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RESUMO
Este projeto visa implementar, no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do
Instituto de Quimica da USP, um sistema de organizag&o e anotacdo de sequiéncias génicas de
interesse para a equipe do laboratdrio.

A linha de pesguisa deste laboratério enfoca, principalmente, o isolamento e a
caracterizacdo estrutural e funcional de genes diferencialmente expressos em processos
relacionados com a proliferacdo celular e a origem dos tumores. As principais linhas de
estudo incluem o efeito de agentes anti-tumorais em células de gliomas de rato, efeito de
agentes mitogénicos em células beta de ilhotas pancredticas humanas e, mais recentemente, a
participagdo nos projetos Genoma do Céancer brasileiro (HGCP), Transcriptoma (TFl) e
Genoma Funcional, nos quais se busca, entre outras coisas, a comparagdo entre tumores e
tecidos normais de alguns 6rgaos humanos.

Com o avancgo de projetos envolvendo sequienciamento de DNA e andlise de genes e
proteinas, uma enorme quantidade de dados vem sendo gerada, criando a necessidade de
avaliar e integrar estas informacOes através do desenvolvimento de ferramentas de
Bioinformatica. O objetivo deste projeto foi criar um sistema computacional de anotacdo e
armazenamento de sequéncias expressas de DNA (ESTs), envolvidas no controle da
proliferacéo celular e na origem de tumores. O sistema € composto por um ambiente gréfico
servidor-cliente (web) apoiado por um banco de dados em MySQL. A opgdo por uma
interface web propicia a combinacdo de diversas ferramentas para uma analise mais compl eta,
com resultados homogéneos. Inicialmente, as ESTs sdo identificadas e localizadas, de
maneira automatica, em relacdo a um genoma, pelos programas de ainhamento BLAST e
BLAT. Em seguida, sdo avaliadas informacOes relativas as funcdes dos produtos génicos,
através de buscas em diversos bancos de dados publicos. Seqiiéncias ja descritas sao
confirmadas. Para as demais, sdo extrapoladas caracteristicas referentes a seqiéncia de maior
similaridade. Além da anotacdo automética, 0 ambiente gréfico permite que 0s usuarios
adicionem informacOes referentes aos genes. As informagdes obtidas na anotagdo sdo
armazenadas no banco de dados. A facilidade de acesso aos dados e a aceleracdo na
interpretacéo dos mesmos propicia maior agilidade na publicacgo dos resultados e na escolha
de alvos para experimentos subsequientes.

André Fujita



ABSTRACT

The advancement of projects involving DNA sequencing and analysis of genes and
proteins, has been generating a large amount of data, creating the necessity for evaluating and
integrating these informations through the development of Bioinformatic tools. The objective
of this project was the development of a computational gene annotation system for the
expressed sequence tags (ESTS) involved in the control of celular proliferation and the origin
of tumors. This system is composed by a graphic client-server (web) interface supported by a
MySQL database. The use of a web interface ams to integrate the numerous publicly
available genomic tools, and thus obtain a complete analysis of the ESTs, in an homogenous
manner. Firstly, the ESTs are identified and located automatically in a genome using the
BLAST and BLAT programs. Then, the information associated to functions of gene products
are evaluated through search in public databases. Known sequences are confirmed. For
unknown sequences, the characteristics of the best hit are extrapolated. In addition, the
graphic interface alows the annotator to add information related to these genes. The
information obtained from the annotation are stored in the database.

This annotation system decreases repetitive effort tasks in numerous searches in
databases. The results obtained using this system can easily be used for future consultation

and to help the design of new experiments.
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1-INTRODUCAO

Recentemente, com o avanco de projetos envolvendo sequenciamento de DNA e
andlise de genes e proteinas, uma enorme quantidade de dados vem sendo gerada, criando a
necessidade de avaliar e integrar estas informacdes através do desenvolvimento de
ferramentas de Bioinformética.

As tecnologias de Gendmica, Protedmica e Bioinformética estdo sendo utilizadas por
NOSSO grupo para compreender 0s mecani smos moleculares dos processos normais e regulados
de proliferacdo e diferenciacdo celular e do desvio deste controle, que ocorre em células que
dao origem a tumores, utilizando modelos de transgénese em sistemas celulares e em animais.

Para a producéo de proteinas, grupos de diferentes genes sdo ativados ou reprimidos
em resposta a sinais internos ou externos. Isto significa que as células de um organismo tem o
mesmo DNA, mas diferentes genes contidos neste DNA sdo transcritos em RNA e
posteriormente traduzidos em proteinas, as quais irdo exercer funcbes especificas. O conjunto
de genes que estdo ativados ou reprimidos num determinado momento compde o que
denominamos de perfil de expressio génica (Alberts, 1994).

Em nosso laboratério, busca-se o isolamento e a caracterizacdo estrutural de genes
diferenciamente expressos na presenca de agentes mitogénicos, indutores de diferenciacéo,
virus tumorais, agentes anti-tumorai s/anti-proliferativos em modelos celulares e em tumores
humanos (Sasahara et al, 1995, Armelin et al, 1996, Vaentini & Armelin, 1996, Vedoy et al,
1999, Flatchart & Sogayar, 1999, Vedoy & Sogayar, 2001, Bengtson et al, 2002). De forma
geral, sdo utilizadas metodologias experimentais que permitem o isolamento de genes
regulados em processos relacionados a proliferacdo celular e em condicbes especificas de
tratamentos.

O principal modelo de estudo so células ST1 provenientes de tumores de glia de rato,
nas quais procura-se isolar os genes associados com a acdo anti-tumoral de glicocorticéides e
de retinGides sobre estas células. Mais recentemente, participando dos projetos de Genoma e
Transcriptoma humanos do cancer, passou-se a estudar os genes diferencialmente expressos
entre tecidos normais e tumorais. Os tecidos atuamente estudados com este enfoque séo
tecidos de cérebro, préstata e pancreas.

Estudando os tecidos de préstata, o grupo também participa do projeto denominado
CAGE (“Cooperation for Analysis of Gene Expression”), realizado em conjunto com o
Instituto de Matematica e Estatistica (IME) da USP. Este projeto emprega andlises de
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microarranjos de DNA (microarray) feitos em laminas de vidro, através de robdtica, para
analise da expressdo génica diferencia em larga escala (andlises de aproximadamente 4.000
genes por experimento).

Na Unidade de Ilhotas Pancredticas Humanas, que € um anexo do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular, sdo estudados genes isolados de ilhotas de pancreas humanos
tratadas com agentes mitogénicos (glicose e/ou prolactina), visando auxiliar na elucidagdo do
diabetes mellitus (DM) tipo | e no desenvolvimento de novas terapias para esta doenca. Genes
diferencialmente expressos entre células beta de pancreas normais e tumorais (insulinomas)
também est&o sendo isolados e caracterizados.

Apbs o isolamento dos genes envolvidos nos referidos processos, sdo realizados
estudos funcionais para caracterizar estes genes e seus produtos protéicos. As informacdes
gue se tem sobre os genes envolvidos nestes processos de proliferacéo, diferenciacéo e
malignidade sdo ainda incompletas e 0 uso de técnicas experimentais modernas aiadas as
andlises de Bioinformatica, constituem ferramentas potentes para a €lucidacéo destes
Processos.

Com o aumento da quantidade de seqiéncias codificadoras obtidas (ESTs — Expressed
Sequence Tags) e a caracterizagdo experimental das respectivas proteinas codificadas por
estes genes, a predicdo de funcbes de proteinas, utilizando ferramentas computacionais, se
torna cada vez maisimportante (Bork et al, 1998).

O objetivo do presente projeto foi o desenvolvimento de um sistema de anotacéo para
as sequiéncias de ESTs geradas no laboratério. Esta anotacdo tem por finalidade identificar os
genes representados por uma determinada EST ou grupo de ESTs e descrever as funcfes a
elas relacionadas.

O sistema foi composto por um ambiente gréfico servidor-cliente (web) apoiado por
um banco de dados em MySQL. O ambiente gréfico contém uma pagina de submissdo de
sequiéncias génicas e uma de ferramentas de anotacdo dos genes para que 0S USUarios possam
tanto visualizar os dados quanto adicionar novas informagdes. Estas informacgbes sdo
armazenadas de forma organizada no banco de dados de suporte.

A opc¢do por uma interface web propicia a combinagdo de diversas ferramentas para se
obter uma analise completa, com resultados homogéneos, de facil uso e acesso.

A anotagdo de ESTs foi dividida, basicamente, em duas fases (Stein, 2001). A
primeira consistiu na identificagdo e localizagdo da EST em relacdo a um genoma. Nesta
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etapa utiliza-se programas de alinhamento de seqliéncias. Para isto, é reaizada a anotagdo
automética, preliminar, de sequéncias, através dos programas BLAST e BLAT, obtendo-se
informagdes catalogadas sobre ORFs (Open Reading Frames) passadas como entrada. Os
dados da sequiéncia do banco que apresentam o melhor hit sdo atribuidos a sequiéncia.

Na fase seguinte, sdo avaiadas as informacdes relativas as funcdes dos genes, por
meio de buscas em diversos bancos de dados publicos disponiveis, contendo, inclusive,
proteinas ja conhecidas (LocusLink, CGAP, PFAM, Gene Ontology). Sequiéncias conhecidas
sd0 confirmadas, enquanto para as seqiiéncias ndo totalmente conhecidas, serdo extrapoladas
caracteristicas referentes a sequiéncia de maior similaridade. Desta forma séo armazenadas as

ESTs devidamente caracterizadas, com facil acesso ans usuarios.

Na etapa final, a correcdo de anotacfes funcionais exige um enorme esforco ja que
esta fase ainda precisa ser revisada manuamente. Isto se deve, principalmente, a dificuldade
de se desenvolver sistemas que selecionem palavras-chaves e informagdes funcionais de
artigos cientificos (Bork et al, 1998).

Com esta organizacéo e homogeneizacao dos dados gerados por diferentes projetos do
laboratorio, aintegracdo dos resultados € facilitada e os mecanismos envolvidos nos processos
estudados podem ser elucidados mais rapida e eficientemente.
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2—-0OBJETIVOS

Criar um sistema de anotagéo e armazenamento de ESTS, as quais estdo envolvidas no
controle da proliferagdo celular e na origem de neoplasias.

2.1 — Objetivos especificos

Analisar e caracterizar ESTs isoladas experimentalmente, através de uma interface de

anotacado do tipo web, contendo ferramentas publicamente disponiveis.

Identificar, organizar e armazenar dados relativos aos genes de interesse, em um banco
de dados MySQL, de fécil acesso e atualizacao.
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3- VIABILIDADE E RELEVANCIA

O projeto esta sendo desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
(1Q-USP) sob orientagdo da Prof® Dr* Mari Cleide Sogayar e supervisio da MSc. Katlin
Brauer Massirer. O Prof. Dr. Alan Mitchell Durham do IME-USP € o supervisor da parte
computacional.

O laboratério conta com uma estacdo de trabalho Alpha, que dispbe do sistema
operacional Tru64Unix (Compag) na qual esta sendo desenvolvido todo o sistema de
anotacdo e a qual também funciona como servidor de pagina para a Internet.

As ferramentas computacionais ja existentes, necessarias para o desenvolvimento do
projeto estdo disponiveis gratuitamente na Internet para o uso académico. As demais
ferramentas, para as necessidades especificas do grupo, sdo desenvolvidas pela equipe de
Bioinformatica.

Os dunos do laboratério (maioria doutorandos) fornecem, a partir de seus
experimentos, as sequéncias a serem anotadas e contribuem nas discussoes das ferramentas
necessarias para as andlises, bem como no esclarecimento de dividas referentes a Biologia
Molecular.

O laboratério € composto por cerca de 20 alunos entre Iniciagdo Cientifica e pos-
graduacéo (lista da Equipe em anexo) os quais podem ser beneficiados com o
desenvolvimento deste projeto.

A inter-relacdo dos dados obtidos experimentalmente no laboratério, seguida das
andlises de Bioinformatica irdo proporcionar maior integracdo dos diferentes projetos, e,
ainda, permitir que os aunos iniciantes acessem, rapidamente, os dados anteriormente
obtidos. A facilidade de acesso aos dados e a acel eracdo na interpretacdo dos mesmos, podera
contribuir para atingir maior agilidade na publicag&o dos resultados e na escolha de alvos para

experimentos subsequentes.
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4- METODOS E FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS

A principio, foi feito um levantamento de dados, juntamente com a supervisora Katlin
Brauer Massirer, para avaliar quais seriam as ferramentas de anotacdo necessarias para suprir
as informagtes de interesse para a equipe do laboratério. Baseado nisto, foram criados dois
protétipos de telas: a interface de submissdo e a de anotagdo. Apresentando estas telas aos
alunos e recebendo suas sugestdes, foi possivel completar um nivel razoavel de refinamento

para o inicio daimplementacao.

4.1 — Pipeline de Anotagéo

Os mecanismos utilizados para realizar as transagdes entre anotador e banco de dados
foram implementados nos préprios programas encarregados da submissdo e visualizacdo das
seqliéncias.

Os programas de submissdo, anotacdo automatica, visualizacdo e parsers (programas
de filtragem de dados) formam juntos o pipeline de anotagdo de ESTs como descrito no

esguema abaixo.

Péagina de submissdo
de ESTs

Locus_parser.pl Blast_parser.pl

LocusLink ¥

Banco de
dados Blat_parser.pl

Péagina de resultados

Figura 1. Representacdo esquemética do pipeline do sistema de anotacéo.
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4.2 —Interfaces

10

A fim de facilitar a submissdo das seqiiéncias a serem anotadas e 0 acesso ao banco de

dados e agilizar a anotagéo manual, foram criadas algumas interfaces gréficas em HTML.

Para a construcdo dessas interfaces, foi utilizado o aplicativo FrontPage 2000 da

Microsoft por oferecer maior agilidade no seu desenvolvimento.

As interfaces estdo divididas em dois tipos: a de submisséo e a de anotagdo manual.

A tela de submissdo contém opcBes de multipla escolha. S&o escolhidas as

das duas condigoes.

QI RIS

Endereca | hiip://mariwork.ig usp.br/anotacao/submissao. php

SUBMISSION PAGE

Author: [Femonda Ois 5]

Clone description:

=lfce  El[Nomal

Condition 1: [Glia.

=l[Treatment  =l[12 =][Glucocorticaid

|

=llce  =l[Tumaral ]
Expression Condition (cond1/cond2): *UP  CDOAN T NO
Expression ratio (condt/cond2:: [10

Experiment:[35H 5]

Condition 2: [Glia.

=l[Treatment  =l[12 =][Glucocorticaid

|

»

Sequence: C fasta ¢ chromatogram

[CiMeus documentos|ortisiseqT ot | Procurar.

|

Information about experiment:

A 4

Figura 2. Pagina de submisséo.

\4

informagdes quanto ao nome do anotador, modelo experimental, estado de malignidade das
células, tratamento, tempo de tratamento e agente do tratamento. Em relacdo a expressao

génica sdo submetidos os dados de nivel de expressao e arazao entre a expressao de cada uma

Informacdesr efer entes ao experimento

Arquivo contendo a sequéncia

Infor macdes adicionais

A submissdo da seqiiéncia do gene pode ser redlizada diretamente através de um

encontra a sequéncia propriamente dita.

Exemplo de um arquivo em formato FASTA:
> 0i|21312785|ref[NM _028991.1|[21312785]

arquivo em formato FASTA que consiste em um arquivo texto com a primeira linha

comegando com o caracter “>" seguido pela descricdo da sequiéncia, e nas linhas abaixo se

ttagtatgaactacaatgcaatgcacttgtaactcatggaaataaatgtacatctitatttacacccatgataagattcagtgttgat
tttctctggattggtgtgtectaagtaggcactcataat caatttatggcttgtgcttcagacaaaaatgttcatgggecttactcta
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ctceecactccacectaccececatgeactgeecctcacageagtitacgtatatgggasaggtecttttcagetgcacatggt

gecatgeatcgttaatcecageattcagtcagaggcaggtggat ctetgaatggaagcaggectgatttgcatagggaggtc
caagctggaactctataggtectgtctcaaaaaaaacagagtccteceegtctgectct

As informagdes adicionais ou comentérios quanto ao experimento podem ser inseridas
em uma éarea de texto disponivel no canto inferior datela.

Na tela de visualizacdo e anotacdo sdo listados todos os resultados obtidos pela
anotacdo automatica que estdo armazenados no banco de dados. Nesta pagina também estao
disponiveis aguns links para as ferramentas e bancos de dados publicos, no caso do anotador
desgjar obter maiores informagdes sobre o gene ou também para redlizar consultas mais
atualizadas. Ha também uma area de texto para ainsercao desses novos comentarios.

7 ID - Netscape [=[B]x
Eie Edt Vew Go Commuricalor Help
O 2 A 4 o W oS & O 8@
Back Robad  Home  Seach Nelscape Pt Secuy Shop
7 6 Bosknaiks ) Location [ /ocahosdrropto-dente_v2php =] @) Whats Related
ANNOTATION RESULTS =
Author: Andre Fujita
D:
Date of submission: 2002.09.02 ) )
—>
Description: ST1 Tumoral No Treatment 00 Allrans retinoic acid 4 X DOWN Dados provenientes da submissso
Sequence FASTA)
Length: 4229
LOCUS ID: 57786 ]
GENE SYMBOL: RBAK
NAME: RB.associated KRAB repressor
MAPPING: 7p22.3
ACCESSION NUMBER: NM_021163
oo H , Anotagdiomanual
GMIN:
BLAST = P
BT Evalue 1dentty () Anotagdo automatica
| Homo sapiens RE a FN 00 (13173 0%
Chromossome Score Leentity (%) Start End
7 74t 90.6% o 750
PFAM
lInp, PFAM Accession # Potein Fanily Descrip
PRI E

" 1ocus I GENECARD " PUBMED

S s Ferramentas auxiliares para
anotacdo manual

Figura 3. Pagina de anotacéo.

4.3 —Ferramentas de localizacdo e car acterizacéo génica

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): é uma ferramenta de alinhamento de
sequéncias desenvolvido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dada
uma seqliéncia de consulta, o programa apresenta, como resultado, uma lista com os hits
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seguida da extensdo e qualidade da similaridade da seqiiéncia, bem como a disposicdo de gaps
no alinhamento (Wheeler et al., 2001). Em cada um dos ainhamentos encontrados é listada
uma descricdo da seqgiéncia, a pontuacdo do alinhamento obtido que é normalizada,
permitindo comparagdes entre consultas realizadas em diferentes bancos de sequiéncias, e 0 E
value que é o valor que indica a significancia estatistica do hit, ou seja, 0 nimero estimado de
alinhamentos com pontuagéo igual ou maior ao do hit que poderia ter sido encontrado ao

acaso.

O BLAST possui algumas variantes dentre as quais, a variante usada para a anotagéo
foi o blastn, um programa que compara uma seqiiéncia de nucleotideos contra todas as

sequiéncias de nucleotideos contidas no banco.

BLAT ¢é um programa desenvolvido pela Universidade da California, Santa Cruz. E
similar a0 BLAST, porém, realiza o ainhamento apenas contra 0 genoma humano e de
camundongo. O método de indexacdo de todos os K-mers sem sobreposicdo torna-o mais
rapido e sensivel que o Blast e cerca de 500 vezes mais rapido que outras ferramentas
populares de alinhamentos de mMRNA/DNA (Kent, 2002). Inclui também outras ferramentas
Uteis como programas de predicdo génica e visualizacdo de ESTSs, permite a visualizagcdo de
splicings aternativos e fornece a identificagdo e localizacdo génica com links para vérias

outras ferramentas de caracterizagéo.

LOCUSLINK ¢é um banco de dados publico mantido pelo National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e que contém informagdes descritivas sobre o loci dos
genes incluindo nomenclatura, identificador no banco de dados (ID), doencas associadas,
posicdo cromossdmica e acesso as sequéncias, centralizando os dados relativos aos genes de
mosca de frutas, camundongo, rato, humano, e lebiste (Pruitt & Maglott, 2001).

4.4 — Ferramentas de car acterizagao funcional

GO (Gene Ontology) é um banco de dados independente dos demais conhecidos que
fornece descricdo das funcbes moleculares, processos bioldgicos e componentes celulares de
produtos génicos.

PFAM (Protein Families Database of Alignments and HMMs) é um banco de dados
representado por familias de proteinas, cada qual composta por seqliéncias similares e
analisadas pelo modelo de hidden Markov, sendo utilizado na avaliagdo de dominios de
proteina. Este banco contem anotacfes de cada familia em forma de texto e, também, links
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para as referéncias bibliograficas (Bateman et al, 2001). E mais sensivel que alguns outros
bancos que sdo amplamente utilizados, como PROSITE, pois contém dados interligados de
outros bancos (Bork et al, 1998).

CGAP (Cancer Genome Anatomy Project) abrange bancos de dados com enfoque em
alteragbes moleculares que ocorrem em cancer. Inclui bancos de ESTs (expressed sequence
tags), padroes de expressdo génica, SNPs (single nuclear polymorphisms) e informagoes
citogenéticas e ainda, um diretério de genes supressores de tumores e oncogenes.

SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) € um componente do CGAP que permite
depositar, restaurar e analisar dados de expressdo génica humana (La et al, 1999).
Atualmente é composto por 100 bibliotecas de cDNAs de tecidos (normal ou tumoral) ou
condic¢oes de tratamento diferentes.

Permite a busca de dados de genes individuais ou de listas de genes diferencialmente
expressos entre diferentes bibliotecas de SAGE.

4.5 — Anotacao automética

Os parsers para a busca de informagdes relevantes nas ferramentas de anotagéo foram
desenvolvidos utilizando-se a linguagem de programacéo Perl e as transacOes de dados
baseadas em scripts PHP.

Primeiramente, o programa compara a seqiéncia submetida pelo anotador com o
banco de seqiiéncias de nucleotideos nt do GenBank usando o programa BLAST. O resultado
do BLAST fornece a identificagcdo da sequiéncia em diferentes organismos e a localizacéo
gendmica, devolvendo, como resultado, 0 nome da sequéncia do hit mais significativo
acompanhado do score, da identidade, do accession number e do E value.

Esta mesma seqliéncia submetida é comparada com os bancos do genoma humano e
do camundongo pelo programa BLAT. Este, por sua vez, retorna a localizagdo no
Cromossomo, o score, aidentidade, o inicio e o fim do alinhamento do melhor hit.

No entanto, ha casos em que o melhor alinhamento, ou sgja, 0 que obteve o melhor hit
ndo identifica a sequéncia de interesse corretamente. Para estes casos, a pagina de
visualizagdo permite que o anotador realize a corre¢do manua mente.

A partir do accession number obtido pelo BLAST, € possivel obter o locus id (chave

do banco de dados do Locuslink), fazendo-se uma busca no banco de dados do CGAP
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instalado localmente. Este banco de dados é formado por dois arquivos texto onde estéo
inseridas inlmeras informacgdes quanto a0 genoma humano e ao de camundongo. A fim de
facilitar a busca neste banco, pois grande parte da informacdo era desnecesséaria para a
anotacao, foi criada uma tabela contendo apenas os valores do locus id e 0s seus respectivos
accession numbers. Feita a associacdo do accession number com o locus id, € redlizada a
busca no LocusLink que retorna a descricéo do gene, a posi¢cao especifica no cromossomo e o

simbolo.

Apbs a identificacdo da seqiiéncia, € necessario, ainda, caracterizar a funcéo
bioquimica da proteina codificada. Uma aternativa € realizar buscas em bancos de proteinas
ja conhecidas e encontrar alguma sequiiéncia similar paraaqual € possivel extrapolar a funcéo.
Caso alguma sequéncia seja encontrada, a hip6tese que esta nova seqiiéncia tem a mesma
funcéo do gene do banco (Gaasterland & Oprea, 2001). Para isto, sdo realizadas buscas no
banco de dados do PFAM.

4.6 — Anotacdo manual

Concluida a anotagcdo automatica, € necessario, ainda, uma verificagdo manual dos
resultados obtidos, pois algumas vezes o gene de interesse ndo € localizado automaticamente,
de maneira correta, pela anotagcdo. A anotacdo manual consiste em verificar possiveis erros,
corrigi-los, caso necessario, e, ainda, adicionar informacbes que ndo se pode obter
computacionalmente como arelagdo com as doengas como o cancer, por exemplo.

No caso deste projeto, foi deixado para que o proprio anotador obtivesse manua mente
o resultado do Gene Ontology, por ndo ser possivel desenvolver uma boa heuristica de
procura, pelo fato de o anotador procurar diferentes classificages de acordo com o modelo de
estudo.

4.7 —Montagem do banco de dados

Os dados de anotacéo sdo armazenados e organizados em um banco de dados MySQL
(gerenciador de sistema de banco de dados). O MySQL tem, como caracteristica principal, ser
do tipo relacional, ou segja, separa os dados em tabelas, permitindo maior flexibilidade e
velocidade no acesso. As tabelas sdo interligadas através de relagbes que tornam possivel a
combinacéo de dados de tabelas distintas (Gibas, 2001).
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Este banco é formado basicamente por uma tabela que armazena os dados do anotador,
as datas das anotagdes e os resultados obtidos na busca em cada um dos bancos ou na
execucdo de ferramentas auxiliares. Inicialmente, o banco esta sendo formado por oito tabelas
com as suas respectivas rel agcbes mostradas na figura abaixo.

SEQUENCIA INFO
Id_seq Id_info
Autor
Seqiéncia Tissuel
Linhageml1
Normal-tumoral1
BLAST CHAVE Treatl

Id_blast

\ 1d_seq Hoursl
Blastn Id_blast BLAT

Agentl
. ] Id_blat g

2 Tissue2
E-vaue \d_pt Choromossome
am -
Identity || Score Linhagem2
Id_locus Identity Normal-tumoral2
Id_go Start Treat2
PFAM Date End Hours2
Id_pfam Agent2
LOCUS LINK Expression condition
Accession : .
I1d_locus Expression ratio
Description Locusid GO Information
Score Symbol d_go Splicing
Description Categoria New gene
Position

Figura4. Estrutura do banco de dados.

Este banco contém a identificacdo dos genes e as caracteristicas funcionais anotadas
como Gene Bank Accession Number, a seqiiéncia de nucleotideos, a identificacdo do clone
fisico, a localizagcdo cromossdmica, a classificacdo funcional (Gene Ontology), presenca de
dominios protéicos, polimorfismos, formas aternativas de transcritos, tecidos e niveis de

expressdo diferencial.

O banco de dados implementado possibilita 0 armazenamento de todo o histérico de
anotacao, ou sgja, armazena cada versao da atualizacdo do banco. Com isto, 0 sistema passa a
adotar, como referéncia, a data da Gltima anotacéo, além de manter as anotacOes anteriores.

Outras caracteristicas deste banco sao:
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Permite armazenar os resultados obtidos por apenas uma ou mais ferramentas
sem a necessidade de se executar todas as outras;

Cada uma das tabelas que armazenam os resultados de uma ferramenta
especifica podem ser alteradas sem afetar as outras;

Facilita a insercdo de novas ferramentas para anotacdo conforme as
necessidades do laboratorio.
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5-RESULTADOSE DISCUSSAO

Apesar de ja existir uma ferramenta de filtro (Bioperl) para as informagdes geradas
pelo BLAST e outros programas, optou-se por criar parsers proprios pela necessidade de se

criar filtros também para os resultados gerados pelos médulos do Bioperl.

Uma das principais preocupagdes na implementacéo das interfaces tanto de submisséo
guanto de anotacdo manual e visualizacdo da anotacdo automatica foi de projeta-las de tal
forma que minimizasse o erro operacional humano, fornecendo ao usuério todas as opcgdes
para que este apenas realize a escolha, diminuindo a quantidade de digitacdo na entrada dos
dados. Isto garante resultados mais confiaveis e minimiza o tempo gasto pelo anotador. O
ambiente gréfico também oferece maior conforto, diferente dos programas convencionais de
Bioinformatica que sdo operados via linhas de comando, o que dificulta muito o manuseio e

aprendizado por usuarios inexperientes.

Nos alinhamentos realizados usando os programas BLAST e BLAT, ocorre que, na
maioria dos casos, o0 primeiro hit traz a resposta correta, mas em algumas excegdes, a resposta
corretando é o melhor hit, havendo a necessidade de corrigi-lo manualmente. No entanto, esta
anotacdo automética ja auxilia muito, minimizando o esforco, trabalho e tempo do anotador

No caso em que o primeiro hit € o mais relevante.

O banco de dados do BLAT ¢ atualizado a cada quatro meses e, juntamente, a URL de
acesso. Como 0 acesso ao BLAT a partir do sistema de anotacéo € realizado via URL, ha uma
necessidade de se aterar uma linha do cédigo da anotacdo a cada momento em que o banco
do BLAT é atualizado.

Para cada ferramenta utilizada, foi criado um filtro para selecionar as informacdes
relevantes para o grupo do laboratério. Isto acarreta em constante manutencdo do sistema, ja
gue a cada nova versdo destas ferramentas, a disposi¢cao dos dados pode ser aterada levando a

uma selecdo errénea de dados.

Um dos principais problemas ao se realizar uma anotagcdo € o fato de algumas das
informacbes se tornarem desatualizadas com a descoberta e 0 deposito de novas seqiiéncias
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nos bancos de dados publicos (Gaasterland & Oprea, 2001). Para superar esse problema, a
pagina de anotacdo manual disponibiliza links de visualizacdo de alinhamentos mais recentes
do BLAST e BLAT. Além disso, o préprio banco de dados foi estruturado e projetado para
armazenar inimeras versdes da anotacao.
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6 — CONCLUSOES

Com o sistema de anotacdo automaética é possivel diminuir o esforco em tarefas
repetitivas do anotador como buscas em inimeros bancos de dados.
Os resultados obtidos pelo sistema de anotagdo servem como fonte de consulta de

resultados além orientar andlises experimentais posteriores.
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8 - DESAFIOS E FRUSTRACOES ENCONTRADOS

Durante toda a Iniciacdo Cientifica fui exposto a inimeros desafios. tanto pela minha

Orientadora quanto pela minha Supervisora. Dentre eles, citarel alguns deles abaixo:

Comunicar de forma eficaz com profissionais das Ciéncias Bioldgicas,
Apresentar semindrios semestrais em inglés para o grupo do laboratério;

Apresentar 0 semin&io sobre o tema “O que € Bioinformética’ para o curso
“Ferramentas de engenharia genética aplicadas a biotecnologia” ministrado para
alunos e professores do ensino médio do Colégio Bandeirantes e da Escola de
Aplicagao;

Apresentar o seminario de introducdo ao uso de ferramentas de Bioinformética
para o curso “Biologia Molecular da Transformagdo Maligna® ministrado para os
estudantes da pés-graduacao;

Cursar adisciplina QBQ0126 — Biologia Molecular do Gene.

Dentre todos os desafios, o Unico fato frustrante, foi sem duvida, o seminario

apresentado para os estudantes da pos-graduacdo. Nao que o seminério tenha sido ruim, mas,

acredito que, por fata de experiéncia ou maturidade, ndo pude apresentar um seminério do

nivel que eu esperava apresentar. Provavelmente, o fato de ter como publico estudantes de

p6s me fez sentir um pouco de nervosismo e inseguranca.

9-LISTA DASDISCIPLINAS CURSADASNO BCC MAISRELEVANTES

Devido ao fato de ter realizado uma Iniciacgo Cientifica num ramo multidisciplinar, a

Bioinformética e, além de tudo, no Departamento de Bioguimica do Instituto de Quimica,

acredito que muitas disciplinas foram extremamente importantes para o bom desenvolvimento

do projeto. Dentre elas, merecem destaque:

MAC0426-Sistemas de Bancos de Dados e MAC0439-Laboratério de Bancos de
Dados, pois meu projeto estava diretamente relacionado a implementagdo de um

banco para anotacéo;

MACO0332-Engenharia de Software e MAC0446-Principios de Interacdo Homem-
Computador tanto para a estratégia de desenvolvimento do projeto quanto para a
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criacdo de uma interface amigavel ao usuério, ja que a ferramenta desenvolvida é
direcionada aos bidlogos;

- MACO0414-Autdbmatos e Linguagens Formais para a construcdo de expressoes
regulares capazes de filtrar arquivos gerados pelas diversas ferramentas auxiliares.

- MACO0422-Sistemas Operacionais para a administracdo de uma méquina Unix;

Além dessas disciplinas, a possibilidade de realizar disciplinas extracurriculares como
QBQO0126-Biologia Molecular do Gene me permitiu compreender melhor as dificuldades e o
modo de raciocinio dos profissionais das ciéncias biolégicas, em particular, dos bidlogos

moleculares permitindo uma comunicagdo mais precisa.

10 - INTERACAO COM MEMBROS DA EQUIPE QUE TENHAM AGIDO
COMO MENTORESDO TRABALHO

A interacdo foi bem préxima e amigével, isto é minha supervisora, Katlin Brauer
Massirer esteve praticamente todo o tempo auxiliando na resolucdo de duvidas relacionadas
aos problemas biol6gicos, opinando sobre a relevancia e auxiliando no desenvolvimento de
todas as partes do projeto.

Ja a Professora Mari Cleide Sogayar sempre me incentivou a estudar Biologia
Molecular e se mostrou estar bem entusiasmada tanto com o projeto quanto com essa nova
area, a Bioinformética. Mostrou-se sempre disposta a ler e corrigir 0s resumos, relatorios e
projetos mesmo nos periodos mais dificeis.

11 - DIFERENCAS NOTADAS ENTRE A FORMA DE COOPERACAO COM
COLEGAS DO BCC NAS TAREFAS EM GRUPO DAS DISCIPLINAS E A FORMA
DE TRABALHO CONJUNTO NO LABORATORIO

No BCC, todos nos trabalhamos em grupo sobre temas similares, enguanto no
laboratério, os trabalhos, pelo menos relacionados ao meu projeto, foram complementares, ou
sgja, grande parte do conhecimento biolégico foi fornecido pelos alunos pds-graduandos do
laboratério enquanto eu fornecia o lado computacional .
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12 - OBSERVACOES SOBRE APLICACAO DE CONCEITOS ESTUDADOS
NOS CURSOSNO CONTEXTO PRATICO DE APLICACOESREAIS

A grande parte das disciplinas cursadas ndo tiveram uma aplicacdo direta no
desenvolvimento do projeto, porém, essas ditas como “tedricas’ me gjudaram a desenvolver
um raciocinio e um poder de abstracdo, suficiente para que eu pudesse aprender novas

tecnologias e novas areas do conhecimento.

13 - SE O ALUNO FOSSE CONTINUAR ATUANDO NA AREA EM QUE
EXERCEU A IC, QUE PASSOS TOMARIA PARA APRIMORAR OS
CONHECIMENTOS TECNICOS/METODOL OGICOS/CIENTIFICOSETC
RELEVANTES PARA ESTA ATIVIDADE?

Para um maior desenvolvimento, estudaria disciplinas relacionadas as Ciéncias
Biol6gicas como Biologia Celular, Bioquimica, disciplinas com enfoque mais pratico, ou sgja,
com experimentos de bancada como, por exemplo, o curso “Biologia Molecular da
Transformacdo Maligna’. Creio que a participacdo em congressos e seminérios relacionados a
Bioinformética também auxiliariam muito para ganhar maturidade e experiéncia nesta area
mais académica.
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