé o tratamento adequado a cada caso; e permitir que o usuario
movimente um cromossomo ao longo do seu eixo vertical, o que possibilita o alinha-
mento visual de cromossomos, facilitando assim a visualizacédo das caracteristicas
de conservacdo entre os grupos de genes alinhados. Alem disso, um recurso que
simplificaria a geracéo dos graficos seria a capacidade de o Syntainia automatica-
mente identificar grupos de genes, sem a necessidade de o usuéario informar uma
expressao regular que defina os nomes dos grupos.

Outros trabalhos futuros relacionados ao desenvolvimento do Syntainia incluem
a elaboracao de uma opcéo para processamento distribuido do BLAST, a fim de pro-
ver melhor desempenho quando comparando genomas muito extensos; e adicao de
outros mecanismos de comparaciao de genomas, diferentes de BLAST. Finalmente,
seria interessante o desenvolvimento de uma versio web da ferramenta, com a pos-
sivel integracdo a sistemas de anotacéo genomica e/ou pipelines de sequenciamento
(Coimbra et al., 2007).
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