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RESUMO

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um sistema web para classificacao
de Ilhas CpG em diversos tecidos tumorais, usando banco de dados a base de
sequéncias do Genoma Humano do Cancer (HCGP). Utilizando técnicas de
alinhamento de sequéncias entre a sequéncia fornecida pelo usuario e as sequéncias
presentes no HCGP. O pacote EMBOSS, utilizado no sistema, busca alinhar as
sequéncias do banco e retornar para o usudrio as sequéncias que tenham
semelhanga significativa entre as do banco e do usudrio para com as do banco.
Com as sequéncias retornadas pelo sistema serd possivel classificar o grupo de
tecidos tumorais que a sequéncia fornecida pelo usuario pertence, dizendo também

se a sequéncia se enquadra nas especificacoes de Ilhas CpG.

Palavras-Chave: Ilhas CpG, Metilagdo de DNA, EMBOSS, Banco de dados HCGP,

Marcadores Moleculares, Alinhamento de Sequéncias.






ABSTRACT

This work presents a development of a web-based system for classification of CpG
islands in various tumor tissues, using database-based sequences of the Human
Cancer Genome Project (HCGP). Using techniques of sequence alignment between
the sequence provided by the user and the sequences present in HCGP. The
EMBOSS package, used in the system, seeks to align the sequences of the bank and
is returned to the user sequences that have significant similarity between the bank
and the user towards the bank. With the sequences returned by the system will be
possible to classify the group of tumor tissues that the sequence provided by the

user belongs, also saying that the sequence fits the specifications of CpG islands.

Keywords: CpG islands, DNA Methylation, EMBOSS, Database HCGP, Molecular

Markers, Sequence alignment.
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1
Introducao

Neste capitulo serda apresentada uma visdo geral sobre o tema que serd
tratado neste trabalho. Na Secgdo 1.1 sdo apresentadas a justificativa e a
motivagao do trabalho. Na Secdo 1.2 é discutido o problema que envolve
o tema proposto. Na Secio 1.3 sdo mostrados quais sio os objetivos que
este trabalho se propoe a realizar na monografia.

Projeto Genoma é o nome de um trabalho conjunto realizado por diversos paises
visando desvendar o cédigo e um organismo (podendo ser animal, vegetal, de
fungos, bactérias ou de um virus) através do seu mapeamento (Pevsner, 2009).

O sequénciamento gendmico tem por objetivo determinar a seqiiéncia de
bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina e timina) que compdem a molécula
de DNA (genoma) de um organismo vivo que, em ultima anédlise, determina os
genes que caracterizam este organismo.

A técnica de seqiienciamento foi desenvolvida por Sanger, na década de 70,
e, desde entdo, tem sido constantemente aperfeicoada visando sempre uma maior
precisdao, automacdo e a diminuicdo dos custos atuais que permitiram o
seqlienciamento de DNA em larga escala. Apesar do grande desenvolvimento
tecnoldgico nesta 4rea, ainda nos dias de hoje s6 é possivel o seqiienciamento de
pequenos fragmentos de DNA, entre 500 a 800 bases.

O sequenciamento genomico, utilizando técnicas de sequenciamento de
DNA ¢é auxiliado por métodos computacionais que ajudam a armazenar a
informagdo do genoma em banco de dados proporcionando uma rapida expansao
do conhecimento sobre os processos biologicos (Carraro & Kitajima, 2002).

Dentre esses processos encontra-se o estudo da organizacdo da cromatina
que desempenha um papel fundamental na determinacdo de padrdes da expressao
génica: regides na eucromatina menos compactadas sdo as mais acessiveis para a
transcricdo, enquanto que as regides de heterocromatina altamente compactadas

sdo refratdrios para transcricio. A epigenética é uma area que estuda essas
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transcricdes (Bender, 2004). A epigenética é definida como o estudo das
modificacdes do DNA e histonas que sao herdaveis e ndo alteram a sequéncia de
bases do DNA. Entre as modificagdes que as histonas podem sofrer, estao:
metilacao, fosforilagao e acetilacdo (de Oliveira et al, 2010).

Acetilagdo descreve uma reagdo que introduz um grupo funcional acetila em
um composto organico. Deacetilacdo é a remogao do grupo acetila.

Fosforilagdo ¢ a adicdo de um grupo fosfato (PO4) a uma proteina ou
outra molécula. A fosforilacdo é um dos principais participantes nos mecanismos
de regulacdo das proteinas.

Metilagdo refere-se mais especificamente a substituicdo de um &tomo
de hidrogénio pelo grupo metila.

Entretanto, na molécula de DNA, ocorre apenas a metilacdo. Esta consiste na
adicao de um grupamento metil na citosina que geralmente precede a uma guanina
(dinucleotideo CpG), e estd presente principalmente em regides promotoras dos
genes (de Oliveira et al, 2010).

A maior contribuicdo da ciéncia brasileira ao genoma humano foi trazida
pelo Projeto Genoma Humana do Cancer (Human Genome Cancer Project -
HCGP) desenvolvido por 29 laboratérios de sequenciamento e um centro de
bioinformatica (Kimura & Baia, 2002).

Um dos objetivos do HCGP é a contribuicdo para a anotacao de genes no
genoma humano, principalmente para identificar sequéncias de genes relacionados
ao cancer (Brentani et al, 2003).

Foram sequenciados mais de um milhdo de fragmentos génicos
expressos (expressed sequences tags, ESTs), provenientes de
diferentes tumores humanos. Atualmente, diversos projetos estao em
desenvolvimento utilizando informagdes geradas no HCGP e
abrangem observagdo da expressdao diferenciada dos genes em
diferentes tumores, caracterizagdo completa de genes especificos,
assim como o estudo funcional e estrutural dos produtos proteicos. E
promissora a perspectiva de que num futuro préoximo, diferentes
resultados provenientes destas investigacdes possam trazer beneficios
preventivos, prognésticos e clinicos em cancer e outras doengas
(Kimura & Bafa, 2002).
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1.1 Justificativa e Motivacao

A metilagdo (acréscimo de um grupo metil no DNA) anormal do DNA é fortemente
implicada no desenvolvimento do céncer e afeta a expressdo de mais de uma
centena de genes supressores de tumor ou relacionados com a regulacdo da
proliferacao e da apoptose e com o reparo do DNA (Valentini, 2008).

Existem varias técnicas para revelar variabilidade em nivel de DNA (Milach,
1998). Marcadores genéticos tém sido usados para estudar quantitativamente tracos
hereditarios por quase 70 anos (Stuber et al, 1992). Caracteristicas de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdadas geneticamente sdo conhecidas
como marcadores moleculares (Milach, 1998). Recentemente, marcadores
moleculares, particularmente marcadores de polimorfismo de DNA tém fornecido
aos geneticistas uma fonte essencialmente ilimitada de formas para estudar as
caracteristicas quantitativas de tragos hereditdrios, para manipulacdo e
melhoramento de plantas e animais (Stuber et al, 1992).

Alteragdes em sequéncias, niveis de expressdo e estrutura ou fungido de
proteina tem sido associadas com todo tipo de cancer. Marcadores moleculares
podem ser tteis para detectar o cancer, determinando diagnoésticos, prognosticos e
monitorando o progresso da doenca ou resposta terapéutica (Sidransky, 2002).

A progressao do cancer é acompanhada pelo acimulo de alteracdes
genéticas. Estes levam a padrdes de expressao alterada e modificacdes na estrutura
e funcdo da proteina. Mudangas que ocorrem exclusivamente ou, mais comumente
em células cancerosas, em comparacdo com seu tecido normal de origem, podem
ser detectadas por bidpsia ou nos fluidos corporais, e sdo utilizados como
marcadores moleculares de cancer. Estes marcadores sdo tteis para detectar o
cancer em estagios iniciais, a avaliacdo da carga tumoral, a progressao da doenca e
a determinagdo da resposta a terapia (Sidransky, 2002).

A precisa quantificagdo do status de metilacdo de ilhas CpG (conseguir
contar precisamente a quantidade de ilhas CpG metiladas) pode, sem duavida
resultar no desenvolvimento de um marcador molecular poderoso para
diagnostico e prognoéstico de neoplasias e ainda levar a identificacdo de novos

alvos terapéuticos (Valentini, 2008).
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1.2 Problematizacao

Este trabalho propdem uma ferramenta web para responder as seguintes
questoes:

E possivel desenvolver um sistema web que quantifique precisamente as
ilhas CpG de diversos tecidos tumorais, utilizacao manipulagdes em bancos de
dados ?

Com base em marcadores moleculares identificados, é possivel a partir de
um alinhamento local contra tais marcadores, identificar a entrada do usuério

como um possivel marcador ?

1.3 Objetivos

1.3.1 Gerais

O objetivo principal desse trabalho é a criagdo de um sistema web capaz de analisar
uma sequéncia de bases de DNA fornecida pelo usuério, identificando se a mesma
¢ uma ilha CpG, podendo também realizar um alinhamento dessa sequéncia com
ilhas CpG da base de dados HCGP. O alinhamento de sequéncias realizado pelo
programa EMBOSS retornara o grau de similaridade, identidade e os gaps
retornados entre a sequéncia digitada pelo usuério e a sequéncia presente no banco
de dados HCGP. Através de alinhamentos de sequéncias é possivel selecionar a
sequéncia no banco que apresenta o maior grau de similaridade determinado pelo
resultado do programa EMBOSS e exibi-la na tela para o usuario onde ele podera
fazer download do arquivo texto com os dados de execugao do programa EMBOSS.
Com esses dados serd possivel classificar o grupo de cancér que a sequéncia
pertence.

O sistema web também possibilitara a exibicdo das sequéncias de DNA que
sdo ilhas CpG da base de dados HCGP para o usudrio, assim como a possibilidade

do alinhamento local de duas sequéncias de DNA, ambas informadas pelo usuério.
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1.3.2 Especificos

. Estudar a linguagem PHP para desenvolvimento do sistema web.

. Conseguir identificar Ilhas CpG em diversos tecidos tumorais,
através da manipulacao de caracteres e comparar os resultados para testes
e melhorias.

. Realizar alinhamento de sequéncias digitadas pelo usuario e
compara-las com o banco de dados HCGP para realizar a selecdo de
marcadores moleculares para a sequéncia informada pelo usudrio.

. Disponibilizar a ferramenta para uso geral de especialistas e

cientistas que trabalham nessa area.

1.4 Organizacao da Monografia

O Capitulo 2 é dedicado a mostrar todos os conceitos utilizados para o
desenvolvimento desse trabalho. O Capitulo 3 fala sobre banco de dados, mostra os
tipos de banco de dados utilizados na bioinformatica, e fala sobre trabalhos
relacionados ao banco de dados HCGP. O Capitulo 4 fala sobre as linguagens de
programacdo e sobre o pacote EMBOSS utilizado no desenvolvimento desse
trabalho. O Capitulo 5 faz um estudo de caso da ferramenta desenvolvida nesse
trabalho. O Capitulo 6 sdo apontadas as conclusdes desse trabalho. O Capitulo 7
apresenta as referéncias bibliograficas usadas no desenvolvimento desse trabalho.
O Capitulo 8 é um anexo explicando o algoritmo de alinhamento local de Smith-
Waterman usado no desenvolvimento desse trabalho. O Capitulo 9 ¢ um anexo que

apresenta um manual de uso para a ferramenta desenvolvida.
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2

Fundamentacao Teorica

Este capitulo tem por finalidade descrever os sequintes assuntos. Na
se¢do 2.1 é feita uma pequena abordagem ao Projeto Genoma. A se¢io
2.2 fala sobre as ilhas Cpg’s e os critérios para uma sequéncia ser uma
ilha cpg. A segdo 2.3 fala sobre alinhamento de sequéncias. A segio 2.3.1
explica o alinhamento local e seus esquema de pontuagoes. A segio 2.4
comenta sobre o algoritmo de Smith-Waterman. A segio 2.5 fala sobre

2.1 Projeto Genoma Humano

Com o inicio do Projeto Genoma Humano em 1990 e subsequente
disponibilizacdo de sequenciadores automaticos de DNA capazes de
gerar dados genomicos em grande escala, os bancos de dados e
ferramentas de analise tiveram de se adaptar a este volume crescente
de informagdes. Sequéncias de nucleotidios sdo adicionadas aos
bancos de dados (como o GenBank) na ordem de milhares de pares de

bases (pb) por segundo todos os dias (Santos & Ortega, 2003).

Na area de bioinformatica, essas intimeras sequéncias de DNA chegam a

possuir, 400 a 1000 pb, podendo fundir com sequéncias cada vez maiores chamadas

contigs, através de ferramentas que avaliam a qualidade dessas sequéncias assim

como a sua superposi¢cdo para que finalmente sejam disponibilizados segmentos

cromossOmicos inteiros de alta qualidade (Santos & Ortega, 2003).

Segundo Santos & Ortega, 2003 “Para a cobertura total de um genoma com

boa qualidade estima-se que este deva ser sequenciado ao equivalente a dez vezes

seu tamanho em pares de bases”.

Dados biolégicos provenientes do conhecimento gendmico sdo
demasiadamente complexos em comparacao aos dados oriundos de
outras areas cientificas. A partir do conhecimento fundamental do
genoma objetiva-se compreender o conjunto de pecas que atuam no

funcionamento complexo de todo o organismo. Porém, no momento,
isso somente é possivel por partes. Busca-se entender as estruturas
moleculares das proteinas, as interacdes entre vérias proteinas, bem

como destas com as demais moléculas biolégicas (DNA, carboidratos,
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lipidios, etc), as diversas vias metabdlicas celulares e o papel da
variabilidade genética representada pelas varias formas de cada
proteina. Toda essa informacao disponibilizada pela ciéncia gendmica
(Figura 1) s6 é possivel de ser organizada, analisada e interpretada

com o apoio da informatica (Santos & Ortega, 2002).

!xmloglnkzmcﬂulnchddﬂ
de tecidos e érgios

.‘ metabolismo
.-’ Estrutura 4*

bilhdes 0 3 {} Novas abordagens gendmicas em:
Biologia Celular
Proteinas
milhdes Estruturs 3* | Bubrloghe,
o Famcdogra.
MPMILGYWDIRGLAHAIRLLLEYTDSSYEEXKKYT. . . ,,,.,,,,ﬂ,og'h,
ithares Sequéndias primérias de Patologia,
i aminoécidos nas proteinas Neurobiologia, etc.
.- ‘tcgu‘tcc"‘?'mﬁtuclttctcaattca. ", s @
bilhdes Sequéncias de DNA D'.'.-,_..‘

Ex: Farmacogendmica

desenvolvimento de novos medicamentos
especificos para cada individuo e doenga,
local de agB0 restrito &< regides afetadas e
sem efeitos colaterais.

Genoma

Figura 1 - Acamulo de dados biolégicos (A) e aplicagdes do conhecimento
gendmico (B).

Fonte: Santos & Ortega, 2003

Na Figura 1 podemos notar que os dados biolégicos da populagdo mostram
proteinas na ordem de milhdes de pares de bases, que sdo separadas e codificadas
em sequéncias primarias de aminoacidos na ordem de milhares de pares de bases,
o mesmo acontece com o DNA que possui a ordem de bilhdes de pares de bases, e
é codificado na ordem de milhares de pares de base.

Essa codificacdo ajuda na hora de fazer novos estudos gendmicos e no

desenvolvimento de novos medicamentos.
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2.2 IlThas CpG

A Metilacdo do DNA é um importante evento epigenético que controla varias
funcdes do genoma, dentre essas fungdes podem ser citadas: regulagdo,
estabilizagdo e manutencdo da expressdo genética (Bird, 2002 apud Fang et al,
2006), recombina¢do durante a meiose, controle da replicagdo, regulagdo da
diferenciacdo celular e inativacdo do cromossomo X. Entretanto, a aberracdo no
padrao de metilagdo no promotor de um gene pode levar a perda de fungdo desse
gene e ser muito mais frequente do que a mutagao genética. (de Oliveira et al, 2010)
Ilhas CpG sdo regides cromossomicas, frequentemente localizadas na posigao 5' da
cadeia genética, que tém uma alta densidade de DNA nao metilado (Fang et al,
2006). A Figura 2 apresenta um exemplo de metilacao do DNA.

O acido desoxirribonucléico (ADN, em portugués: acido dexirribonucleico;
ou DNA, em inglés: deoxyribonucleic acid) é um composto organico cujas
moléculas contém as intrugdes genéticas que coordenam o desenvolvimento e
funcionamento de todos os seres vivos e alguns virus, e que transmitem as

caracteristicas hereditarias de cada ser vivo.

NH2

/l H

I Citosina } e
Mecanismo de metilagdo do DNA

o
A 5-metil-citosina é produzida pela agdo das
SAM-CH 5 «— DNA-metiltransferazes DNA-metiltransferases (DNMT 1,3a ou 3b),
) que catalizam a transfer&ncia de um grupo
metil (CH3), da S-adenosilmetionina [SAM)
parz o carbono na posigdo 5 da dtosina.

SAM
S-adenosilmetionima MNH3

CHz
S5-metil-citosina

Figura 2 - Metilacdo do DNA

Fonte: http://dc150.4shared.com/doc/rMY30dZX/preview.html

Metilagdo de DNA é o mecanismo que permite que determinados genes (e
ndo outros) se manifestem dentro de células normais especializadas, visto que
todas as células do corpo trazem a mesmo genoma. O que as diferencia é a
manifestacdo de um ou de outro gene durante o desenvolvimento e em toda a sua

vida para desativar genes desnecessarios. Na metilacdo de bactérias o grupo metil
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(CHB3) sao adicionados a determinados locais do DNA para impedir que ele seja
destruido por enzimas de restrigao.

Em contraste, pequenas porcdes de DNA, chamadas ilhas CpG, sao
comparativamente ricas em nucleotideos CpG e quase sempre estdo livres de
metilacdo. Estas ilhas CpG estdo frequentemente localizadas na regido promotora
dos genes humanos e a metilagdo dentro das ilhas estd associada a inativacao da
transcricdo do gene correspondente. Em células cancerigenas, a metilagdo anormal
de DNA desativa genes que normalmente evitariam divisdes celulares improéprias.
A Figura 3 mostra um esquema exemplificando a metilagdo nas ilhas CpG.

Inativagdo de genes Inativacdo de genes

supressores de tumor de reparo Paossiveis papéis da metilacdo aumentada das ilhas CpG e
|\ / metilacio diminuida do DNA global no desenvalvimento tumoral

a- Aumento da metilagio das ilhas CpG pode resultar na
inativagdo de muitos genes supressores de tumor bem como
na inativagdo dos genes de reparo, resultando em aumento dos
niveis de danos ao DNA.

Hipermetilagio de ilhas Cpg

a
Metilagdo normal do DNA

b ‘L b - O papel da metilagdo diminuida do DNA global ndo é claro;
entretanto, isto poderia levar a redugdo de estabilidade
Hipometilagdo global cromossémica, 4 ativagdo de oncogenes etc.
RN
Instabilidade Ativagdo de
Cromossdmica ~ Oncogenes

Figura 3 - Papéis da Metilacao no Desenvolvimento Tumoral

Fonte: http://dc150.4shared.com/doc/tMY30dZX/preview.html

Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou
agrupados em regides definidas como ilhas CpG. A literatura nos mostra que a
maioria dos dinucleotideos CpG esparsos esta metilada, ao contrario das ilhas CpG
que estdo desmetiladas. Essas ilhas sdo frequentes em regides promotoras de certos
genes, incluindo genes housekeeping (os genes constitutivos que sdo necessarios
para a manutencdo da fungdo celular bésica).

Definindo: “Ilhas CpG” sdo regides do DNA maior que 300 pb (pares de
bases), contendo aproximadamente 50% de bases C e G e com uma presenca
esperada de aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG. (Morgan et al, 2004
apud de Oliveira et al, 2010).

Os critérios originais de uma ilha CpG foram uma sequéncia de DNA maior
que 300 pb com um conteaido G + C = 50%, e uma razio CpG
observacao/expressao (o/e) de = 0,6 ver féormula abaixo (Gardiner-Garden &
Frommer, 1987). Se a razdo for maior que 0,6 significa que a sequéncia de DNA

analisada possui metilagdo aberrante das ilhas CpG podendo ocasionar cancer.
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O dinucleotideo CpG geralmente é muito deficiente em genomas de
mamiferos, mas as ilhas CpG muitas vezes podem ser encontradas dispersas no
genoma, particularmente perto ou dentro dos genes. Estas ilhas CpG sdo criticas na
regulacdo da expressdo génica e diferenciacdo celular (Bird, 2002 apud Wang &
Leung, 2004).

Obs/Exp=(CG*N)/(C*G)

Observando a férmula podemos concluir que o valor do produto de nimero
de genes CG’s vezes o tamanho da sequéncia dividido pelo produto do ntimero de

C’s vezes o numero de G’s ndo pode ser maior que 0,6.

2.3 Alinhamento de Sequéncias

Utilizando método de alinhamento de sequéncias é possivel fazer uma analise
comparativa entre residuos de duas ou mais sequéncias para determinar se as
sequéncias apresentam semelhanca suficiente para uma verificacdo de homologia
(Baxevanis & Ouellette, 2004) homologia entre sequéncias implicam que as
entidades envolvidas tenham uma origem com um ancestral comum (Russo &
Matioli, 2001). O termo Similaridade é uma quantidade observavel que pode ser
expressa como, por exemplo, a identidade por cento ou alguma outra medida
adequada (Baxevanis & Ouellette, 2004).

Ao observar um grau surpreendentemente alto de similaridade de
sequéncia entre dois genes ou proteinas, podemos inferir que eles compartilham
uma histéria evolutiva comum, e a partir disto é possivel prever que elas também
devem ter funcdes biologicas semelhantes (Baxevanis & Ouellette, 2004).

No campo da Bioinformética o alinhamento de sequéncias possui uma
diversidade de aplicagdes, sendo considerada uma das operacdes mais importantes
desta area. Esse processo consiste em achar o grau de similaridade entre duas ou
mais sequéncias (Prosdocimi et al, 2002).

Similaridade e homologia sdo conceitos diferentes. O alinhamento de
sequéncias busca indicar o grau de similaridade entre sequéncias, ja homologia
parte de um principio de cunho evolutivo, e ndo possui mensuragao ou gradacao.
Duas sequéncias sdo homologas se possuem um ancestral ou histéria evolutiva
comum, se a hipétese evolutiva ndo se comprova, simplesmente ndo sao

homologas (Prosdocimi et al, 2002).
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Existem vérios programas de computador que realizam o alinhamento de
sequéncias e a grande maioria deles é utilizado on-line, sem a necessidade de
instalagdo. Por exemplo: ClustalW, Multialin, FASTA, BLAST 2 sequences, etc
(Prosdocimi et al, 2002).

Alinhamento de sequéncias consiste em introduzir espacos ou lacunas
(gaps) (ver Figura 4) entre os mondmeros de uma ou mais sequéncias
a fim de obter o melhor alinhamento possivel. A qualidade de um
alinhamento é determinada pela soma dos pontos obtidos por cada
unidade pareada (match) menos as penalidades pela introducao de

gaps e posicdes ndo pareadas (mismatch) (Prosdocimi et al, 2002).

seql KKAK=-TTHHGA--YHN-G
seq2 KKRUDTTH-GAIKVGNTG

Bl natch [ mismatch M gap

Figura 4 - Alinhamento de duas sequéncias de proteinas
Fonte: Prosdocimi et al, 2002

Podemos observar na Figura 4 que as pontuacdes se baseiam por acertos
(quando um gene é igual ao outro) chamado de match, erros (quando um gene é
diferente de outro) chamado de mismatch, e gaps (quando existe espacos vazios)

na Figura 4 é denotado por -.

2.3.1 Alinhamento Local

Muitas vezes uma sequéncia de proteina ou familia de proteinas fornecem pistas
sobre a funcdo de um gene recém-sequenciado. Como tiras de DNA e banco de
dados de aminodcidos continuam a crescer em tamanho, tornam-se cada vez
comum a andlise de novos genes sequenciados e proteinas, devido a maior chance
de encontrar tais homologias (Altschul et al, 1990).

Existem vérias ferramentas para pesquisar bancos de dados de sequéncia,
mas todos buscam alguma medida de similaridade entre as sequéncias para
distinguir relacdes biologicamente significativas. Esses métodos buscam atribuir
pontuacdes para inser¢des, exclusdes e substituicdes e calculam o alinhamento de
duas sequéncias para o conjunto menos dispendioso de tal mutacdes. Tal
alinhamento pode ser pensado como minimizando a distancia evolutiva ou
maximizando a semelhanca entre duas sequéncias comparadas. Em qualquer dos

casos, o custo deste alinhamento é uma medida de similaridade (Altschul et al,

31



1990).

Em métodos heuristicos a medida de similaridade nao é explicitamente
definida como um conjunto de custo minimo de mutagdes, mas esta implicito no
algoritmo em si. Por exemplo o programa FASTP (Lipman & Pearson, 1985;
Pearson & Lipman, 1988 apud Altschul et al, 1990) primeiro encontra regides
localmente similares entre duas sequéncias baseadas na suas identidades, mas sem
gaps (lacunas) e em seguida, pontua essas regides usando uma medida de
similaridade entre seus residuos. Apesar de sua aproximagdo indireta de medidas
de evoluc¢do minimas, ferramentas heuristicas como o FASTP tem se tornado muito
populares e tem identificado muitos relacionamentos distantes entre sequéncias,
mas significantes biologicamente (Altschul et al, 1990).

Medidas de similaridade podem ser geralmente classificadas como global
ou local. Algoritmos de similaridade global buscam otimizar a melhor pontuacdo
no alinhamento de duas sequéncias, que podem incluir grandes extensdes de baixa
similaridade (Needleman & Wunsch, 1970 apud Altschul et al, 1990). Algoritmos de
similaridade local buscam apenas as maiores cadeias, onde a semelhangas sdo
maiores, conservando as subsequéncias (Altschul et al, 1990). Por exemplo num
alinhamento local entre uma sequéncia s e t, o alinhamento s6 ocorre na subcadeia
de s e na subcadeia de t, a pontuagdo é calculada apenas onde as subcadeias des e t
estdo alinhadas (ver Figura 5) (Ticona & Carlos, 2003).

Medidas de similaridade locais sdo normalmente utilizadas para pesquisas
em banco de dados, onde cDNAs podem ser comparados com sequéncias parciais
de genes e onde regides de proteinas com relacionamentos distantes podem

compartilhar a mesma regido isolada de semelhanca (Altschul et al, 1990).

Dadas as seqiiéncias
s=AAGACGG
t=GATCGAAG
Tem-se um possivel alinhamento :
A A G CG G
G ATCGG A A G

Pontuacao : 3

Figura 5 - Exemplo de alinhamento local entre duas sequéncias

Fonte: Ticona & Carlos, 2003
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2.4 Algoritmo de Smith-Waterman

O algoritmo de Smith-Waterman é desenvolvido para achar o alinhamento local
6timo entre duas sequéncias. Foi proposto por Smith e Waterman em 1981 e
implementado por Gotoh em 1982 (Manavski & Valle, 2008).

O algoritmo de Smith-Waterman é um algoritmo bem conhecido em
bioinformatica, que encontra o alinhamento 6timo entre duas sequéncias de DNA
ou de proteina (Smith & Waterman, 1981 apud Li et al, 2007). Determinar o quao
bem duas sequéncias podem se alinhar é importante na descoberta de genes
homologos e estudar a histéria evolutiva das moléculas e espécies (Page, 1998 apud
Li et al, 2007). No entanto, o algoritmo de Smith-Waterman ndo é utilizado para
procurar bancos de dados de sequéncia, pois é muito lento quando executado para
muitas sequéncias (Li et al, 2007).

Esse algoritmo usa técnicas de programacao dinamica para encontrar as
pontuagdes de similaridade local, porém o alinhamento pode iniciar e terminar em
qualquer lugar das duas sequéncias, desde que possuam a melhor pontuagdo de
similaridade (Pearson, 1991). Programacdo dindmica tipicamente resolve
problemas de otimizacado, que sdo definidos por avaliacdo de regras em cima de um
espacgo de busca recursivo. Os elementos desse espaco podem ser alinhamentos,
estruturas secundérias de RNA, estrutura de genes, triangulacdo de poligonos,
entre outros (Giegerich, 2000).

O alinhamento das duas sequéncias é baseada no célculo de uma matriz de
alinhamento. O namero das suas colunas e linhas é dada pela quantidade de
residuos na consulta e as sequéncias do banco de dados, respectivamente. O
cadlculo baseia-se numa matriz de substituicdio e uma funcdo gap-penalidade
(Manavski & Valle, 2008).

2.5 Expressed Sequences Tags (ESTSs)

Para entender a organizacdo do complexo comportamento biolégico devemos
entender seus processos em termos de seus constituintes moleculares (Kirschner,
2005 apud Nagaraj et al, 2007) devemos ndo s6 identificar, catalogar e atribuir a
funcdo de todos os seus genes e produtos de genes, mas também compreender as
interconexdes entre DNA, RNA e proteinas. Acompanhando o significativo avango

nas tecnologias highthroughput (microarrays, sequéncias automatizadas e
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espectrometria de massas), transcriptomica (tem por objetivo estudar o
transcriptoma, ou seja, o conjunto dos transcritos de mRNA de uma célula), o
estudo glabal da transcri¢dio em conjundo com gendmica e protedmica (tem por
objetivo estudar todas as proteinas produzidas por uma espécie, incluindo a
estrutura dos genes, a sua seqiiéncia e outras caracteristicas dos crornossomos),
sem davida, contribuiram para uma abordagem de sistema biolégicos. Essas
tecnologias geraram um diltvio de dados. Felizmente, ferramentas computacionais
eficientes (redes de dados inteligentes, consultas (query) em banco de dados,
recuperagdo de dados, ferramentas de andlise e visualizagdo) otimizacao a
mineracao dos dados, aceleraram o processo de descoberta (Nagaraj et al, 2007).

Expressed Sequence Tags (ESTs) e DNA complementar (cDNA) sao
sequéncias que fornecem evidéncia direta para todas as amostras de transcricao e
sdo atualmente os recursos mais importantes para a exploracdo do transcriptoma.
ESTs sao curtas (200-800 bases de nucleotideos), ndo editaveis, aleatoriamente
selecionados com leituras derivadas de sequéncias singulares de bibliotecas de
cDNA (Nagaraj et al, 2007).

ESTs de alto rendimento podem ser geradas com um custo razoavelmente
baixo a partir de qualquer posicao 5' ou 3' de final de um clone de cDNA. Em 1991
ESTs foram usadas como fonte primdria para a descoberta de gene humano
(Adams et al, 1991 apud Nagaraj et al, 2007). Depois disso, houve um crescimento
exponencial na geragdo e acumulagdo de dados EST em bancos de dados ptublicos
para organismos inumerdveis. No momento, ESTs permitem descoberta de genes,
anotacdo complementar de genoma, ajuda na identificagdo de estrutura genética,
estabelece a viabilidade de transcricdes alternativas, guia o polimorfismo de
nucleotideo tnico (SNP) caracteriza e facilita a analise protedmica [3-5] (Nagaraj et
al, 2007).

Normalmente sdo geradas para a identificar novos genes e definir o
transcriptoma de diferentes tecidos. Atualmente, cerca de 12 milhdes de ESTs
foram depositadas no dbEst e aproximadamente 4 milhdes sdo de humanos,
contendo ESTs de tecidos normais e cancerigenos. Sua anélise criteriosa pode
revelar informagdes importantes, sobre mecanismos envolvidos na evolucao do
cancer (Pinheiro et al, 2002).
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3
Banco de Dados Biologicos

Este capitulo apresenta uma descrigdo sobre o que sio banco de dados,
fala sobre os tipos de banco de dados usados na bioinformdtica e
apresentas alguns trabalhos relacionados ao banco de dados HCGP que é
usado pela ferramenta web;

3.1 Banco de Dados

Na década de 60 a computagdo consistia no desenvolvimento de aplicacdes
individuais baseadas em arquivos. Com o tempo comegaram a aparecer 0s
problemas, pois aumentava a complexidade na manutengao dos programas, tanto
no seu desenvolvimento quanto na sincronia dos dados a serem atualizados. Por
este motivo, sugiram esforcos e investimentos para pesquisar um meio mais barato
para obter uma solu¢do mecanica mais eficiente. Em 1970 um pesquisador da IBM,
Ted Codd, propos o banco relacional, onde ele idealizou que o usuario era capaz de
acessar informacdes através de comandos. Estes comandos se tornaram uma
linguagem padrdao na indtstria de banco de dados, linguagem chamada de SQL
(Rohden, 2009).

Através do banco de dados o computador poderia atuar como um
coordenador central das atividades de toda a empresa, funcionando como um
recurso corporativo bésico (Rohden, 2009).

Banco de dados sao sistemas de colecdes de informacgdes que se relacionam
de forma que crie um sentido. Normalmente incluem um arquivo de informacdes,
uma organizagdo légica ou "estruturada" dessas informacdes e ferramentas para se
ter acesso a elas. Bancos de dados da biologia molecular contém sequéncias de
acidos nucleicos e de proteinas, estruturas e fungdes de macromoléculas, padrdes
de expressao, redes de vias metabdlicas e cascatas de regulagao (Lesk, 2008).

O mecanismo de acesso a um banco de dados é o conjunto de ferramentas
utilizadas para organizar as informacdes selecionadas do banco de maneira ttil,
possibilitando através de indices que o usudrio consiga encontrar um informagao
especifica dentro do banco de dados (Lesk, 2008).

Através dos indices é possivel surgir uma variedade de consultas nos

bancos de dados utilizados na bioinformética. Estas incluem:
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. A partir de uma sequéncia, ou fragmento de uma sequéncia,
encontrar sequéncias similares no banco de dados.

J A partir de uma proteina, ou parte de uma estrutura protéica,
encontrar estruturas de proteinas e sequéncias que sejam similares a
estrutura protéica no banco de dados.

. A partir de uma sequéncia de uma proteina desconhecida, encontrar
estruturas no banco de dados que adotem estruturas tridimensionais
similares (Lesk, 2008).

3.2 Banco de Dados Relacional

O banco de dados relacional é baseado no principio de que todos os dados estdao
dispostos em tabelas e toda sua defini¢do é fundamentada na légica de predicados
e na teoria dos conjuntos (Figura 6). Esse tipo de banco define maneiras de
armazenar, manipular e recuperar dados na forma de tabelas, construindo um
banco de dados (Rohden, 2009). Os bancos relacionais sao constituidos de tabelas,
chaves primadrias e chaves estrangeiras.

Tabelas é um conjunto ndo ordenado de linhas (tuplas). Onde cada linha é
composta por uma série de campos. E cada campo é identificado por um
nome de campo. Campo homonimo de todas as linhas de uma tabela forma
uma coluna (Rohden, 2009).

Uma chave priméria é uma coluna ou uma combinagdo de colunas onde os
valores dessa coluna distinguem uma linha das demais dentro de uma
tabela (Rohden, 2009).

A chave estrangeira permite a implementacdo do relacionamento
entre tabelas em um banco de dados relacional. Os valores de uma chave
estrangeira permitem unir diferentes tabelas ajudando na consulta de dados do
banco relacional, normalmente chaves estrangeiras sao chaves primarias.

Esse tipo de banco foi desenvolvido com o intuito de prover o acesso as
informagoes de forma agil possibilitando uma maior variedade de abordagens no
tratamento das informagdes (Rohden, 2009).

O criador do modelo relacional Edgar Frank Codd definiu em seu artigo

algumas caracteristicas desse modelo dentre elas temos:
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. Toda informacgdo deve ser representada de uma tnica forma,
como dados em uma tabela;

. Todo dado (valor atémico) pode ser acessado logicamente (e
unicamente) usando o nome da tabela, o valor da chave primdria da
linha e o nome da coluna;

o A capacidade de manipular a relacdo base ou relagdes
derivadas como um operador unico ndo se aplica apenas a
recuperacao de dados, mas também a insergdo, alteragdo e
eliminacao de dados;

. Independéncia l6gica de dados (Rohden, 2009).

CLIENTE

Cliente id Nome Endereco Cidade
1 Jodo Silva Rua Porto Velhe

Uruguaiana
2 Maria Rua Meéxico Cacoal
Francisca
3 Antonio José | Rua Piau Porto Velho
\ Tabelal a

PEDIDO

Pedido id Cliente id Preco Data
8 3 23 | 01/05/05
9 1 45 | 06/08/05
10 3 67 | 04/07/05

Tabela 1.b
Figura 6 - Exemplo de Tabela em um banco de dados relacional

Fonte: http:/my.opera.com/maicokrause/blog/2009/04/27/fundamentos-dos-
bancos-de-dados-relacionais

Na Figura 6 acima podemos observar a relacdo entre as tabelas Cliente e
Pedido, nela podemos observar que o Pedido_id 8 da tabela Pedido esta
relacionado ao Cliente_id 3 da tabela Cliente assim é possivel relacionar as duas
tabelas para obter o endereco correto do cliente, possibilitando a expansdo da

tabela para detalhamento de informagoes.
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3.3 Banco de Dados Pablicos

Devido a magnitude do conjunto de dados produzidos torna-se fundamental a
organizacdo desses dados em bancos que permitam acesso on-line. O investimento
continuo na construcao de bancos de dados ptublicos é um dos grandes motivos do
sucesso dos projetos genoma e, em especial, do Projeto genoma Humano
(Prosdocimi et al, 2002).

Bancos de dados que manipulam sequéncias de nucleotideos, de
aminoacidos ou estruturas de proteinas podem ser classificados em bancos de
sequéncia primarios e secundarios (Prosdocimi et al, 2002).

Banco de dados primérios sdao formados por sequéncias de nucleotideos,
aminodcidos ou estruturas protéicas, sem qualquer processamento. Os principais
bancos sdo o GenBank, o EBI (European Bioinformatics Institute), o DDB] (DNA
Data Bank of Japan) e o PDB (Protein Data Bank) (Prosdocimi et al, 2002).

Os bancos de dados secundérios, sdao aqueles que derivam dos primarios, ou
seja, foram formados usando as informacdes depositados nos bancos primarios. Por
exemplo o PIR (Protein Information Resource) ou o SWISS-PROT. O SWISS-PROT
é um banco de dados onde as informacdes sobre sequéncias de proteinas foram
anotadas e associadas a informagdes sobre seus dominios funcionais, proteinas
homologas e outros (Prosdocimi et al, 2002).

Embora a sequéncia de nucleotideos, a sequéncia de aminoacidos e a
estrutura de proteina sejam formas diferentes de representar o produto de um
dado gene, esses aspectos apresentam informacdes sobre &reas diferentes e sao
tratados por projetos diferentes, que resultam em bancos especificos. Esses bancos
de sequéncias sdo classificados como bancos estruturais ou funcionais. Os bancos
estruturais mantém dados relativos das estrutura de proteinas (Prosdocimi et al,
2002).

Existem também os bancos funcionais, como o KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) que é um dos bancos mais utilizados. Ele disponibiliza
links para mapas metabdlicos de organismos com genoma completamente ou
parcialmente sequenciados a partir de sequéncias e de busca através palavras-
chave (Prosdocimi et al, 2002).

Com o grande ntiimero de dados biolégicos que vem sendo gerados, varios
bancos de dados tém surgido e anualmente a revista Nucleic Acids Research
publica uma lista atualizada contendo todos os bancos de dados bioldgicos

disponiveis e sua classificacdo (Prosdocimi et al, 2002).
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BOX3 - Bancos de Dados mais utilizados em bioinformatica

Genbank http:/fwrwew . nebi.nlmenihgov)/

Banco de dados americano de seqiéncias de DNA e proteinas.

EBI http-//www .ebiacuk/

Banco de dados europeu de seqiiéncias de DNA.

DDBJ http:/Swww ddbj.nig.ac jps’

Banco de dados japonés de seqliéncias de DNA.

PDB http://www . resh.org/pdb

Armazena estruturas tridimensionais resolvidas de proteinas.

GDB http://gdbwww. gdb.org/

Banco de dados oficial do projeto genoma humanao.

TIGR Databases http://www tigr.org/tdb/

Banco com informacdes de genomas de virios organismos diferentes.
PIR hitp://worw-nbrf. georgetown.edu/

Banco de proteinas anotadas.

SWISS-PROT http-//www.expasy.ch/spro/

Armazena seqiiéncias de proteinas e suas respectivas caracteristicas
maoleculares, anctado manualmente por uma equipe de especialistas.
INTERPRO hitp://www.ebiacuk/interpro/

Banco de dados de familias, dominios e assinaturas de proteinas.
KEGG hitp://www genome.ad. jp/kegg/

Banco com dados de seqiiéncias de genomas de virios organismos diferen-
tes e informagcoes relacionadas as suas vias metabolicas.

Figura 7 - Banco de dados mais usados na bioinformatica
Fonte: Prosdocimi et al, 2002

. O banco de dados de seqiiéncia GenBank é de acesso aberto, possui
uma colecdo comentada de todas as seqtiéncias de nucleotideos
publicamente disponiveis e tradugdes de proteina. Esta base de dados é
produzido e mantido pelo Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia (NCBI), como parte da Colaboracao de Bancos de Sequéncias
de Nucleotideos (INSDC). GenBank, e seus colaboradores recebem
sequéncias produzidas em laboratérios de todo o mundo, possui mais de
100.000 organismos distintos.

. EMBL-EBI, que foi criado em 1980 nos laboratérios da EMBL, em
Heidelberg, na Alemanha foi o primeiro banco de dados de seqiiéncia de
nucleotideos do mundo. O objetivo inicial era criar um banco de dados
centralizado de sequéncias de DNA.

. O DNA Data Bank of Japan (DDBJ) é um banco de dados biolégicos
que recolhe sequéncias de DNA. Ele esta localizado no Instituto Nacional
de Genética (NIG) na prefeitura de Shizuoka Japao. Ele também é membro
da Colaboragdo de Bancos de Sequéncias de Nucleotideos (INSDC). O
banco de dados DDBJ iniciou suas atividades em 1986 no NIG e continua
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sendo o tinico banco de dados de sequéncias de nucleotideos na Asia.

. O Protein Data Bank (PDB) é um repositério para os dados
estruturais 3-D de grandes moléculas biolégicas, tais como proteinas e
acidos nucleicos. Os dados, sdo normalmente obtidos por cristalografia de
raios-X ou espectroscopia de RMN e sdo submetidos por bidlogos e
bioquimicos de todo o mundo, os dados sdo de livre acesso na Internet
através dos sites das suas organizagdes e membros (PDBe, PDBj, e RCSB).

. O GDB Banco de Dados do Genoma Humano foi é uma comunidade
voltada para colecao de dados genéticos humanos. O conjunto GDB além
de outros bancos de dados biolégicos teve a participacao de lideres de
classe mundial em genética humana para atuar como colaboradores para
os dados. A fim de garantir um elevado grau de qualidade, os registos
dentro de GDB foram submetidos a um processo de revisao por pares, nao
muito diferente de uma publicacdo tradicional. Devido a colaboragao
internacional que fez o projeto do genoma humano, GDB recebeu
financiamento de vérias fontes, tanto na Europa quanto na Asia.

. O TIGR é um banco de dados de sequéncias de genomas de varias
especies diferentes.

. O Protein Information Resource (PIR), esta localizado no Centro
Médico da Universidade de Georgetown (GUMC), é um recurso
bioinformatico publico integrado de apoio a investigacdo gendmica e
protedmica, e estudos cientificos. PIR foi criada em 1984 pela Fundagao
Nacional de Pesquisa Biomédica (NBRF) como um recurso para auxiliar os
pesquisadores na identificagdio e interpretacdo das informacdes de
sequéncia de proteina.

. UniProtKB/Swiss-Prot é um banco de dados, manualmente
anotados, com elevada qualidade, de sequéncias de proteina nado
redundante. Ele combina informacoes extraidas da literatura cientifica e
biocurator-avaliada  de  analise  computacional. @ O  objetivo
UniProtKB/Swiss-Prot é fornecer todas as informagdes conhecidas e
relevantes sobre uma proteina particular.

. InterPro é uma base de dados de familias de proteinas, dominios
funcionais e locais em que as caracteristicas identificidveis encontradas nas
proteinas conhecidas podem ser aplicadas a novas sequéncias de proteinas
de forma a caracteriza-las funcionalmente. O contetido do InterPro sao
baseados em torno assinaturas de diagnéstico e as proteinas que eles

correspondem significativamente.
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. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é uma colegao
de bancos de dados on-line que lidam com genomas, vias enziméticas e
produtos quimicos biolégicos. A base de dados regista o caminho de redes
de interagdes moleculares nas células, e as variantes delas especificas para
os organismos especificos. Desde julho de 2011, KEGG mudou para um

modelo de assinatura e acesso via FTP ndo é mais livre.

3.4 Tipos de Banco de Dados Biologicos

O Arquivamento e a distribuicdo de dados na bioinformatica sdo realizados por
organizagdes que utilizam e mantém os dados em bancos de dados especificos.
Com a crescente demanda por equipamentos e pessoal, e a mudanca de natureza
das habilidades necessarias para incluir uma énfase maior em computagao, esse
arquivamento passou a ser de responsabilidade de projetos especificos nacionais e

até internacionais.

3.4.1 Bancos de Dados de Sequéncias de Acidos Nucleicos

O arquivamento mundial de sequéncias de acidos nucléicos é uma parceria triplice
entre o National Center for Biotechnology Information, o EMBL Data Library e o
DNA Data Bank of Japan. Esses bancos de dados organizam, arquivam e
distribuem sequéncias de DNA e RNA. Os bancos de dados de acidos nucleicos,
sdo colecdes de registros ou entradas. Cada entrada tem a forma de um arquivo
texto contendo dados e anotacdes para uma sequéncia contigua tnica. As entradas
tém um ciclo de vida no banco de dados. O Banco também possui uma tabela de
caracteristicas que descreve propriedades de regides especificas de uma anotagao
(Lesk, 2008).

3.4.2 Banco de Dados de Genoma

Embora as sequéncias de genomas constituam entradas padrdes nos arquivos de
sequéncia de acidos nucleicos, muitas espécies tém banco de dados especiais que
juntam sequéncias do genoma e suas anotagdes com outros dados relacionados as
espécies (Lesk, 2008).
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3.4.3 Bancos de Dados de Sequéncias de Proteinas

Em 2002, trés bancos de dados de proteinas - o Protein Information Resource o
SWISS-PROT e o TrEMBL, coordenaram seus esfor¢os para formar o consoércio
UnitProt. Hoje, quase todas as informagdes de sequéncias de aminoécidos sao
provenientes da traducdo de sequéncias de acidos nucleicos. Informagdes sobre
ligantes, pontes dissulfeto, associacdes entre subunidades, modificagdes pods-
traducionais, glicosilagdo, efeitos da edicdo do mRNA, etc. ndo podem ser obtidas
das sequéncias de genes. Por exemplo, apenas a partir da informagdo genética nao
se saberia que a insulina humana é um dimero estabilizado por pontes dissulfeto.
Banco de dados de sequéncias de proteinas coletam essas informacdes adicionais

da literatura e as disponibilizam como anotagdes relevantes (Lesk, 2008).

35 Banco de dados HCGP e Trabalhos
Relacionados

O Projeto Genoma Humano do Cancer (HCGP) envolve analisar sistematicamente
alteracdes genodmicas em grande nimero de tumores humanos para determinar
ambas as alteragdes genéticas e epigenéticas comuns e identificar as mudangas que
caracterizam subtipos diferentes de tumor.

Um dos principais objetivos do HCGP ¢ a identificacdo de genes novos de
cancer por meio sequenciamento de genoma, especificamente para encontrar
mutagdes que ocorrem com 5% ou maior frequéncia em uma ampla variedade de
tumores humanos. A implicagdio é que tais mutacdes levaria a novos alvos

terapéuticos.

3.5.1 Polimorfismo de Dinucleotideos Unicos (SNPs)

Os polimorfismos de nucleotideos tnicos (SNPs) constituem o tipo de variagao
mais comum do genoma humano. Conceitualmente, SNPs correspondem a
posicdes onde ocorrem duas bases alternativas com frequéncia considerdvel na
populacdo humana. Embora muitas vezes ndo haja uma relacao direta entre SNPs e
o aparecimento de doencas, um ntimero crescente destes tem sido identificado com
envolvimento nas bases moleculares de doencas genéticas e do cancer. Além disso,

SNPs podem ser usados como marcadores genéticos, tteis em estudos de
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desequilibrio de ligagdo (Ferreira et al, 2011).

Este estudo teve como objetivo principal a constru¢do de um protocolo
automatizado de identificacdo e caracterizacdo de polimorfismos na regido
codificadora de genes expressos em tumores utilizando o ORESTES gerado pelo
HCGP (Ferreira et al, 2011).

Um alinhamento pareado de todas as ORESTES contra os genes foi
realizado usando o Cross_match, utilizando o resultado como a entrada para o
alinhamento ancorado (Ferreira et al, 2011).

Com o programa Polybayes foram executados trés procedimentos:

1) Alinhamento multiplo ancorado das sequéncias ORESTES contra os
genes (regido codificadora);
2) Deteccdo e eliminagao de paralogos;

3) Identificagdo de polimorfismos (Ferreira et al, 2011).

3.5.2 Transcript Finishing Initiative (TFI)

O projeto TFI, tal como o HCGP foi feito entre uma cooperacao entre o instituto
Ludwig e a FAPESP. Esta sendo desenvolvido por uma rede de 29 laboratérios
paulistas, e tem como objetivo validar a estrutura génica completa de 4.000 genes
humanos.

Os resultados de uma iniciativa de terminar a transcricao, realizado com o
objetivo de identificar e caracterizar novos transcritos humanos, em que RT-PCR
foi utilizada para preencher as lacunas (gaps) entre pares de grupos de ESTs,
mapeadas contra a sequéncia genémica. Cada par de clusters EST foi selecionado
para a validacdo experimental e foi designada uma unidade de acabamento
transcricao (TFU). Um total de 489 TFUs foram selecionados para a validagdo e um
rendimento global de 43,1% foi alcancado. Foram gerados um total de 59975 pb de
sequéncias transcritas, organizados em 432 exons, que contribui para a defini¢do da
estrutura de 211 transcritos humanos. A estrutura de vdrios transcritos aqui
relatado foi confirmado durante o decurso deste projeto, através da geragao de suas
correspondentes sequéncias de cDNA de comprimento total. No entanto, para 21%
dos TFUs validadas, uma sequéncia de cDNA de comprimento total ainda nao esta
disponivel em bases de dados publicas, e a estrutura de 69,2% destas TFUs nao foi

corretamente previsto por programas de computador (Sogayar et al, 2004).
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4
Metodologia

Este capitulo fala sobre todas as linguagens e pacotes de software
utilizados para desenvolver o projeto;

4.1 PHP

Hypertext Preprocessor (PHP) é uma linguagem de script do lado do servidor,
geralmente usada para criar paginas web dindmicas. Originalmente desenvolvida
em 1994 para ajudar a simplificar as tarefas bésicas do site, o PHP desde entdo se
tornou uma das linguagens de programagao mais usadas em sites com quase 20
milhdes de instalagdes em todo o mundo (ver Figura 8) (Pleva, 2013).

PHP pode ser usado como uma linguagem de programacdo de propésito
geral para criar linha de comando e aplicativos de desktop GUI juntamente com as
paginas web dindmicas. (Pleva, 2013).

A primeira versao do PHP foi criada por Rasmus Lerdorf em 1995 e foi
chamada: Personal Home Page/Form Interpreter: PHP/FI. De acordo com o artigo

de Lerdorf intulado: Do You PHP? o motivo pelo qual ele criou a linguagem foi

"puramente pelo caso de necessidade de uma ferramenta para resolver os
problemas reais relacionados a internet". PHP é uma linguagem central do HTML.
Isso significa que o cédigo PHP esta dentro do cédigo HTML (Wright, 2013)

PHP Usage for Feb 2004
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Figura 8 - Uso da linguagem PHP

Fonte: Wright, 2013

44



4.1.1 Seguranca

PHP é conhecida por possuir poucas falhas de seguranga dentro do ntcleo da
linguagem de programacdo. Muitas das falhas de seguranca que foram
encontrados ou associadas a PHP vém de maus hébitos de programacdo. Esses
maus hdabitos acontecem quando um programador na criacdo de uma nova
aplicagdo web esquece uma linha de cédigo, ou pode programar as coisas de uma
maneira tal que poderia permitir que um invasor para quebre o script e digite o
codigo-fonte (Pleva, 2013).

4.1.2 O PHP no Projeto

Como a plataforma escolhida para rodar a aplicacdo desenvolvida no projeto foi a
plataforma web, precisava-se de uma linguagem de programagdo que atendesse
este requisito. O PHP foi o escolhido, vendo que além da facilidade de aprendizado
e uso da linguagem, essa ferramenta é uma ferramenta muito potente, que atende a
todos as necessidades que o projeto venha ter. Além disso, o PHP é uma
ferramentas que se familiariza muito bem com o MySQL. Assim, como os dados do
HCGP estdo armazenados em um banco de dados MySQL, ndo sofreriamos com

incompatibilidade de tecnologias.

4.2 EMBOSS

Na area de andlise da sequéncia, os bidlogos acham que os softwares existentes
desenvolvidos ficam abaixo de suas necessidades. O grande aumento na area do
sequenciamento em larga escala e os desafios da era pds-genomica necessitam de
um rdpido desenvolvimento de novas aplicacdes, ou o reforco do software
existente (Rice ef al, 2000).

A pesquisa realizada por Pitt em 1998 descobriu que a maioria dos
desenvolvedores de bioinformatica usam C e que, 18% estao usando bibliotecas de
software livre, e outros 54% gostariam de usar essas bibliotecas no futuro (Rice et
al, 2000).

Existe uma necessidade de integrar pacotes e bases de dados existentes mais
de forma mais eficiente do que os métodos atuais sdo capazes de fazer. Estes

problemas tém sido longamente debatidos pelos membros da EMBnet, com a
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conclusdo da reunido de 1996 em Helsinque que veio o esfor¢o conjunto para
fornecer um pacote de software de andlise de sequéncias integradas (Rice et al,
2000).

O pacote EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) é o
resultado desse esfor¢o. Com mais de 100 aplicacdes (Tabela 1) e a capacidade para
ser executado a partir do comando de linha, através de um navegador web, ou sob
interfaces de usudrio gréficas mais avangadas. (Rice et al, 2000).

A Versdo 2.01 do EMBOSS oferece mais de 100 programas de andlise e um
conjunto de bibliotecas basicas. Além disso, varios pacotes de software disponiveis
publicamente tém sido integrados ao ambiente EMBOSS, que sdo coletivamente
denominados EMBASSY. O pacote funciona com a maioria das principais
plataformas UNIX (IRIX, Solaris, Tru64 UNIX, Linux, FreeBSD e Macintosh OS X).
O software pode ser obtido por FIP anonimo a partir da UK EMBnet.
Documentacdo e suporte por e-mail estdo disponiveis através da pagina web do
EMBOSS (Olson, 2002).

Nesse trabalho foi utilizado o programa water do pacote EMBOSS para
realizar o alinhamento de duas sequéncias e para realizar o alinhamento multiplo

de sequéncias.

Tabela 1 - Algumas das aplicacdes mais populares do EMBOSS (Rice et al., 2000)

Grupo do Programa Aplicacdo Selecionada

Alinhamento Local (matcher, water), e global (stretcher, needle)
alinhamento.

Regides Codificadoras Uso c6don sinénimo (syco), cédon estatistico (chips)

Comparagao Comparagoes de grandes sequéncias de palavras

(dottup, polydot, wordmatch) e alinhamento

(supermatcher)

Ilhas Cpg Relatorio (cpgreport) e plotar (cpgplot)

Caracteristicas de DNA | Repeticdes (einverted, etandem), Metilacdo de DNA
(dan)

Edicao Utilidades gerais de edicao (cutseq, splitter),
caracteristicas (maskfeat), etc

Indexagao Indexacdo de banco de dados (dbiflat, dbigcg, dbiblast)

Motifs Procurando prosite (patmatdb, motifsearch), prints

(pscan), transfac (tfscan), padrdes gerais (fuzznuc,

fuzzpro)
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Alinhamento multiplo Interface com clustalw (emma), display (prettyplot),

edigdo (mse)

Caracteristicas da | Motifs funcionais (antigenic, sigcleave), motifs
proteina estruturais (pepcoil,
helixturnhelix), regides anfipaticas (pepnet, pepwheel),

predicdo transmembranar (TMAP) e display (topo)

Propriedades da | Hydropathy (pepwindow, pepwindowall, octanol),
proteina sintese de proteina (digest), geral (pepstats)
Formatos de sequéncia Leitura/escrita/conversao de formato (seqret,

seqretall) e caracteristicas da conversao de formato

(seqretfeat)

Tradugao Uso de cédons (cusp), leitura de quadros (getorf,

showorf, backtranseq)

Utilidades Motif indexagao de banco de dados (rebaseextract,
tfextract, prosextract, printsextract), listagem de banco

de dados (showdb), busca de aplicagdes (wossname)

4.3 MySql

O MySQL é um sistema de gerenciamento de banco de dados (SGBD), que utiliza a
linguagem SQL Structured Query Language (Linguagem de Consulta Estruturada),
como interface. E atualmente um dos bancos de dados mais populares, com mais
de 10 milhdes de instalacdes pelo mundo.

Um banco de dados permite armazenar, pesquisar, classificar e recuperar
dados de forma eficiente. O servidor MySQL controla o acesso aos dados para
assegurar que varios usudrios possam trabalhar com os dados ao mesmo tempo,
fornecer acesso radpido aos dados e assegurar que somente usudrios autorizados
obtenham acesso. Portanto, o MySQL ¢é um servidor multiusuario e
multiencadeado (Welling & Thomson, 2005).

O MySQL esté disponivel sob um esquema de licenca dupla. Vocé pode usé-
lo sob a licenca Open Source (GPL - General Public Licence) gratuitamente,
contanto que cumpra os termos da licenca. No entanto, se quiser distribuir uma

aplicacdo nao-GLP que inclua o MySQL, vocé pode comprar uma licenca comercial.
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4.3.1 Algumas caracteristicas do MySql

. Portabilidade: O Mysql pode ser utilizado em muitos sistemas
diferentes, como por exemplo sistemas UNIX e Microsoft Windows;
. Suporte total a multi-threads usando threads diretamente no kernel.

Isto significa que se pode facilmente usar maltiplas CPUs, se disponivel.

. Fornece mecanismos de armazenamento transacional e nao
transacional.
. E relativamente facil se adicionar outro mecanismo de

armazenamento. Isto é util se vocé quiser adicionar uma interface SQL a

um banco de dados caseiro.

. Um sistema de alocacdo de memoria muito rapido e baseado em
processo(thread).

. Joins muito rdpidas usando uma multi-join de leitura tnica
otimizada.

. Tabelas hash em memoéria que sdo usadas como tabelas temporérias.
. Fungdes SQL sdo implementadas por meio de uma biblioteca de

classes altamente otimizada e com o méximo de performance. Geralmente
ndo ha nenhuma alocagdo de memoria depois da inicializacdo da pesquisa.
° Aceita diversos tipos de campos: tipos inteiros de 1, 2, 3, 4 e 8 bytes
com e sem sinal, FLOAT, DOUBLE, CHAR, VARCHAR, TEXT, BLOB,
DATE, TIME, DATETIME, TIMESTAMP, YEAR, SET e ENUM.

. Um sistema de privilégios e senhas que é muito flexivel, seguro e que
permite verificacdo baseada em estacdes/maquinas. Senhas sdo seguras
porque todo o trafico de senhas é criptografado quando vocé se conecta ao
servidor.

. Lida com bancos de dados enormes. Foi usado o Servidor MySQL
com bancos de dados que contém 50.000.000 registros e sabemos de
usuarios que usam o Servidor MySQL com 60.000 tabelas e
aproximadamente 5.000.000.000 de linhas.

. Sdo permitidos até 32 indices por tabela. Cada indice pode ser
composto de 1 a 16 colunas ou partes de colunas. O tamanho maximo do
indice é de 500 bytes (isto pode ser alterado na compilacio do MySQL).
Um indice pode usar o prefixo de campo com um tipo CHAR ou
VARCHAR.

. Os clientes podem se conectar ao servidor MySQL usando sockets

TCP/IP, em qualquer plataforma. No sistema Windows na familia NT
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(NT, 2000 ou XP), os clientes podem se conectar usando named pipes. No

sistema Unix, os clientes podem se conectar usando arquivos sockets.

4.3.2 O MySql no Projeto

O MySQL possui ligacdo estritamente estreita com o projeto desenvolvido. Ja que a
base de dados HCGP que ¢ utilizada como base do projeto, foi criada e preenchida
utilizando-se do SGBD (Sistema Gerenciador de Banco de Dados) MySQL. Assim,
para que se possa acessar os dados disponibilizados, deve-se ter instalado o
MySQL no host que serdo utilizados os dados do HCGP.

As alteragdes de tipos de dados, insercao, remogao e consultas de dados,
para testes na base de dados HCGP, podem ser feitas através do servidor MySQL
acessando diretamente o terminal no sistema operacional ou utilizando um
software que é disponibilizado em um pacote juntamente com o SGBD Mysql, que
é o MySQL Workbanck ou MySQL Administrator e MySQL Query Browser.

O projeto desenvolvido realiza vérias consultas no banco de dados, dentre
essas consultas realizadas temos a consulta que separa possiveis ilhas CpG
seguindo um critério pré-estabelecido, como por exemplo o tamanho da sequéncia
tem que ser maior que 300 e o nome da sequéncia de uma tabela chamada
main_sequence tem que ser igual ao nome da tabela sequence. Essa consulta é

usada também para realizar o alinhamento de sequéncias.
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5
Estudo de caso

Este capitulo apresenta uma especificagio sobre o dominio do problema
do projeto, exemplificando como foi o desenvolvimento no cendrio do
escopo do projeto

5.1 Dominio do Problema

O sistema desenvolvido com a ferramenta web de acesso ao banco de dados HCGP
(Human Cancer Genome Project) exerce atividades de modo a ajudar o
pesquisador desse banco de dados para um facil acesso sem que seja necessério o
dominio da linguagem SQL pelo usuério do sistema, através desse acesso podemos
selecionar as ilhas CpG especificadas pelo usuario exibindo-as e realizar o
alinhamento local entre a sequéncia informada pelo usuério sobre essas ilhas CpG.

Atualmente ndo é utilizada nenhuma interface que auxilie nas buscas por
dados nessa base de dados. A implementacdao da ferramenta web faz diversas
buscas em uma quantidade enorme de dados de modo que se obtenha um
resultado rapidamente podendo acessar esses dados de qualquer lugar em que se
possua acesso a internet, pois a plataforma adotada web se oferece essa
mobilidade.

Tal software contém operacdes basicas de geracdo de arquivo texto para o
usuario do sistema poder acessar esses dados através de links, podendo fazer
download das informacdes da consulta realizada. De forma geral, uma pessoa
entra no site desenvolvido, acessa a ferramenta web de busca, escolhe a consulta
desejada, especificando itens das ilhas CpG e do alinhamento desejado, e obtém os

resultados, podendo fazer download da consulta pelo site.

50



=

Usuario \

A Acessa site HCGP <<indude >3

<<extends» =
Acessa ferramenta Web <<extend>>
"\“-~.<_§Exbend>> Busca Tlhas CpG's

<<extend>> Tt
Realiza alinhamento local

,,,,,,,, - G iar Arqui Texts
X G e

Administrador Tl <<extend >

“e-.. <<indudex>

-y

Cadastrar Usuarios

Figura 9 - Estudo do caso do sistema HCGP

A Figura 9 mostra o estudo do caso de todo o sistema web desenvolvido,
para o projeto foram usados apenas os casos de uso Busca Ilhas CpG’s e Realiza
alinhamento local, esses casos consistem no usudrio entrar no sistema, ou seja,
acessar o site HCGP e assim poder usar as ferramentas de busca de ilhas CpG ou

de alinhamento local.

Requisitos do sistema HCGP

Tabela 2 - Lista dos requisitos funcionais do projeto

RF1 [Permitir aos usudrios acesso para usar a ferramenta de busca de ilhas CpG

RF2  |Permitir aos usudrios realizarem busca por ilhas CpG

RF3  |Permitir aos usudrios realizarem alinhamento local entre sequéncias informadas e

sequéncias de ilhas CpG

Tabela 3 - Lista dos requisitos nao funcionais do projeto

RNF1 [Funcionamento Web.

RNEF2 |Linguagem de Desenvolvimento PHP. Utilizacdo do paradigma Orientado a Objetos|

para a modelagem e implementagdo do sistema.

RNEF3 |Utilizacao do SGBD MySql.

RNF4 |A consulta realizada no sistema ndo deve demorar mais de 3 minutos.
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5.2 O Cenario

O desenvolvimento do site que inclui a Ferramenta de Busca do referente trabalho,
tem como objetivo introduzir uma facilidade de uso e divulgagdo do tema em

questdo. A pagina inicial contém a seguinte aparéncia visual mostrada na Figura
10.

HCGP Bem Vindo

Home

Projeto

Sooaizagho Sequenciamento de DNA

Area Restrita

0 que faz o DNA?
Fale Conosco O DNA carrega todas as informagaes das caracteristicas fisicas que,
essencialmente, sdo determinadas pelas proteinas. Dessa forma, o DNA
Ferramentas v contém as instrugdes para fazer uma proteina. No DNA, cada proteina é
codificada por um gene - uma sequéncia especifica de nucleotideos que
determina a ordenagdo dos aminodcidos das proteinas produzidas em uma

célula. A sequéncia especifica dos aminodcidos na cadela é o que diferencia
uma proteina de outra J
Unifal3 \

Universidade Federal de Alfenas

Copyright (c) 2011 TCC_HCGP.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

Figura 10 - Homepage da Ferramenta

A Figura 10 acima mostra a pagina inicial da ferramenta web contendo
dentre outras funcionalidades, uma area restrita, uma opgao de fale conosco e um
menu de ferramentas, esse trabalho tem o foco no menu de ferramentas.

O site é uma forma de o usudrio ter uma visualizacdo amigéavel para poder
acessar ao que realmente o interessa. O menu da pagina contém uma descricao do
projeto, a localizacdo de onde foi desenvolvido, uma &rea restrita que dé acesso aos
usudrios interessados em acessar a ferramenta de busca ao banco de dados HCGP,
um topico de contato em que o usudrio pode solicitar um login no sistema para
acessar a ferramenta web ou enviar sugestdes e uma pagina de ferramentas que da

acesso a ferramenta de busca de ilhas CpG e alinhamento local.

52



5.3 Extracao das Consultas

A extracdo dos dados relacionados no banco de dados foi feita fazendo consultas
relacionadas com as caracteristicas especificas contidas na base de dados do
projeto. A integracdo das tecnologias utilizadas para o desenvolvimento desse
trabalho possibilitou uma interface intuitiva para o usuario e uma manipulagao
rapida dos milhares de dados contidos no banco de dados.

A arquitetura mostrada a seguir descreve o funcionamento desde a
requisicao da consulta desejada do usudario na pagina web da ferramenta de busca

até o resultado obtido ap6s o acesso no banco de dados.

Tier 3

e

Web browser

T

Tier 2 Web server

Tier 1

Nature Reviews | Genetics

Figura 11 - Ambiente do estudo de caso

Como foi mostrado na Figura 11 acima, o usudrio acessa a camada de
aplicacdo, ou seja, acessa o site que contém a ferramenta web de busca no banco de
dados HCGP. Ap6s o usudrio acessar a ferramenta web, na aba ferramentas, existe
um menu expansivel que muda quando o usudrio clica nela exibindo mais duas

opcdes conforme mostrado na Figura 12 a seguir.
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Figura 12 - Ferramenta com os menus de ilhas CpG habilitados

E nessas duas opgdes que se concentra o foco desse trabalho, com elas é
possivel fazer uma busca de ilhas CpG na base HCGP, opcéo Ilhas Cpg’s e realizar
um alinhamento local entre duas ou mais sequéncias, ou entre madaltiplas
sequéncias, op¢ao Alinhamento Local.

Utilizando essas duas opcdes, o usudrio escolne o modo de busca para
pesquisar efetivamente. A linguagem de programacgao utilizada faz uma chamada
ao sistema gerenciador de banco de dados utilizado que faz a manipulacdo dos
dados requisitados e retorna o resultado em sql obtido, entdo a linguagem de
programacdo utilizada pelo programador se encarrega de mostrar os dados na tela

para o usuario.

5.4 Base de Dados HCGP

A Base de dados Human Cancer Genome Project contém um banco com milhares
de dados de sequenciamento genético. Durante a elaboracao dessa base de dados o
projeto seguiu a uma estrutura que é demostrada na Figura 13.

O Banco de dados do HCGP é composto de 10 tabelas (annotation, estscan,

lib_statistics, ~main_seq, orf_maior, paths, quality, report, sequences,
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trans_sequences) que se relacionam de forma a guardar as informacées da melhor

forma a obter as ESTs. O Modelo de Entidade Relacionamento a seguir demonstra

as entidades do banco de dados juntamente com a maneira com que cada tabela se

relaciona com a tabela principal e os atributos pertencentes a cada uma.

] paths v
»library CHAR(20)
» date DATE
» html CHAR(50)
» cromt CHAR(50)
»arp CHAR(s)
@ main_seq_library CHAR(20)
>
+
|
|
|
|
|
|
|
| estscan v |
name VARCHAR (30) I
score DECIMAL(S,2) L "
pos_ini INT(11)
pos_fim NT(L) || |
sequence LONGTEXT e —g
geq_size INT(11)
»>
i_ —————— —I<
|
"] annotation ¥ I
name Y ARCHAR(30) |
descr_fasta LONGTEXT I
p_vaue VARCHAR(10) |
[ 4
per_id INT(11)
rum _id INT{11) I
len_aling INT{11) I
- [
|
_| user v +
id INT(11) "l orf_maior ¥

»name V ARCHAR(30)

»sequence LOMGTEXT

»open_read INT(11)
>

login VARCHAR(45)
password VARCHAR{105)
email VARCHAR(105)

papel VARCHAR(100)
| 3

] lib_statistics
»library CHAR(20)
»repeat_sine DECIMAL(8,2)
»repeat_line DECIMAL(S,2)
»repeat_|fr DECIMAL(8,2)
»repeat_dna DECIMAL(E,2)
» phrap DECIMAL(S,2)

¥

| report

» library CHAR(20)

» date DATE

»grp CHAR(S)
»num _seq INT(11)
»num_mito INT(11)
»num _ribo INT{11)

» repeat_totsl DECIMAL(S,2)
>

»num _bact INT(11)

» repeats DECIMAL(8,2)
» sine DECIMAL (8,2)

» line DECIMAL(S,2)

» | DECIMAL (8,2)

» dna DECIMAL(3,2)

>
] main_seq v
»arp CHAR(5)
library CHAR(20) L
» tissue CHAR(30) | quality v
»date DATE »name CHAR{30)

@ name CHAR(30)
group_annot CHAR(20)
|=st_update DATE
genbank _id CHAR(15)
dbest_jd CHAR(15)

>

w1

"] trans_sequences v
» name VARCHAR(30)
» fase L LONGTEXT
» fase2 LONGTEXT
» fase 3ILONGTEXT
fased LONGTEXT
» fase5 LONGTEXT
» fasef LONGTEXT

»start_gual INT(11)
»end_qual INT(11)
[

| sequences
»name VARCHAR(30)
» proc_sequence LONGTEXT
» masked_sequence LONGTEXT
»len_seq VARCHAR{10)

[

Figura 13 - Modelo Entidade Relacionamento do banco de dados HCGP

5.5 A Ferramenta Web

A ferramenta web contém dois tipos de funcionalidades. A primeira é a busca por

ilhas CpG, essa busca procura na base de dados HCGP as ilhas CpG conforme um

critério informado pelo usuério, como tecido e group annotation (ver Figura 15),

ap0s realizada a consulta é feito um céalculo para verificar se as sequéncias

retornadas pelo banco HCGP realmente sao ilhas CpG exibindo numa tabela as

sequéncias que forem ilhas CpG. A tabela contém os seguintes campos: nome,
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sequéncia de DNA, genbank id, group annotation, tecido, tamanho da sequéncia de
DNA e arazao CpG.

Webpage Screenshot

HCGP Bem Vindo usuario Junio César Rosa

Escolha o tipo de tecido e o tipo de Group Annotation para calcular as llhas Cpg's
Home

Tecido: all E|
Projeto
Group Annotation: | all E]
Localizacao
Area Restrita
1
Fale Conosco Digite aqui a sua sequéncia para calcular se € uma liha Cpg
Ferramentas a
Ilhas Cpg's
Alinhamente Local
%
Unifalo Arquivo a ser enviado: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado
Uneversidade Federal de Alfenas

Copyright (c) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http://localhcst/lihaCpglilhaCpgFrincipal.php

Figura 14 - Ferramenta web de busca por ilhas CpG

Conforme mostrado na Figura 14 acima existe a possibilidade de o usuario
também digitar uma sequéncia e a ferramenta informar se ¢ uma ilha CpG ou nao.

Outra possibilidade da ferramenta de ilhas CpG é o processamento de
arquivo, o usuario faz upload de um arquivo texto contendo sequéncias de DNA,
esse arquivo é processado e mostra como resultado as sequéncias contidas no
arquivo, e se as sequéncias do arquivo sdo ilhas CpG ou nao.

A segunda ferramenta é uma ferramenta de alinhamento local de
sequéncias. Essa ferramenta possui duas opgdes: o alinhamento entre uma

sequéncia informada pelo usuério e as ilhas CpG da base HCGP conforme o

critério de tecido e group annotation, e o alinhamento entre duas sequéncias ambas
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informadas pelo usuario (ver Figura 15).

HCGP Bem Vindo usuario Junio César Rosa i
Alinhamento de duas sequéncias I
Home |

« Projeto Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento:

Localizacao

Area Restrita |

Fale Conosco

Ferramentas a

Ilhas Cpy's
Digite aqui a segunda sequencia para realizar o alinhamento:

Alinhamento Local

¥

Unifal3

Universidade Federal de Alfenas Gap-Opening: |10

Gap-Extension: |0.5

Realizar Alinhamento

Alinhamento de uma com mais sequéncias

Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento:

Digite os critérios das sequéncias a serem pesquisados no banco HCGP:

Tecido all [=]

Group Annotation: | all E
Gap-Opening: 10

Gap-Extension: 0.5

Realizar Alinhamento

Copyright (c) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

htp: ost/llhaCpg/sli iss.php

Figura 15 - Ferramenta web de alinhamento de sequéncias
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A ferramenta de alinhamento possibilita a edicdo de dois campos para
regulagem do alinhamento que sdo os campos Gap-Opening e Gap-Extension, por
padrao esses campos valem 10 e 0.5 respectivamente.

O alinhamento ¢é realizado pelo programa water do pacote EMBOSS, e o
resultado do alinhamento é a leitura do arquivo de saida gerado por esse

programa.

5.6 Trabalhos Futuros

A ferramenta Web HCGP fornece resultados que podem ser usados para diversas
outras pesquisas. Pois ap0s ser feita a busca, se o usudrio do sistema desejar gerar o
arquivo texto com as sequéncias obtidas, esses dados podem ser usados como
entrada em vdrias outras ferramentas de montagem de sequéncias podendo gerar
ferramentas para selecionar marcadores moleculares.

Marcadores moleculares sao amplamente utilizados para estudos de
genética populacional, mapeamento e analises de similaridade. O teste exato de
FISHER para selecdo de marcadores em cancer faz-se usando os p-valores

atribuidos aos genes.
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6
Conclusoes

Este capitulo apresenta as conclusoes desta monografia relacionados aos
resultados obtidos dos dados do HCGP que foi usado pela ferramenta de
busca web;

Os resultados obtidos através do banco de dados HCGP, e da interface

desenvolvida para o sistema com acesso através do site feito para a ferramenta

(http:/ /www.bcc.unifal-mg.edu.br/hcgp). Pode-se perceber que tanto os
resultados quanto ao trabalho foi desenvolvido cumprindo os requisitos e objetivos
tracados facilitando a iteracao dos dados procurados por pesquisadores que tem
interesse nesse banco de dados, juntamente com estudantes da area.

Durante o desenvolvimento do projeto observou-se que os resultados da
ferramenta podem variar conforme os critérios pesquisados, por exemplo para uma
pesquisa de ilhas CpG que retorna cerca de 8 mil ilhas o tempo para execugdo para
exibir essas informagdes na pagina web é muito grande (extende os 20 min). Agora
para uma pesquisa de ilhas CpG que busca por todos os tecidos e todos os group
annotation, retorna cerca de 45 mil ilhas, os resultados foram inviaveis para serem
exibidos para usudrio na pagina web, logo as opcdes de pesquisa que buscam por
todos os tecidos ou todos os group annotation ou as duas op¢des a0 mesmo tempo
foram eliminadas do projeto.

Para um alinhamento local que busca por todos os tecidos e todos os group
annotation ocorreu um imprevisto, o programa water ndo suportou um arquivo
texto de 45 mil sequéncias, logo esse tipo de alinhamento foi cancelado

Para um alinhamento que busca por todos os tecidos ou todos os group
annotation o tempo de execucdo foi mundo grande (extendeu os 20 min), logo essa
opcao de pesquisa foi cancelada do projeto.

Durante a programacdo do site conclui-se que php ndo é a melhor
linguagem para processamento de sequéncias, visto que um lago de repeticao (for)
teve que ser duplicado para pegar corretamente a quantidade de C’s, G's e CG’s

para o calculo de ilhas CpG.
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8 Apéndice A

8.1 O Algoritmo de Smith-Waterman

Para exemplificar o algoritmo de Smith-Waterman suponhamos duas sequéncias
moleculares dadas por A =%1%2-%neB= £163..8.. Uma similaridade (ab) é
dada entre os elementos da sequéncia a e b. Remogoes de tamanho k sdo dadas por
W k. para achar pares de segmentos com alto grau de similaridade, nés

montamos uma matriz H (Smith & Waterman, 1981). Primeiro facamos:
Hig=Hp=0 para 0<k<n e 0<{<m

Valores preliminares de H tém a interpretacdo de que H 7, representa a
méxima semelhanca de dois segmentos que terminam em ®: e ®7

respectivamente. Estes valores sao obtidos a partir do relacionamento:

Hy = mas(Hiy1+s(ab;), mesy s (Hikg-Wy), mass (Hi;1-W))0)

[<i<nel<y<m

Sendo que

A férmula para H 44 que se segue considera a possibilidade para o final

dos segmentos ocorrerem em qualquer @z e ©7;

(1) Se %z e © 7 estdo associados, a similaridade é:
Hiy,j-1+s(a;by)
(2) Se @ esta no final da exclusdo de tamanho k, a similaridade é:
Hi g —Wg
(3) Se ©7 esté no final da exclusdo de tamanho 1, a similaridade é:
Hi ks —W;
(4) Finalmente, um zero ¢é incluido para evitar calculos de similaridade negativos,

indicando que nao existe similaridade entre %z e £ (Smith & Waterman, 1981).
O par de segmentos com a maxima similaridade é encontrado pela

localizacdo do primeiro elemento maximo de H. Os outros elementos da matriz que

conduzem a esse valor maximo sdo determinados com um procedimento de
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rastreamento que termina quando um elemento de H é igual a zero. O
procedimento identifica os segmentos bem como produz o alinhamento
correspondente. O par de segmentos com o a segunda melhor similaridade é
encontrado aplicando o procedimento de rastreamento para o segundo maior
elemento de H ndo relacionado com o primeiro elemento (Smith & Waterman,
1981).

Um exemplo simples é mostrado na Figura 16. Neste exemplo os
parametros s(a;05) ¢ Wik sio necessarios para escolher a priori das bases
estatisticas. Um match, ©<— %7, produzem um * (a.;:55) com valores de
unidade enquanto que um mismatch produz um minus one-third (menos um
terco). Esses valores tem um pontuagdo por muito tempo, sequéncias randdémicas
provaveis de quatro letras por zero. O peso de exclusdo deve ser escolhido para ser

pelo menos igual a diferenga entre um match e um mismatch (Smith & Waterman,
1981).

4 Cc A G C

o}

U c G C U U A G

00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 10 o0 00 00 00 00 00 00 00 00 10 00
00 00 10 07 00 00 00 00 00 00 00 00 10 07
00 00 00 07 03 00 10 00 00 00 10 10 00 07
00 00 o0 10 03 o000 00 07 10 00 00 07 07 10
00 10 o0 00 20 13 03 10 03 20 07 03 03 03
00 10 07 00 10 30 17 13 10 13 17 03 00 00
o0 00 20 07 03 17 27 13 10 07 10 13 13 00
o0 00 07 17 03 13 27 23 10 07 17 20 10 10
o0 00 o3 03 13 10 23 23 20 07 17 27 17 10
o0 00 00 13 00 10 10 20 33 20 17 13 23 27
00 00 10 00 10 03 07 07 20 30 17 13 23 20
o0 10 00 o7 10 20 07 7 17 30 27 13 10 20
00 00 07 100 03 07 17 03 27 17 27 23 10 20
00 00 00 17 07 o3 03 13 13 23 13 23 20 20

chCrCcarTderrh

Figura 16 - Exemplo de execucdo do algoritmo de Smith-Waterman

Fonte: Smith & Waterman, 1981
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9 Apéndice B

9.1 Manual de funcionamento da ferramenta

Para uma melhor explicacdo a respeito do sistema desenvolvido, segue a seguir
uma sequéncia de passos a partir da entrada no site até a escolha de uma busca por
ilhas CpG ou a realizacao de um alinhamento local.

Acesso ao site http:/ /www .bcc.unifal-mg.edu.br/hcgp

Acessar o sistema e clicar no link Ferramentas ai vai exibir a seguinte tela.

Human Genome Project

_O‘/\\ //\\,:

g,
Foremiic

aevespongy

HCGP Bem Vindo

Home

Projeto

Localizagéio

Sequenciamento de DNA Saiba mais:

Area Restrita

0 que faz 0 DNA?
Faly Comonco) O DNA carrega todas as informagdes das caracteristicas fisicas que,
pelas proteinas. Dessa forma, o DNA
contém as insirusdes para fazer uma proteina. No DNA, cada proteina ¢
codificada por um gene - uma sequéncia especifica de nucleatideos que
JihaE s determina a ordenasdo dos aminodcidos das proteinas produzidas em uma

célula. A sequéncia especifica dos aminodcidos na cadela é o que diferencla
uma proteina de outra.
Alinhamento Loeal

Unifal$

Universidade Federal de Alfenas

Ferramentas a

‘Copyright (c) 2011 TCC_HCGP.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

Figura 17 - Ferramenta web tela inicial

Dai é s¢ clicar na ferramenta web desejada, links Ilhas CpG e Alinhamento Local.
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http://www.bcc.unifal-mg.edu.br/HCGP

9.2 Manual de funcionamento da ferramenta -
IThas CpG

Essa secdo consiste em mostrar o funcionamento da aba Ilhas CpG mostrada na

figura a seguir.

Webpage Screenshot

v =S\ X (v :
F- rEe— > A
b * Dhum, a moiecuia aa vida
1 =y B,

<
conan

m Vin ario Junio César
HCGP Be do usuario Junio César Rosa
Escolha o tipo de tecido e o tipo de Group Annotation para calcular as llhas Cpg's
Home
Tecido: all E]
Projeto
Group Annotation: | all E
Localizacao
Area Restrita
1
| : : :
Falé Conoseo Digite aqui a sua sequéncia para calcular se € uma llha Cpg
Ferramentas a
I 1lhas Cpg's I
Alinhamente Local
%
Unifalg Arquivo a ser enviado: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado
Uneversidade Federal de Alfenas

Copyright (¢) 2012 hcgp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http://localhost/IlhaCpg/ilhaCpgFrincipal.php

Figura 18 - Pagina web para busca de ilhas CpG

Essa tela consiste de trés funcionalidades: A busca de ilhas CpG na base
HCGP, o processamento de uma sequéncia digitada pelo usuédrio e o
processamento de arquivo texto.

Na primeira funcionalidade que é a de busca por ilhas CpG o usuério
escolhe um tecido e um group annotation e clica em Calcular ai vai aparecer a

seguinte tela mostrando os resultados da busca para o usuario.
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Webpage Screenshot
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Copyright (c) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http I

Cpglinit.php?ti ion_t | ¥

& alcular

Figura 19 - Exemplo de busca por ilhas CpG na base HCGP

Na segunda funcionalidade o usudrio digita uma sequéncia de DNA na area

de texto, conforme mostra a Figura 20 abaixo, e clica em Processar Sequéncia e vai

aparecer uma mensagem indicando se a sequéncia é uma ilha CpG.
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Webpage Screenshot

| HceP Bem Vindo usuario Junio César Rosa
Escolha o tipo de tecido e o tipo de Group Annotation para calcular as llhas Cpg's
Home
Tecido: all B
Projeto
i Group Annotation: | all E
1 Localizacao
!
| Area Restrita
i Fale Conosco Digite aqui a sua sequéncia para calcular se € uma llha Cpg
Ferramentas a
Ilhas Cpg's

Alinhamento Local

% Processar Sequéncia
Unifalo Arquivo a ser enviado: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado | Enviar

Universidade Federal de Alfenas

Copyright (c) 2012 hcgp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http://localhost/IIhaCpg/ilhaCpgFrincipal.php

Figura 20 - Segunda funcionalidade na ferramenta de busca de ilhas CpG

A terceira funcionalidade consiste em processar um arquivo texto

informado pelo usudrio, conforme mostra a Figura 21 abaixo.
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Webpage Screenshot

HCGP Bem Vindo usuéario Junio César Rosa

Escolha o tipo de tecido € o tipo de Group Annotation para calcular as llhas Cpg's

Tecido: all B

Group Annotation: | all E

Home
Projeto
Localizacao
| Area Restrita

Fild Conbsen Digite aqui a sua sequéncia para calcular se € uma liha Cpg

Ferramentas a

lihas Cpg's

Alinhamento Local

% Processar Sequéncia

Unifalg I Arquivo a ser enviado: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado | Enviar I

Universidade Federal de Alfenas

Copyright (c) 2012 hcgp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http://localhost/IIhaCpg/ilhaCpgFrincipal.php

Figura 21 - Terceira funcionalidade na ferramenta de busca de ilhas Cpg’s

Esse arquivo texto deve ser um arquivo no formato .txt e deve conter

sequéncias separadas por um enter, conforme mostra a Figura 22 abaixo.
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L ~chwamp\mllhaCpy 10 2013 07 07 15 10 47t - Notepad-+. s T

Arquive  Editar Localizar  Visualizar Formatar Linguagem Configuragdes Macro  Executar  Plugins  Janela 7

cHEHB A 4 D oelthl x| BE 1 (ER2EEEE Y

1 CCGEAGTCITATARCCCTARTCGCTIGRAACCGEEAGTARGCTICCAGTGAGCAGRGATCACTGCACATCCAGCCTCCGCARCAGAGCARGACTCIGTCTARARARAAARRRCEGCCCGEEEE

2 CCTITCCTTAGGCAACCGGIGGICTACGCTCCCGGGAGECTCACCATATTGATGCACGAACTTAGTGCGGACACCCGATCGCATAGCGCACTACAGCCCAGAACTCCTGGACT CARGCGATC

< T ]

length:792 lines:3 Ln:2 Col:1 Sel:0 UNIX

& "E B

Figura 22 - Exemplo de arquivo texto para execucdo da terceira funcionalidade da
ferramenta de busca de ilhas CpG

Ap6s o usudrio fazer o upload do arquivo, clicando em Escolher Arquivo, e
clicar em Enviar vai aparecer a seguinte tela para o usudrio, contendo o resultado

do processamento das sequéncias.
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Webpage Screenshot

| HceP Bem Vindo usuario Junio César Rosa

A sequéncia abaixo é uma llha Cpg. Razio Cpg: 0.7243

Home CCGGAGICTTATAACCCTAATCGCTGAACCGGGAGTARGCTTICCAGTGAGCAGAGATCACTGCACATCCAGCCTCCGCAACE |
GRGCARAGACTCTGICTARARARARAAALL GGGCCCGGGCGCGGTGGCTCATGCTTGTARTCCCAGC G GGTTGAGG

Projeto CGGGCGARTCACARGGTTAGGACTTCGARACCATCCTGGTTAACAGGGTARACCCCCGTICTICTATTARAAATACARRAAT)
TTACCCAGGCGTITGTIGGCGGGCECCTTIGTGCCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGARRRTGGCGTAACCCCAGGAGGCG

Localizacao ATARGGGITAGG

Area Restrita Asequéncia abaixo € uma llha Cpg. Razio Cpa: 0.6406

CTTCCITAGGCAACCGGTGETCTACGCTCCCGEEAGGCTCACCATATTGATGCACGARCTTAGTGCGGACACCCGATCGCR

Fale Conosco TAGCGCACTACAGCCCAGAACTCCTGGACTCARGCGATCCCCCACCTCAGCCTCCTTACTAGCTGGGACTACAAGCATGCAC

ACACCCGGCTAATTTTTTTTTAACTITTATTTTIGTAGAGACAGGGTTTCGCCATGTIGCATAGGCTGCICTCGAACTCCT

Ferramentas a GATCICAGTGTGATTTACTTGCGTCGGCCTCCCAGAGCTCIGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGTGCTCGGCCATTTCCAGE
TTTTGATTTAGGGTGTGAGACATTCAGCICTTCCTTTGCTIGAGCCCTTTGAGGCGATTAGGGTTAGT

C
C.

llhas Cpg's

Alinhamento Local

Unifals

Universidade Federal de Alfenas

Copyright (¢) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http://localhost/IinaCpg/leitursArquivo.php

Figura 23 - Exemplo de execucao da terceira funcionalidade da ferramenta de
busca de ilhas CpG
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9.3 Manual de funcionamento da ferramenta -
Alinhamento de sequéncias

Essa secdo consiste em mostrar o funcionamento da aba Alinhamento Local

mostrada na Figura 24 a seguir.

Webpage Scresnshot

HCGP

Home
Projeto
Localizacao

Area Restrita

i
Fale Conosco
Ferramentas
Hhas Cpy's
I Alinhamente Local
Unifal3
Uneversidade Federal de Alfenas
hitp://localhostlihaCpg/alinhamentoSequencias.php

Copyright (c) 2012 hcgp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

Bem Vindo usuario Junio César Rosa

Alinhamento de duas sequéncias.

Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento:

Digite aqui a segunda sequencia para realizar o alinhamento:

Gap-Opening: |10

Gap-Extension: 0.5

Realizar Alinhamento

Alinhamento de uma com mais sequéncias

Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento:

Digite os critérios das sequéncias a serem pesquisados no banco HCGP:

Tecido: all El

Group Annotation: | all EI
Gap-Opening 10
Gap-Extension: 05

Realizar Alinhamento

Figura 24 - Pagina web para alinhamento local de sequéncias.
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Essa tela consiste de duas funcionalidades: O alinhamento local entre duas
sequéncias ambas digitadas pelo usudrio e o alinhamento local entre uma
sequéncia digitada pelo usuério e as sequéncias da base de dados HCGP.

Na primeira funcionalidade o alinhamento entre duas sequéncias, o usuario

digita as duas sequéncias no campos circulados na figura abaixo, preenche os

campos Gap-Opening e Gap-Extension e clica em Realizar Alinhamento.

Webpage Soreenshot

1 Bem Vindo usuario Junio César Rosa

| HceP

| Alinhamento de duas sequéncias

Home

3 Projeto Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento

] Localizacao

] CCEGAGTCTIATARCCCTARTCECTEARCCGEEACTARGCITCCAGTGAGCAGRGATCACTGCACATCCAGCCT

[ CCGCARCAGAGCAAGACTCTGTCTAARAAAA AR MAAGGACCCEGGCGCGETEECTCATGCTTGTARTCCCAGCA

[ 1 Area Restrita TTTGGEARGETTGAGECGEECGAATCACAAGETTAGGACTTCGARACCATCCTGETTARCAGGETARACCCCCE i

'i TICTICTATIARRRATACARARRTTTACCCAGGCET TETEGCEEGCECCTTETECCCCAGCTACTCGEGAGECT |
Fale Conosco CAGGCAGGARLATEECETALCCCCAGGAGECEGATARGEETTAGSE

Ferramentas -

lihas Cpg's
Digite aqui 3 segunda sequencia para realizar o alinhamento

Alinhamento Local

CCITCCTTAGGCARCCGEGTGGTICTACGCTCCCGEGAGGCTCACCATATTGATGCACGAACTTAGTGCGEACACC

CGATCGCATAGCGCACTACAGCCCAGARCTCCTGGACTCAAGCGATCCCCCACCTCAGCCTCCTTACTAGCTGG

GACTACARGCATGCACCACACCCGGCITAATTTITITTIITAACTIITTATTITTTIGTAGAGACAGGGTTTICGCCATGT
TECATAGGCTGCTCICGAACTCCTGATCTCAGTGTGATTTACTTGCGTICGECCTCCCAGAGCTCTGGGATTAC
GGCGTGAGCCACTETGCTCGGCCATTICCAGCTTITTGATTTAGGGTGTGAGACATTCAGCTCTTCCTITTIGCTTG
AGCCCITIGAGGCGATITAGGGTITAGT

Unifals

Universidade Federal de Alfenas Gap-Opening: |10

Gap-Extension: 0.5

é Realizar Alinhamento

Alinhamento de uma com mais sequéncias

Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento

Digite os critérios das sequéncias a serem pesquisados no banco HCGP

Tecido all El

Group Annotation: | all [=]
Gap-Opening 10
Gap-Extension 05

Realizar Alinhamento

Copyright (¢) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

http:/ilocslhostliheCpg/alinhamentoSequencias php

Figura 25 - Primeira funcionalidade da ferramenta de alinhamento local
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Apbs preencher os campos e clicar em executar o site cridra dois arquivos e

executara o programa water e exibira a seguinte tela de resultado para o usuério.

Webpage Screenshot

;’;’W Human Genome Project
=3 :
N

N
Bem Vindo
HCGP
Resultado do Alinhamento
Home
FERRRRRRRIIIIINNIININIINIIIRAR AR AN -
Projeto # Program: water
# Rundate: Sun Jul 16 2013 13:24:14
Localizacao # Rlign format: srspair ]
# Report file: sequencias/jcrl9 2013 07 16 16 24 llarg3.txt
sRERRsRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRSTRRRSRIEE
Area Restrita
] =
i #
Fale Conosco #
# Rligned sequences: 2
# 1: First
Ferramentas e % 2: Second
M ix: EDNAFULL
Ithas Cpg's # Matrix: _DJAF?__ | &
# Gap_penalty: 10.0
# Extend penalty: 0.5
Alinhamento Local : =
# Length: 457
# Identity: 203/457 (44.4%)
# Similaricy: 203/457 (44.4%)
# Gaps: 192/457 (42.0%
# Score: 310.0
B
&
Unifals *
Unéversidade Federal de Alfenas First 8 CTITA--TAACC------ CTARTCGCTGAACCGGGAGTARGCTIICC---AG 46
(R AR (N RN AR A RN Il 1.
Second 6 CTTAGGCAACCGGTGGICTA--CGCT--CCCGGGAG---GCTCACCATAT 48
irst 47 TGA-GCA-GAGATCACTGC--ACATCC-—-—————-, -BGCCTCCGCAR—--ACR g2 ¥
Copyright (c) 2012 hcgp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.
http://localhostilihaCpg/p Ali php

Figura 26 - Execucdo da primeira funcionalidade da ferramenta de alinhamento
local

A segunda funcionalidade é muito parecida com a primeira a Unica
diferenca é que o usudrio s6 digita uma sequéncia seleciona o tecido e o group
annotation, preenche os campos Gap-Opening e Gap-Extension e clica em Realizar

Alinhamento conforme mostra a figura abaixo.
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Webpage Screenshot

HCGP Bem Vindo usuario Junio César Rosa
Alinhamento de duas sequénuas
Home
Projeto Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento

Localizacao

Area Restrita

Fale Conosco

Ferramentas -

Ithas Cpeg's
Digite aqui a segunda sequencia para realizar ¢ alinhamento:

Alinhamente Local

Unifal3

Unéversidade Federal de Alfenas Gap-Opening: |10
Gap-Extension: (0.5

Realizar Alinhamento

Alinhamento de uma com mais sequéncias

Digite aqui a primeira sequéncia para realizar o alinhamento

CCEERGTCTTATARCCCTAATCGCTERACCGRRAGTARGCTTCCAGTGRAGCAGRGATCACTGCACATCCAGCCT
CCECRRCAGRGCARGACTCTCGTCTARRAR AR AR AR AGEECCCEEECECEETEECTCATGCTIGTARTCCCAGCR
TTTGGGRAGETTGAGGCEGEECERATCACAAGETTAGGACTICGARACCATCCTGETTARCAGGETARACCCCCE
IICIICTATTARRRATACARRRRTTTACCCAGGCGTIGTGECEGGCGCCTTIGTGCCCCAGCTACTCEEERAGECT
GRGECAGGRRRARTGECETARCCCCRAGERAGECGATARGEETIAGE

Digite os critérios das sequéncias a serem pesquisados no banco HCGP

—}Tecwdo: amnion_normal [~]

v

Group Annotation: | PARALOGS |Z|
Gap-Opening 10

Gap-Extension: |05

% Realizar Alinhamento

Copyright (c) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

hitp://localhostiihsCpg cias.php.

Figura 27 - Segunda funcionalidade da ferramenta de alinhamento local
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Apbs preencher os campos e clicar em executar o site cridra dois arquivos e

executara o programa water e exibira a seguinte tela de resultado para o usuério.

Webpage Screenshot

! HCGP
Home
Projeto
Localizacao
Area Restrita
Fale Conosco

Ferramentas

1lhas Cpy's

Alinhamento Local

¥

Unifal3

Universidade Federal de Alfenas

http://locsalho Cpg \ultiplo.php
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Resultado do Calculo de lihas Cpg's
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# 1: FirstSequence

# 2:
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¥
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# Similarity: 25/39 (64.1%
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# Score: 79.0
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Copyright (¢) 2012 hegp.com. All rights reserved. Design by Leandro Flora.

KIS

34

335

Figura 28 - Execucdo da segunda funcionalidade da ferramenta de alinhamento

local
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