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Abstract

Cutaneous leishmaniasis affects 12 million people around the world. The main etio-
logical agent in Brazil is Leishmania braziliensis. Its annotation is not very well cha-
racterized and have inaccurate regions because of the large number of hypothetical
and putative genes. To solve this problem, we annotated the Leishmania brazilien-
sis genome (MHOM / BR / 75 / M2904) with new algorithm and curated database
by similarity. Initially, we downloaded these sequences of Leishmania braziliensis
from NCBI and used GENSCAN and GLIMMER algorithms. We compared the
predicted genes with SWISSPROT protein database. The comparison process was
made by BLASTx and SWISS-PROT. We also used StructRNAFinder to predict
the non-coding RNA, ncrna. We identified 25,539 ORF’s, 4,916 genes, 735 ncRNA
and 863 proteins. 94.75% of predicted genes from Leishmania braziliensis were pre-
sent on Leishmania panamensis genome (MHOM/PA /94/PSC-1). The comparison
of ncrna number and proteins highlights a relation between chromosome and ncrna.
All genes found were mapped and aligned to the Leishmania braziliensis genome
and stored in a relational database model built in PHP 5.0 and MySQL. All data
resulting of analyses in this work is available at www.leishdb.com.

Keywords: leishmania braziliensis, genomic annotation, bioinformatics, genome
prediction, biological database



Resumo

A leishmaniose cutanea afeta cerca 12 milhoes de pessoas ao redor do mundo. O prin-
cipal agente etioldgico dessa patologia no Brasil é a Leishmania braziliensis. A anota-
cao dela nao esta bem caracterizada e possui regioes sem uma grande certeza devido
ao grande numero de genes hipotéticos e putativos. Para resolver esse problema,
nos reanotamos o genoma da Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) com
novas versoes de algoritmos e uma base de dados curada. Inicialmente, nés baixa-
mos e predizemos os genes com uma base de proteinas. A comparacao foi feita por
BLASTx e o banco de dados SWISS-PROT. Também utilizamos o preditor Struct
RNA Finder para predicao de RNA’s nao codificantes. Como resultado desse traba-
lho identificamos 25539 ORF’s, 4916 genes, 735 ncRNA e 863 proteinas. Cerca de
94.75% genes preditos também estavam presentes em anotagao da Leishmania pa-
namensis (MHOM /PA/94/PSC-1). Comparando o nimero de rna nao codificante e
proteinas foi evidenciado a presenca de relagoes entre cromossomos e ncrna. Todos os
genes encontrados foram mapeados no genoma da Leishmania braziliensis e armaze-
nados em um modelo de banco de dados relacional construido em MySQL e PHP 5.0.
Todos os dados resultantes desse trabalho estao disponiveis no www.leishdb.com.

Palavras-chave: leishmania braziliensis, anotagao genomica, bioinformatica, pre-
digao génica, banco de dados biologicos
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Capitulo 1

Introducao

“Quando vocé sonha alto, todos os
passos parecem ser o primeiro.”

— Projota

A leishmaniose é considerada pela Organizagao Mundial da Saiude (OMS) como uma
das seis doencas infecciosas mais importantes, estando presente em 88 paises. Esta
antropozoonose atinge cerca de 12 milhdes de pessoas. A sua incidéncia é de dois mi-
lhoes de novos casos ao ano, com cerca de 350 milhoes de pessoas sob o risco de adqui-
rirem a leishmaniose [Ministério da Saide Secretaria de Vigilancia em Saide 2007].
Os agentes etiolégicos dessa patologia sao protozoarios do género da Leishma-
nia. A principal espécie desse patégeno no Brasil é a Leishmania braziliensis
[Wallis et al. 2012].

Esta espécie, mesmo sendo o principal agente etioldgico de uma importante doenca,
nao possui o seu genoma estudado em uma escala tao ampla como outros organismos
da mesma familia como o Trypanosoma cruzi. Estao disponibilizadas no GenBank
[Benson et al. 2014] da Leishmania braziliensis cerca de: 7833 genes, 1491 ezpres-
sed sequence tag(EST) e 1 genoma (Estatistica realizada com dados disponiveis no
GenBank em 07 de Novembro de 2015). O genoma publicado pelo Sanger Insti-
tute (MHOM / BR / 75 / M2904), foi utilizado pela primeira vez no trabalho de
[Laurentino et al. 2004] e disponibilizado no Genbank. No entanto, nenhuma atua-
lizagao foi feita desde entao.

As espécies de Leishmania possuem a presenga de genes policistronicos e diferen-
cas genomicas ocasionadas pela selecao natural. A L. braziliensis foi considerada
a espécie com maior diferenga gendémica em comparacao com as espécies: L. major
e L. infantum [Peacock et al. 2007]. Um dos motivos dessa diferenga é o fato de
que alguns genes conservados sofreram modificacoes na sua localizagao genomica em
relacao as outras espécies e a L. braziliensis. Atualmente nao existe no NCBI a
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anotacao e mapeamento de componentes nao codificantes para essa espécie. Esses
componentes sao chamados de RNA’s nao codificantes. Eles possuem funcoes cata-
liticas e reguladoras em atividades nucleares nos organismos [Kelada et al. 2013]. E
necessaria a predicao dessas regioes para a caracterizacao das funcoes dessas estru-
turas na L. braziliensis.

Para aumentar o conhecimento sobre o genoma da L. braziliensis, é necessario reano-
tar o genoma. Pois existem muitos genes hipotéticos e putativos que podem executar
fungoes importantes no metabolismo. A reanotacao permitira a classificagao dos ge-
nes com funcao desconhecida, utilizando metodologias distintas. A identificagao dos
genes hipotéticos irao auxiliar na compreensao da dinamica da patologia, desenvol-
vimento de farmacos e vacinas, além de auxiliar em estudos de genes especificos.

1.1 Justificativa

O aumento de casos observados pelo Ministério da Saide de Leishmaniose tegumen-
tar americana (LTA), evidencia a importancia de efetuar estudos sobre a estrutura
e a dinamica do patogeno. Estao disponibilizadas atualmente no GenBank cerca de
30586 sequéncias de Leishmania braziliensis. O genoma publicado da L. braziliensis
(MHOM / BR / 75 / M2904) apresenta 7833 genes dos quais 5232 genes hipotéticos,
representando cerca de 66% dos genes (Estatistica realizada com dados disponiveis
no GenBank em 07 de Novembro de 2015). Esses genes hipotéticos nao apresen-
tam similaridade suficiente com outros genes do dataset utilizado para comparacao.
Desta forma, torna-se dificil definir a sua funcao. Este tipo de anotacao por simi-
laridade possui limitagoes, devido a necessidade de um dataset vasto e curado para
garantir as informagoes obtidas, [Yandell e Ence 2012].

A reanotacgao permitira a classificacao dos genes com fungao desconhecida, utilizando
datasets curados de proteina e a identificacao de novos genes codificantes e nao
codificantes de proteinas utilizando preditores ab initio. Além disso, o procedimento
de reanotacao permitird corrigir as anotagoes realizadas para os genes putativos
ou tipo. A disponibilizacdo das anotacoes geradas publicadas em um banco de
dados relacional auxiliara estudos de resisténcia a droga e métodos de diagndstico
da doenca. Sera possivel também identificar as funcoes dos RNA’s nao codificantes
no organismo do patdgeno, podendo assim melhorar o entendimento da disposigao
dos ncRNA no genoma e a interagoes entre proteinas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar uma reanotacao do genoma de L. braziliensis (MHOM / BR / 75 / M2904).
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1.2.2 Objetivos Especificos

1. Predizer e anotar os genes codificantes de proteinas no genoma de
L.braziliensis.

2. Predizer RNA’s nao codificantes no genoma da L. braziliensis.
3. Organizar os dados gerados em um modelo de banco de dados relacionais.

4. Desenvolver uma interface web que possibilite a consulta aos dados gerados.

1.3 Organizacao do trabalho

Este trabalho esta organizado em sete secoes: Introducgao, Revisao Bibliografica,
Metodologia, Resultados, Discussoes, Consideragoes Finais e Referéncias. Na In-
troducao o leitor entra em contato com o problema de estudo deste trabalho e é
apresentado uma breve contextualizacao na tematica que serd mais profundamente
abordada na proxima secao. Foi feita uma revisao bibliografica sobre os principais
temas que limiam este trabalho e se tormam necessarios para o entendimento do
mesmo.

Na Metodologia, descrevemos o processo utilizado para alcancar o objetivo espe-
rado. Na secdao de Resultados, estao descritos todos os resultados obtidos com a
aplicacao dessa metodologia. Na secao discussoes é onde ocorre a discussao dos re-
sultados. Na secao de consideracoes finais, sao conclusoes e informacoes analiticas
sobre os resultados do projeto. Na secao Referéncias sao encontradas os trabalhos
e fontes que embasaram esta pesquisa. Como sugestao a leitura deve ser realizada
na seguinte ordem: Introducao, Justificativa, Resultados Parciais, Fundamentacao
Tedrica, Metodologia, Discussoes e Consideracoes Finais.
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Revisao Bibliografica

"Pra quem tem pensamento forte o
impossivel € so questdo de opinido.”
— Chorao E Thiago Castanho

2.1 Leishmania braziliensis

A leishmaniose é uma patologia classificada por seus aspectos clinicos em visceral ou
tegumentar [Penna 1934]. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta
duas manifestacoes clinicas cldssicas: leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa
ou muco-cutanea [Moreira 1895]. A leishmaniose cutanea (LC) se apresenta das
seguintes formas: cutanea localizada, cutanea disseminada, recidiva cttis e cuta-
nea difusa, enquanto que a forma muco-cutanea (LMC): mucosa tardia, mucosa de
origem indeterminada, mucosa concomitante, mucosa contigua e mucosa primaria.

Os vetores dessa patologia sao insetos flebotomineos pertencentes a familia Psy-
chodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia. No Brazil, seis espécies
de mosquito, sao responsaveis pela transmissao da leishmaniose: Lutzomyia fla-
viscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L. migoner,
[Ministério da Saude Secretaria de Vigilancia em Saide 2007]. A espécie do mos-
quito esta diretamente ligada ao local da transmissao do patégeno. Por exemplo as
espécies L. fisheri e L. neivai sao encontradas normalmente em ambientes domicili-
ares em areas de transmissao da doenga.

No ciclo de transmissao desse patogeno, existe uma interagao reservatorio-parasito,
que é bastante complexa. Os reservatorios sao animais que promovem a circulagao
do parasito na natureza. Infecgoes por Leishmania ja foram descritas em diversas
espécies de animais domésticos e silvestres como por exemplo os caes, gatos, camun-
dongos e marsupiais [Gontijo e Melo 2004]. Normalmente, o ciclo de transmissao

4
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ocorre com a infec¢ao do vetor por meio do hospedeiro e a inoculacao do parasito
em seres humanos ou outros animais.

O diagnoéstico da leishmaniose é realizado de forma direta com a observagao do
parasito ou da forma indireta através da intradermorreagao de Montenegro (IDRM),
também chamado de "Teste de Montenegro”. O IDRM é uma reagao de sensibilidade
tardia, executado com a inoculacao de antigenos da leishmaniose na face interna do
antebraco. Apods 48 a 72 horas é realizada a leitura da reacao, para verificar o
diametro das enduracoes. Caso possuam tamanho superior a 5mm sao considerados
positivos [Maria et al. 2010].

Esta patologia tem como agente etioldgico os protozoarios flagelados da familia Try-
panosomatidae do género Leishmania. As leishmanias sao parasitos obrigatdrios
causadores da leishmaniose. No Brasil ja foram identificadas sete espécies de Leish-
mania, que sao: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L.(L.) amazonenses, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi. Segundo o estudo rea-
lizado por [Wallis et al. 2012], utilizando uma amostra de 55 pacientes de diversas
regioes do Brasil, foi avaliado a predominancia de espécies de Leishmania em lesoes
cutaneas da leishmaniose no territério nacional. Como resultado desse estudo foi
demonstrado que a Leishmania braziliensis é a principal espécie responsavel pelos
casos de Leishmaniose tegumentar americana no Brasil. Na Figura 2.1, a distri-
buigao geografica das espécies de Leishmania encontradas no Brasil demonstra a
presenca da L. braziliensis em todo o territorio nacional.

B L (v)brazitiensiz

B L (v) lainsoni

B L (v)naiff

B L v)shew

B L (v)guyanensis

B L (L) amazonensis
B L (v)iindenberny

Figura 2.1 Distribuicao das espécies de Leishmania
causadoras da leishmaniose tegumentar americana.Fonte:
[Ministério da Saude Secretaria de Vigilancia em Saide 2007
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A L. braziliensis, tem o seu ciclo vital alternado entre o estado de forma nao flage-
lada, também chamado de amastigota e flagelada, também chamado de promastigota
[Marsden e Nonata 1975]. A forma amastigota, normalmente é localizada em teci-
dos dos hospedeiros vertebrados. A promastigota é localizada normalmente no esto-
mago do transmissor [Ministério da Saide Secretaria de Vigilancia em Saide 2007].
A Leishmania braziliensis é uma espécie do sub-género Viannia. Este subgénero
tem como caracteristica principal espécies que ocasionam a Leishmaniose Tegumen-
tar. Em 2004, o genoma da Leishmania braziliensis foi sequenciado no trabalho
de [Laurentino et al. 2004]. Este trabalho utilizou uma metodologia de sequencia-
mento de nova geracao, identificando que o genoma desta espécie é organizado em
35 cromossomos, totalizando cerca de 10.848 reads que foram analizados utilizando
o software PHRED/PHRAP/CONSED [Ewing e Green 1998]. No entando, desde

entao nenhuma atualizagao foi realizada na anotagao deste genoma.

2.2 Predicao de elementos genéticos

2.2.1 Predicao Génica

A predicao génica é o processo de analisar o genoma, afim de identificar
possiveis regides génicas [Yandell e Ence 2012]. Na década de 1990, ocor-
reram avancos neste processo, utilizados até hoje em técnicas mais atuais
[Guigé et al. 1992][Solovyev et al. 1994]. Neste periodo surgiu uma abordagem para
identificagdo de genes, facil e rdpida conhecida como ab initio [Zhu et al. 2010].
Existem diversas ferramentas com variados modelos matematicos afim de melhorar
a acuracia do processo. Algumas delas sao: Glimmer [Kelley et al. 2012], Easy Gene
[Larsen e Krogh 2003] e GeneMarkS [Besemer et al. 2001].

Um preditor génico utilizado conhecido pela sua alta sensibilidade na deteccao de
genes em diversas espécies é o GLIMMER, [Delcher et al. 2007]. Esse preditor al-
cangou 99% de sensibilidade para genomas de bactérias, archaea e virus e outros
eucariotos com alta densidade genomica. A versao do 3.0, é a mais recente de-
monstrando melhora na acuracia em relacao as anteriores. A melhora é devido a
alteragoes no modelo de interpolagao de Markov do algoritmo, [Majoros et al. 2004].

Para predicao génica esse algoritmo gera todas as substrings possiveis do dataset.
Esses padroes sao tabulados em seis frames de leitura. Para simplificar o calculo das
frequéncias é analisado um tnico frame de leitura por vez para denotar o nimero
de ocorréncias de uma string (sequéncia), S = sl, 52,3, ..., sn. Esse procedimento
é repetido para cada um dos seis frames de leitura e sao calculados as estimativas
iniciais de probabilidade da base Sx ocorrer no contexto Sz, i, (X, representa a base
e o i, representa a posicdo). A probabilidade da base é calculada pelo algoritmo
utilizando a férmula representada na Figura 2.2.
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f ': Sz :]
Zh:{rtf_q[' } f':'f’l.l'-i" b)

Pi(Sr) = P(S¢|Sri) =

5,

Figura 2.2: Formula matematica que calcula a possibilidade da base S, ocorrer na
posicao i. Fonte: [Salzberg et al. 1998]

Existe uma medida que é associada ao P;(S,) para mensurar a confiabilidade da acu-
racia de um determinado valor ser verdade, esta medida é representada por A;(S,).
Dois fatores influenciam essa medida, o primeiro é a simples frequéncia de ocorrén-
cia no contexto da string (S,). Se esse valor assumir um nimero superior ao limite
configurado para dados de treinamento, o valor do \;(S;) é modificado para 1.0.
Para calcular a probabilidade da préxima base o algoritmo leva em consideracao as
frequéncias relativas (FR) na string de contexto (S,).

A FR é calculada para cada base de nucleotideos formando os valores das probabi-
lidades da Interpolagao de Modelos de Markov (IMM). Desta forma verifica-se por
meio do maior valor do \;, adotando-a entao como a melhor predigao para a proxima
base. E calculado a confidéncia do teste X 2(c), nos casos em que as frequéncias nao
consistirem com as probabilidades do IMM. Pode ser visualizado a formula completa
do célculo de \;(S;) na figura 2.3. O valor )\;, assume os valores das probabilidades
IMM;(Szip), sendo be{atgc}.

Al(S,q1) = {f— Z be{acgt} f(sy, so...5;b)

400

Figura 2.3: Férmula para calcular a confiabilidade das predigoes feitas utilizando o
IMM. Fonte: [Salzberg et al. 1998]

O GLIMMER necessita de evidéncias externas para a identificagdo de genes ou
determinagao de estruturas de intron e éxons, [Brent 2005]. Essas evidéncias sao
padroes para a identificacao dessas estruturas. Muitos preditores dessa metodologia
ja possuem seus parametros pré-calculados para alguns genomas classicos como por
exemplo o Homo sapiens e a Arabidopsis thaliana. Porém quando nao se tem o
preditor treinado para um organismo especifico, o preditor executa o processo de
treinamento para este novo genoma. Existem pipelines que simplificam o treina-
mento de preditores, como por exemplo, o pipeline MAKER, que treina o preditor
Augustus [Stanke e Waack 2003] e SNAP [Korf 2004].

Um outro preditor génico utilizado em projetos de anotacao genomica é o GENSCAN
[Burge e Karlin 1997]. Este algoritmo tem por objetivo a identificagdo de genes em
organismos eucariotos e unidades de éxons, introns, regioes de splice e promotoras.
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Este algoritmo utiliza a técnica de Hidden Markov Model (HMM) para efetuar suas
predicoes. Essa técnica supoe que os estados sao observados apenas indiretamente.

Esngl
(single exon
gene)

N
(intergenic
region)

Figura 2.4: Adaptacao do modelo geral de estados das estruturas gendmicas. Fonte:
[Burge e Karlin 1997]

Estes estados sao representacoes de estruturas gendomica de eucariotos: éxons, in-
trons, regides intergénica e etc. Inicialmente o algoritmo utiliza o modelo geral de
estados das estruturas genomicas, que pode ser visualizado na figura 2.4. Baseado
no data set entregue como parametro, calcula-se as probabilidades individuais para
estado de transicao do modelo da figura 2.5.

A equagao da figura 2.5, descreve o calculo de probabilidade da sequéncia estar em
um determinado estado do modelo da figura 2.4. O avanco trazido pelo utilizagao
dos HMM’s é a avaliagao de mais estados como: regides intergénicas, promotores,
UTRs, éxons e introns. Porém, apenas os genes codificantes, nao é suficiente para
entender a dinamica do patégeno. E necessério mapear e predizer também os RNA
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P(p

S) = P(s1]q)T(q1lq2) P(s21g2). . T (qn-1dn) P (5, |qn ) Fo(gn)

Figura 2.5: Férmula da probabilidade de uma determinada sequéncia estar no estado
mais provavel (¢). Fonte: [Zhang 2002]

nao codificantes . Em trabalhos anteriores ja foi demonstrado que eles poderiam
assumir fungoes nucleares altamente especificas e interagoes em catalizagoes comple-
xas, [Kelada et al. 2013].

2.2.2 Predicao de RNAs nao codificantes

A aplicacdo de novas técnicas de avaliacdo da expressdo (micro arranjo), tem
detectado muitos grupos de RNAs nao codificantes. Define-se como RNAs néao
codificantes (ncRNA ou RNAnc), o RNAs que nao é codificado em proteina,
[Dias Correia e a.a Dias Correia 2007]. Porém, sabe-se muito pouco sobre a fungao
desses ncRNA. Existe alguns trabalhos demonstrando que algumas dessas estrutu-
ras possuem funcgoes estruturais e regulatorias no processo de expressao de mRNA’s,
[Kelada et al. 2013]. Os ncRNA sao classificados na literatura em: fRNA (functio-
nal RNA), miRNA (micro RNA), rRNA (ribossomal RNA), siRNA (small interfe-
ring RNA), snRNA (small nuclear RNA), snmRNA (small nom-mRNA), snoRNA
(small nucleolar RNA), stRNA (small temporal RNA) e tRNA (transfer RNA),
[Paschoal et al. 2012]. Existem trabalhos que assossiam essa estrutura ao spectrum
de doengas. O HMDD (http://www.cuilab.cn/hmdd), armazena cerca de 400 spec-
trum de doengas (doengas humanas incluindo cancer e doengas cardiovasculares) que
foram reportadas com associagoes a miRNA (microRNA), [Li et al. 2014].

A predicao dessas estruturas é possivel utilizando preditores modernos. E comum em
processos desse género, se utilizar um conjunto de softwares para efetuar a predicao
dos ncRNA. Um desses pipelines é o struct RNAfinder (http://integrative bioinfor-
matics.me/structrnafinder/). Utilizando a metodologia de novo, este pipeline foi
desenvolvido em perl, javascript e html.

O structRNAfinder inicia o seu processo construindo os modelos de covariancia uti-
lizando os softwares cmbuild e cmcalibrate, [Nawrocki e Eddy 2013]. Um modelo
de covariancia é o conjunto de modelos estatisticos que descrevem estruturas secun-
dérias e consensus de estruturas primérias de RNA, [Eddy e Durbin 1994]. Apéds a
obtencao do modelo, utiliza-se os programas, cmscan e cmsearch disponibilizados no
Infernal [Nawrocki e Eddy 2013]. Para efetuar a busca de um modelo de co-variancia
contra um banco de dados de sequéncia e o inverso também.

Apoés a busca sao filtrados os melhores hits para a extragao de uma sequéncia madura.
Com o dataset de sequéncias maduras utiliza-se o algoritmo RNAfold, para converter
e colorir as estruturas de RNA da sequéncia query. Nesta etapa, também sao geradas
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as fig das estruturas de RNA para o relatério final. Apds esta etapa sao utilizados
os datasets do RFAM [Burge et al. 2013], para buscar indicios taxondmicos nas
sequéncias e por fim gera-se um relatério em HTML ( HyperText Markup Language).

2.2.3 Algoritmos de busca por similaridade

Durante o processo de anotacao das sequéncias de um determinado organismo, em
muitos momentos se faz necessaria a comparacao entre sequéncias. Esses algoritmos
também sao chamados de algoritmos de alinhamento. Pode-se classificar esses ali-
nhamentos em globais e locais. Os alinhamentos locais sao utilizados para buscar
apenas as regioes de alta similaridade, nao importando as regices adjacentes. Ja os
alinhamentos globais, buscam o alinhamento completo das sequéncias analizando-as
por completo. Normalmente, os processos de anotacao de sequéncia utilizam algo-
ritmos de alinhamento local, como por exemplo o BLAST [Altschul et al. 1990], o
BLAT, [Kent 2002] e o Bowtie [Langmead et al. 2009].

2.2.4 BLAST

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), é um algoritmo que baseia-se em
um modelo heuristico para efetuar o alinhamento da sequéncia com um banco de
dados de sequéncias, [Altschul et al. 1990]. Este algoritmo ¢ utilizado na realiza-
¢ao de buscas por similaridade em sequéncias nucleotidicas e proteinas devido: ao
baixo custo computacional, escalonabilidade entre as configuragoes de hardware e
sua consolidacao na area. Atualmente o BLAST foi especificado e foram desenvol-
vidos variacoes, para cada tipo de busca. Sao eles: blastn, blastp, blastx, tblastn e
o tblastx, [Johnson et al. 2008].

O blastn é um software utilizado para efetuar buscas em bancos de dados de nucle-
otideos utilizando uma sequéncia também de nucleotideos. O blastp é a variagao do
BLAST utilizada para realizar buscas em bancos de dados de proteinas utilizando
uma sequéncia de proteina. O blastx é utilizado para a comparacao de banco de
dados de proteinas utilizando uma sequéncia de nucleotideo traduzidos. O tblastn é
a variagao do BLAST que efetua buscas entre bases de dados de sequéncias de nucle-
otideos traduzidos e uma sequéncia de proteina de referéncia. O tblastx é utilizado
para efetuar buscas por similaridade entre uma base de nucleotideos traduzidos e
uma sequéncia de nucleotideos traduzidos como referéncia. As variacoes supracita-
das sao utilizadas baseadas no tipo de banco de dados e sequéncia de referéncia que
serao utilizados na busca por similaridade.

No processo de alinhamento este algoritmo utiliza como parametro duas sequéncias
ou um banco de dados de sequéncias. Uma dessas sequéncias é chamada de query,
a outra sequéncia ou um banco de dados de sequéncia é utilizado para busca de
similaridade, chamado de subject. Para inicio do processo, o algoritmo busca uma
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subsequéncia de tamanho ou tamanho da palavra (W) na regiao central da sequén-
cia de referéncia. Apds a definicao da subsequéncia, o dataset é dividido em um
subdataset com todas as combinacoes possiveis de sequéncias com tamanho igual a

W, [Altschul et al. 1990].

Sao calculados entao a soma da pontuagao das regioes candidatas a similaridade
utilizando como base a matriz de score. Apds o célculo das pontuagoes, as sequéncias
que obtiveram valor inferior ao ponto de corte (T) saem do processo de expansao
do alinhamento. Entao o W aumenta cerca de 1 W para cada lado da subsequéncia
inicial e o processo é todo refeito, até nao existir mais sequéncias com uma pontuagao
superiar ao T. O tamanho inicial do W no blastn é de 11, [Altschul et al. 1990]. O
BLAST compara todas as sequéncias com o dataset e calcula o E-value, utilizando
a seguinte féormula:

E =mnp

O m representa o total de nimero de residuos do dataset. O n representa o niimero
total de residuos da sequéncia query e o p representa a probabilidade do alinhamento
ser randomico. Muitos autores apontam como vantagens desse algoritmo o seu baixo
custo computacional e a velocidade do alinhamento executado com ele. Surgiram
com a avango das ferramentas tecnolégicas alguns algoritmos que fizeram melhorias
no BLAST, como por exemplo o BLAST Alignment Tool (BLAT).

2.2.5 BLAT

O BLAT foi desenvolvido para trabalhar com sequéncias de mRNA (RNA men-
sageiro) e DNA, [Kent 2002]. Este algoritmo tem as suas etapas similares as do
BLAST, no entando existem algumas otimizagoes para aumento de velocidade e re-
ducao de tempo nas buscas e alinhamentos executados. Assim como o BLAST, o
BLAT pode ter o seu procedimento dividido em duas etapas: busca e alinhamento.
Na etapa de busca o algoritmo encontra regioes entre duas sequéncias que possam
ser homologas. A segunda etapa é chamada de alinhamento, é nela que o algoritmo
monta os alinhamentos entre as regioes afim de definir por critérios quais as regioes
sao realmente homologas.

Inicialmente o BLAT executa a etapa de busca por possiveis regides homologas.
Este procedimento inicialmente efetua a procura por sequéncias de tamanho k no
dataset e comparando com a sub-sequéncia da janela de tamanho w, sendo w um
valor definido pelo software ou pelo usuario. Algumas implementacoes dessa busca
possuem um calculo de probabilidade para verificar a chance de uma sub-sequéncia
ser similar. As sequéncias que nao atingem um determinado percentual (P1) é
retirada do dicionario de possiveis homologias. O célculo de P1¢é feito com base na
seguinte formula (M representa a taxa de similaridade entre as areas homoélogas e o
k representa o tamanho da subsequéncia):
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Pl=MK

Esta medida reduz o custo computacional da préxima etapa, tendo em vista
que sequencias com baixa similaridade nao passarao pelo processo de alinha-
mento. Apds a montagem do dicionario de regides com possiveis homologias,
ocorre entao a etapa de alinhamento. Nesta etapa o BLAT utiliza um al-
goritmo de alinhamento chamado de Intronerator (http://www.csc.ucsc.edu/
“kent/intronerator) [Kent e Zahler 2000]. Este algoritmo inicia gerando uma lista
de hits entre a sequéncia de referéncia e o banco de dados de regioes homélogas. Apds
gerar essa lista de hits de tamanho w e alinhé-lo os alinhamentos sao expandidos
até encontrar regioes nao homologas. Apoés estd etapa é gerado um arquivo de texto
com os dados gerados no processo para posterior analise. Todos os dados gerados e
os que sao utilizados como entrada para esses algoritmos, precisam ser armazenados
para que possam ser recuperados depois e servir como fundamento e insumos para
outras pesquisas.

2.3 Anotacao Génica

Anotagao gendmica é um termo utilizado para definir o processo exploratorio do
genoma afim de identificar a localizacao e a funcao de genes e outras estruturas
genomicas. Classifica-se anotagao genomica em: estrutural e a funcional. A anotagao
genodmica estrutural é conhecida como o processo de identificacao dos genes, introns
e éxons. Diferentemente a anotacao gendomica funcional é definida como o processo
de associacao das informagoes funcionais de ontologia com anotacoes estruturais,
[Yandell e Ence 2012].

O processo de anotacao é atualmente é dividido em duas fases: A fase computaci-
onal e a fase de consolidacao e sintetizacao dos dados. Na fase computacional sao
aplicados diversos programas em conjunto para fazer a identificagdo de estruturas
génicas e a fungao dessas estruturas no organismo foco do estudo. A fase de conso-
lidacao e sintetizacao dos dados é a etapa em que os dados gerados pelos softwares
sao analisados e estruturados em um repositorio padronizado.

A rotina de utilizacao do conjunto de softwares para obter um determinado resultado
¢é conhecida como pipeline. Sao utilizados muitos algoritmos durante a anotacao. O
processo de condensagao dos dados gerados em um banco de dados estruturado,
ainda é um desafio. A dificuldade desse processo se deve a nao padronizacao das
saidas dos programas e a variabilidade dos pipelines, tornando drduo o processo de
consolidagao.
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2.3.1 Anotacao GGénica na atualidade

Atualmente a anotacao genomica é realizada de duas formas: via plataforma de
anotagao ou via pipeline (conjunto de algoritmos). A plataforma de anotagao é ba-
sicamente uma ferramenta facilitadora do processo de anotacao. Nessas ferramentas
normalmente existe uma interface que facilita a aplicacao dos algoritmos de predi-
¢ao e os alinhamentos para identificacao de fungoes. Muitas vezes essa ferramenta
utiliza um pipeline de algoritmos. Uma plataforma de anotacao genomica é a Sabid,
[Almeida et al. 2004].

Esta ferramenta permite a anotagao integrada de genomas bacterianos. A anotacao
no Sabid é realizada com a aplicagdo de diversos algoritmos de predi¢ao (GLIM-
MER) e a realizagao de alinhamentos entre os genes preditos e bases de dados como
o KEGG ou SWISSPROT. Apés estas andlises é realizada a anotagao manual e re-
visao do gene. Essa plataforma desenvolvida pelo LNCC (Laboratério Nacional de
Computagao Cientifica) é open-source, porém é necessaria a solicitacao do cédigo.

Uma outra metodologia ¢ a utilizacao de pipelines de anotagao. Pipelines sao al-
goritmos interligados que executam todo o processo de anotacao de uma forma
computacionalmente automética. Um exemplo de pipeline de anotacao genomica
é o MAKER, [Cantarel et al. 2008]. Esta ferramenta é compativel com o padrao
de armazenamento GMOD (Generic Model Organism Database). Esse processo foi
utilizado na anotagdo do banco de dados Flybase [McQuilton et al. 2012].

2.4 Armazenamento de dados biolégicos

Um banco de dados é uma colecao de dados que possuem no minimo uma relacao
semantica, [Elmasri e Navathe 2011]. Entende-se por dados fatos que podem ser
registrados. No caso de dados biolégicos podem ser: sequéncias de DNA, protei-
nas, biomarcadores, resultados de analises, dados clinicos ou dados epidemioldgicos.
Atualmente, os bancos de dados bioldgicos sao classificados pelo tipo de dado que
eles armazenam, que pode ser dos tipos: primadrios, secundarios e terciarios ou es-
pecializados.

Os bancos primarios sao repositorios de dados biolégicos brutos, que sao normal-
mente sequéncias de DNA / RNA, proteinas, dados clinicos em geral. Alguns exem-
plos de repositérios primarios sdo: GenBank Nucleotide [Benson et al. 2014] e o
NRDR [Paschoal et al. 2012]. Este tipo de banco de dados ¢ utilizado normalmente
como parametro para andlises. Os bancos secundarios, sao repositérios de dados
biolégicos secundarios ou que possuem dados resultantes de um processamento ana-
litico ou modificador. Alguns exemplos dessa categoria de bancos biolégicos sao:
HIV Database (http://www.hiv.lanl.gov) e o FlyBase [McQuilton et al. 2012].

Os bancos de dados biolégicos especializados, sao descritos por alguns autores como
um banco de dados secundario, especifico para um determinado organismo, es-
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pécie ou categoria. Um exemplos desse tipo de banco de dados é o TrytripDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Que é um banco especializado em patdge-
nos da familia Trypanosomatidae. Os bancos de dados biolégicos, mesmo com a
classificacao enquanto armazenamento de dados, podem ter a metodologia compu-
tacional variada. Uma dessas metodologias computacionais para o armazenamento
de dados ¢ o modelo relacional de dados.

2.4.1 Modelos relacionais de dados

O modelo relacional de dados, diferentemente do Flat file (armazenamento em uma
tnica tabela), organiza os dados em multiplas tabelas. A ligagdo semantica entre
duas ou mais entidades (tabelas), é chamada de relagdo. Uma tabela no modelo
relacional de dados é chamada de entidade, pois é normalmente uma representacao
de uma entidade real do programa para o qual aquele banco foi modelado. Esta
tabela é formada por colunas que representam os atributos ou caracteristicas da
entidade e as linhas que representam instancias de armazenamento de dados daquela
determinada entidade. Pode-se observar na Figura 2.6, um exemplo de banco de
dados modelado de forma relacional e os mesmos dados armazenados em um banco

de dados Flat file.

Name, States, Course number, Course name|John Smith, Texas, Biol 689,
Bioinformatics|Jane Doe, Kansas, Bich 441, Biochemistry|William Brown,

Flat File llinois, Chem 288, Organic Chemistry|Jennifer Taylor, New York, Hort 201,
Horticulture|Howard Douglas, Texas, ath 172, Calculus
Table A Table B Table C
Student # Name State Student#| Course # Course # | Course name
1 John Smith Texas 1 Biol 689 Biol 689 Bioinformatics
2 Jane Dece Kansas 2 Bich 441 Bich 441 Biochemistry
3 William Brown linois 3 Chem 289 Chem 289| Organic chemistry
4 Jennifer Taylor | New York 4 Hort 201 Hort 201 Horticulture
5 Howard Douglas Texas 5 Math 172 Math 172 Calculus

Figura 2.6: Demonstracao grafica do armazenamento de dados no formato Flat File
e em um modelo relacional. Fonte: [Xiong 2006]

Devido a estruturagao dos dados, este modelo é capaz de executar consultas mais
complexas do que o modelo Flat file. A complexidade e tamanho de um banco de
dados biolégico seguindo este modelo varia conforme a estrutura bioldgica ou dados
que serao armazenados. Para fazer consultas em uma base de dados relacional,
utiliza-se uma linguagem desenvolvida para essa finalidade, conhecida como SQL
(structured query language). Esse tipo de modelo de dados necessita de um sistema
de gerenciamento de banco de dados, que é um conjunto de programas que permitem
a administragdo e manutengao das bases, [Elmasri e Navathe 2011].


http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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Existem algumas vantagens de se utilizar uma abordagem de armazenamento de
dados em Sistema de Gerenciamento de Banco de dados (SGBD). Devido a utilizagao
de técnicas mais modernas de manutencao e acesso aos dados, bancos de dados
relacionais tendem a ter um menor custo computacional do que os Flat files. Essa
melhoria ocorre principalmente a técnicas utilizadas para melhorar o acesso aos
dados armazenados: indices e outras técnicas como manter os dados maiores em
memoria para otimizagao de consultas. Um problema comum para outros tipos
de armazenamento é a redundancia de dados. Em Flat files é comum ocorrer o
armazenamento redundante, que é o mesmo dado ser armazenado varias vezes em
lugares diferentes.

Devido ao sub-sistema do SGBD de controle de redundancia e a necessidade de
projetar o banco de dados antes de crid-lo, este problema é raro ocorrer nesse tipo
de modelo. Principalmente se modelo do banco de dados for normalizado, garan-
tindo assim a nao ocorréncia de redundancia ou caso necessario um controle das
redundancias necessarias. Uma outra vantagem ¢é a seguranca de acesso aos da-
dos armazenados. O SGBD garante um controle de acesso feito através de usudrio
e senha para proteger os dados e garantir que apenas pessoas autorizadas terao
acesso. FEste controle nao existe no Flat file, permitindo que qualquer usuario do
computador, abra e edite os dados armazenados.

O uso de uma linguagem desenvolvida para pesquisa nesse tipo de repositério faci-
litou o desenvolvimento de um subsistema do SGBD para a execugao e otimizagao
das consultas. Com essa tecnologia é possivel executar consultas mais completas
sem o problema de concorréncia de acesso ao arquivo. O problema de concorréncia
é comum em sistemas multiusuarios baseados em Flat file. Normalmente os SGBD’s
possuem um sistema de buffering ou caching que mantém na memoria principal,
partes dos dados armazenados, afim de agilizar e melhorar a performance das con-
sultas.

2.5 Genome Browser

Apds todo o processo de anotacao genomica da Leishmania braziliensis e armazenado
os dados no banco de dados gerados, necessita-se ter uma ferramenta que permita
a visualizacao dos dados. Esse tipo de ferramenta nos permite uma visualizacao de
anotacao genomica e estruturas mapeadas. Existem diversos programas com essa
objetivo, alguns deles sao: Artemis, UCSC e JBrowse.

2.5.1 Artemis

O Artemis é um software de visualizagao de informagoes da biologia molecular mo-
derna, [Rutherford et al. 2000]. Ele foi escrito em Java e tem por caracteristica
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principal ser um programa open source. Como requisito minimo para a execugao
desse algoritmo é apenas um computador com JVM (Java Virtual Machine).

Este software teve o seu desenvolvimento preoculpado com a interoperabilidade per-
mitindo a execucao do Artemis em plataformas utilizando UNIX, Mac OS X ou
Windows. Esta facilidade na execugao do algoritmo, tornou o Artemis um visua-
lizador muito utilizado em diversos projetos de anotacao genomica. Atualmente o
Artemis permite a integragao da anotagao com o banco de dados EMBL. Esse cru-
zamento das informagoes permite utilizar dados ja conhecidos e integra-los a uma
nova anotacao do organismo.

Na sua versao mais recente foi adicionado no Artemis a fungao de
visualizacao e analise de dados provenientes das novas tecnologias de
sequenciamento,[Carver et al. 2012]. O funcionamento desse sistema é bem simples
para o usudrio. Para visualizar os dados de anotacao é necessario apenas do arquivo
(.gbk). Porém é aceitado também arquivos de alinhamentos como por exemplo os
arquivos (.bam) e (.sam). A identificagdo das estruturas e a montagem dos ma-
peamentos no genoma ¢ feito automaticamente apds o arquivo ter sido adicionado.
Existe uma interface implementada para permitir a plotagem de dados armazenados
em bancos de dados relacionais que sigam o padrao do Artemis.

Na figura 2.7, é observada a simplicidade da interface grafica do Artemis. A interface
de facil uso é um ponto positivo no Artemis, porém o fato de nao ser um sistema
web é uma desvantagem desse software.

2.5.2 UCSC Genome Browse

O UCSC Genome Browse é um programa web que permite a visualizacao de um
genoma ou sequéncia com suas anotagoes mapeadas, [Karolchik et al. 2009]. Para
gerar os graficos, o UCSC Genome Browse utiliza scripts em JavaScript para montar
o visualizador. Este software foi desenvolvido pela Universidade da Califérnia Santa
Cruz (UCSC) inicialmente para facilitar a visualizacao das anotagoes dos datasets
de genoma. Porém, com o tempo muitos projetos de anotagao ao redor do mundo
utilizaram o software para visualizar as anotagoes.

Basicamente o UCSC Genome Browser dispoe as anotagoes alinhadas em faixas ou
“tracks”. Inicialmente era aceito os arquivos padroes de anotagao (.SAM, .BED,
.BAM e .GBK), porém na versao atual ele aceita bancos de dados MySQL. A in-
tegragao com o MySQL ¢ feita por uma ferramenta interna do programa chamada
UCSC Table Browser. Para utilizar esse programa é necessario acomodar os da-
dos em um modelo pré-definido pela documentacao disponivel no site da UCSC
(http://genome.ucsc.edu). Este software permite a analise genomica de diversos as-
pectos e niveis, o que facilita o seu uso. Utilizando o recurso de zoom por exemplo
é possivel visualizar desde nucleotideos a proteinas e anotagoes mapeadas em cada
regiao. No site existe um exemplo da tela principal do genome browse que esta
representado na figura 2.8.
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Figura 2.7:
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Interface do Artemis apresentada como exemplo no site.

https://www.sanger.ac.uk /resources/software/artemis/.

2.5.3 JBrowse

Fonte:

Um outro genome browse que surgiu apés o UCSC Genome Browse foi o JBrowse,

[Skinner et al. 2009].

O JBrowse procurou solucionar alguns problemas de per-

formance do UCSC e possuir mais recursos implementados. Diferente dos ante-

riores apresentados, essa ferramenta utiliza JavaScript e HTML5 como base de

programagcao.

O codigo e manual do JBrowse estao disponiveis no site:

http:

//jbrowse.org/. A interface dessa ferramenta implementa os padroes de respon-

sibilidade, este fato faz com que ele se adapte a diversos formatos de telas.

recurso nao foi implementado nos demais citados nesse trabalho.

Este

Apresentando uma interface simplificada e facilitada (demonstrada na figura 2.9), em
comparacao com o UCSC garantindo uma melhor performance. Esse teste de perfor-
mance é apresentado no trabalho de [Skinner et al. 2009] comparando a quantidade
de atualizagoes da pagina nas agoes de zoom, reordenamento, adi¢ao e remogao de
trilhas. O formato de arquivos padrao para o armazenamento de dados do JBrowse
¢ o JSON. Porém existem scripts ja desenvolvidos e disponiveis que convertem ar-
quivos: .BAM, BIODB, SAM e GBK para o JSON. Estes scripts de conversao e


http://jbrowse.org/
http://jbrowse.org/
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Figura 2.8: Interface do UCSC Genome Browse apresentada como exemplo no site.

Fonte: http://genome.ucsc.edu
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Figura 2.9: Interface do JBrowse apresentada como exemplo no site. Fonte:
http://jbrowse.org/

todos os demais necessarios para instalacao estam disponiveis em PERL.
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2.6 Meétodos Estatisticos

Para analisar os dados gerados pela anotacao, é necessario utilizar técnicas estatisti-
cas. Existem muitas metodologias estatisticas para analise de dados, algumas delas
sao: Coeficiente de Correlagao e Testes de Hipdteses.

2.6.1 Coeficiente de Correlagao

Uma analise estatistica que estd presente em muitos trabalhos da literatura é a
busca de correlagao entre duas variaveis numéricas. Por exemplo é conhecido que
o alto consumo de acucar aumenta as chances do individuo desenvolver diabetes.
Este exemplo mostra que existe uma relagao entre as varidveis consumo de aguicar
e probabilidade de desenvolver diabetes. Essa relacao é mensurada estatisticamente
através do coeficiente de correlacao. Uma medida para esse coeficiente é o coeficiente
de correlagao de Pearson. A férmula para o célculo dessa medida é, [Vieira 2008]:

XY - EHEY)

Voo o]

O coeficiente r indica o grau da correlacao que varia no intervalo de —1 < r < +1.
O valor de r igual a 1 indica uma correlacao perfeita positiva e -1 indica uma cor-
relacao perfeita negativa. Para calcular o coeficiente de correlagao em uma amostra
é necessario que trés requisitos sejam atendidos. O primeiro é que as unidades de
medidas sejam uma amostra representativa da populacgao. O segundo requisito é
que cada unidade da amostra deve fornecer valores de X e Y, ou seja, toda unidade
tem que ter mensurada a varidavel de cada um dos eixos. O terceiro e tltimo é que
as variaveis devem ser mensuradas de uma forma independente.

r =

2.6.2 Testes Estatisticos

2.6.3 Teste T

Os testes estatisticos sao também chamados de testes de hipoteses. Na pratica eles
testam hipoteses em uma determinada populagao. Normalmente sao criadas duas
hipoteses, a nula e a alternativa. A hipdtese nula ou hipétese da nulidade, na maioria
das vezes afirma a inexisténcia de diferenca entre as amostras ou grupos. Por sua vez,
a hipétese alternativa tenta contradizer a nula, [Vieira 2008]. O teste T é utilizado
entao para escolher entre as duas hipdteses. Para essa escolha é utilizado o p-valor
(valor de probabilidade) para decidir qual das duas hipdteses serd descartada. Existe
uma convenc¢ao sobre a analise do p-valor:
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p — valor < 0.05 = Ahipotesenuladeveserrejeitada

No caso do p-valor ser menor que 0.05, diz-se que os resultados sao estatisticamente
significantes. O teste T pode ser aplicado em duas situacoes diferentes: quando os
dados sao pareados e quando as amostras sao independentes. Entende-se por da-
dos pareados, variaveis de uma mesma populacao amostral avaliadas em momentos
diferentes. Porém para aplicar o teste T em dados pareados é necessario que além
das mesmas variaveis, que ele tenha um sentido logico. O algoritmo do teste T para
testes nao pareados é descrito por [Vieira 2008] como:

1. Deve-se estabelecer as hipdteses.
2. Escolha o nivel de significancia do teste.
3. Nos passos seguintes aplica-se alguns calculos nas amostras:

(a) Nesta etapa é realizado o calculo das diferengas entre todas as observagoes
pareadas:
d= To — X1

(b) Entao, calcula-se a média dessas diferencas:

i- 21

(¢) Apds o célculo da média, o proximo passo calcula a variancia dessas
diferencgas:
2 (Za)?
»_ 2 -5

s
n—1

(d) Calcula-se entdao o valor de t. Este valor é associado a (n-1) graus de
liberdade pela férmula:

S

(e) Por fim é feita a comparacdo entre o valor absoluto do t calculado e o
valor critico. Quando o valor absoluto do t calculado for igual ou superior
ao valor critico, rejeite a hipétese de que as médias sao iguais, respeitando
o nivel de significancia estabelecido.

Esse algoritmo é utilizado quando as amostras sao dados pareados. Caso nao sejam
pareados, o teste T as formulas alteradas mas mantém o mesmo fundamento. Dados
nao pareados ou também chamados de dados independentes, sao dados que nao
possuem uma relacao de temporalidade imbutida neles. Por exemplo a uma aplicacao
em que uma amostra contenha pacientes submetidos ao tratamento de HIV e a outra
seja pacientes controles. O algoritmo para utilizacao do teste T na comparacgao de
duas amostras independentes é descrito por [Vieira 2008] como:
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1. E realizado o calculo da média e variancia de cada amostra.
2. Neste passo calcula-se a variancia ponderada, utilizando a férmula abaixo:

52 . (n1 — 1)812 + (’I’LQ — 1)822

P n1+n2—2

3. Calcula-se entao o valor de t. Este valor é associado a (ny + ng — 2) graus de
liberdade pela féormula:

1 1) 2
(nl +n2) Sp

4. Por fim é feita a comparacao entre o valor absoluto do t calculado e o valor
critico. Quando o valor absoluto do t calculado for igual ou superior ao valor
critico, rejeite a hipotese de que as médias sao iguais, respeitando o nivel de
significancia estabelecido.

2.6.4 Teste de Mann-Whitney

Outro teste estatistico utilizado para a comparagao de amostras de dados indepen-
dentes é o Teste de Mann-Whitney. Este teste detecta significancia estatistica de
diferenga entre dois grupos de dados independentes. Ele é apontado como uma
alternativa para o teste T. O algoritmo utilizado para apontar esse teste é:

1. Inicialmente adota-se que n; seja o tamanho de amostra do menor dos grupos
comparados e ny o tamanho de amostra do maior dos grupos comparados;

2. Calcula-se entao a estatistica do teste utilizando a seguinte férmula:

1 (m + 1)
2

MW:n1n2+ -T

ny € ng sao os tamanhos das amostras e T' é a soma dos postos do grupo menor.

Para interpretar o resultado do teste é feita a comparacao entre MW e o percentil.
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3.1 Predicao de genes

O genoma utilizado nesse projeto foi o da Leishmania braziliensis (MHOM / BR / 75
/ M2904), disponibilizado no banco de dados GeneDB (http://www.genedb.org/)
e no NCBI (http://www.genbank.com) no formato FASTA (.fasta) e GENBANK
(.gb). Demonstrado na tabela 1, o dataset do genoma da L. braziliensis é formado
por 35 cromossomos.

Apoés o download de cada sequéncia prosseguimos para a predicao genica utilizando
o Genscan (utilizado para predi¢do em eucariotos) e o GLIMMER (utilizado para
predicdo em procariotos). Foram utilizados preditores de eucarioto e procarioto,
para aumentar a sensibilidade em regioes policistronicas. Para executar as pre-
digoes com o GENSCAN, foi utilizado o servidor web publicado no seguinte en-
dereco: http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms: :genscan. O al-
goritmo foi utilizado com parametro de organismo utilizando a opgao HumanISO.
Em seguida foi executado o GLIMMER 3.02, também pelo servidor web publicado
que pode ser acessado pelo seguinte endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genomes/MICROBES/glimmer_3.cgi. Foi utilizado no GLIMMER a topologia linear
que é a indicada no website da ferramenta para esse tipo de organismo. Apds a
predicao, os dados gerados foram importados para um modelo de banco em SQLite,
representado na figura 8. Utilizando uma combinacao de scripts em Python com
SQL, foi gerado um novo arquivo com todas as sequéncias preditas como gene pelos
preditores em formato FASTA.

22
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Cromossomo

Acession ID  Tamanho (pares de base)

0 3O Ul W N

GO W WWWNNDNDDNDNDNDNDNDN = == == = = =2 = =2 o
DO WN P OO0 Uk WD OO0 Ot WwhhH+—Oo

FRT798975
FRT798976
FRT798977
FRT798978
FR798979
FR798980
FR798981
FRT798982
FRT798983
FR798984
FR798985
F'R798986
FRT798987
FRT798988
F'RT798989
FR798990
FR798991
FR798992
FR798993
FRT798996
FR798997
FR798998
F'R798999
F'R799000
FR799001
FR799002
FR799003
F'R799004
EF'RT799005
F'RT799006
FR799007
FR799008
F'R799009
FR799010

234570pb
294768pb
367702pb
450572pb
453091pb
520397pb
572114pb
392409pb
564735pb
572386pb
566625pb
462944ph
624911pb
657644pb
615681pb
693643pb
704727pb
685542ph
744148pb
697672pb
651295pb
808824ph
841233pb
722594pb
1007251pb
1174396pb
1176127pb
1192020pb
1346262pb
1572434pb
1595807pb
1525959pb
2041438pb
2725128pb

Tabela 3.1: Tabela com os dados das sequéncias que formam o dataset utilizado

neste trabalho.Fonte: NCBI.
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Figura 3.1: Representacao grafica do modelo relacional do banco de dados em SQLite
utilizado para obter o arquivo FASTA com as predigdes génicas. Fonte: Préprio
Autor.

3.2 Identificacao dos produtos e funcoes dos genes
preditos

Com a unificagdo das predigoes em um arquivo FASTA, foi possivel fazer a iden-
tificagao e anotacao dos genes preditos por meio de algoritmos de busca por si-
milaridade em bases de dados de proteinas. Utilizou-se como banco de dados de
referéncia de proteinas o SWISS-PROT (http://www.uniprot.org/downloads/),
[Fern et al. 2015]. Para verificar a similaridade dos genes preditos com alguma pro-
teina expressa, foi executado o BLASTx entre o banco de referéncia de proteinas e
os genes preditos. Para executar o BLASTx é necessario formatar o SWISS-PROT
para o formato de base de dados utilizado pelo BLASTx. Para esta tarefa utilizou-se
o software do pacote NCBI-Blast+ chamado de MakeBLASTdb. Para execugao, do
BLASTx na base formatada foi utilizado o parametro (-evalue) para filtrar os ali-
nhamentos que obtiveram valores do e-value superior ou igual a le-5, [Xiong 2006].
Os demais parametros nao foram alterados, mantendo os valores padroes implemen-
tados no algoritmo BLASTx, [Altschul et al. 1990].

Foram consideradas como similares, hits com identidade acima de 50% no caso das
proteinas e acima de 80% nas comparagoes de nucleotideos, [Pearson 2014]. Obtendo
o resultado do BLASTx, foi executada a identificagao das proteinas encontradas por
termo GO (Gene Onthology). Os termos GO sao index de produto génico padroniza-
dos para todas as espécies. A ontologia classifica as proteinas em trés niveis: processo
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biolégico, componente celular e funcao molecular. Para esta tarefa de classificacao
foi utilizado a ferramenta web conhecida como AmiGO [Carbon et al. 2009]. Para
classificar as proteinas identificadas o Amigo recebe como parametro todos os sim-
bolos dos genes ou produto génico das proteinas. Ele permite efetuar o filtro quais
bancos de proteinas serao utilizados. Para esta andlise limitamos ao UNIPROT
por ser um banco de dados utilizado nesse trabalho e possuir o SWISS-PROT com
informagoes curadas.

Apés a classificacao dos genes por fungao utilizando termos GO, foi necessario va-
lidar se os genes preditos realmente eram genes presentes em espécies de Leishma-
nia. Para fazer essa validagao foi comparado utilizando BLAST os genes predi-
tos na Leishmania braziliensis com os genes anotados da Leishmania panamensis,
[Llanes et al. 2015]. Foi escolhido a esta espécie para comparagao pois pertence
ao mesmo subgénero que a espécie alvo desse estudo. Nessa comparacao foi uti-
lizado como critério de similaridade sequéncias com mais de 40% de identidade,
[Barnes 2007]. O e-value utilizado como parametro foi igual a le-5, [Xiong 2006].
Os demais parametros nao foram alterados, mantendo os valores padroes implemen-
tados no algoritmo BLASTx, [Altschul et al. 1990].

Depois da busca dos genes anotados em um genoma de outra espécie do mesmo
subgénero, foi feita outra comparacao. Essa segunda comparacao é realizada entre
os genes anotados por esse trabalho, os anotados pelo NCBI e os anotados pelo Try-
tripDB. Para comparar as anotacoes foi feita a exportacao das localizagoes génicas
de cada banco de dados para dois arquivos (.BED). Para efetuar essa comparagao
de coordenadas foi utilizado um programa do pacote BEDTools chamado Intercept,
[Quinlan e Hall 2010]. Foi utilizado o parametro do Intercept que garante apenas
overlap de 100%.

3.3 Predicao de RNAs nao codificantes

Foi executado o preditor de RNA nao-codificante conhecido como structRNAFin-
der (http://integrativebioinformatics.me/structrnafinder/). Foi necessédrio
instalar antes de executé-lo, as suas dependéncias que sao: INFERNAL, RNAfolds
e o BioPerl. Este algoritmo recebe como entrada o arquivo FASTA com todas as
sequéncias do genoma. No comando do StructRNAFinder foi melhorado a perfor-
mance do algoritmo utilizando o parametro para indicar a quantidade de ntcleos ou
processadores que poderao ser utilizados no processo limitando a trés processadores.

Para efetuar uma predigao sensivel, foi realizada também a predicao de RNA nao
codificante utilizando busca por similaridade. A base utilizada foi a NRDR (The
Non-coding RNA Database Resource) [Paschoal et al. 2012]. A NRDR foi subdivi-
dida em trés dataset’s: o primeiro formado pelas sequéncias de tamanho superior a
1000 nucleotideos, o segundo formado por sequéncias de tamanho entre 21 e 1000
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nucleotideos e o terceiro formado por sequéncias de tamanho menor que 21 nucleo-
tideos.

Foi executada uma busca por similaridade nos subdatasets utilizando dois al-
goritmos, o BLAT e o Bowtie. A execucao dessa busca por similaridade com
BLAT foi realizado utilizando a versao disponibilizada no seguinte endereco: http:
//users.soe.ucsc.edu/ "kent/src/blatSrc\protect\T1\textdollarver.zip.

O comando do BLAT foi executado para todas as sequéncias do NRDR com tamanho
superior a 21 nucleotideos. Foram utilizados parametros para indicar ao algoritmo
que todos os alinhamentos independente da sua pontuacao e o seu grau de identidade,
deveriam ser considerados. Também limitamos a quantidade de repeticoes por janela
a 2253. O espagamento entre as janelas foi configurado a 5 pares de bases. As
sequéncias com tamanho inferior a 21 nucleotideos, foram alinhadas contra o genoma
utilizando o Bowtie. Inicialmente para executar este algoritmo é necessario formatar
o dataset com o genoma de referéncia, nesse caso o L. braziliensis.

Apoés executar o bowtie-build(programa para formatar o banco de dados de referén-
cia), foi utilizado o programa bowtie-inspect para verificar se a formatacao foi feita
com sucesso. Com a base de dados formatada e verifica, pode-se entao executar o al-
goritmo Bowtie de busca por similaridade. Para fazer o alinhamento entre o genoma
e as sequéncias de RNA nao codificante do NRDR menores que 21 nucleotideos.

3.4 Estruturacao dos dados gerados

Com os dados gerados, a préxima etapa € a estruturacao desses dados em um modelo
de dados relacional implementado no MySQL. Foi desenvolvido um modelo relacional
apropriado para os dados gerados nesse projeto. Este desenvolvimento foi feito
mediante a uma andlise prévia dos dados, tipagem e dimensionamento dos mesmos.

3.5 O software de frontend

Apés a etapa de analise e acomodacao dos dados no modelo implementado no SGBD
PostGreSQL, foi desenvolvido o frontend. Este software tem por objetivo permitir
a visualizacao e download desses dados gerados. As funcionalidades desse software
sao demonstradas no diagrama de casos de uso da figura 3.2 foi desenvolvido.

Segue abaixo a descricao de cada requisito funcional e nao funcional do sistema de
frontend do LeishDB:


http://users.soe.ucsc.edu/~kent/src/blatSrc\protect \T1\textdollar ver.zip
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Figura 3.2: Diagrama de casos de uso do frontend do LeishDB. Fonte: Préprio
Autor.

3.5.1 Requisitos funcionais

e RFO001 - Visualizar os dados gerados na anotacgao Este requisito remete
a funcao em que o usuario tem acesso as informacgoes geradas no processo de
anotacao por meio de um Genome Browser. Este requisito é estavel e essencial
para este software pois é a sua principal funcionalidade. Possui também uma
prioridade elevada devido a importancia dessa funcao para o sistema.

e RF002 - Permitir visualizacao e download das estruturas mapeadas
Este requisito remete a funcao do usuario fazer download das estruturas ma-
peadas no processo de anotacao e visualizadas pelo genome browser. Este
requisito é estavel porém possui uma prioridade mediana.

e RF003 - Download dos dados gerados na anotacao Este requisito remete
a funcao em que o usuario pode efetuar o download de todos os dados gerados
na anotagao no formatos (.BED, .SAM, .CSV ou .SQL). Este requisito é estével
e essencial para este software. Possui também uma prioridade elevada devido
a importancia dessa fungao para o sistema.

e RF004 - Acesso a todo o cédigo gerado no projeto Este requisito remete
a funcao em que o usudrio tem acesso ao cédigo do software desenvolvido para
frontend. Este requisito é estavel e essencial para este software pois é a sua
principal funcionalidade. Possui também uma prioridade elevada devido a
importancia dessa fungao para o sistema.
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3.5.2 Requisitos nao-funcionais

¢ RNFO001 - Linguagem de Programacao Este requisito remete a necessi-
dade do cédigo do frontend ser desenvolvido em PHP devido a compatibilidade
com o SGBD MySQL e demais linguagens de programacao. Este requisito é
estavel e essencial de prioridade elevada.

¢ RNF002 - SGBD Este requisito remete a necessidade do banco de dados
gerados nesse trabalho ser construido e gerenciado utilizando o SGBD MySQL.
Este requisito é estavel e essencial de prioridade elevada.

e RNF002 - Servidor Este requisito remete a necessidade do sistema ser com-
pativel a execucao em servidores Linux baseados no Debian. Este requisito é
estavel e essencial de prioridade elevada.

¢ RNF003 - Sistema Web Este requisito remete a necessidade do sistema de
frontend ser um sistema web para acesso em navegadores de internet. Este
requisito é estavel e essencial de prioridade elevada.

3.5.3 Implementacao do frontend e configuracao do JBrow-
ser

O frontend foi desenvolvido em scripts em PHP. Foram utilizadas boas praticas de
programagcao para resultar em um codigo reutilizavel. O template grafico utilizado
foi desenvolvido e disponibilizado pela pagina http://themes.3rdwavemedia.com/.
Utilizando o template grafico foi adicionado os codigos e conteidos do portal e
acoplado a ele um genome browser. O genome browser escolhido para utilizagao
foi o JBrowser. Devido a arquitetura desse software foi necessario acoplar alguns
scripts de Javascript ao portal.

Inicialmente foi feita a descompactacao do cdédigo disponivel no sitio http://
jbrowse.org/ do JBrowse 1.11.6. Apds a descompressao foi feito o deploy desse
cédigo no servidor Apache 2.2. Depois da instalacdo do genome browser é neces-
sario formatar o banco de dados para o modelo compativel com o JBrowser. O
processo de formatacao do modelo é representado graficamente na figura 3.3. O
modelo compativel é o JSON e a formatacao é feita baseada em arquivos .FASTA,
.BED e .SAM. Para formatar a base de dados foi utilizado um script em PERL
disponibilizado nas funcoes auxiliares do JBrowse.

O script em PERL adotou as sequéncias do arquivo .FASTA como referéncia. Apos
da definicao das sequéncias de referéncias, foi feita a identificacao das localizagoes
presentes no arquivo .BED no .FASTA. Depois da identificacao, foram buscadas
informagoes adicionais sobre cada trecho no arquivo .SAM. Por fim todas as etapas
acima foram armazenadas em scripts no formato JSON para consulta do JBrowse.
A distribuicao dos dados nos arquivos JSON sao predefinidas pelo JBrowse e estao
presentes na sua documentacao.


http://themes.3rdwavemedia.com/
http://jbrowse.org/
http://jbrowse.org/
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Figura 3.3: Diagrama de formatacao dos dados para o JBrowse. Fonte: Préprio
Autor.
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Resultados

4.1 Dataset do genoma da Leishmania brazilien-
S18

Inicialmente, foi necessario entender melhor as sequéncias presentes no dataset.
Logo, verificou-se a existéncia de algo peculiar ao descrito na literatura em rela-
¢ao ao genoma da L. braziliensis. Foi comparado a quantidade de cromossomos
presentes no dataset e a quantidade descrita por [Peacock et al. 2007]. Como pode
ser observado na distribuicao grafica dos cromossomos por tamanho da sequéncia,
demonstrado na Figura 4.1. A quantidade de cromossomos é igual a descrita em
literatura, porém observa-se a auséncia dos cromossomos 20 e 34.
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12345678 910111213141516171819212223242526272829303132333536
Cromossomos

Tamanho da sequéncia

Figura 4.1: Distribuicao grafica dos cromossomos baixados da Leishmania brazili-
ensis e o tamanho da sequéncia. Fonte: Préprio Autor.

O dataset do GeneDB (utilizado nesse trabalho), foi testado para aumentar a cer-
teza de que as sequéncias presentes eram realmente de um organismo do género da
Leishmania. Essa avaliacao foi feita utilizando a correlacao de Pearson entre o data-
set e os dados das sequéncias de L. infantum do trabalho de (Wincker et al, 1996).

30
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O grafico demonstrado na Figura 4.2, demonstra a resultado da correlacao com o
P-value < 0.0001 e o R? = 0,8001. Essa correlacao positiva demonstrou que existe
um sinal que essa sequéncia seja do género Leishmania.
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Figura 4.2: Correlacao de Pearson entre o tamanho do genoma de L. braziliensis e
L. infantum. Fonte: Préprio Autor.

4.2 Predicao de genes codificantes de proteinas

O procedimento de predigao génica resultou em um total de 25539 ORF’s identifica-
das no genoma da L. braziliensis, representada na Figura 4.3.A. Sendo 2266 (8.87%)
dessas predigoes foram feitas pelo GENSCAN e 23284 (91.13%) pelo GLIMMER.
Pode-se observar na Figura 4.3, a distribuicao de quantidade de ORF’s preditas pe-
los preditores em cada cromossomo. Por causa dessa alta taxa de falsos positivos, é
necessario fazer uma filtragem dos dados preditos afim de validé-los.

Observando o gréafico da 4.3 e comparando com a distribuicao por tamanho da 4.1,
percebe-se uma proporcao entre a quantidade de ORF’s identificadas e o tama-
nho dos cromossomos da L. braziliensis. Fazendo a correlacao de Pearson entre a
quantidade de ORF’s preditas pelo GLIMMER e o tamanho dos cromossomos foi
encontrada uma correlagao (Figura 4.4) quase perfeita com P-value < 0.0001 e o
R? = 0.9952. A mesma correlacao foi feita para as predicoes do GENSCAN e foi
encontrada uma correlagao(Figura 4.4) quase perfeita com P-value < 0.0001 e o

R?* =0.9737.

Devido a correlagao demonstrada na Figura 4.4, este foi o cromossomo com a
maior quantidade de ORF’s identificada em ambos os preditores. Pode-se observar
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Figura 4.3: Distribuicao de ORF’s preditas em cada cromossomo do genoma da L.
braziliensis. Fonte: Préprio Autor.
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Figura 4.4: Grafico de correlagao de Pearson entre a quantidade de ORF’s identi-
ficadas por cromossomo pelo GENSCAN (A) ou pelo GLIMMER (B) e o tamanho
do cromossomo da Leishmania braziliensis. Fonte: Préprio Autor.

a localizacao das ORF’s identificadas pelo GLIMMER e pelo GENSCAN nos
cromossomos demonstrados na Figura 4.5.

Obtendo as localizacoes das ORF’s identificadas por cada preditor foi possivel
caracteriza-los por similaridade afim de validar as predicoes e detectar a funcao dos
genes preditos. Para executar a busca por similaridade foi utilizado o algoritmo
BLAST implementado no software BLASTx entre os genes preditos e o banco de
dados SWISS-PROT. Foram caracterizadas cerca de 4916 ORF’s. Resultando em
2070 proteinas identificadas no genoma da L. braziliensis. Atualmente estao arma-
zenadas no NCBI cerca de 661 proteinas associadas a genoma (nesta contabilizagao
nao foram levadas em consideracao as proteinas hipotéticas e putativas de ambos
os bancos).

Na Figura 4.6, ocorreu um aumento na quantidade de proteinas identificadas no ge-
noma da L. brazilisensis . Foi executado o teste de Mann-Whitney apés ter verificado
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Figura 4.5: Representacao grafica da localizacao e o total de ORF’s preditas pelos
preditores GENSCAN (A) e GLIMMER (B) por cromossomo. Fonte: Préprio Autor.

pelo teste D’Agostino & Pearson que os dados nao seguiam uma distribuicao Gaussi-
ana. Pode-se entao sugerir um aumento significativamente estatistico com o P-value
= 0.0003. Apds o teste estatistico, foram comparadas as anotacoes dessa espécie do
NCBI e a executada nesse trabalho. Essa comparacao resultou na confirmacgao de:
2970 genes que eram classificados pelo NCBI como hipotéticos ou putativos tiveram
as suas proteinas identificadas e foram identificados 1223 novos genes com as suas
proteinas identificadas. O grafico com as estatisticas gerais da comparacao dos genes

esta representado na figura 4.7.
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Figura 4.6: Quantidade de proteinas preditas por cromossomo. Fonte: Préprio
Autor.
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Figura 4.7: Comparagao entre a anotacao atual da L. braziliensis disponibilizada
pelo NCBI e a anotacao desse trabalho. Fonte: Préprio Autor.

Ap6s a comparacgao com a anotacao do NCBI, foi feita uma comparacao também com
a anotacao do TritrypDB. Essa comparacao resultou na confirmagao de: 1951 genes
que eram classificados como hipotéticos ou putativos pela anotacao do TritrypDB
tiveram suas proteinas identificadas e foram identificadas 2509 novos genes com
as suas proteinas identificadas. O grafico que representa essa comparacao, esta
representado na figura 4.8.

As proteinas identificadas por este trabalho, tiveram as suas funcoes identificadas
através da busca por termos Genes Onthology (GO). Utilizando a ferramenta
web AmiGO, foram identificadas por termos GO cerca de 201 proteinas de 2070
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Genes anotados Genes anotados Genes hipotéticos ou
(TriTrypDB) (LeishDB) putativos (TrytripDB)
667 456 2509 1951 4897

Figura 4.8: Comparagao entre a anotacao atual da L. braziliensis disponibilizada
pelo TriTrypDB e a anotacao desse trabalho. Fonte: Préprio Autor.

proteinas identificadas. Foram classificada em trés dominios (clusters): componente
celular (Figura 4.9), fun¢do molecular (Figura 4.10) e processo biolégico (Figura
4.10). Foram utilizados para classificar as 201 proteinas, cerca de 945 termos GO
que foram condensados pelo AmiGO em 121 termos.
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Figura 4.9: Distribuicao de proteinas por dominio de componente celular classificado
por termo GO. Fonte: Préprio Autor.

Apoés a identificacao das fungoes das proteinas categorizadas, foi necessario validar



Capitulo 4. Resultados 36

cell morphogenesis

cell projection organization

cellular lipid metabolic process

microtubule-based movement

cell part morphogenesis

organelle assembly

cell projection morphogenesis

cilium morphogenesis

cellular component assembly involved in morphogenesis

cilium organization

cell projection assembly

cilium assembly

ncRNA metabolic process

glycerophospholipid metabolic process

cilium movement
R

Figura 4.10: Distribuicao de proteinas por dominio de processo bioldgico classificado
por termo GO. Fonte: Préprio Autor.
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Figura 4.11: Distribuicao de proteinas por dominio de fun¢ao molecular classificado
por termo GO. Fonte: Préprio Autor.

os genes encontrados. Essa validagao consiste na verificagao da existéncia de genes
preditos na L. braziliensis em outra espécie do mesmo subgénero. O resultado do
BLAST feito entre os genes preditos da L. braziliensis e a anotagao disponivel da L.
panamensis garantiu a presenca de 94.75% dos genes preditos. Ou seja, dos genes
preditos (4916) para L. braziliensis, 4658 (94.75%) tiveram similaridade com genes
da L. panamensis. Esses percentuais estao descritos graficamente na figura 4.12.

Apés a evidéncia de aproximadamente 95% dos genes preditos no genoma da L.
braziliensis estarem presentes também no genoma da L. panamensis. Nés fizemos a
contagem de copias de genes mapeados. Essa lista de copias de genes foi ranqueada
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Figura 4.12: Diagrama de comparacao entre a L. braziliensis e a L. panamensis.
Fonte: Préprio Autor.

pelo niimero de copias e representada na Tabela 4.2.

Ntmero de Cépias Localizagao (chr) SWISSPROT ID  Descrigao

849 16 P20481 Buccalin

484 22 P11976 Prestalk protein

410 15 QIW5H96 Microtubule-associated

47 4 P12027 Polysialoglycoprotein (PSGP)

22 10 Q00689 Leishmanolysin

11 31 074327 Vacuolar amino acid transporter 5
8 16 000874 DNA polymerase alpha

7 30 P12076 Heat shock 70-related

7 23 QIMBEFS8 Dynein-1-beta

Tabela 4.1: Ranking de copias proteéicas presentes na anotacao do LeishDB. Fonte:
Préprio autor.

4.3 Predicao de RNAs nao codificantes

Utilizando o  StructRNAFinder (http://integrativebioinformatics.me/
structrnafinder/) foi feita a predigdo de RNAs nao codificantes e a classificagao
por familia. Foram identificadas cerca de 735 RNAs, a classificacao desses RNAs
estao demonstradas na Figura 4.13.

Os 735 RNAs foram classificados em 9 familias sendo elas: IRES (10), leader (1),
IncRNA (14), miRNA (421), rRNA (11), snRNA (2), snoRNA (147), sRNA (16),
tRNA (6) e outras familias (37). A média de hits por cromossomo foi cerca de
21,62. Com o mapeamento dos RNAnc no genoma, pode-se construir um mapa
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Figura 4.13: Distribui¢do de RNAs nao codificantes preditos por familia, absoluta
(A) e relativa (B). Fonte: Préprio Autor.

genomico circular com todos os genes codificantes confirmados e mapeados e os
RNAnc também mapeados e confirmados.
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Figura 4.14: Mapa genomico das estruturas preditas e confirmadas nesse trabalho.
Em vermelho os genes codificantes e em azul os ncRNAS. Fonte: Préprio Autor.

No mapa genomico da figura 4.14 gerado apartir dos dados desse projeto, pode-se
perceber algumas areas ricas em RNAnc. Essas regioes chamaram atencao e foi
realizada a contagem de ncRNA mapeados em cada cromossomo.

Analisando a distribui¢ao da figura 4.15 hd um alto indice de RNA nao codificante
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Figura 4.15: Distribuicao de ncRNA por cromossomo do genoma da Leishmania
braziliensis. Fonte: Proprio Autor.

nos cromossomos: 4,5 e 23. Baseado nessa caracteristica e utilizando a dados li-
terdrios disponibilizados na base de dados do IPA (Ingenuity Pathway Analysis),
analisamos as interagoes protéicas dessas regioes. Essa andlise resultou na detecgao
de duas regides que possuem um alto nimero de interacoes, o cromossomo 5 e o 23.

36 :3.3 4
/_ N
~

’ 3
}*_7 2

26 25

Figura 4.16: Interagdes protéicas dos cromossomos 4 (verde), 5 (vermelho) e 23
(azul) da Leishmania braziliensis. Fonte: Préprio Autor.

Todos os dados gerados foram armazenados no modelo de banco de dados repre-
sentado na Figura 4.17. O modelo é composto por cinco entidades sendo elas:
chromossomes, genes, ncrna, proteins e gene_ontology.



Capitulo 4. Resultados

40

proteins
proteinid
genes entryname (0
id goid (0) (FK) gene_ontology
description (0) proteinname () goid
startcodonlocal (0) length () \ ontology (2
endcodonlocal (0] function () synonyms (0)
startgenomelocal (O proteinfamily () definition ()
endgenomelocal (O pdbid (0]
frame (0
score (O]
genomeid (0) (FK)
size (0]
proteinid (0) (FK) ncma
id
genomeid (0 (FK
contig (0]
family ()
chromossomes acessionid (0)
dchromosome x{ﬁ;g,
abid (0] start_location (C)
grgan_lslr_ﬂ e end_location ()
lescrip |on'}:,.l type (0
sequefoe . domain (2]
size (U] description (0)

Figura 4.17: Representacao grafica do modelo relacional do banco de dados do
LeishDB. Fonte: Préprio Autor.

4.4 O software de frontend

Foi implementado um website com os dados gerados na anotacgao disponiveis para
download. O endereco desse website é: http://www.leishdb.com. A tela inicial
do site estd representada na figura 4.18. Nessa tela o usuario pode efetuar buscas
na base LeishDB de componentes presentes nessa anotacao. Para efetuar a busca
simples o usudario deve digitar no campo de texto: o nome da proteina, o SWISS-

PROT ID ou o Gene ID do LeishDB.

& o O | snbam * |

Adicione 3 barra de favoritos selecionando # ou importando seus favoritos.

il
N
[+

leishDB

DB

A public database of leishmania genomic annotation.

Proteins names, SWISS-PROT ID, Gene ID

® Proteins names ® SWISS-PROT ID ® Gene ID

Advanced Search

DOWNLOAD (1.0)

Figura 4.18: Tela inicial do sistema de frontend. Fonte: Préprio Autor.

O outro tipo de busca é a busca avancada. KEssa busca permite que o usudrio
busque componentes pelo niimero do cromossomo da L. braziliensis ou pelo filtro de
coordenada. Apéds a escolha que atenda os critérios de componentes alvo, o usudrio
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clica no botao ”Search”.

O sistema ird efetuar a busca no banco de dados e em

seguida retornara para a tela de resultados com os componentes encontrados.

& S5 O | eshbeom

Adicione 2 barra de favoritos selecionando # ou importando seus favoritos.

Localizar na pagina

Digite 0 texto a ser pesqu | Nenhumresutado < D Opcdes v X

Back page

Genes

ncRNA

(2]
o
Type: Coding Gene ~ Size: 1382bp ~ Strand:- ~ Genomic Coordinates :

Organism: Leshmania braziliensis - SWISS-PROT Acession / UNIPROT:
Protein name: Protein DDI1 homolog 1

DDOWNLOAD SEQUENCE

Type: Coding Gene  Size:1339bp  Strand:+  Genomic Coordinates :
Organism: Leshmania braziliensis - SWISS-PROT Acession / UNIPROT:
Protein name: Protein DDI1 homolog 1

Figura 4.19: Tela de resultados da busca no sistema de frontend. Fonte: Préprio

Autor.

Na figura 4.19, estd representada a tela de resultados de uma busca efetuada no
banco de dados LeishDB. Sua estrutura é simplificada para facilitar a visualizacao
dos resultados. Ao lado esquerdo da tela esta presente um resumo dos componentes
encontrados na busca. Em seguida sao listados todos os componentes encontrados,
suas informacoes e opcoes. Existem na lista de registros links para o JBrowser
que permitem visualizar o componente no cromossomo. Na figura 4.20, pode ser
visualizado a representacao grafica da localizagao do Gene 25274 e a sequéncia desse

componente.

O

flocruzbr; *| = @ o

Adicione a barra de favoritos selecionando # ou importando seus favoritos.

Localzar na pagina | D

Available Tracks

o] 50000 100000 150000 200000 250,000 00,000 350000

Primary Data
Position  chi@:6267..9800 (+ strand)
Length 3534 p
Region sequence
[ FAsTA

>chrd chr8:6267..9800 (+ strand) length=3531

oK

Figura 4.20: Tela do JBrowser representando o Gene 25274. Fonte: Préprio Autor.

No LeishDB é possivel baixar o FASTA de todos os componentes utilizando a opg¢ao
"Download Sequence”. Os genes que tiveram a sua tradugao anotada neste trabalho
possuem a disponibilidade de visualizacao da estrutura 3D da proteina.
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Uma das observacoes de acordo com os resultados obtidos, foi a auséncia dos
cromossomos 20 e 34 no dataset do GeneDB da L. braziliensis. O dataset dis-
ponivel no NCBI e no TrytripDB também nao apresentavam esses cromossomos.
Isto se deve a fusao dos cromossomos 20 e 34, representada pelo cromossomo
36,[Laurentino et al. 2004]. Essa fusao resultou no cromossomo 36 o maior tama-
nho em pares de bases em comparacao aos demais. O que acaba sendo um ponto
de dispersao nos graficos de correlacao entre cromossomos apresentados na sessao
de resultados. O trabalho de [Laurentino et al. 2004], realizou uma anotagao nesse
organismo. Porém, existiu nesse trabalho a presenca de muitos genes hipotéticos ou
putativos. Analisando a metodologia aplicada e a revisao de [Yandell ¢ Ence 2012],
esta presenca ocorreu devido a utilizacao de bases de dados de proteinas nao curadas.

Realizamos uma confirmagao para verificar se o dataset baixado era realmente de
um organismo da espécie Leishmania. O resultado da correlacao confirma que o
dataset do GeneDB do genoma da L. braziliensis tem uma correlacao quase perfeita
com o genoma do L. infantum descrito na literatura. Pode-se afirmar entao que esse
dataset é composto por sequéncias de um organismo do género Leishmania. Como
ele também ja foi utilizado na literatura no trabalho de [Peacock et al. 2007], temos
seguranca sobre os dados utilizados.

Na fase de predicao dos genes codificantes, percebemos que o GLIMMER identificou
muito mais ORF’s que o GENSCAN. Isso ocorreu devido a diferenga da complexi-
dade entre o genoma de eucariotos e de procariotos, [Aggarwal et al. 2003]. Como
o procarioto tem a sua estrutura génica bem delimitada, o preditor para procarioco
¢ sensivel a este tipo de estrutura e tende a encontrar um valor grande de ORF’s.
Baseados na comparacao entre as distribuicoes das ORF’s nés testamos a hipotese
de se existe uma correlacao entre a quantidade de ORF’s e o tamanho dos cromosso-
mos. Ap0s testar com correlagao estatistica, pode-se dizer que existe uma correlagao
entre a quantidade de ORF’s preditas e o tamanho dos cromossomos.

As estruturas codificantes e nao codificantes preditas foram mapeadas no genoma.
Ap0ds a predicao e mapeamento nés efetuamos o cruzamento desses dados utilizando
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inicialmente a comparacao dos mapeamentos. Percebemos entao que as regioes (cro-
mossomo 5 e 23) que tiveram maior quantidade de genes confirmados nesse trabalho,
também tiveram uma maior quantidade de rna nao codificante preditos. Observando
este fato, levantamos a hipotese de que exista algum relacionamento entre genes e
rna ndo codificantes como os descritos no trabalho de [Kelada et al. 2013]. Para
tentar entender esse fato, recorremos a literatura cientifica utilizando o IPA para
verificar as interacoes descritas entre as proteinas caracterizadas. O resultado dessa
analise utilizando os dados do IPA evidénciou que os cromossomos que possuem
uma maior quantidade de rna nao codificantes possuem uma larga rede de interagao
protéica entre os demais cromossomos.

Apés a predigao dos genes, foram realizadas as comparagoes entre a anotagao do
LeishDB (realizada nesse trabalho) e as anotagdes de outros bancos de dados (NCBI
e TritrypDB). Essa comparacao demonstrou que na anotagao desse trabalho, foram
confirmados 2970 genes hipotéticos da anotacao NCBI e 1951 genes hipotéticos da
anotacao TriTrypDB. Encontramos também cerca de 2509 novos genes, que nao esta-
vam descritos no NCBI e 2034 novos genes nao descritos no TritrypDB. Percebemos
que em ambas comparagoes nao foram encontrados por esse trabalho todos os ge-
nes descritos e caracterizados nas anotacoes desses outros bancos. Essa disparidade
ocorreu devido a utilizacao de uma base de dados de proteina para caracterizagao
dos genes. Pois todos foram preditos, porém na etapa de caracterizacao das ORF’s,
foram filtrados. Este fato ocorreu por nao possuirem uma similaridade acima do
cutoff com alguma proteina referéncia.

Com base nesses dados, esse trabalho aumentou o conhecimento sobre o genoma da
L. braziliensis, caracterizando genes hipotéticos e predizendo e confirmando genes
desconhecidos anteriormente. Os RNA’s nao codificantes na Leishmania braziliensis
sao pouco estudados e este estudo demonstrou uma potencial interacao desses ele-
mentos na interacao protéica. Porém, é necessario no futuro estudar com mais afinco
as interacoes protéicas identificadas pelo IPA e quantificadas nesse trabalho e efetuar
testes da sua existéncia in vivo. Ja que a funcao de alguns rna’s nao codificantes ja
foi definida na literatura como catalitica em processos nucleares,[Kelada et al. 2013].
Talvez o entendimento dessas interacoes permitar a intervencao de processos vitais
para os protozoarios dessa espécie possibilitando a cura ou novos métodos de trata-
mento desta patologia.

Fazendo uma comparacao entre o estado da arte de metodologias de anotacao e a
utilizada nesse trabalho pode-se perceber que: a quantidade de genes anotados e con-
firmados foram maiores que a anotagao disponivel NCBI, [Laurentino et al. 2004].
Esta diferenca deve-se basicamente a dois aspectos metodologicos: a qualidade da
base de proteinas utilizada para identificacao de funcao e a possibilidade de controle
total dos parametros utilizados nesse trabalho. Muitos pipelines, nao permitem a
personalizacao de todos os parametros de uma forma facil. Isso ocorre devido a
automatizacao dos processos por meio de interfaces graficas fixas. Por este motivo,
nesse trabalho optamos pela execugao de cada algoritmo e etapa do processo de
anotacao, individualmente.
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Foi perceptivel ao longo desse trabalho a caréncia de estudos dessa natureza para
a Leishmania braziliensis. Por exemplo, no pubmed existem poucos estudos abor-
dando a anotacao desse parasito, que é o principal responsavel pelo LTA no Brasil.
O dificil acesso aos dados anotados em outros projetos e a variabilidade do formatos
dos arquivos dificulta o uso. Para evitar esse problema, tentamos facilitar ao ma-
ximo o acesso aos dados gerados, seja: por sistema de frontend, genome browser ou
baixando os arquivos. Ficou claro durante o processo de anotagao que é necessario
unificar os formatos de arquivos para anotacao afim de facilitar o pipelines.

Com os resultados apresentados, foi salientada a importancia da anotacao génica
para descoberta de regioes e o mapeamento das conhecidas. Desta forma, outros
projetos que utilizem o genoma da L. braziliensis podem localizar regides alvo
com maior facilidade. Pode-se também garantir um maior conhecimento génico
das estruturas do genoma dessa espécie se tratando de localizacoes e expressoes
génicas. A importancia do mapeamento dos RNA’s nao codificantes foi demonstrado,
sugerindo a participacao dessas moléculas em iteracoes protéicas.

Porém este projeto é o inicio de uma série de outros questionamentos que podem
ser respondidos apds o processo de anotagao génica. Pretende-se no futuro utilizar
as estruturas identificadas para efetuar uma comparacao entre as principais espécies
de Leishmania no Brasil. Afim de encontrar genes e estruturas nao codificantes
em regioes conservadas entre as espécies. Apds a comparacao serd possivel buscar
por exemplo regides promotoras de resisténcia a drogas utilizadas no tratamento. A
identificacao dessas regioes, permitiriam ao médico optar por um tratamento mais
eficaz para aquele paciente.
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