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Resumo- A bioinformatica é uma area multidisciplinar, que envolve os profissionais das ciéncias biologica e
computacional. Este trabalho mostra o desenvolvimento de trés ferramentas, utilizando técnicas de biologia
computacional, teoria das pequenas amostragens e modelagem de dados utilizando UML (Unified Modeling
Language). Estes programas foram desenvolvidos em plataforma Linux, open source, utilizando a
linguagem de programacéo Perl. Os programas aqui desenvolvidos para agilizar e facilitar algumas analises

e comparagfes, alinhando e localizando regides de upstream e dowstream

de uma seqiiéncia,

possibilitando assim que o0 usuério possa desenhar iniciadores ou buscar subseqgiiéncias & montante ou a

jusante.
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Introducao

A bioinformética € um campo emergente
da pesquisa que utiliza ferramentas
computacionais avancadas para o}
armazenamento, analise e apresentacéo de dados
biologicos e moleculares. Ela surgiu da
necessidade de gerenciamento da quantidade
macica de dados gerados pelos projetos de
sequénciamento, e inclui métodos de analise de
sequéncias moleculares e pesquisa em banco de
dados [1] e [2]. Um segmento que vem se
destacando dentro da bioinformatica é a biologia
computacional que envolve, vérios profissionais,
de formacao biolégica e computacional. A biologia
computacional € um novo conceito que pode ser
entendido de maneira mais ampla como sendo a
aplicacéo de técnicas e ferramentas da informatica
aos problemas biolégicos.

Entre estas diversas éareas, a biologia
molecular aliada a genética € a area que mais
utiliza essas técnicas computacionais, das quais
pode-se destacar a teoria da computacéo,
principalmente através da formulacdo de
algoritmos para solugdo dos diversos e novos
problemas surgidos nos Ultimos anos, e a teoria e
pratica de banco de dados, que sdo necessarias
para lidar com a imensa quantidade de dados
gerados por projetos genomas e proteomas. O
acido desoxirribonucléico (DNA) é a unidade
bésica dos genes, que contém as informacgfes
necessarias para o desenvolvimento dos
organismos vivos. A esse conjunto de genes é
dado o nome de genoma. Se fosse possivel varrer
um genoma. a procura de todos os seus genes,
poderiam ser descritas todas as caracteristicas
DNA dependentes que seu possuidor vira a ter,

sendo este 0 objetivo de qualquer projeto genoma

[3].

o] envolvimento de técnicas
computacionais, especialmente o desenvolvimento
de algoritmos eficientes torna-se indispensavel
para uma boa andlise dos dados gerados, e assim
a finalizagdo com sucesso de cada projeto. A
rigueza dessa parceria, informatica e biologia
molecular, criaram a necessidade de profunda
interacdo entre especialistas de computacdo e
bidlogos. Atualmente essa interacdo ainda tem
sido dificil, dada a “lacuna cultural”’, que existe
entre essas duas areas. Segundo [2], a diminui¢ao
dessa “lacuna” € um dos maiores desafios.

Este trabalho aplica técnicas
computacionais objetivando levantar o maior
namero de informacdes bioldgicas e estatisticas
possiveis, ajudando assim o usuario a comparar,
verificar e entender o significado de seus dados.
Através de andlises computacionais foram
desenvolvidas trés ferramentas para auxiliar de
maneira facil e rapida a analise de sequéncias no
formato (FASTA). A ferramenta é disponivel on-
line, com livre acesso para 0S USU&rios remotos e
no Laboratério de Biologia Molecular e Genomas.

Materiais e Métodos

Sem duvida, a comparacgéo de seqliéncias
€ a operacdo basica mais importante na area da
biologia computacional, servindo de base para
muitas outras manipulacdes mais elaboradas. Ela
consiste em encontrar trechos semelhantes as
sequéncias de entrada query em um banco de
dados em questdo. Contudo, por tras desta
aparente simplicidade, esconde-se uma vasta
gama de problemas distintos, com formalizagbes
diversas, muitos deles exigindo algoritmos e
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estruturas de dados proprios para sua execugao
eficiente [3]. A busca por identidade é um
processo de comparacdo de seqliéncias, com
funcdo desconhecida, com todas as sequiéncias
constantes em um banco de dados, com funcbes
ja conhecidas, na tentativa de inferir uma funcéo
para essas “novas” sequéncias, por avaliacao de
equivaléncias e por suas anotacdes bioldgicas
como descrito no proprio banco de dados e na
literatura.

Os desenvolvimentos de scripts para a
solugdo dos problemas bioldgicos computacionais
sdo especificos e para isso utilizamos a linguagem
de programacdo Pratical Extraction and Report
Languag”, acronimo Perl [6], sob a plataforma
Linux [7] esta linguagem permite a criacdo de
aplicacbes personalizadas, possibilitando a
resolucbes dos problemas enfrentados no dia-a-
dia durante o decorrer dos projetos de biologia
computacional. Devido o sistema operacional
Linux ser um sistema operacional confiavel,
seguro e estar disponivel de maneira livre, seu uso
foi disseminado no meio académico. Porém,
existem algumas regras determinadas pelo
consorcio GNU’'s Not Unix (GNU) (GNU é um
acrénimo recursivo).

Dentro do projeto “Ferramentas de
Bioinforméticas”, foram desenvolvidos trés scripts,
para facilitar e agilizar algumas tarefas, como, por
exemplo, encontrar regiées de igualdade e calculo
de porcentagens das bases das sequéncias, fazer
0 reverso de uma sequéncia e a sua
complementar e por ultimo localizar a posi¢do da
sequéncia dentro de outra sequencia, indicando
ao usuario as regidbes antes e depois do
alinhamento, isso possibilita ao usuario a
desenhar iniciadores ou buscar sequencias de,
promotores ou atividades, com uma maior
seguranca, e saber exatamente onde esta
sequéncia se alinha no seguimento de DNA. O
endereco a ferrametas estdo disponiveis no
endereco:
http://cloneone.univap.br/Tools/index.html.

.« MBG

@ hitp:/fcloneone.onivap. br /ool index html

o‘. 1

Yo'
Laboratory of Genetics Molecular and
Genomes

+ Sequences Comparisons

+ InvComp
+ Alignmet

Fig.01 Pagina principal do projeto, indicando os links de
acesso.
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Sequences Comparisons, este script
compara duas sequéncias, utilizando vetorizagao
computacional, e para os calculos das bases foi
implementado a teoria das pequenas amostras,
para calcular a porcentagem das bases em
relacdo ao tamanho total da sequéncia. Ao
identificar regides de igualdade, o script armazena
as posicdes do vetor, juntamente com as bases,
para que estas sejam calculadas e apresentadas
ao usuario posteriormente.

Fig. 02 Interface do script Sequences Comparisons.

A figura 01, mostra a interagcdo com o0
usuario é bem simples, basta entrar com as
sequéncias em que se deseja efetuar a
comparacdo e os célculos e clikar no botao
submeter.

Aligment, este script foi desenvolvido para
gue o usuario possa saber exatamente em que
posicdo de um determinado segmento encontra-se
a sua seqléncia, através do alinhamento o script
posiciona a query mostrando ao usuario a posi¢ao
upstream e dowstream do alinhamento. Dentro do
script é possivel que o usuario escolha a base de
dados que ele deseja comparar, qual op¢ao usar,
determinar quantos pares de base antes e depois
deseja visualizar, e qual grau de similaridade
desejada para um melhor resultado. Com esses
pardmetros o script ira mostrar as regides
anteriores e posteriores do gene, referente a base
de dados escolhida, isso caso haja o alinhamento.
Desses resultados o usuario pode determinar com
maior precisdo onde deve desenhar o seu primer,
ou simplesmente localizar outros elementos de
interesses. Os bancos podem ser atualizados, de
acordo com a necessidade do(s) projetos e
USUarios.

&) hitp://cloneone. univap. br/Took,indexSaanch. html

Sequence Blast Search

Select a program and database ta search against:
Frogram binsin v Database

Paste it into the textbox:

Enter your sequence in FASTA format



Fig. 03 Interface do script de alinhamento e localizacdo de genes
em Databases especificos.

possa ter a flexibilidade de sua andlise.

InvComp, a funcdo deste script é agilizar
e facilitar a simples tarefa de fazer a invencéo e a
complementaridade de uma sequéncia de
nucleotideos, assim o usuario pode visualizar
identificando qual a orientag&do de sua sequéncia,
facilitando também no momento de desenhar seus
iniciadores ou analisar as ORFs.

Endersco | @] http://cloneone.univap.br/cgi-bin/Took/sequencia.pl

Tools for Bioinformatics

Seq: Ol'igillal aytegtyactyotoaasaacoeagegacyactgotgogteatat:
=T file e [alede fulv file o e [t Ete foh Ve T T TN T T o
tagatatgagacy

I Subrmeter ] [Limpar]

Fig. 04 Interface do script.
Resultados

Os scripts desenvolvidos estdo em uso, no
Laboratorio de Biologia Molecular e Genomas da
UNIVAP, sendo que o objetivo de cada script foi
alcancado.

O resultado do script Sequences
Comparisons é mostrado na fig. 05, os calculos
sdo apresentados, indicando a quantidade de
cada base, com sua porcentagem respectiva.
Logo abaixo sdo mostradas as regibes de
iaualdade. entre as seaiiéncias. se houver.

Cabegalho = > gi[23567| > gi [09876)

Total: (ph) = 149 160
A= 43-283390604026846 | 30 - 1875
C= | 35-23489932885906 (37 - 23125
G= | 38-25503355704698 | 54 - 33.75
T=  26-17.4496644295302 | 32- 20

GATCGCTAGCGCTCTCTCTCTCCACACACACAGGCGGCATATAGAGAGGA (24 - 132)
GATCGCTAGCGCTCTCTCTCTCCACACACACAGGCGGCATATAGAGAGGA

Fig. 05 Resultado da comparagéo entre as seqiéncias.

Aligment  este  script, exibirdA o
alinhamento de sua query e as regides upstream e
dowstream. Cada regido é representada por uma
cor, sendo: azul a regido upstream (antes do

gene), rosa a regido de alinhamento e vermelho a
regido de downstream (depois do gene).

length: 450 dif: 450

datebase: HistolB6ARContig52.1 sense: 1

before gene: pos start: 2723 pos end: 3222

after gene: pos start: 3673 pos end: 4172

seql:
BAATATTTGAGTTTGATGATGGCTCTGATTGRACGCTATCC ARGTGCTTGAL ACATGCTAATCGTACGACATCATATTAAA LATGATGTAGTGG
GGTGAGTARATAATATTTTGGC TACCTTAARGARAGGTTARATTCC TTATATAAGRAAGAAAC TAAGGTTTCGCTTTALGATGTTAATALATAT
TGAATATATAGTAGTAGRARRGGTARTATC TTARC TAGCTATALGE COTAGTCGTGACTGAGAGETCGATCGACCACATTGGGTCTGARARRAC
GCGTATTAGTACAGCAGTGAGGARTATTGGTCARTGGC CTARCGGL TCAACT AGCAACTTGGAGGAATAMATGTALTGATALATAATATCATTA
TALATAGARAAATGATTATGAC AATTTTTTATTTATALGTC TTGAC CALATTACGTGCCAGCAGTCOCGOTAATACGTAGAAGACAAGTGTTAG
GUeLy:
TGATTAGGTTTALAGGGTACCTAGACGGTARRATAAATCCGAT ARG GATATTTATTTACTAGAGTTTTATAGGAGALAGGGAGAACTTTTGGAG
TATAATTTTTTAATACCAATAGGACTGATARCGGC GAAGGE AGCTTTCTATGTALRAACTGAC GTTGAGGCACGALGGC TTEGGGAGCEARAAG
ATACCCTAATAGTCCARGC AGARAATTATGARTGC CATARGTTAGATTC AACATTTALCTTALAAAATGTATTARATCTTTAATACATTTTATA
AR AATTAATACATAGATTAGTTTTTARTATAARAGAGTTAAATCTTAAAATATATTTAACATATAMATCARAGTGTAAGCATTCCACCTTAR
GATGGCAACATTGARACTGARATCATTAGACCGTTTCTGALACCAGTAGT

see2:
GRAGTATGTTATTTAATTCGATARTCCGCGARARATCTTACCACAATTTGTATAATATTAMATTATTACAAGCGTTGCACGGCTGTC TGCAGTT
GTGAGACATGGTTARTTCCTTTARTTAACGCAARCCCTTAC TTTATTTATCTGTATAAGTTATTCGC TALAALAATGGTTAGAGRATAGGGAC
MAGTCATCATGACCATARTATTGTGGGCTATAGACGTGCCACACACGCC TTARC ARAAGGATGCTATATTGTALAATGGAGCTALTCCTTARLR
ATAATATGGATTGTTGTCTGTARCTCGACARCATGARTARGGAATTACTAGTAATCOTGAATC ACCACGTCACGGTGATTTATAATCAGTTAG
ACCACTCOTCAGGCGE TEARRGAAGTATGTGC AT ARG TTTGATTTGTGTTTATTTTAATALATATTATAATATATTTATATTTTTACATTALL

Fig. 06 O resultado de um simples alinhamento, e

localizagdo dentro do gene da Database de Histoplasma
capsulatum mostrando as regides upstrem e dow strem.

InvComp exibe a sequencia original,
juntamente com as modificacbes estabelecidas,
com a invercdo, complementariedade e inversa
complementar.

Seq: Original Seq: Reversa

AGTCGTGACTGCTCALALACCCAGCGACGACTGCTGCGTCATATATATA AARAMARAARRAARAMARAARAGCAGAGTATAGATAGATAGAGAGAGAC
TAGCGCGCCOOGCGCGORCGA LCAC, TAGL iCA LGCGCGCGCGCECCECEC0ATATATATATACTGCE

TAGATATGAGACGALAARLAALAARLAARAARLAL TCGTCAGCAGCGACCCARARACTCGTCAGTGCTGA

Seq: Original Complementar Seq: Reversa Complementar

TCAGCACTGACGAGTTTTTGGGTCGCTGCTGACGACGCAGTATATATAT
ATCGCGCGGCGCGCGCGCGCTTCTCTCTCTCTTGTGTCTCTCTCTATCT
ATCTATACTCTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITCGTCTCATATCTATCTATCTCTCTCTG
TGTTCTCTCTCTCTTCGCGCGCGCGCGGCGCGCTATATATATATGACGC
AGCAGTCOTCOCTGGGTTTTTGAGCAGTCACGACT

Fig. 07 Resultado do script, mostrando a seqiiéncia original,
e sua respectiva, inversa, complementar e reversa
complementar.

Discusséo

O segundo assunto mais importante em
pesquisa a banco de dados, comparagfes entre
seqliéncias é o programa (script) computacional
usado para estes fins. A qualidade do algoritmo ira
ditar a eficiéncia e a precisdo dessas buscas. Isto
tem sido desenvolvida ao longo dos anos (Altschul
et al, 1994; Shuler et al, 1994 1).

Outro aspecto importante é a facilidade em
gque o0s usuarios buscam na utlizacdo destas
ferrametnas computacionais, e foi penssando
nestes aspéctos que 0s scripts desenvolvidos
foram modelados e implementados de maneira
simples.
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Estes scripts sdo apenas o0 inicio, hava
vista a necessidade crescente de tecnologia que a
biologia computacional nescessita.

Conclusao

Este projeto objetivou apenas algumas
necessidades, as mais basicas andlises de
comparacdes e alinhamentos entre sequéncias
nucleotidicas, por este motivo seus algoritmos
foram desenvolvidos para analises em pequenas
escalas, sendo comparacdes de pares de
segliénciamento.

A interface grafica simples mostrou-se
realmente eficaz, permitindo o uso instintivamente
dos comandos.

Alguns ajustes ainda se fazem necessarios, por
exemplo, na formacdo das casas decimais do
script InvComp, referentes aos calculos das
bases, a n&o repeticho de mais de um
alinhamento no Sequences Comparisons e a
insercao automéatica de bancos no Aligment.
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