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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Mércia Mértyres Bezerra

Esta tese descreve o0 projeto conceitual do sistema de banco de dados
ProteinWorldDB (PWDB). Um ponto importante da proposta do PWDB é permitir a
construc@o de consultas e procedimentos no dominio da gendmica comparativa sem
a necessidade de comparacao de sequéncias. Além disso, o PCG comparou milhdes
de sequéncias de proteina, incluindo o conjunto proteico total de centenas de
genomas completos, utilizando programacéo dinamica, e ndo um método heuristico,
para os calculos de similaridade. A estratégia do PCG, assim como a genémica, esta
fundamentada no conhecimento de que sequéncias biologicas por si sé sdo pouco
informativas; elas precisam ser analisadas a partir de um enfoque comparativo para a
inferéncia de homologia. A comparacdo de sequéncias de diferentes organismos
introduz uma perspectiva evolutiva ao processo, e 0 estudo comparativo de genomas
completos pode ampliar a escala do conhecimento de um Unico processo biologico para
o de sistemas bioldgicos complexos em células e organismos. Para responder
eficientemente questdes dessa natureza, o esquema conceitual apresentado associa
bases de dados biolégicos de referéncia aos indices de similaridade ja pré-calculados
e armazenados pelo PCG. Utilizando um formato grafico de facil compreenséo para
representar conceitos e relacionamentos (diagrama ER), o esquema foi proposto para
facilitar o planejamento de consultas e procedimentos por pesquisadores da area de
gendmica (sem conhecimento de linguagens de bancos de dados), assim como guiar o
desenvolvimento e a implementacao fisica do PWDB por profissionais da area de
computacao. Alguns exemplos sdo apresentados com o0 objetivo de demonstrar a
utilizacdo do esquema conceitual para a especificacdo de consultas e procedimentos,
mesmo antes da existéncia de um esquema logico.

O esquema pode ser facilmente estendido. Modulos anexos podem ser
inseridos/removidos para incluir outros projetos, baseados em comparagcdo de
sequéncias de proteina, que se beneficiem das informacgdes fornecidas pelo médulo
central do esquema e novas bases de dados, especificas de diferentes areas (-6micas,
por exemplo), podem ser integradas ao esquema.
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CONCEPTUAL MODELING OF THE DATABASE SYSTEM PROTEINWORLDDB

ABSTRACT

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Marcia Martyres Bezerra

This thesis describes the conceptual design of the database system ProteinWorldDB
(PWDB). An important point of the PWDB proposal is to allow the construction of queries
and procedures in the field of comparative genomics without the need for sequence
comparison. Moreover, the PCG compared millions of protein sequences, including the
entire set of proteins from hundreds of complete genomes using dynamic programming,
rather than a heuristic method, for calculating similarity

PCG's strategy, like that of genomic studies in general, is grounded in the knowledge
that biological sequences alone are uninformative. They need to be analyzed from a
comparative approach to infer homology. The comparison of sequences from different
organisms introduces an evolutionary perspective to the process and the comparative
study of complete genomes can expand our knowledge from a single biological process
all the way to complex biological systems in cells and organisms. To efficiently answer
guestions of this nature, the conceptual schema links selected international reference
biological databases to similarity indexes already precomputed and stored by the PCG.
By using an easily understandable graphic format to represent concepts and
relationships (ER diagram), the schema was proposed to help the design of queries and
procedures by genomic researchers (who may not have knowledge of database
languages) as well as to guide the development and physical implementation of the
system by developers. Some examples are presented to demonstrate the use of the
conceptual schema for specifying queries and procedures, even before the existence of
a logical schema.

The schema can be easily extended. Additional modules can be inserted/removed to
include other protein sequences comparisons projects that may benefit from the
information provided by the schema’s central module. Likewise, new databases specific
to different areas (-omics, for example) can be cross-referenced to the schema.
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1. INTRODUCAO

Esta tese discute a modelagem conceitual do sistema de banco de dados ProteinWorldDB!

(PWDB), cujo conjunto de dados primério é o resultado de comparaces “par-a-par” entre milhares

de sequéncias de aminoacidos executadas pelo Projeto Comparacdo de Genomas? (PCG).

Como diferencial do PCG, pode-se citar:

A utilizacdo da capacidade ociosa de computadores pessoais de voluntarios, atraves de
uma infra-estrutura de computac&o distribuida, oferecida pelo World Community Grid®
(WCG);

O projeto possui um grande potencial multidisciplinar, permitindo a troca de
experiéncia entre diferentes areas de pesquisa;

Foi o primeiro projeto da América Latina aceito para processamento pelo WCG;

O programa de comparagao de sequéncias utilizado foi 0 SSEARCH*®;

O PCG gerou uma matriz de aproximadamente 1 Terabyte (TB), com 4,2 x 10° linhas.
Cada linha exibe o resultado de similaridade entre um par de sequéncias de
aminoécidos;

Desta forma, indices de similaridade entre milhares de pares de sequéncias de
aminoacidos ja estdo pré-calculados e armazenados nesta matriz, e podem ser

recuperados sem a necessidade de uma nova comparacao.

A estratégia do PCG esta fundamentada no conhecimento de que sequéncias bioldgicas

por si s6 sdo pouco informativas, elas precisam ser analisadas a partir de um enfoque

comparativo, utilizando informacdes pré-existentes baseadas em relacionamentos e funcdes

similares, para a inferéncia de homologia®. A comparacdo de sequéncias de diferentes

organismos introduz uma perspectiva evolutiva ao processo’.

L ANEXO .

2 ANEXO I11.

3 ANEXO I11.

4 O SSEARCH [http://fasta.bioch.virginia.edu/] é uma ferramenta, disponivel gratuitamente, que busca o
alinhamento local 6timo entre duas sequéncias, e utiliza o algoritmo Smith-Waterman [Smith and Waterman,

1981].

S Ao contrdrio de buscas baseadas em heuristicas, buscas 6timas garantem encontrar a melhor pontuagéo para o
alinhamento, dado um determinado conjunto de pardmetros (http://www.ebi.ac.uk/services/proteins).

8 Existéncia de relacionamento evolutivo. Ver DISCUSSAO.

" Theodosius Dobzhansky’s: “Nothing in biology makes sense except in the light of evolution” (The American
Biology Teacher, March 1973 (35:125-129) (http://www.pbs.org/wgbh/evolution/library/10/2/1_102_01.html).
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Um ponto relevante dessa proposta refere-se ao fato de que o foco tradicional da
genética e biologia molecular esteve direcionado, ao longo dos anos, para o entendimento da
funcdo de um gene importante num processo bioldgico especifico, enquanto que a area mais
recente da genémica tem seu foco no conjunto completo de genes de um organismo (além de
outras regides estruturais e reguladoras). Sob essa nova perspectiva, o estudo comparativo de
genomas completos pode ampliar o conhecimento de um Unico processo bioldgico para o de

sistemas bioldgicos complexos em células e organismos.

A andlise comparativa de sequéncias é parte da rotina da pesquisa biologica atual; o
tempo dispendido no processo € consideravel e o procedimento utilizado para as comparacées
é computacionalmente intensivo. Além disso, essas analises costumam ser apenas a primeira
etapa de uma série de procedimentos mais elaborados, fornecendo os primeiros indicios para
definir os préximos passos em direcdo a novas descobertas e inferéncias. Muitas vezes,

comparacOes das mesmas sequéncias sao repetidas inumeras vezes.

O PCG comparou o conjunto proteico total de centenas de genomas® e, desta forma,
permitiu que a etapa inicial de comparacdo de sequéncias fosse ultrapassada. Mais claramente,
o PCG armazenou os indices de similaridade® obtidos a partir das comparagGes para serem
reutilizados, abolindo a necessidade da repeticdo de uma mesma comparacéo.

O conjunto de requisitos do PCG! expande-se por um dominio bastante amplo da
gendmica, e a importancia do projeto esta diretamente ligada a forma como seus resultados
serdo tratados. Neste contexto, existe a necessidade de um sistema muito bem elaborado para

armazenar e gerenciar os resultados eficientemente, de forma a atender estes requisitos.

Um sistema de banco de dados deve apresentar um projeto que vise a organizacdo das
informacdes e a utilizacdo de técnicas para que o sistema apresente boa performance e
facilidade de manutencdo. A organizacdo do banco de dados € uma das etapas mais importantes,
e seu desenho deve ser representado, primeiramente, em um esquema conceitual, que é uma

representacdo grafica do modelo conceitual.

8 DISCUSSAO e ANEXO llI.
® Validados estatisticamente pelo programa de comparacéo de sequéncias — ANEXO III.
10 ANEXO III.
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GENOMICA, BIOINFORMATICA E BANCOS DE DADOS

Da Gendmica a Biologia de Sistemas

Inicialmente, as bases de dados ganharam proeminéncia na biologia molecular como
repositérios centrais de dados gerados pelos projetos de sequenciamento em larga escala. Com
o0 crescimento de dados experimentais de diferentes areas das ciéncias da vida devido aos
avancos de tecnologias de alto rendimento, além das bases de dados primarias de sequéncias
houve um grande aumento de bancos de dados de outras disciplinas bioldgicas para armazenar
diferentes tipos de dados moleculares (FIGURA 1.1). Hoje, ndo mais a geragdo, mas sim a
capacidade de processar, gerenciar e analisar esses dados, assim como interpretar as
informacdes resultantes tornou-se um grande desafio para o avanco das ciéncias da vida [Katari

et al., 2010] — vistas como discovery sciences [ldeker et al., 2001].

Esta grande producdo de dados, diéaria, requer solucdes de gerenciamento mais
sofisticadas, e a disponibilidade da internet como uma moderna estrutura para trocas cientificas
tem gerado novas demandas com relacdo a acessibilidade dos dados. Além disso, 0
relativamente novo campo da Biologia de Sistemas tem aumentado ainda mais a demanda de
requerimentos dos bancos de dados bioldgicos. A visdo geral da biologia de sistemas é ir além
da era dos estudos reducionistas de partes isoladas de interesse — por exemplo, proteinas e genes
considerados individualmente — e atingir um conhecimento de estruturas mais complexas e sua
dindmica, como redes reguladoras, células, érgdos e, em Ultima analise, o entendimento da

biologia de todo 0 organismo como um sistema.

Uma grande quantidade dos dados produzidos atualmente ainda provém de projetos de
sequenciamento de genomas, e irdo continuar impulsionados pela acentuada queda no preco
das novas tecnologias de sequenciamento e pela busca continua de maior conhecimento sobre
a vida, organismos, relacGes evolutivas e sistemas bioldgicos, adaptados e diferenciados pelo
ambiente. No entanto, uma sequéncia por si s6 ndo € informativa; para o desenvolvimento de
novas hipdteses é necessario analisar sua(s) funcdo(des) e relacionamento(s) com outras
sequéncias. Atualmente, uma parte substancial da rotina diéria da pesquisa bioldgica ainda é
dispendida na analise de sequéncias; esse tipo de analise pode ser o passo inicial para a
descoberta de novas conexdes e regras biolégicas importantes para um maior entendimento de

sistemas complexos [Allen G, 2006].
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Nucleic Acids Research

ABOUT THIS JOURNAL CONTACT THIS JOURNAL SUBSCRIPTIONS

Oxford Journals » Life Sciences » Nucleic Acids Research » Database Summary Pap

2012 NAR Database Summary Paper Category List

Nucleotide Sequence Databases

RMNA sequence databases

Protein sequence databases

Structure Databases

Genomics Databases (non-vertebrate)
Metabolic and Signaling Pathways
Human and other Vertebrate Genomes
Human Genes and Diseases
Microarray Data and other Gene Expression Databases
Proteomics Resources

Other Molecular Biology Databases
Organelle databases

Plant databases

Immunological databases

Cell biology

FIGURA 1.1. NAR Database issue — Vol. 40, January 2012: inclui 1.380 bancos de dados
distribuidos em 14 categorias e 41 subcategorias. A edi¢do de 2012 lista 92 novos bancos de
dados online e 77 artigos de atualizagdo de bancos de dados ja descritos em edigdes anteriores.

Um problema que atinge todas as areas das ciéncias bioldgicas € o da confiabilidade de
dados; em inUmeras situacdes ndo existe garantia de que os dados armazenados nos bancos de
dados sejam “biologicamente” corretos. Uma fonte comum de problemas é a propagacdo de
erro em anotagdes de sequéncias através do uso de mecanismos automatizados de anotacao
[Philippi and Kohler, 2006]. Além disso, o erro humano é outra frequente fonte de enganos;
apesar do procedimento manual de curar dados para assegurar a qualidade das bases de dados
ser importante, existe um alto potencial para a introducdo de erros. AnotacOes incorretas, se
inseridas nos bancos de dados, multiplicam-se em subsequentes adi¢des e podem se acumular

numa proporc¢édo preocupante [Bell et al., 2012].

Um ponto importante para uma interpretacdo mais holistica das ciéncias biologicas,
reconhecido na literatura cientifica, é que os blocos construtores basicos para a elaboracéo de
modelos de sistemas biologicos sdo os dados experimentais existentes, que estdo armazenados
em milhares de bancos de dados distintos [Pennisi E, 2005; Roos DS, 2001; Augen J, 2001].
Neste contexto, temas centrais como uma correta modelagem e integragédo de dados, e a
correcdo de anotacOes duvidosas séo pré-requisitos fundamentais para qualquer estudo desde a

gendmica até a biologia de sistemas.
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Além disso, varios tipos de informagdo costumam estar ausentes, incluindo a anotacéo
funcional de genes e proteinas, relacdes gendtipo-fenotipo e informacdes detalhadas de vias
bioquimicas, dentre outros. Mesmo quando a informacdo baseada em similaridade de
sequéncias € considerada, apenas 50% de todos os passos das reacGes de vias metabdlicas
podem ser conectadas a genes e proteinas que as catalisam [Karp et al., 2005].
Consequentemente, a parametrizagdo de modelos de sistemas bioldgicos pode ser considerada

bastante dificil, interferindo na confianca e potencial preditivo dos resultados.

Muito dos atuais esforcos em biologia de sistemas procura integrar os resultados das
diferentes tecnologias cientificas atuais. Uma das grandes dificuldades reside em converter
dados em informacao que forneca insights e represente conhecimento. O processo inicial requer
limpeza e coeréncia de dados, tendo em mente que transformar informagdo em conhecimento

requer interpretar o real significado dos dados [Brenner, 2003].

Desta forma, para lidar com a complexidade dos dados acumulados, extrair
conhecimento do comportamento celular subjacente e eventualmente construir modelos
preditivos, é necessario um amplo espectro de ferramentas computacionais. Mesmo assim,
representagdes computacionais podem nao ser suficientes devido a limitagbes computacionais,
experimentais e metodoldgicas. [Mendes et al. 2004; Sokhansanj et al., 2005] acreditam que o
aumento da qualidade e coeréncia de dados, disponibilidade de bancos de dados integrados, e
abordagens que possam gerenciar variabilidade experimental deverdo ser cada vez mais

necessarios para uma maior confiabilidade de representagdes in silico.

Existe uma longa tradicdo de pesquisas sobre integracdo de bancos de dados na ciéncia
da computacdo. Porém, apesar de ja ser reconhecida hd muitos anos como uma tecnologia chave
nas ciéncias bioldgicas [Stein LD, 2003], esta ainda é uma area que requer constantes pesquisas
devido a natureza da informacdo existente nas bases de dados bioldgicos: heterogeneidade,
distribuicdo, tamanho, necessidade de frequentes atualizacGes e pobreza de semantica [Philippi
S, 2004; Philippi and Koéhler, 2006; Iskandar and Naomie, 2006].
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Bioinformatica

Partindo da analise de sequéncias bioldgicas, a tecnologia de coleta de dados gendmicos
foi sendo incrementada, assim como a geracao de resultados oriundos das diversas ciéncias “—
omicas” (TABELA 1.1). Com isso, a necessidade de novos métodos para o gerenciamento e
andlise dessa massiva quantidade de dados foi ampliada, e o termo bioinformética evoluiu para
incluir a anélise matematica, estatistica e computacional dos dados genémicos e demais ciéncias

“—Omicas”.

A bioinformética é um campo multidisciplinar, estende-se desde a modelagem de
bancos de dados a engenharia de sistemas, inteligéncia artificial, matematica e estatistica
aplicada, com um foco mais direcionado para a ciéncia gendmica. Hoje, a disciplina
compartilha grande parte de seu dominio com a biologia computacional, sendo que esta ultima
tem o foco mais direcionado ao desenvolvimento de modelos matematicos para a simulacdo de
sistemas bioldgicos. Neste contexto, é bom frisar que a utilidade de um modelo é muitas vezes
influenciada pela qualidade dos dados experimentais € mecanismos subjacentes, fato que
evidencia a importancia do gerenciamento eficiente e a correta interpretacdo dos dados

bioldgicos que vém sendo produzidos.

TABELA 1.1 Exemplo de algumas ciéncias “—6micas”.

GENOMICA Envolve o estudo de genes e da sua fungdo. A Gendmica visa compreender g
estrutura do genoma, incluindo mapeamento de genes, sequenciamento de DNA, e
explorar os mecanismos moleculares e da interagdo de fatores genéticos e ambientais
em organismos.

TRANSCRIPTOMICA [E 0 estudo dos transcriptomas, o conjunto completo de transcritos de RNA produzido
pelo genoma de uma s6 vez. E especificamente focada em como os padrbes de
transcricdo sdo afetados por doengas, pelo desenvolvimento, ou fatores ambientais,
tais como hormonios, drogas, etc.

PROTEOMICA E o estudo em larga escala de proteinas em sistemas biol6gicos. O proteoma é a
totalidade dos componentes de proteinas, incluindo as modificacoes feitas a um
conjunto especifico de proteinas, produzidas por um organismo ou sistema. Este
proteoma pode variar com o tempo e sofrem modificacfes sob condi¢es
experimentais diferentes ou stress, que uma célula ou organismo sofre.
METABOLOMICA  [E focada em perfis e na quantificacdo de pequenos compostos que ocorrem
naturalmente e que coletivamente constituem o assim chamado metaboloma.
Pequenas moléculas servem como assinaturas diretas de atividade bioguimica e,
portanto, sdo mais faceis de serem correlacionadas com fen6tipos.
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Algoritmos de Comparacao Local de Sequéncias

A utilizagdo de softwares para o alinhamento e comparacéo de sequéncias bioldgicas!!
(FIGURA 1.2) para a identificacdo e mensuracéo da similaridade entre elas é um procedimento
basico e fundamental em bioinformatica. Trata-se de uma metodologia amplamente utilizada
com o objetivo de adquirir informac6es sobre genes e proteinas desconhecidos, por exemplo,
baseando-se em sequéncias ja conhecidas e caracterizadas. O grau de similaridade!?, avaliado
estatisticamente pelos programas de comparacgio de sequéncias'®, pode sugerir homologia

(existéncia de relacionamento evolutivo) entre elas.

|Range of Allgnmant.
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FIGURA 1.2. Alinhamento e comparacao “par-a-par’ de duas sequéncias de DNA (BLAST
Glossary, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK62051/).

Os atuais programas para comparacdo de sequéncias utilizam diferentes métodos que
fornecem resultados satisfatérios na maioria dos casos, mas também possuem seus pros e
contras. Devem ser escolhidos de acordo com o propoésito do experimento, do tamanho do
conjunto de dados a ser comparado e da estrutura computacional disponivel, sem abrir mao da
precisdo dos resultados. Em projetos de larga escala (por exemplo, comparacédo entre pares de
todas as sequéncias de proteina de n genomas — “par-a-par” e “todas-contra-todas**), o tempo

de processamento e espaco computacional tera um grande peso.

11 para uma comparagdo “residuo-a-residuo”, duas ou mais sequéncias sdo alinhadas. No alinhamento, as
posicoes relativas das sequéncias sdo ajustadas para otimizar (normalmente maximizar) a pontuacéo do
alinhamento — de acordo com alguma matriz de pontuacéo de referéncia. Em alguns casos, alguns espacos
podem ser inseridos, com penalidades associadas, em uma ou mais sequéncias para otimizar esta pontuacéo.
BLAST Glossary, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK62051/

12 A similaridade entre duas sequéncias pode ser expressa como o percentual de residuos idénticos e/ou
percentual de substitui¢des positivas entre elas (normalmente para aminoacidos).

13 Por exemplo, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, [Altschul et al., 1990, 1997]) e SSEARCH.
14 A cada execucdo do programa de comparacéo, um par de sequéncias é alinhado e comparado; e todas as
sequéncias sdo pareadas e comparadas (pelo menos) uma vez.
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A etapa de comparacdo de sequéncias visando a identificacio de homologia
normalmente é apenas uma das primeiras fases de procedimentos computacionais
automatizados, em que resultados gerados por um processo sao utilizados como entrada para
um processo posterior. Deste modo fica clara a importancia da qualidade dos resultados gerados
nas etapas iniciais. A possibilidade de ndo identificar (ou identificar incorretamente) um
resultado inicial pode comprometer a identificagdo de algum outro padrdo importante numa

fase futura.

A escolha do algoritmo utilizado para as comparagdes de sequéncias certamente refletira
nos resultados das buscas de similaridade em bancos de dados e na identificagéo de homologias.
Mas é preciso lembrar que o algoritmo utilizado ndo é o Unico parametro para medida de
acurécia e precisdo™ dos resultados. A matriz de substituicio'® selecionada, assim como os
valores escolhidos para a contabilidade de abertura e extensdo de gaps’, tem grande influéncia

no resultado de qualquer método de comparacao de sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos.

As vantagens e desvantagens de dois dos mais utilizados algoritmos de comparacao de
sequéncias, BLAST [Altschul et al., 1990, 1997] e Smith-Waterman (SW) [Smith and
Waterman, 1981], foram discutidas em [Shpaer et al., 1996]. Estes autores mostraram
diferengas entre os dois métodos com relacdo a acuracia e velocidade nas comparacfes com

bases de dados. O algoritmo SW utiliza 0 método de programacdo dinamica®, e encontra o

Exatiddo ou Acurécia é o grau de concordancia entre o resultado de uma medicdo e o valor verdadeiro do
mensurando (grandeza especifica submetida a medic&o). Precisdo € um conceito qualitativo para indicar o grau
de concordéncia entre os diversos resultados experimentais obtidos em condigdes de repetitividade. Assim, boa
precisdo significa erro estatistico pequeno, de forma que os resultados apresentam boa repetitividade. Note,
entretanto, que mesmo com boa precisao a exatiddo ou acuracia pode ser ruim caso exista erro sistematico
grande (Introducéo & teoria de erros, Instituto Tecnoldgico de Aeronautica,
http://www.fis.ita.br/labfis24/erros/errostextos/teor_errosl.htm, em 24/10/2013).

%Uma matriz de substituicdo contém valores proporcionais a probabilidade de que o aminoacido i seja
transformado no aminoacido j, para todos os pares de aminoacidos. Tais matrizes sdo construidas através da
montagem de uma grande e diversa amostra de alinhamentos entre pares de aminoacidos. Se a amostra é
suficientemente grande para ser estatisticamente significativa, as matrizes resultantes devem refletir as verdadeiras
probabilidades de mutacBes que ocorrem através de um periodo de evolucdo (NCBI - Glossério,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21106/).

17 Um espago introduzido num alinhamento para compensar insercdes e dele¢Ges em uma das sequéncias em
relagdo a outra. Para prevenir o acimulo de muitos espacos num alinhamento, impde-se uma penalidade fixa na
pontuacdo do alinhamento para a introducdo do primeiro espaco, e a extensdo do gap para englobar nucleotideos
ou aminodcidos adicionais € penalizado de acordo com o nimero de espac¢os introduzidos (NCBI — Glossério,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21106/).

18 Programacé&o dinamica funciona basicamente construindo-se uma tabela para armazenar resultados
intermediarios que sdo utilizados posteriormente para obter o resultado final. Para demonstrar a idéia geral,
suponha o problema de ir do ponto A até o ponto E usando o caminho mais curto. No caso, o ponto C encontra-
se entre A e E. Se 0 menor caminho de A até C é conhecido, entdo basta que se calcule como ir de C até E.
Utilizando programacédo dindmica pode-se armazenar huma tabela a solugcdo A-C e usé-la posteriormente para
decidir o melhor caminho de A até E. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6831/, capitulo A05.
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melhor® alinhamento local entre pares de sequéncias. Ja o algoritmo BLAST identifica
alinhamentos locais 6timos entre pares de sequéncias utilizando uma heuristica?® que procura
inicialmente pequenos “pareamentos” (words), e s6 entdo estende os alinhamentos a partir
dessas words. Segundo [Altschul et al., 1990], este algoritmo é um desdobramento do algoritmo
de SW, sendo um modelo otimizado em velocidade, ao contrario do calculo mais acurado e
exato do SW que, muitas vezes, torna-se inviavel em projetos de larga escala devido ao

consumo de tempo e espago computacional.

[Uchiyama, 2007, Shpaer et al., 1996; Pearson 1991, 1995] discutem a eficiéncia e
aplicabilidade destes dois métodos. Os resultados mostram que o ndmero de falso-positivos,
assim como o de falso-negativos, é significativamente menor para o SW e que o risco de uma
sequéncia facilmente detectada pelo SW néo ser identificada pelo BLAST ¢é consideravel. De
forma resumida, o algoritmo de SW, computacionalmente falando, garante encontrar o melhor
alinhamento local entre as sequéncias, enquanto que o BLAST encontra alinhamentos étimos
mas ndo garante encontrar o melhor. De qualquer forma o BLAST fornece resultados bastante

aceitaveis na maioria dos casos, sendo, de longe, o algoritmo mais utilizado na area.

A utilizacdo do algoritmo de SW pode ser viavel para comparagdes em larga escalase
existir uma estrutura computacional com velocidade de processamento suficiente, e
provavelmente distribuida?!. Porém, pequenas instituicdes ou laboratdrios podem n3o ter acesso

a esse tipo de recurso; nestes casos, certamente a opcao serd por um algoritmo como o Blast.

Um fato importante a ser lembrado é que a existéncia de falso-positivos, com um valor de
E-value?®> <= 0,01, é esperada quando milhdes de comparacdes sdo executadas. De qualquer
forma, a transferéncia de funcéo e inferéncia de homologia ndo deve se basear unicamente nos

valores de E-value. A fracdo de posicOes idénticas (ou posigdes positivas, no caso de

19 Com melhor pontuagéo.

20 Heuristica € um método ou processo criado com o objetivo de encontrar solugdes para um problema. E um
procedimento simplificador (embora ndo simplista) que envolve a substituicdo de questdes dificeis por outras de
resolucdo mais fécil a fim de encontrar respostas viaveis, ainda que ndo 6timas. O procedimento pode ser tanto
uma técnica de resolucdo de problemas, como uma operacao de comportamento automatica, intuitiva e
inconsciente.

21 Existem implementacGes do SW otimizadas em nivel de hardware e em processamentos distribuidos em grid e
cloud, por exemplo [ANEXO IIl, Liu et al., 2013; Torbjgrn R, 2011; Khajeh et al., 2010; Rognes T, 2010; Liu et
al., 2009; Rudnicki et al., 2009; Manavski andValle, 2008; Li et al., 2007; Farrar M, 2007].

22 O valor esperado representa o nimero de diferentes alinhamentos, com pontuacdo igual ou superior a um
valor S, que é esperado ocorrer ao acaso numa busca de banco de dados. Quanto menor o E-value, mais
significativa é a pontuacdo do alinhamento (NCBI — BLAST Glossary:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK62051/).
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aminoacidos) entre um par de sequéncias assim como a extensdo da area de sobreposicéo, dentre
outras propriedades do alinhamento, tém um importante papel nas predi¢cdes funcionais e
evolutivas baseadas em similaridade de sequéncias [Rost B, 2002; Tian and Skolnick, 2003;
Boekhorst and Snel, 2007].

Bancos de Dados Bioldgicos

Um banco de dados pode ser definido como qualquer colecdo de dados relacionados e
gerenciados por um sistema particular, chamado de SGBD — Sistema Gerenciador de Bancos
de Dados. De uma forma mais restritiva, pode-se dizer que um banco de dados é uma colecao
de dados persistente, logicamente coerente e inerentemente significativa, com relacédo a alguns
aspectos do mundo real [Elmasri and Navathe, 2011]. A atividade de preparar um banco de
dados pode ser dividida em:

— Coleta e organizacdo d dados para que possam ser facilmente acessados;

— Disponibilizacdo desses dados em um sistema multiusuério.

Os autores acima citam como relevantes algumas caracteristicas de bancos de dados

bioldgicos, como por exemplo:

— As defini¢des dos dados biol6gicos devem ser passiveis de representagdo numa
subestrutura de dados gque garanta que informacGes importantes ndo sejam perdidas
durante a modelagem dos dados;

— Devem ser flexiveis ao lidar com tipos e valores de dados. A imposicdo de restricbes
deve ser limitada, dentro do possivel, uma vez que isso pode excluir excecdes. A
exclusdo desses valores pode resultar em perda de informacéo relevante;

— Precisam dar suporte a consultas complexas. No entanto, usuarios sem o
conhecimento da estrutura de dados podem ndo conseguir construir, por conta
prépria, uma consulta complexa. Deste modo, o sistema deve fornecer ferramentas

para que se construam tais consultas.

Com o amadurecimento da pesquisa genémica, além de dados de sequéncias, uma
grande quantidade de outros dados biologicos tem sido gerada e armazenada em inUmeros
bancos de dados. A informac&o bioldgica atual reside em algumas centenas de bancos de dados,

publicos e privados, que provéem informacdes descritivas gendmicas, protedmicas,
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enzimaticas, de expressdo génica, variantes genéticas e ontologias, para citar algumas,

suplementadas por multiplas publicacGes cientificas.

No entanto, um problema importante é conseguir relacionar uma mesma entidade
bioldgica (no “mundo real”) em diferentes bases de dados. Fontes de dados distintas geralmente
usam identificadores particulares que em alguns casos podem ser conectados através de fontes
de mapeamentos de identificadores disponiveis na web, mas muitos bancos de dados néo
provéem numeros de acesso UNicos, e nos casos que possuem, muitas vezes 0s nimeros nao sao
estaveis nem em diferentes versfes do mesmo banco de dados [Philippi and Kdéhler, 2006].
Como consequéncia, em muitos casos, € impossivel reproduzir resultados de buscas

acuradamente.

Bancos de dados tém sido utilizados para gerenciar e integrar grandes quantidades de
dados complexos em outras disciplinas por décadas, e servem para dar suporte a métodos de
analise provendo uma estrutura para integrar informacdo de uma variedade de fontes,
permitindo buscas mais rapidas e poderosas. [Nelson et al., 2003] fazem um comentario sobre
0 descuido com os principios de modelagem de bancos de dados bioldgicos ser justificado
devido a complexidade dos dados; os autores defendem que projetar um banco de dados
ignorando todo o conhecimento ja acumulado na area de computacédo € similar a projetar um
experimento de biologia molecular ignorando os principios fundamentais da replicacdo do
DNA. E mesmo que se considere avancos na area de tecnologia de informacéo, ferramentas
para aplicacGes de sistemas de bancos de dados néo terdo sucesso se forem implementadas a
partir de uma base de dados ineficiente devido a um projeto de modelagem deficiente.

Alguns autores com formacdo em engenharia de software consideram que ferramentas
de seu dominio vém sendo aplicadas a gendmica visando, primariamente, o desenvolvimento
de algoritmos de analises poderosos e eficientes, mas sem uma atuacdo mais forte no

desenvolvimento de sistemas de informacéo de qualidade [Mayordomo AM, 2011].

Integracdo de Dados

Devido ao nimero crescente de bancos de dados de biologia molecular e do seu

conteudo, a integracdo de bancos de dados nesse dominio é um tema importante de pesquisa.
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Abordagens existentes tém em comum a compreensdo de que sdo necessarios esforcos

consideraveis para fornecer acesso integrado a fontes de dados heterogéneas [Philippi S, 2004].

Para [Pennisi E, 2005], um equivoco comum € a crenga de que 0s principais problemas
de integracdo de bancos de dados bioldgicos estédo relacionados com a tecnologia utilizada. O
autor acredita que, apesar do dominio de tais tecnologias poder ser um desafio, 0s maiores
problemas estdo, na realidade, relacionados a estrutura e contetdo dos préprios bancos de dados
que impedem o uso efetivo de tecnologias de integracdo. Sdo problemas que ndo apenas
possuem efeitos adversos relativos a tarefa de garantir a disponibilidade de dados para a
comunidade cientifica em geral, mas tornam-se um obstaculo ainda maior para a biologia de
sistemas [Philippi and Kéhler, 2006].

Para a construcdo de modelos na area de biologia de sistemas o primeiro passo é a
identificacdo de fontes de dados adequadas. [Philippi and K&hler, 2006] citam como um pré-
requisito para identificar e usar dados, uma descricdo, com meta-informacdo apropriada, ao
menos do tipo de dado armazenado, 0 modo como foram produzidos, diretrizes sobre como
foram curados, as estruturas usadas para armazenar os dados e informacdo sobre o
gerenciamento de atualizagOes e versdes. E concordam que, infelizmente, nem todo banco de

dados bioldgicos fornece tal meta-informagéo.

Os repositorios de informacdo gendmica sdo bastante heterogéneos, muitas vezes usam
conceitos distintos ou versdes do mesmo termo. Por exemplo, uma alteragdo numa sequéncia
de DNA pode ser uma varia¢do, mutacdo, polimorfismo, SNP. Nesses casos, apesar desses
termos ndo representarem exatamente um mesmo conceito, podem ser usados com 0 mesmo
significado em algumas situacdes, e isso causa confusao quando o dado precisa ser interpretado
[Den Dunnen and Antonarakis, 2001]. Como alguns estudos indicam [Richesson and Turley,
2003], esse é um problema para o qual a utilizacdo de metodologias de modelagem conceitual
e ontologias sdo essenciais. Como auxilio a esse tipo de problema, ontologias e vocabularios
controlados sdo frequentemente utilizados nas ciéncias bioldgicas como referéncias semanticas,
que possuem definicdes comuns para entidades do mundo real (conceitos) e as relagdes entre

elas.
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Referéncias semanticas muitas vezes sdo utilizadas para codificar campos em bancos de
dados — como por exemplo, “Taxonomy Ids” para espécies no NCBI? ou “niimeros EC**? para
fungBes enzimaticas — ao invés de serem criadas manualmente, sujeitas a erros de escrita e
descricdes livres. E podem ser usadas também para integracdo semantica de dados [Stevens et
al., 2000; Kohler et al., 2003; Ashburner et al., 2000; Philippi and Kohler, 2004]. Por exemplo,
se duas fontes de dados armazenam dados sobre proteinas e na estrutura de um dos bancos 0s
dados estdo nomeados como “dados ptn” e no outro como “dados p”, uma referéncia de
ambos, semanticamente definida pelo conceito ontoldgico “proteina”, pode ser explorada para

conectar as entradas entre as duas fontes de dados, apesar das diferencas ao nivel de esquemas.

Modelagem Conceitual

Na ciéncia da computacdo, modelagem conceitual € um campo heterogéneo, que
engloba varias disciplinas relacionadas a construgéo de sistemas de software. Na area de bancos
de dados o termo comecou a ser utilizado referindo-se a representacdo de dados e suas inter-
relacBes, as quais seriam gerenciadas por um sistema de informacdo, independentemente de

qualquer caracteristica de implementacdo deste sistema [Chen PP, 1976; Chen et al., 1999].

Como os sistemas de software vém se tornando mais complexos, e 0 dominio dos problemas
tem se movido para além de conceitos familiares aos desenvolvedores, modelos conceituais vém
ganhando importancia, atuando como o ponto inicial para o entendimento dos problemas de
usudrios, auxiliando na sua resolucdo. Deste modo, os modelos conceituais devem empregar uma
linguagem que possa ser compreendida pelos usuarios para o propdésito de validacdo, e também
transmitir informagdes do problema necessarias aos desenvolvedores para que estes possam
construir o sistema posteriormente. O escopo do termo foi sendo ampliado gradativamente e
adquirindo o significado de representacdo do dominio do problema, com o propdsito de
compreensdo e comunicacdo entre desenvolvedores e usuarios [Kaindls and Carroll, 1999;
Loucopoulos and Karakostas, 1995; Wieringa R, 1995; Beringer D, 1994].

23 NCBI - http://www.nchi.nlm.nih.gov/taxonomy.

24 NUmero atribuido a um tipo de enzima de acordo com um esquema de nomenclatura padronizado pelo Enzyme
Comission do Comité de Nomenclatura da Uni&o Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) -
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/.
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Independente do rigor de significado nas diferentes areas da computacdo, as
caracteristicas essenciais de qualquer modelo conceitual séo representacdo e compreensdo, isto
é, permitir que desenvolvedores entendam o problema levantado por usuarios, para atingir uma
concordancia com estes sobre o escopo da solucdo e, finalmente, usar a informacao
representada no esquema conceitual para construir um sistema de software que resolva o
problema em questéo (seja este banco de dados convencional, baseado em conhecimento, ou

qualquer outro).

Resumidamente, de acordo com [Juristo and Moreno, 2000], modelos conceituais
satisfazem as seguintes condigdes:

1. Independéncia entre a andlise e as fases subsequentes, isto é, a possibilidade de
analise e compreensao dos varios aspectos do problema antes de escolher o software
e paradigmas de desenvolvimento.

2. Independéncia do sistema de computacdo, isto é, a possibilidade de usar resultados
das analises como base para desenvolvimento em diferentes paradigmas.

3. Independéncia de evolucéo de tecnologia, isto é, a possibilidade do mesmo esquema

ser valido mesmo quando os softwares sdo atualizados ou substituidos.

Uma vantagem de trabalhar no nivel conceitual é que este é o mais estavel. N&o é afetado
por alteracdes em interfaces de usuarios ou técnicas de armazenamento ou acesso ao banco de
dados. Se, por exemplo, um esquema conceitual é implementado em um SGBD relacional e,
posteriormente, deseja-se fazer uma migracao para um SGBD orientado a objeto, a ndo ser que
0 “Universo de Discurso” (UoD)? tenha se alterado, o esquema conceitual pode ser mantido
sem nenhuma alteracdo. Sera necessario apenas aplicar um diferente processo de mapeamento

para 0s esquemas ldgico e fisico, e migrar os dados.

A modelagem conceitual e descri¢des ontoldgicas sdo amplamente utilizadas no campo
de sistemas de informac&o auxiliando os desenvolvedores a realizarem seu trabalho em um alto
nivel de abstracdo, permitindo a compreensdo e descricdo do dominio do problema antes de

atuar concretamente na sua solugéo [Chen et al.,1999].

%5 A porgdo do mundo real relevante para o banco de dados; as vezes referenciado também como mini-mundo
(miniworld).
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Na literatura, o termo modelagem conceitual muitas vezes ¢ utilizado de forma pouco
precisa, e ndo é raro encontrar modelos, ditos conceituais, que na realidade ja estdo
condicionados a restricdes computacionais proprias da abordagem de um desenvolvedor em
particular?®. Nestes casos, pode-se considerar que o enfoque do sistema de desenvolvimento de
software estaria pré-condicionado desde o inicio de sua construcéo e, desta forma, o método de
desenvolvimento estaria sendo escolhido antes que as necessidades do usuario fossem
entendidas.

Pode-se citar algumas publicacBes que tratam especificamente de modelagem de bancos
de dados biol6gicos: [Pastor O et al., 2012; Mayordomo AM, 2011; Busch and Wedemann,
2009; Pastor O, 2008; Elmasri et al., 2007; Xiaohua Zhou and IlI-Yeol Song, 2005; Birney and
Clamp, 2004; Chen and Carlis, 2003; Nelson et al., 2003; Keet CM, 2003; Rojas-Mujica and
Bornberg-Bauer, 2002; Bornberg-Bauer and Paton, 2002; Rubin et al., 2002; Paton et al., 2000;
Juristo and Moreno, 2000; Navathe and Kogelnik, 1999; Chen et al., 1999]. Dentre estes, a
maioria discute conceitos e a importancia do tema e sua ampla aplicacéo na area de sistemas de
informacdo, e relata a pouca orientacdo na literatura sobre boas praticas em modelagem de
bancos de dados bioldgicos e sua utilizacdo. Alguns utilizam o termo modelagem conceitual
quando na realidade estdo se referindo claramente a modelagem l6gica; e nenhum deles trata
de um dominio ou representacdo esquematica que possa ser utilizado para o projeto desta tese.

Modelos de Dados

[Allen et al., 2006]%" mostram que enquanto a modelagem de dados é uma &rea de
pesquisa muito bem estabelecida na ciéncia da computacdo, ainda existem muitas e ricas
oportunidades para pesquisa, € que novas areas vém surgindo continuamente, incluindo a area

de gendmica.

O modelo de dados relacional contribuiu para a separacdo da representacdo logica dos
dados (relacdes e tuplas) da implementacéo fisica (arquivos e mecanismos de acesso) (Codd
EF, 1970). Desde entdo, varios modelos de dados semanticos tém sido propostos.

26 por exemplo, o modelo l6gico relacional (Codd EF, 1970).
270 resumo da lista de discussdes da AMCIS 2005, sobre avangos em modelagem de dados, patrocinado pelo
“Special Interest Group on Systems Analysis and Design (SIGSAND)”
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Exemplos incluem:

— Entity Relationship Model (ERM) (Chen PP, 1976),

— Extended ERM (Smith and Smith, 1977),

— Semantic Data Model (SDM) (Hammer and Mcleod, 1981),
— Unified Semantic Model (USM) (Ram S, 1995).

Um levantamento da literatura [Allen G et al., 2006] sobre avaliacdo de métodos de
modelagem revelou alguns atributos necessarios, que incluem:
— Adequacdo ou riqueza do método de modelagem em representar a realidade
subjacente;
— Legibilidade do esquema obtido com o método de modelagem;
— Quao facil é a utilizacdo do método de modelagem para a representacdo dos

requerimentos.

Por exemplo, a legibilidade do método de modelagem indica essencialmente quéo facil
é a leitura do esquema modelado e a reconstrucdo da realidade do dominio a partir desse
esquema. E desejavel em situacdes onde os esquemas s&o criados por um time de analise e
precisam ser lidos e interpretados por outros analistas, desenvolvedores ou administradores de
sistemas. No entanto, diferentes modelos podem enxergar a realidade de diferentes formas,
assim, torna-se dificil isolar que aspecto de um modelo pode causar maior ou menor

legibilidade.

Num modelo de dados, a descricdo da base de dados e a base de dados em si séo
conceitos distintos. A descricdo da base é um esquema, e uma das formas de visualizacéo de
um esquema € um diagrama do mesmo. Diferentes modelos de dados possuem diferentes

convencdes para o diagrama de um esquema?,

28 \Veja por exemplo uma discusséo dos modelos ER (Entity Relationship), OR (Object Relational) e UML
(Unified Modeling Language) em [Halpin TA, 2004].
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Sistema Gerenciador de Banco de Dados — SGBD

Sistemas gerenciadores de bancos de dados comerciais existem desde a década de
sessenta. Dentre 0s mais antigos estdo os modelos de rede e hierarquico (Bachman CW, 1969;
Tsichritzis et al., 1976).

SGDBs sdo aplicagOes de software especializadas, desenvolvidas para executar as
tarefas fundamentais de bancos de dados como armazenar e organizar informacoes, garantir
que os dados estejam livres de contradi¢des internas, reforcar restricdes especificas dos dados,
e retornar resultados consistentes de consultas simultaneas de multiplos usuérios [Nelson et al.,
2003]. Os tipos de SGDBs mais comuns atualmente séo o relacional, o orientado a objeto e o

hierarquico.

Os SGDBs relacionais sdo certamente os mais populares. Pode-se citar alguns sistemas
comerciais que utilizam o modelo de dados relacional, como Oracle?®, IBM's DB2%,
Microsoft's SQL Server®! e Sybase®, e alguns de cddigo aberto como MySQL*® e
PostgreSQL3.

SGBDs relacionais sdo amplamente utilizados e representam uma tecnologia adequada
para gerenciar grandes quantidades de dados. Eles provéem facilidades para uma organizacao
de dados estruturada e nao redundante, além de uma linguagem de consulta declarativa — SQL

— para gerencia-los [Chen and Sidhu, 2007].

A primeira versao do PWDB foi implementada utilizando o SGBD relacional IBM-DB2
[Otto, Bezerra et al., 2010] e o esquema relacional da segunda versao foi desenvolvido para o
SGBD PostgreSQL [Lifschitz, Bezerra et al., 2012].

29 http://www.oracle.com

30 http:/fwww-3.ibm.com/ software/data/db2/
31 http://www.microsoft.com/sql/ default.asp
32 http://www.sybase.com/home

33 http://www.mysqgl.com/

34 http://www.postgresgl.org/
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2. OBJETIVOS

1. Fazer um estudo detalhado do arcabouco biolégico necessario para suprir 0S

requisitos do PCG;

2. Descrever e discutir detalhadamente a modelagem conceitual para a implementacao
do sistema de banco de dados PWDB, proposto para responder eficientemente esses

requisitos através de consultas diretas ao banco e de procedimentos mais complexos;

3. Representar o modelo num esquema conceitual que permita:

3.1. Que usuérios das ciéncias bioldgicas (sem conhecimento em linguagens de
consulta de banco de dados) possam esbocar consultas e procedimentos
utilizando os objetos do esquema, mesmo antes da existéncia de um esquema
I6gico

3.2. Direcionar o desenvolvimento e a implementacéo fisica do sistema.

Pontos importantes considerados:

— Analise detalhada de fontes de dados biologicos de referéncia para integrar o
sistema;

— Selecdo de bases de dados, a partir desta analise, que permitam a associacao das
sequéncias de proteina comparadas no PCG com dados de anotacdo e
informagdes funcionais, dentro de um contexto genémico;

— Definicdo de protocolos para a construcdo de referéncias cruzadas entre as

sequéncias de proteina e as diferentes bases de dados selecionadas.

Limites da modelagem:

A delimitacdo do dominio, as questdes que poderdo ser abordadas, e que
respostas poderdo ser obtidas com o esquema conceitual proposto dependeréo das fontes
de dados selecionadas, e das referéncias cruzadas que forem construidas com a matriz

de similaridade resultante do PCG.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROJETO CONCEITUAL

O principal objetivo da modelagem conceitual de um banco de dados (BD) € a abstragdo,
definicdo e conhecimento do dominio. Esta etapa busca representar, em uma linguagem de alto

nivel, os conceitos/objetos presentes no dominio do problema.

A definicdo e compreensdo da semantica do dominio no projeto conceitual é bastante
facilitada devido a caracteristica do esquema conceitual de descrever o modelo de dados de

maneira independente de representacdes computacionais.

Teoricamente, devido a razGes como correcdo, clareza, riqueza de informacdo e
portabilidade, o desenho do BD deve ser representado, primeiramente, em um esquema
conceitual, que é uma representacdo grafica do modelo conceitual, para s6 entdo ser efetuado o
mapeamento para o esquema do BD. A qualidade de descricdo de um esquema conceitual €
fundamental, pois € a partir dele que se realiza 0 mapeamento para o modelo l6gico que guiara

a implementacéo do sistema (modelo fisico).

Assim, um projeto de banco de dados deve evoluir de acordo com as seguintes etapas:

— Projeto Conceitual: representacdo dos requisitos de dados do dominio; ndo tem
nenhuma dependéncia do Sistema Gerenciador de Banco de Dados (SGBD) e nem de
requisitos computacionais;

— Projeto Logico: representacdo do esquema conceitual em um modelo de BD. Nesse
momento ja existe uma dependéncia da classe do SGBD, mas ndo do SGBD especifico.
O esquema conceitual € mapeado num esquema l6gico®, descrito em termos de um
modelo de dados genérico (por exemplo, relacional) escolhido de acordo com o0s
propositos da implementacéo;

— Projeto Fisico: tem total dependéncia do SGBD; o esquema fisico é construido
adaptando o esquema l6gico ao SGBD especifico (por exemplo, PostgreSQL), e ja séo

consideradas questdes referentes a performance do sistema.

35 Ver [Lifschitz, Bezerra et al., 2012]
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A FIGURA 3.1 apresenta, de forma grafica e concisa, as principais etapas do

desenvolvimento de um sistema de banco de dados. Os projetos conceitual, 16gico e fisico sdo

etapas independentes tratadas em diferentes momentos do projeto.

Erojeto 16gicq

']Tlndependenle de qualquer SGBD

y

| OBTENCAO E ANALISE DE REQUISITOS|

Requisitos da Base de Dados

[ PROJETO CONCEITUAL |
i

Esquema Conceitual
(em um Modelo de Dados de Alto-Nivel)

!
——————————————————————— | MAPEAMENTO DO MODELO DE DADOS |

1 i SGBD especifico i

Esquema Conceitual
(em um Modelo de Dados de um SGBD especifico)

|
PROJETO FiSICO
)

Esquema Interno
(para o mesmo SGBD)

~

> Obijetivo da tese

FIGURA 3.1. Diagrama simplificado com as principais fases do projeto de um BD (adaptado
de [Elmasri and Navathe, 2011]).

Diagrama Entidade-Relacionamento (DER)

Neste trabalho, para a representacdo dos conceitos e objetos num esquema conceitual

utilizou-se 0 DIAGRAMA ENTIDADE-RELACIONAMENTO (DER) [Harrington JL, 2009; Chen et al.,
1999; Elmasri R and Navathe, 2011].

Neste diagrama (FIGURA 3.2), os objetos sdo classificados basicamente em:

— ENTIDADE: abstracdo de um fato do mundo real para o qual se deseja manter os dados;

— RELACIONAMENTO: abstracdo de uma associagao entre (ocorréncias de) entidades;

— ATRIBUTO: abstragéo de uma propriedade de uma entidade ou de um relacionamento.
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— O Atributo 1

Entidade 1 Entidade2 L 5 Atributo 2

FIGURA 3.2: Elementos basicos de um esguema Conceitual representado por um Diagrama
Entidade-Relacionamento:  Retdngulos  representam  ENTIDADES; Losangos  representam
RELACIONAMENTOS entre entidades e Circulos representam 0s ATRIBUTOS de entidades ou
relacionamentos.

O objeto béasico é a ENTIDADE. Uma entidade representa alguma coisa do mundo real que
possui uma existéncia independente. Pode ser um objeto com uma existéncia fisica — uma pessoa
por exemplo, ou pode ser um objeto com existéncia conceitual — uma empresa por exemplo. Uma
entidade prové uma descricdo das propriedades que sdo compartilhadas por uma colecdo de

instancias de um dominio.

Os ATRIBUTOS de uma entidade tém propriedades particulares que a descreve. Uma entidade
EMPREGADO pode ser definida por nome, trabalho, idade, endereco e salario, por exemplo. Os
atributos de uma entidade indicam que valores podem ser armazenados para identificar ou

descrever uma instancia desse tipo.

Os RELACIONAMENTOS podem ter atributos. E o caso do valor de um atributo descrever
uma relacdo sem ser atributo de nenhuma das duas entidades participantes. Um relacionamento

também pode associar uma entidade a ela mesma.

Relacionamentos possuem certas “restricdes” que limitam as possiveis combinagdes de
entidades participantes em instancias do relacionamento. Sdo determinadas pelas situacbes do
“mini-mundo” que os relacionamentos representam. Por exemplo, se existe uma regra que define
que um empregado trabalha em apenas um departamento, essa restricdo deve estar descrita no

esquema.
Dois tipos frequentes de restricdes de relacionamento sdo: razdo de cardinalidade e

participacdo. A razéo de cardinalidade especifica a quantidade de instancias do relacionamento que
uma entidade pode participar. As mais comuns para relacionamentos binarios séo 1:1, 1:N e M:N.
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Na FIGURA 3.3, por exemplo, o tipo de relacionamento binéario trabalha-em, entre as
entidades DEPARTAMENTO e EMPREGADO tem razdo de cardinalidade 1:N, e significa que:
— Cada instancia de DEPARTAMENTO pode estar relacionada a inimeras instancias de
EMPREGADO (muitos empregados podem trabalhar em um departamento),
— Mas uma instancia de EMPREGADO pode estar relacionada a apenas um DEPARTAMENTO

(um empregado pode trabalhar em apenas um departamento).

EMPREGADO trabalha em DEPARTAMENTO

FIGURA 3.3. Relacionamento trabalha-em

A restricdo de participacdo define se a existéncia de uma entidade depende de um
relacionamento com outra entidade; pode ter participacdo total ou parcial. Na FIGURA 3.4, por
exemplo:

— Se existe uma regra de que todo departamento precisa ter um gerente, uma instancia da
entidade DEPARTAMENTO s0 existe se participar em uma instancia do relacionamento
gerencia — a participacdo é total.

— Nem todo empregado gerencia um departamento, assim, a participacdo de EMPREGADO
no relacionamento gerencia é parcial, significando que nem todas as instancias de
EMPREGADO estardo relacionadas a instancias de DEPARTAMENTO através do

relacionamento gerencia.

EMPREGADO DEPARTAMENTO

FIGURA 3.4. Relacionamento gerencia
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3.2. DADOS PRIMARIOS — SEQUENCIAS

A. Sequéncias Comparadas no WCG
O conjunto basico de sequéncias comparadas no WCG foram sequéncias de
aminoéacidos, obtidas de duas fontes de dados: RefSeq v.21 e Uniprot-SwissProt v.5.5%. Além

deste, também foi comparado um conjunto adicional de sequéncias tORF*’, especifico do PCG.

Dentre as sequéncias comparadas no PCG existem?®:

(a) Sequéncias de proteina que possuem anotacdo de genes, MRNAs* e CDSs* na
sequéncia gendmica;

(b) Sequéncias de proteina para as quais as unicas sequéncias de nucleotideos de origem
sdo mMRNAs;

(c) Sequéncias de proteina provenientes de sequéncias gendmicas, sem referéncia ao
MRNA,

(d) Sequéncias de proteina obtidas diretamente do sequenciamento de moléculas de
proteina, sem nenhuma sequéncia de nucleotideos de origem;

(e) Sequéncias tORF que possuem, obrigatoriamente, a posicdo de sua sequéncia

ncORF de origem definida numa sequéncia gendémica completa de procarioto.

— Identificador de Sequéncias

Como o conjunto total de sequéncias comparadas no WCG inclui sequéncias de
aminoéacidos de duas bases de dados distintas de sequéncias de proteina — RefSeq e SwissProt,
além de sequéncias tORF (inexistentes nestas bases), ndo existe um identificador natural que
possa ser utilizado para definir unicamente cada sequéncia. Desta forma, foi criado o
identificador "fiocruzid” para nomear as sequéncias independentemente de sua origem e tipo
(FIGURA 3.5).

% ANEXO IV

37 "Non-coding_ ORF” (ncORF) e “translated ORF” (tORF) sdo termos definidos para o esquema conceitual do
PWDB para representar conceitos especificos do PCG. Néo séo proteinas cadastradas em bancos de dados de
sequéncias. Maiores detalhes adiante nesse mesmo topico 3.2 e em DISCUSSAO.

38 Maiores detalhes adiante nesse mesmo topico 3.2 e em RESULTADOS

39 RNA mensageiro

40 CoDing Sequence
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Algumas regras foram consideradas na construgio deste surrogate*!42:

(a) Nas sequéncias provenientes da base de dados RefSeq, o fiocruzid equivale ao Gl
do NCBI*3, como por exemplo 51893456 na FIGURA 3.5.

(b) Nas sequéncias provenientes da base de dados SwissProt, o fiocruzid € um ndmero
sequencial comecando por 150000 ou 900000 mais 8 casas decimais, como por
exemplo 900000000000002 na FIGURA 3.5.

(c) Nas sequéncias tORF, o fiocruzid é um numero sequencial simples de 8 casas
decimais, como por exemplo 00000769 na FIGURA 3.5.

Seq. swissprot
Seq. refseq

51893456)11066991% 118 33.7,0.02,0.241,195,44,213,99,292,25,1
ailil 1925900000000000002795,28.5,0.62,0.327,55,188,242,65,117,0,2
‘ 00000006,104774198,101,29.6,0.61,0.283,138,267,400,227,358 4,6
Seq. tORF —— (00000769,00031986,101,29.6,0.61,0.283,138,400,267,227,358,4,7 ‘
FIGURA 3.5. “Recorte” do output resultante da execucdo do SSEARCH. Cada linha apresenta o
resultado da comparagcdo de um par de sequéncias, identificadas pelos dois primeiros valores — por
exemplo, na primeira linha, a sequéncia consulta (query) tem o identificador 51893456 e a sequéncia

comparada (subject) tem o identificador 11066918. O restante das informagdes s&o valores de similaridade,
cobertura e estatisticos do alinhamento®.

— Tipos de Comparagdo®
No WCG foram executadas comparagOes “par-a-par” e “todas-contra-todas”, da

seguinte forma:

Todas as proteinas RefSeq ~ contra todas as proteinas RefSeq;
- Todas as proteinas RefSeq ~ contra todas as proteinas SwissProt;
- Todas as proteinas SwissProt contra todas as proteinas SwissProt;
- Todas as proteinas SwissProt contra todas as sequéncias tORF;

- Todas as sequéncias tORF  contra todas as sequéncias tORF*.

41 Uma chave artificial que permite identificar unicamente as entidades a representar.

42 Os identificadores dos casos (b) e (c) abaixo, nas suas respectivas bases de dados de origem, podem ser
recuperados dos dados de entrada do PCG.

430 ntimero GI é um identificador Unico, interno do NCBI. Cada sequéncia de nucleotideos e de proteina
cadastrada no NCBI tem um ndmero Gl associado (fonte: glossario NCBI).

4 O significado de cada “campo” de uma linha (separados por virgulas) esta especificado no ANEXO I11.
SANEXO I11.

%6 Proteinas RefSeq NAO foram comparadas com sequéncias tORF.
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— Resultado das Comparacdes

O resultado do PCG é uma matriz, de aproximadamente 900 GB, com indices de
similaridade entre pares de sequéncias de amino&cidos. Importante comentar que sé foram
armazenados os resultados de alinhamentos significativos*’, e que o resultado de uma comparagéo
nada mais é do que uma linha com informacdes de similaridade, cobertura e estatisticas do

alinhamento, fornecidas pelo programa SSEARH (FIGURA 3.5 acima).

Vale ressaltar o fato desta matriz disponibilizar 4.2 x 10° resultados de similaridade entre
sequéncias, ja pré-calculados, por um método nao heuristico, que utiliza programacao dinamica.
E que centenas de genomas completos (e incompletos) foram comparados “par-a-par” e todos-

contra-todos”.

B. Caracteristicas das Sequéncias Consideradas no Projeto Conceitual do PWDB
— Sequéncias ORF e CDS*
- Um “quadro aberto de leitura” (Open Reading Frame — ORF) é uma série de codons
(trincas) de nucleotideos que se estende até o primeiro codon de terminacao, e pode
ser ou ndo uma regiao codificadora de proteina.
- Uma sequéncia de nucleotideos codificadora de proteina (CoDing Sequence — CDS)
é uma ORF, com codon de inicio de traducéo e cddon de término de traducéo, que
codifica uma proteina.

- Assim, toda sequéncia CDS é uma ORF, mas nem toda sequéncia ORF é um CDS.

— Sequéncias ORF, ncORF e tORF
"Non-coding_ORF” (ncORF) e “translated ORF” (tORF) sdo nomenclaturas
definidas para o projeto conceitual do PWDB.
- Sequéncias de nucleotideos ncORFs representam ORFs numa sequéncia genémica
que ndo foram identificadas como codificadores de proteina por métodos de

predicdo de genes durante o processo de anota¢do do genoma.

47 Atingiram os valores minimos de score e estatisticos exigidos pelo programa, de acordo com os parametros
selecionados para a comparacdo. Ver ANEXO II1.

48 Na nomenclatura do NCBI: CDS - “CoDing Sequence” — ¢ regido de nucleotideos do mRNA que é traduzida
em aminoacidos. Uma sequéncia codificadora de proteina (CDS) é uma sequéncia de nucleotideos que comeca
com um cédon de iniciagéo, termina com um c6don STOP e determina a sequéncia de amino4cidos de uma
proteina [Glossario NCBI].
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As sequéncias de aminoacidos tORFs foram obtidas pela “traducéo conceitual™* de
sequéncias ncORFs, com base no mesmo codigo genético utilizado para a traducao
das sequéncias CDSs nas bases de dados de proteina.

Como as sequéncias tORFs ndo foram preditas como proteinas, ndo existem nas
bases de dados de proteinas.

Apenas ORFs contidas integralmente em regides descritas como ndo codificadoras
foram consideradas como ncORFs; qualquer tipo de sobreposi¢éo de uma ORF com
uma sequéncia anotada como codificadora, foi excluida.

Sequéncias tORFs foram comparadas no WCG apenas com sequéncias de proteina

da base de dados SwissProt®.

Sequéncias Genbmicas®™

Status®? Complete — tipicamente significa que cada cromossomo esta representado
por apenas uma sequéncia com montagem de alta qualidade,

Status Assembly — tipicamente significa que existem montagens que ainda nao estéo
no nivel de cromossomo e/ou draft?,

Status In Progress — indica que o projeto de sequenciamento esta numa fase de pré
montagem ou as sequéncias montadas/completas ainda ndo foram submetidas ao
GenBank/EMBL/DDBJ*.

Prefixo NC_>°: foram obtidas por procedimento automatizado e possuem revisao
de especialista para alguns registros. O sistema de coordenadas da sequéncia,
posicionamento de genes e anota¢do sao mais estaveis.

Prefixos NT_, NW_, NZ %: indicam registros que ndo foram revisados
individualmente; as atualizacbes do genoma sao liberadas como um bloco. A
montagem, anotacao e posicionamento dos genes sao provisérios. No PWDB, o
tratamento dispensado a essas sequéncias deve ser diferenciado e mais cuidadoso,
considerando que os relacionamentos entre as sequéncias de proteina, e suas

sequéncias CDSs e gendmicas podem ser incompletos ou néo existir.

49 Um codon de nucleotideos codifica um aminoécido de acordo com um cddigo genético.

50 Sequéncias de proteina da base de dados RefSeq NAO foram comparadas com sequéncias tORF

51 Anexo IV — Base RefSeq.

52 Propriedade que se refere ao estagio corrente do projeto de sequenciamento do genoma.

%3 Refere-se a uma sequéncia de DNA que ainda néo esta terminada mas tem, geralmente, alta qualidade
(precisdo > 90%).

% Ver ANEXO IV.

55 Moléculas gendmicas completas incluindo cromossomos, organelas e plasmideos

% Contig ou scaffold e sequenciamento whole genome shotgun néo finalizado [unfinished WGS].
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C. Utilizaco das Sequéncias de Aminoacidos no PWDB *’

— As sequéncias de proteina provenientes de projetos gendmicos completos®® sdo
indicadas para estudos comparativos de proteomas completos (“preditos”);

— As demais sequéncias de proteina®® podem ser utilizadas para identificar e confirmar
resultados de anotacdo e também como informacéo auxiliar em outros procedimentos.
Podem ser Uteis para (in)validar, por exemplo:

- A existéncia de um gene ndo conhecido em genomas completos, cuja proteina
traduzida de uma sequéncia similar exista nos bancos de dados,
- Uma anotacédo experimental inexistente no conjunto de proteomas completos,
- Aexisténcia de novas combinag¢Ges de dominios em proteinas multi-modulares,
ndo identificadas no conjunto de proteomas completos,
- Dentre outros.
— O grupo experimental de sequéncias tORF foi criado para avaliar o potencial

codificador de pequenas sequéncias NcORF®°.

3.3. BAsEs DE DADOS BioLoGIcos®!

Para a modelagem dos conceitos necessarios para responder os requisitos do PCG foram
construidas referéncias cruzadas entre bases de dados bioldgicos publicas e as sequéncias
armazenadas na matriz de resultados do PCG.

Nesta etapa, algumas bases de dados foram detalhadamente estudadas, e algumas das

caracteristicas analisadas, relevantes para a escolha, foram:
— Na&o redundantes e curadas,
— Mantidas por grupos internacionais de pesquisa renomados®? e com reconhecida

competéncia técnica e potencial financeiro para sua manutencao e atualizagéo,

" Ver RESULTADOS.

%8 Possuem sequéncias de proteina, CDS, gene e gendmica.

%9 Né&o se pode garantir que todas as proteinas de um organismo estejam representadas nas bases de dados, e nem
gue possuem um genoma completo de referéncia sequenciado.

0 O PCG comparou estas sequéncias numa tentativa de identificar sequéncias candidatas a serem codificadoras —
ndo detectadas por métodos computacionais de identificagdo de genes — utilizando o grau de similaridade com
sequéncias de proteina ja conhecidas e armazenadas em bancos de dados

6T ANEXO IV.

62 Muitas vezes geograficamente dispersos.
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— Bem estabelecidas no meio académico e de pesquisa,

— Disponiveis sem custos para a comunidade cientifica em geral.

As bases de dados inicialmente selecionadas para integrarem o PWDB foram:

— Bases de dados de referéncia de sequéncias de nucleotideos (RefSeq e Gene),

Bases de dados de referéncia de sequéncias e informacdes proteicas (RefSeq e UniProt),

Base de dados de dominios proteicos (Pfam),

Base de dados de ontologias de produtos génicos (Gene Ontology — GO),

Base de dados de vias bioldgicas, classes enzimaticas e outras informacdes de

sistemas biolégicos (KEGG).

Regras para a associacdo destas fontes externas com os dados de similaridade da matriz
de resultados do PCG, e a definicdo de referéncias entre conceitos semanticamente equivalentes
nas diferentes bases de dados foram definidas durante o processo de modelagem conceitual. O
resultado é uma consequéncia imediata do trabalho desta tese e gerou o protocolo para a carga

dos dados do PWDB. No entanto, o detalhamento desta etapa foge ao escopo dessa discussio®?.

83 Ocorre numa fase posterior a modelagem conceitual. Para maiores detalhes ver [Tristdo and Lifschitz, 2009].
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4. RESULTADOS

4.1. MODELAGEM CONCEITUAL

Em bioinformaética, o termo hit costuma ser utilizado para descrever alinhamentos
recuperados para uma sequéncia consulta (query), numa busca por sequéncias similares em
bancos de dados. Uma Unica busca pode retornar uma lista de hits para uma mesma query®.
Em outros casos, o termo refere-se a sequéncia pareada (sequéncia subject) que apresenta
similaridade na comparagdo com a sequéncia query. Da mesma forma, poderé existir uma lista

de hits para uma query numa mesma busca num banco de dados.

No caso do PCG, as comparagdes foram “par-a-par” e o algoritmo utilizado foi o
SSEARCH. Desta forma, tem-se um Unico resultado para cada par de sequéncias comparado, com
as informac@es do alinhamento 6timo. Além disso, para que o resultado de uma comparacéo seja
armazenado na matriz do PCG, € necessario que haja uma similaridade estatisticamente

significativa® entre o par.

Nesta tese, o conceito “hit” foi definido como o resultado da comparacdo de um par de
sequéncias de aminoacidos armazenado na matriz do PCG, e equivale a uma linha da matriz
(FIGURA 3.5%),

E importante notar que:

— A Unica informacdo das sequéncias de proteina armazenadas na matriz do PCG séo
seus identificadores (fiocruzid/PWDId®7), que é a Ginica opgao para o estabelecimento
de qualquer relacionamento com bases de dados externas.

— Os identificadores que ndo correspondem ao Gl da base de dados RefSeq podem ser

recuperados das suas respectivas bases de dados de origem®,

Na modelagem do PWDB, o passo inicial foi relacionar os identificadores das sequéncias

de cada hit com fontes de dados externas de anotacéo, para a recuperacao de informacdes preditas

®4para a escolha do(s) melhor(es) hit(s) diferentes medidas do alinhamento e composico e estrutura das sequéncias
devem ser considerados.

8 De acordo com as exigéncias do PCG e do programa de comparagdo SSEARH.

% Em MATERIAL E METODOS

67 No esquema em [Lifschitz, Bezerra et al., 2012] e nesta tese, o identificador fiocruzid aparece como PWDId.
8 Ver 3.2. Identificador de Sequéncias
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para essas proteinas — de funcdes, ontologias, dominios proteicos, dentre outras —, e também para
comparar anotac@es das diferentes fontes de dados. O objetivo deste procedimento é tentar
transferir a anotacdo predita/confirmada de uma sequéncia (baseada no conjunto de bases de
dados escolhido) para as sequéncias comparadas no PCG que apresentem indices de similaridade

estatisticamente significativos, assim como outras caracteristicas relevantes dos alinhamentos.

Além do requisito de anotac&o, foi definida uma estratégia adicional de forma a responder
questdes gendmicas mais amplas. Nesse caso, a questdo chave foi considerar as sequéncias de
nucleotideos da base de dados RefSeq, que deram origem as sequéncias de aminoacidos
comparadas no PCG; e posicionar estas sequéncias em seus genomas. Para isso, utilizou-se parte

do conhecimento cléssico do dogma central da biologia:

GENE - transcricdio —> MRNA > traducdo > PROTEINA

Essa abordagem se adapta bem aos propositos do PWDB, pois no PCG apenas
sequéncias proteicas foram consideradas®, as quais, “conceitualmente” (no mundo real),

possuem sua origem em regides genémicas (e génicas) codificadoras de proteinas.

Desta forma, as sequéncias de proteina foram associadas as suas sequéncias de nucleotideos
de origem através da sequéncia codificadora de proteina (CDS), baseando-se no conceito “CDS
feature” descrito no NCBI Data Model [Ostell et al., 2001] (FIGURA 4.1).

1 GENOMIC Seguence
| NC 000068
I
3\ r 1
& transcript_id NH,
m- NM 018753.4
5 &
o= >— DNA protein%
= § GenelD P 061223.2
o K COOH
O 3
28 —
. doin - 26
1 (exon1_ini...exon1_fim,
: exon2_ini...exon2_fim, >={A,R,N, D, C, Q,
T fim) E.G,H,I,L K, M,
exonN_ini...exonN_fim
'={a,c, g,t u} - - F,P,S, T,W,Y,V}

FIGURA 4.1. “CDS feature” — NCBI data model (adaptado de [Ostell et al., 2001] com dados da
FIGURA 4.2).

8 Excluindo as sequéncias torf que ndo sio proteinas.
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De acordo com esse raciocinio, pode-se “tracar um caminho”’®, desde uma sequéncia de
proteina até sua sequéncia genémica, utilizando a sequéncia CDS como o ponto central para a

transformacéo:

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS > CDS - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS

Este “caminho” PROTEINA = SEQUENCIA GENOMICA (FIGURA 4.2) pode ser descrito,
resumidamente, como segue:

— Um GENE codificador de proteina é uma subsequéncia de uma SEQUENCIA GENOMICA'!
[DNA, 3= 1fa,c,g 1]

— A transcricdo de um GENE codificador de proteina gera uma sequéncia TRANSCRITA
priméria [RNA, ¥’ = {a, c, g, u}]

— A sequéncia TRANSCRITA primaria é processada’? gerando um mRNA MADURO [RNA,
Y =t{acgul]

— A sequéncia mRNA MADURO possui a subsequéncia codificadora de proteina (cbs) e
regides reguladoras’,

A sequéncia cDs € traduzida’® numa sequéncia de PROTEINA [X” = {A,R,N, D, C, Q. E, G, H,

I,L K M,FPSTW,Y,V}.

Na FIGURA 4.2 pode-se ver informacGes da proteina NP_061223:

em sua Sequéncia Gendmica (Cromossomo 2, Accession: NC_00068),

em sua Sequéncia Génica (NC_00068 REGION 163.820.933 .. 163.844.323),
em sua Sequéncia mMRNA (transcript_id: NM_018753),

em seu CDS (protein_id: NP_061223),

em sua Sequéncia mMRNA (DBSOURCE RefSeq: accession NM_018753),

em seu CDS (coded_by = NM_018753:173..913)

@ (W (> [P>] | | D
N | w| [N [~

0 Este “caminho” seria uma forma de leitura do diagrama apresentado mais adiante e seus conceitos. No momento
ndo se trata de manipulacao de modelo conceitual, pois isso ocorre ap6s a transformacdo para um modelo lI6gico
(relacional, por exemplo). Mas pode-se ver que defini¢des e suas representagdes ja estdo bem claros desde o
modelo conceitual, ponto fundamental da proposta desta tese.

1 Na maioria dos casos sdo sequéncias de DNA, mas existem genomas de RNA [Y = {a, ¢, g, u}].

2.0 processo é diferente em eucariotos e procariotos.

3 A concatenacdo de subsequéncias codificadoras da sequéncia transcrita primaria (exons), mais as regides
reguladoras UTR.

74 De acordo com um Cadigo Genético, uma trinca de mMRNA codifica um aminoécido. Por exemplo, a trinca de
nucleotideos AUG codifica 0 amino4cido Metionina (M).
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SEQUENCIA GENOMICA: Mus musculus strain C57BL/6] - CHROMOSOME 2 - NC_000068

GENE: NC_000068 REGION: 163995197..164018587

LOCUS NC 000068 23391 bp DNA linear CON 01-0CT-2012
DEFINITION Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 2, GRCm38.pl C57BL/6J.
IACCESSION NC 000068 REGION: 163995197..164018587 GPC 000000775

VERSION NC 000068.7 GI:372099108

— mRNA join(1..169,16406..16708,18810..18933,20035..20198,
20907..21002,21473..23391)
/note="Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: BestRefseq."
———» /transcript_id="NM 018753.6"
/db_xref="GeneID:54401"

—» CDS join(16409..16708,18810..18933,20035..20198,20907..21002,
21473..21529)
/note="Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: BestRefseqg."
/product="14-3-3 protein beta/alpha"
/protein_id="NP 061223.2"
/db xref="GeneID:54401"

PROTEINA

LOCUS NP_ 061223 246 aa linear ROD 28-JUL-2013
DEFINITION 14-3-3 protein beta/alpha [Mus musculus].

IACCESSION NP 061223

VERSION NP 061223.2 GI:31543974

IDBSOURCE REFSEQ: accession NM 018753.6 ———— 5 mRNA

—» CDs 1..246
/coded by="NM 018753.6:173..913"
/db_xref="GeneID:54401"

FIGURA 4.27°. Exemplo usado na FIGURA 4.1.

Pode-se ver mapeado na sequéncia do gene em : as posicdes dos fragmentos que formam o
mRNA® (com o identificador do transcrito — transcript_id) e em [A.4": as posigdes dos exons do
mRNA que formam a regido codificadora da proteina (CDS, com o identificador da sequéncia de
aminoéacidos codificada — protein_id).

Na sequéncia da proteina, pode-se ver em : o0 identificador do transcrito que deu origem a
proteina, e em : a posicao ocupada pela regido codificadora da proteina no transcrito.

S Informag0es obtidas na base de dados RefSeq.
6 Exons e regides reguladoras
" Note a diferenca da posigdo inicial e final em A.3 e A.4.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158508429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=54401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31543974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=54401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/158508429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=54401

4.2. ESQUEMA CONCEITUAL

Nessa tese, foi utilizado um DIAGRAMA ENTIDADE-RELACIONAMENTO para a representacao
do modelo conceitual; e apenas com o propdsito de simplificar sua descricdo, o esquema da
FIGURA 4.8 sera apresentado, inicialmente, como quatro modulos independentes que se

conectam; nomeados como: CENTRAL, TAXONOMIA, HIT € ANOTACAO.

A. MODULOS

1) ceENTRAL (ou Dogma Central) (FIGURA 4.3): envolve as entidades que representam as

sequéncias de aminoacidos e nucleotideos.

PROTEIN

Protein
CDs

CDS

GENE

CDs
GENOMIC
SEQUENCE @ GENE

FIGURA 4.3. Médulo CENTRAL

A ligacdo entre as entidades PROTEIN, GENE e GENOMIC SEQUENCE € intermediada pela
entidade cDs através do posicionamento das subsequéncias codificadoras do gene (exons) no

sistema de coordenadas da sequéncia gendmica que o contém.

Para facilitar a leitura do esquema é importante lembrar que os elementos:
— GENOMIC SEQUENCE, GENE, CDS, ORF € NCORF referem-se a sequéncias de nucleotideos,

— PROTEIN, ORF_T e tORF referem-se a sequéncias de aminoacidos.
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A base de dados de referéncia para a associacao das sequéncias de proteina com suas
sequéncias de nucleotideos de origem é o NCBI Refseq. Adicionalmente, informacoes

complementares podem ser obtidas nas bases de dados UniProt-SwissProt e NCBI Entrez-Gene.

Além do contexto inicial, uma sequéncia de proteina (FIGURA 4.4):
- Pertence a um taxon (mddulo TAXONOMY),
- A comparacdo de sequéncias gera medidas de similaridade entre elas (mddulo HIT)

- A descricdo da sequéncia é obtida de uma anotacdo (modulo ANOTATION).

TAXONOMY
details
O s

PROTEIN >

ANOTATION
@ details

FIGURA 4.4. M6dulos TAXONOMIA, HIT E ANOTAGAO, detalhados a seguir.

2) HIT (FIGURA 4.5): considera os resultados de similaridade entre sequéncias de

aminoacidos, calculados e armazenados pelo PCG.

Os hits sdo relacionamentos entre sequéncias de aminoacidos:
— HIT PP — apenas proteinas,
— HIT OP — proteinas e tOrfs

— HIT OO - apenas tOrfs

ORF_T PROTEIN

FIGURA 4.5. M6dulo HIT.
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3) TAXONOMIA (FIGURA 4.6): utiliza a taxonomia do NCBI e relaciona cada sequéncia

de aminodcidos ao seu taxon’®.

ORF_T/PROTEIN

details

¢ TAXONOMY ¢ RANK
ANy

FIGURA 4.6. M6dulo TAXONOMIA.

4) ANOTACAO (FIGURA 4.7): permite a construcdo de referéncias cruzadas entre bases de

dados de anotacdo de proteinas e 0 médulo CENTRAL, através da entidade PROTEIN.

No caso especifico do PWDB, as primeiras bases de dados selecionadas’ foram:
— UniProt

—  Pfam,

— Gene Ontology (GO),

- KEGG.

DOMAIN @ { eroTEIN GENE_ONTOLOGY

relationship
ENZYME |

FIGURA 4.7. M6dulo ANOTACAQ®.

B. ENTIDADES E RELACIONAMENTOS

A FIGURA 4.8 apresenta 0 esquema conceitual completo — com entidades, atributos e

relacionamentos — discutidos e detalhados em seguida.

8 A especificacdo da entidade RANK, assim como dos relacionamentos have e is parent estdo descritos em
[Tristdo and Lifschitz, 2009].

 ANEXO IV.

8 A especificagdo dos atributos e relacionamentos das entidades DOMAIN, ENZIME € GENE_ONTOLOGY estdo
descritos em [Tristdo and Lifschitz, 2009].
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FIGURA 4.8. Esquema Conceitual representado por um diagrama Entidade-Relacionamento

B.1. ENTIDADES

PROTEIN

A entidade representa sequéncias de aminoacidos anotadas como proteina nas bases de
dados de referéncia RefSeq e SwissProt.

Atributos®®:

= PWDId/fiocruzid®: identificador tnico das sequéncias comparadas no PCG,

e das sequéncias RefSeq

= definition: definicdo da proteina na base de dados RefSeq®,

= length: comprimento da sequéncia de proteina,

= gbkld: identificador accession-version na base de dados Refseq

= uniprotld: identificador da sequéncia na base de dados UniProt.

= comp: sinalizador que define se a sequéncia foi comparada no PCG.

81 Atributos ndo obrigatorios: gbkld, Uniprotld
8 Rever MATERIAL E METODOS 3.2.
8 Ou SwissProt, no caso de sequéncias ndo representadas na base de dados RefSeq.
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Se a sequéncia foi comparada, comp=1,

Se néo foi comparada, comp=0.

No caso especifico do PWDB, as sequéncias de proteina foram originadas das bases:

— Refseqv.21: foram comparadas no PCG [comp=1], possuem o identificador gbk _id,
e poderdo ter ou ndo o identificador uniprotld (0,1).

— Swissprot v.51.5: foram comparadas no PCG [comp=1], possuem o identificador
uniprotld, e poderdo ter ou ndo o identificador gbk_id (0,1);

— Refseq v.33: ndo foram comparadas no PCG [comp=0], possuem o identificador
gbk_id, e poderdo ter ou ndo o identificador uniprotld (0,1). Apesar de ndo terem

sido comparadas no PCG, possuem o identificados PWDId que é o Gl do NCBI8,

ORF_T

Apesar das sequéncias tORFS serem “computacionalmente” sequéncias de aminoacidos
(como as sequéncias de proteina), elas sdo conceitualmente distintas e, portanto, estdo
representadas por uma entidade propria: ORF_T. Essas sequéncias foram “traduzidas” a partir
de sequéncias NcORFs e ndo existem em bases de dados de proteina®.

Atributos:

» PWDid/fiocruzid®: identificador Gnico da sequéncia torr no PCG,

= length: comprimento da sequéncia toRF.

CDS

A entidade representa a regio codificadora de uma proteina®’.

E uma entidade cuja propriedade bésica é permitir a associacdo entre as entidades
PROTEIN, GENE € GENOMIC SEQUENCE, através do posicionamento das subsequéncias
codificadoras do gene (exons) no sistema de coordenadas da sequéncia genémica que o contém.

Atributos:

= region: regido definida pelas posicdes dos exons na sequéncia gendmica®. Cada exon

na sequéncia genémica correspondente a uma subsequéncia em cDS.

8 Rever MATERIAL E METODOS segéo 3.2

8 Na&o foram identificadas como sequéncias codificadoras de proteina por métodos de predicio de genes
8 Rever MATERIAL E METODOS seg&o 3.2.

8 Formada pela concatenagéo dos exons. A sequéncia completa é codificadora.

8 FIGURA 4.2, : join (16409..16708, 18810..18933, ..., 21473..21529).
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GENE
A entidade GENE representa uma regido génica de uma sequéncia genémica.
Atributos®:
= geneld: identificador Unico da base de dados NCBI Gene,
= transcriptld: identificador da sequéncia transcrito.
= strand: sentido de leitura da sequéncia génica em relacdo a sequéncia
gendmica referéncia®.
» index: pOSIiCa0 que 0 gene ocupa em relacdo aos outros genes da mesma
sequéncia genémica:
NUmero total de genes da Sequéncia Gendmica = N,
Posicéo gene; < posi¢do gene; < ... < posi¢ao geney,
index gene; = 1°, index gene; = 29, ..., index geney = N&im,
= GC_content: contetido GC* da regido génica.

= region: regido ocupada pela sequéncia génica na sequéncia gendmica®.

GENOMIC SEQUENCE
A entidade representa uma sequéncia gendmica.
Atributos®4:
= gbkid: identificador da sequéncia na base de dados Refseq,

= gbk_definition: definicdo da sequéncia na base de dados Refseq,

=  mol_type: tipo de molécula (DNA/RNA),

= seq_type: tipo de sequéncia (cromossomo, organela, etc),

= length_mol: comprimento da sequéncia gendmica,

= taxonld: identificador do organismo de origem no NCBI Taxonomy DB
= status: definicdo do estado corrente do projeto de sequenciamento.
= projectld: identificador do projeto genémico.

= GC _content:  conteudo GC da sequéncia gendmica.

8 Atributos ndo obrigatorios: transcriptid,

% Positivo, se 0 gene estiver na sequéncia referéncia (posicdo codon start < posicdo codon stop); e negativo, se
estiver na sequéncia complementar (posi¢do codon start > posicéo cédon stop na sequéncia referéncia).

%L VVer DISCUSSAO.

%2 Inclui as regides codificadoras, ndo codificadoras e reguladoras do gene.

9 Maiores detalhes em ANEXO IV — parte 2

% Atributos ndo obrigatorios: status, projectld
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B.2. RELACIONAMENTOS

> HIT_OO, HIT_OP, HIT_PP:
Os hits foram modelados como relacionamentos entre sequéncias de aminoacidos
comparadas no PCG®®:
— HIT_PP: relacionamento apenas entre sequéncias de proteina,
— HIT_op: relacionamento entre sequéncias de proteinas SwissProt e tORFs.

— HiT_oo: relacionamento apenas entre sequéncias tORFs.

HIT_PP
PROTEIN [0,n] PROTEIN

Instancias que ndo foram comparadas no PCG® ndo tém hits [0],

— Instancias que ndo apresentam similaridade significativa com outra proteina
comparada no PCG néo tém hits [0].

— Instancias da entidade PROTEIN podem ter hits com mais de uma proteina comparada

no PCG [n].

HIT_OP
PROTEIN [0,n] ORF_T
— Instancias da entidade PROTEIN que ndo foram comparadas com instancias da
entidade orF_T%" n&o tém hits [0].
— Instancias da entidade PROTEIN®® comparadas com instancias da entidade OrRF_T que ndo
apresentam similaridade significativa ndo tém hits [0].
— Todas as sequéncias SwisProt foram comparadas com sequéncias tORFs.

— Instancias da entidade PROTEIN podem ter hits com mais de uma torF [n].

ORF_T [0,n] PROTEIN
— Instancias da entidade ORF_T que ndo apresentam similaridade significativa com

instancias da entidade PROTEIN® n&o tém hits [0].

% QOrigem nas bases de dados Swissprot v.51.5 e Refseq v.21. Proteinas da versdo v.33 da base RefSeq (que nio
existiam ainda na versdo 21) ndo foram comparadas; isto é, ndo possuem hits. Ver 4.2.
% Proteinas da versdo 33 da base de dados RefSeq (que ndo existiam ainda na verséo 21, nao foram comparadas;
isto &, ndo possuem hits).
% Sequéncias RefSeq ndo foram comparadas com sequéncias torf.
% Sequéncias SwissProt.
9 Sequéncias SwissProt.
50



— Todas as sequéncias torr foram comparadas no PCG.

— Instancias da entidade ORF_T podem ter hits com mais de uma proteina [n].

HIT_0O

ORF_T[O,n] ORF_T
— Instancias da entidade ORF_T que ndo apresentam similaridade significativa com

outra torF néo tém hit [0].
— Todas as sequéncias torrs foram comparadas no PCG.

— Instancias da entidade ORF_T podem ter hits com mais de uma torF [n].

> PROTEIN CDS, GENE CDS, GS CDS
— Aentidade cDs é associada a entidade PROTEIN através do relacionamento PROTEIN CDS;
— Aentidade cDs é associada a entidade GENE através do relacionamento GENE CDS;
— Aentidade cDs é associada a entidade GENOMIC SEQUENCE através do relacionamento

GS CDS.

PROTEIN CDS
PROTEIN [0,1] cDs
— Instancias da entidade PROTEIN cuja sequéncia CDS ¢ desconhecidal® nZo
participam do relacionamento[0].

— Uma instancia da entidade PROTEIN se relaciona com apenas 1 instancia em cDs [1].

cDs [1,1] PROTEIN
— Toda instancia de CDS se relaciona com a entidade PROTEIN € qualquer instancia em

CDS se relaciona com apenas uma instancia em PROTEIN.

GENE CDS
GENE [1,n] cDs
— Toda instancia de GENE se relaciona com CDS%!, e uma sequéncia génica em GENE

pode possuir 1 ou mais instancias em cps!®?,

100 Material e Métodos secéo 3.2.
101 Devido as instancias da entidade GENE terem sua origem na base de dados NCBI-Gene.
102 gplicing alternativo, por exemplo
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cDs [0,1] GENE

— Instancias de cDs cuja regido esteja definida apenas para a sequéncia gendmica (sem
referéncia a regido génica) ndo participam do relacionamento [0].

— Genes ndo representados na base de dados NCBI-Gene ndo participam do
relacionamento [0].

— Uma instancia em cDs tem sua origem em apenas 1 gene em GENE [1].

GS CDS
Gs[0,n] cps
— Instancias de GENOMIC_SEQUENCE que ndo tenham a predicdo de sequéncias CDS
com anotagao de sua posi¢io*®® ndo participam do relacionamento [0].

— Uma instancia em GENOMIC_SEQUENCE pode possuir varias regides codificadoras

em cDs [n].

cbs [0,1] Gs
— CDSs que ndo possuem informagdo de sequéncia gendmical® ndo participam do
relacionamento [0].

— Umainstancia de cDs tem sua origem em apenas 1 instancia de GENOMIC_SEQUENCE

[1]

> PROTEIN TAXON, ORF TAXON

PROTEIN TAXON

PROTEIN [1,1] TAXONOMY

— Uma sequéncia de proteina em PROTEIN tem sua origem, obrigatoriamente,

em 1 e somente 1 taxon®,

TAXONOMY [0,n] PROTEIN

— Podem existir taxons em TAXONOMY que ndo tenham sequéncias de proteina

depositadas nos bancos de dados RefSeq e SwissProt [0].

— Um organismo em TAXONOMY pode possuir n sequéncias em PROTEIN [n].

108 \er Material e Métodos, secdo 3.2. B. Sequéncias gendmicas ou CDS com apenas mRNA como origem.
104 CDSs que possuem apenas sequéncias mMRNA de origem, por exemplo.

1%5Todas as sequéncias depositadas em bases de dados bioldgicos possuem um organismo de origem. No caso
das bases RefSeq e SwissProt, a taxonomia utilizada é a do NCBI.
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ORF TAXON
ORF_T [1,1] TAXONOMY

— Uma sequéncia toRF em ORF_T tem sua origem, obrigatoriamente, em 1 e somente

1 taxon.

TAXONOMY [0,n] ORF_T
— Podem existir tixons em TAXONOMY que ndo tenham sequéncias depositadas na
base de dados RefSeq v.211% [0].

— Um organismo em TAXONOMY pode possuir n sequéncias em ORF_T [n].

> ORF REGION
ORF_T[1,1] GENOMIC_SEQUENCE
— Uma sequéncia tORF em ORF_T tem sua origem, obrigatoriamente, em 1 e somente

1 sequéncia gendmica em GENOMIC_SEQUENCE!?’,

GENOMIC_SEQUENCE [0,n] ORF_T
— Instancias de GENOMIC_SEQUENCE que ndo tenham sido utilizadas para a predicao
de sequéncias NncORF ndo participam do relacionamento [0].

— Uma instancia em GENOMIC SEQUENCE pode estar associada a varias instancias em

ORF_T [n].

106 tORFS foram geradas a partir de ncORFs de genomas completos de procariotos da base RefSeq v.21
07T oda sequéncia torf foi obtida de uma Unica sequéncia ncorf, com origem numa Unica sequéncia gendmica.
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5. DISCUSSAO

5.1. MODELAGEM

Modelos tentam representar parte de alguma realidade (um “mini mundo”). No entanto,
em ciéncias, na grande maioria das situagdes ndo se conhece integralmente tal realidade e/ou

ndo se consegue representa-la adequadamente.

Nas ciéncias bioldgicas, existe uma “realidade” que tenta explicar o conhecimento atual
na &rea — baseada em experimentos in vivo realizados em situa¢Ges particulares e controladas, e
em hipoteses que estendem os resultados obtidos para situagdes mais abrangentes (que devem ser
revalidadas experimentalmente). Grande parte desta ‘“realidade” experimental encontra-se
armazenada em bancos de dados. Estes dados, e a meta informagdo associada (anotacdo)%,
podem ser utilizados em procedimentos computacionais'® para dar suporte a inferéncias e
hipoteses com o poder de incrementar 0 conhecimento, realimentando o processo. Desta forma,
tem-se também a “‘realidade” representada nos bancos de dados biol6gicos, que pode ndo conter
todo o conhecimento experimental atual, mas pode conter hipéteses e inferéncias geradas por
meétodos computacionais com um nivel de confiabilidade alto, porém ainda ndo testadas

experimentalmente.

Com relagédo ao “mini mundo” considerado na modelagem conceitual do PWDB:
(A) Na ciéncia gendmica, parte do conhecimento atual entende que um organismo:
— Possui um genoma (com uma ou mais entidades gendmicas),
— As unidades gendmicas possuem regides génicas codificadoras de proteina (e
outras regides codificadoras, ndo codificadoras, reguladoras e estruturais),
— Genes codificadores de proteina sao transcritos em moléculas de mMRNA,
— As moléculas de mRNA, apds processamento e eliminacdo de introns®'?,
mantém uma regido linear e continua codificadora de proteinal'*,
— A regido codificadora é traduzida, de acordo com um codigo genético, huma

molécula de proteina.

108 Algumas sugestdes de leitura: [Stein L, 2001; Reeves et al., 2009; Poptsova MS and Gogarten JP, 2010;
Klimke et al., 2011].

109 Nestes procedimentos, a precisdo e confiabilidade das anotagOes séo criticas para a obtengdo de resultados
corretos.

110 Ha diferencas entre procariotos e eucariotos.

111 Este processamento pode variar e gerar diferentes regides codificadoras.
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(B) Nos bancos de dados, as moléculas bioldgicas estdo representadas por sequéncias''?

gue podem ser manipuladas computacionalmente.

Um organismo pode ter um genoma:

Totalmente sequenciado, ou
Parcialmente sequenciado, ou

Que néo foi sequenciado.

Regides génicas e seus MRNAS, assim como suas regides codificadoras podem ser:

Conhecidas experimentalmente, ou

Identificadas apenas por procedimentos computacionais, e anotadas
manualmente, ou

Identificadas apenas por procedimentos computacionais, e anotadas de
forma automatizada sem interferéncia humana, ou

Inexistentes em bancos de dados.

Proteinas** podem ser:

Geradas por tradugdo computacional — a partir de regides codificadoras de
seus genomas, genes ou MRNAs — e confirmadas experimentalmente.
Geradas por tradugdo computacional — a partir de regi6es codificadoras de
genomas, genes ou mMRNAS — sem confirmacao experimental.

Identificadas experimentalmente e depositadas em bancos de dados de
sequéncias de proteina, apesar de suas sequéncias gendmica, génica ou

MRNA ndo existirem em bancos de dados.

Bancos de dados de sequéncias:

A cobertura do nimero de organismos e genomas aumenta imensamente a
cada vers&o disponibilizada.

O escopo e funcionalidade varia de acordo com o conjunto de dados que
armazenam, redundancia, procedimentos automaticos e/ou manuais para

curar os dados de sequéncias e suas anotagdes, dentre outras caracteristicas.

112 As sequéncias de DNA e RNA sdo representadas pelo alfabeto: Y = {a, c, g, t, u}. As sequéncias de proteina
sdo representadas pelo alfabeto "' = {A,R,N,D,C,Q,E,G,H, L L, K, M,F, P, S, T, W, Y, V}.

113 A funcdo da maior parte das sequéncias de proteina armazenadas em bancos de dados bioldgicos ndo foi
determinada experimentalmente, mas extrapolada a partir de genes homélogos [Altenhoff AM et al., 2012].
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- Séo atualizados com grande rapidez e a quantidade de novos dados introduzida

é enorme (a TABELA 5.1 apresenta um exemplo para a base RefSeq). Os

procedimentos computacionais para curar estes dados evoluem com grande

velocidade e o processo manual, indispensavel, tenta acompanhar este processo.

Release date Sep 09, 2013, Number of Accessions Included: 41.958.567, Directory: complete

Number of taxids: 29.414

Number of Accessions and total length per molecule type:

Genomic: 4291237
RNA: 4528216
Protein: 33139114

RefSeqg Status Counts:

Status RNA
Reviewed 150541
Validated 49469
Provisional 2120208
Predicted 23290
Inferred 7539
Model 2177169
Unknown 0

310993467663
8557926514
11248966865

Protein

257778
119667
10480550
22379
7884
2045119
20205737

Release date Jan 07, 2007, Number of Accessions Included: 4.742.335, Directory: complete

Number of taxids: 4.079

Number of Accessions and total length per molecule type:

Genomic: 688455
RNA: 819522
Protein: 3234358

RefSeqg Status Counts:

Status RNA
Reviewed 56655
Validated 9616
Provisional 402948
Predicted 14762
Inferred 29
Model 323872
Unknown 11640

72372319088
1492671478
1144795927

Protein

89264
121124
1742224
696301
50
296967
4011

TABELA 5.1. Estatisticas de sequéncias da base de dados RefSeq em 2013 e 2007
(ftp:/fftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/release/release-statistics/).

— Anotagdo: [Reeves et al., 2009] fazem uma revisdo dos varios aspectos de

anotacdo: tipos, metodologias e disponibilidade. Além disso ressaltam o0s

recentes esforcos direcionados a anotacdes integradas, e discutem:
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- Anotacdo de genomas e proteomas: sua organizacdo, interpretacdo e
integracéo,
- Ferramentas de anotacdo e bancos de dados: fornecem meios para a

disseminacdo dos dados e compreensdo de sua importancia bioldgica.

Uma grande contribuicao dos bancos de dados bioldgicos atuais é permitir a comparagéo
de genomas de diferentes organismos. A comparacdo de sequéncias bioldgicas, buscando
identificar similaridade entre elas, € uma ferramenta poderosa para auxiliar no desenvolvimento
de hipdteses com o objetivo de caracterizar genes e outras sequéncias homologas, e inferir
relacBes estruturais, funcionais e evolutivas entre elas e seus organismos. Somente através de
comparagOes € possivel identificar caracteristicas compartilhadas e/ou Unicas de diferentes
processos bioldgicos, organismos e grupos taxondémicos. A disponibilidade de sequéncias de

organismos relacionados tem enriquecido bastante as analises gendmicas comparativas.

Inimeros algoritmos desenvolvidos para a resolucdo de problemas genémicos se
propdem a resolver “todos os casos”'!*: muitas vezes utilizando métodos de aprendizado,
clustering e pipelines automatizados sem interferéncia humana!'®. Desta forma, podem
apresentar resultados com baixa confiabilidade nos casos de excecdo, que podem se propagar

em analises posteriores.

Poder utilizar recursos oriundos de diferentes fontes que integram diferentes tipos de
informacdo bioldgica e métodos computacionais € uma boa opcdo para pesquisas pontuais e
especificas, e € um procedimento que pode revelar novos dados, além de ressaltar possiveis
incoeréncias ou erros. O esquema desenvolvido para o PWDB prevé este tipo de integracao,
com a vantagem de agregar o resultado de similaridade, ja pré-calculado, resultante da
comparacao de milhares de sequéncias de proteina.

No projeto conceitual desenvolvido nesta tese foram considerados os conceitos listados
em (A), e restricOes necessérias foram introduzidas de acordo com as limitacfes listadas em

(B). Dentre algumas situacdes, pode-se citar:

— Uma proteina sempre é codificada por um CDS, de acordo com (A), no entanto,

114 Fato comum em computagéo.

115 Dependem do conjunto de dados inicial e refletem o conhecimento da época de seu desenvolvimento. Sofrem
interferéncia da representatividade de sequéncias e organismos nas bases de dados, e qualidade e confiabilidade
de anotacdes.
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existem restricdes no relacionamento PROTEIN DS, limitadas por (B);

— Um CDS sempre tem sua origem em um gene, de acordo com (A), no entanto,
existem restricdes no relacionamento GENE cDS, limitadas por (B);

— A existéncia de trés atributos identificadores para a entidade PROTEIN € necessaria
devido as diferentes bases de dados de origem das sequéncias e, também, para a
construcdo de referéncias cruzadas com outras bases de dados;

— O atributo comp da entidade PROTEIN s é necessario pois existem dois conjuntos de
sequéncias de proteina distintos a serem considerados no momento da instanciacdo:
0 conjunto de proteinas comparadas no WCG, e o conjunto de proteinas de versoes
posteriores das bases de dados RefSeq e/ou Uniprot.

— No caso de projetos de sequenciamento de genomas completos, os atributos
projectld e status sdo necessarios para fornecer informagdes sobre as diferentes

sequéncias gendmicas e a fase do sequenciamento®*®,

O conhecimento em (A) ja esta bastante sedimentado, mas ndo deixa de ser apenas um
“recorte” da biologia molecular e genémica. Particularidades e excec¢des existem, e outras novas
podem ser descobertas, sem que se altere o conceito primario — representado pelo MODULO
CENTRAL do esquema conceitual da FIGURA 4.8 (TABELAS 5.2 ¢ 5.3).

CONCEITO REPRESENTAGCAO

Classificagdo dos organismos TAXONOMY

Sequéncia gendmica GENOMIC SEQUENCE Y ={a,c, gt}
Gene GENE Y ={ac,gt}
Sequéncia CoDificadora de Proteina CDS Y ={a,c,g u}
Proteina PROTEINY " ={A,R,N,D,C,Q,E,G,H,I,L,K,M,F,P,S, T,W, Y, V}
ncORF traduzida ORFt Y '={ARN,D,C,QEGHILLKMFPSTWY,V}

Conjunto de todas GENOMIC SEQUENCE de um mesmo

Genoma !
taxon
Transcrito (mMRNA) Representado como atributo em GENE
ncORF Representado como atributo em ORF-region Y ={ac,gt}

TABELA 5.2. Resumo de entidades e demais conceitos do esquema conceitual da FIGURA 4.8.

116 ANEXO IV.1.
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CONCEITO RELACIONAMENTO

Associa uma sequéncia de proteina ao seu taxon PROTEIN TAXON
Associa uma sequéncia torf ao seu taxon ORF TAXON
Relaciona uma sequéncia de proteina a sua sequéncia cds PROTEIN CDS
Posiciona uma sequéncia cds em sua sequéncia genémica GS CDS
Relaciona uma sequéncia cds ao seu gene GENE CDS
Posiciona uma ncorf em sua sequéncia genémica ORF REGION

Relaciona duas sequéncias de proteina, comparadas par-a-
par, cujo indice de similaridade atingiu o cut-off exigido
Relaciona uma sequéncia de proteinat'’ com uma sequéncia
torf, comparadas par-a-par, cujo indice de similaridade HIT_OP
atingiu o cut-off exigido

Relaciona duas sequéncias torf, comparadas par-a-par, cujo
indice de similaridade atingiu o cut-off exigido

HIT_PP

HIT_0O

TABELA 5.3. Resumo de relacionamentos do esquema conceitual da FIGURA 4.8.

Os atributos que definem as entidades representadas no esquema conceitual foram
concebidos para responder questdes gendémicas bastante amplas, e podem ser enriquecidos com

informacdes complementares oriundas de bases de dados associadas a0 MODULO CENTRAL.

5.2. QUESTOES FUNDAMENTAIS EM GENOMICA

Vérios conceitos baseados em estrutura, organizacdo, funcionalidade e adaptacéo de
genomas sdo utilizados em estudos evolutivos, desde a era pré-gendmica, quando poucos
métodos bioquimicos classicos eram o0s Unicos disponiveis, até os dias atuais, com novos e
variados métodos experimentais de producao em larga escala e estrutura computacional robusta

para interpretacdo e armazenamento dos resultados produzidos.

Uma discussdo detalhada destes conceitos'® esta aquém da proposta desta tese, mas
alguns deles serdo mencionados, a seguir, de forma a tornar mais claro os requisitos do PCG e

determinadas propriedades escolhidas para a defini¢do dos elementos do esquema conceitual.

Questdes fundamentadas nestes conceitos podem ser respondidas completa ou

parcialmente atraves de consultas diretas a um sistema de banco de dados implementado a partir

117 No PCG, sequéncias SwissProt
118 SugestBes para uma revisdo geral: [Buschman F, 2001] e [Gregory TR, 2005]. Dentre artigos cientificos
atuais pode-se sugerir [Gillis J and Pavlidis P, 2011] e outros que serdo citados ao longo da Discusséo.
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do esquema da FIGURA 4.8, ou atraves de protocolos que utilizem resultados intermediarios
(fornecidos pelo sistema) como input para novas consultas/procedimentos, ou ainda, como

input para ferramentas externas ao sistema.

Além disso, pode-se gerar, por exemplo, listas com provaveis homdlogos — para
proteinas de interesse — enriquecidas com informac6es variadas como anotagdes provenientes
de mais de uma base de dados, posicdes relativas ocupadas nos genomas homologos, distancias

evolutivas®®

entre eles, o conteudo GC das regifes génicas, identificadores das proteinas,
transcritos, genes e sequéncias genémicas etc., facilitando e ampliando novas consultas com as

proteinas selecionadas.

Homologia (Ortologia e Paralogia) e Analogia

A duplicacdo de DNA ¢é uma das principais forcas que direcionam a evolucdo dos
organismos pois cria o material genético “cru” para a sele¢do agir ¢ modelar. A redundancia,
que permite a diversificacdo, ocorre com relacdo a um Unico gene, regides gendmicas ou todo

0 genoma; e a compreensao deste processo requer a aplicacdo de abordagens comparativas.

O conceito de homologia por muitos anos foi utilizado apenas por biélogos evolutivos,
e, atualmente, tem sido muitas vezes mal compreendido e indevidamente utilizado quando
explorado fora do seu contexto evolutivo. E um conceito com enorme potencial para estudar a
evolucdo de espécies, genomas e genes [Descorps-Declere S, 2008]. A duplicacdo de genes €
uma importante fonte de inovacao funcional, e a definicdo de familias de genes e compreenséo
das complexas relagdes entre seus membros é fundamental em estudos evolutivos, fisiol6gicos

e de adaptacdo a ambientes diversificados e hostis, por exemplo.

Genes homdlogos (FIGURA 5.1) — pares de genes descendentes de um ancestral comum
— sdo basicamente classificados como ortdlogos (se divergiram ap6s um evento de especiagdo)
ou paralogos (se divergiram ap6s um evento de duplicacdo, antes ou depois de um evento de
especiacdo) [Fitch WM, 1970; 2000]. Estes sdo conceitos-chave em gendmica evolutiva, e uma
distincdo clara entre eles é relevante em uma ampla gama de contextos como a evolucao de

genomas, funcédo de produtos génicos, redes celulares e anotagéo funcional [Koonin EV, 2005].

119 pode ser medida por diferentes métodos
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Analogia, por outro lado, é definida como a relacdo entre dois caracteres quaisquer,
descendentes de caracteres ancestrais ndo relacionados entre si, cuja similaridade se origina por
convergéncia (Fitch WM, 1970; 2000). Existe um consideravel nimero de enzimas analogas*?°,
com atividades e especificidades similares sem uma origem evolutiva compartilhada, ou

similaridade de sequéncia, por exemplo.

homologs
e,
/_ —\I
orthologs paralogs orthologs
N ~ 1
’ =
-~ ] ™ ~ ™~
frogot  chickO! mouse0. mouse[d chick}  frogf
ot-chain gene (3-chain gene
early globin gene

FIGURA 5.1. Exemplos de homologia, ortologia e paralogia
(BLAST Glossary, http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK62051/)

[Fulton DL et al., 2006] citam como um equivoco comum a utilizacdo do termo ort6logo
com o significado de “genes funcionalmente equivalentes em diferentes espécies”’. Mesmo que
muitos concordem que ortdlogos tendem a apresentar fungdes similares, isto ndo é um
requerimento para ortologia. Para os autores, varias situacbes em que pesquisadores tentam
identificar ortélogos, num estudo genético ou genémico, o que eles realmente desejam €

identificar o subgrupo de ortélogos que sdo especificamente equivalentes funcionalmente.

Existe uma discussdo sobre 0 assunto —a conjectura de ortélogos [Altenhoff AM, 2012],
que postula que genes ortologos sdo funcionalmente mais semelhantes do que genes paralogos.
Uma parte consideravel de pesquisadores apoia a hipotese de que apds uma duplicacédo a fungéo
da proteina muda rapidamente originando paralogos com diferentes funcGes, enquanto que

ortologos tendem a reter a fungéo ancestral.

120 \/er [Guimardes ACR, 2010].
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A identificacdo automatica de genes ortologos, assim como de familias de paralogos,
tem sido um componente essencial de vérias aplicacGes de bioinformética, desde anotacdo de
novos genomas a priorizacdo de alvos para experimentos, e é comumente realizada a partir de
sequéncias de proteina. E um ponto critico para a construgdo de uma classificacio evolutiva
robusta de genes, estudar a complexidade das relacbes entre sequéncia e funcdo e,

consequentemente, uma anotagdo funcional confiavel [Fulton DL et al., 2006].

Erros na predicdo de verdadeiros ort6logos podem ter um impacto bastante negativo em
analises posteriores (incluindo genémica funcional e analises protedmicas), e tem levado a um
interesse cada vez maior em métodos de predicdo de ortlogos de alta qualidade. Anéalises de
genomas completos indicam que muitas familias de genes (essencialmente pardlogos) foram
formadas antes da divergéncia da maioria das espécies atualmente comparadas.
Consequentemente, ortélogos sdo tipicamente mais similares entre si do que entre 0s outros
genes do genoma, e é por isso que a similaridade de sequéncias é geralmente utilizada para
inferior ortologia de genes entre duas ou mais espécies. Porém, se um gene ndo esta presente
no conjunto de dados de um organismo comparado (devido a sequéncia incompleta do genoma
ou perda de genes, por exemplo), métodos computacionais podem predizer incorretamente um

parélogo como um ort6logo (Fulton DL et al., 2006).

Estudos de genbmica comparativa utilizam, muitas vezes, genomas incompletos,
especialmente em grandes projetos de sequenciamento de eucariotos. Além disso, a perda
génica é uma importante forca direcionando a evolucao de bactérias [Reference Genome Group
of the Gene Ontology Consortium, 2009]. Portanto, é importante estar atento ao fato de que
muitos dos atuais bancos de dados de ortdlogos devem conter falso-positivos devido a

limitacGes dos métodos de inferéncia.

[Chen and Zhang, 2012] analisaram estudos funcionais de homologos com sequéncias
de proteina idénticas e identificaram a existéncia de viés experimental, erros de anotacao, e
inferéncias funcionais baseadas em evidéncia rotulada como experimental (em GO), quando na
realidade o gene que possuia a evidéncia experimental ndo era 0 gene anotado, mas seu

homologo.

Eventos de transferéncia lateral de genes (Lateral Gene Transfer — LGT) e casos de

proteinas com multiplos dominios sdo fatores bastante complicadores para algoritmos que
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dependem da correta distin¢do entre ortologos e paralogos. [Dalquen et al., 2013] compararam
a precisdo de métodos de inferéncia de ortologia e concluiram que LGT diminui drasticamente
a precisdo de todos os métodos analisados; e relataram com preocupagdo que nenhum dos

programas investigados incorporava um metodo especifico para a deteccdo de LGT.

Sintenia®! e Colinearidade®??

Véarios métodos para detec¢do de homdlogos utilizam o conceito de sintenia e o contexto
gendémico em que o gene esta inserido. Comparacdes entre genomas eucarioticos relacionados
revelaram varios graus nos quais genes homdlogos permanecem nos Cromossomos
correspondentes e exibem conservagédo de ordem (colinearidade) durante a evolugdo [Koonin
EV, 2005].

O multi-alinhamento de regides cromossomicas colineares (referidas como blocos
colineares) pode revelar antigos eventos de duplicacdo de genomas inteiros (Whole Genomic
Duplication — WGD), duplicagéo regionais e rearranjos, e relagdes cromossdmicas complexas
[Yupeng et al., 2012]. Padrdes de sintenia e colinearidade podem fornecer insights sobre a
historia evolutiva de genomas e permitir analises subsequentes potencialmente Gteis. Em muitas
andlises consideram-se genes “ancora”, que estdo localizados em posigdes colineares nestes
blocos, e genes “ndo-ancora”, que sdo mantidos para obten¢do de ganhos/perdas genéticas ou
transposicdo. Os genes de ancoragem sdo mais susceptiveis de serem homologos do que 0s

genes “ndo-ancora” (Jun et al., 2009, Casneuf et al., 2006).

[Kassahn et al., 2009] comentam, com relacdo a evolucdo dos cordados, que grupos de
genes co-duplicados podem ser remanescentes de antigos eventos de duplicagdo em pequena
escala (envolvendo segmentos cromossémicos ou clusters de genes) que ocorreram em
diferentes momentos evolutivos. E que combinacdes recentes de grupos co-duplicados distintos
em diferentes regibes cromossomicas podem ser, provavelmente, o resultado de rearranjos de

segmentos genémicos, incluindo grupos sinténicos de genes.

[Henricson et al., 2011] demonstraram que 0s introns podem manter a sua posic¢ao por

longos periodos evolutivos. Para os autores, pode ser possivel utilizar a conservagao das

121 Regides de genomas distintos com consideravel similaridade de sequéncia e probabilidade de descendéncia de
um ancestral comum.
122 Colinearidade, uma forma mais especifica de sintenia, considera a conservagio da ordem dos genes.
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posic¢des dos introns como um fator de discriminacdo na deteccéo de ortologia, e que as posigdes

dos introns em genes ort6logos tendem a ser mais conservadas do que em genes ndo ort6logos.

[El-Mabrouk and Sankoff, 2012] apresentam uma revisao de estudos de rearranjos de

123

genomas°, e de como lidar com genes duplicados. Apresentam as questdes:

- Como genomas atuais evoluiram a partir de um genoma ancestral comum?

- Quais os cenarios evolutivos mais realisticos para explicar a ordem de genes
observada?

- Qual o conteudo e estrutura dos genomas ancestrais?

Os autores tratam da identificacdo de ortologos, paralogos e blocos sinténicos; e
consideram trés niveis de organizagdo de genes:

— Familias de genes (evolucdo através de duplicacdo, perda e especiacao),
— Clusters de genes (evolucdo atraves de duplicacfes em série),
— GenOmica (todos os tipos de eventos de rearranjo, incluindo WGD).

Genes Orféos / Genes Unicos (Taxonomicamente Restritos)

Genes orfaos tem sua origem principalmente em eventos de duplicacdo, e uma das
possibilidades é que eles representem genes especificos de espécie. Segundo [Mazza et al.,
2009], trabalhos recentes tém demonstrado que genes 6rfdos em Drosophila e primatas evoluem
trés a quatro vezes mais rapido do que a média de genes. Os autores citam que a funcao destes
genes é muitas vezes mal caracterizada, e que eles possuem propriedades distintas, como alta
especificidade tecidual, rapida evolugdo e pequeno tamanho. Comentam ainda que dependendo
da sensitividade e especificidade dos métodos utilizados para identificar genes ortélogos, a
fracdo de genes sem ortdlogos entre espécies é variavel; e que a qualidade da montagem do
genoma pode interferir nos resultados. Em alguns casos a divergéncia de sequéncias entre
espécies pode ser tdo grande que uma possivel ortologia entre genes pode se tornar indetectavel.

A identificacdo de genes restritos em diferentes niveis taxondmicos tem valor pratico e
cientifico. Proteinas especificas de linhagens (strain), espécie e género podem fornecer insights
sobre critérios que definem um organismo e suas relagdes com organismos proximos.
Informacé&o sobre a presenga ou auséncia de genes é uma poderosa ferramenta para adquirir

conhecimento sobre metabolismo, patogenicidade, fisiologia e comportamento em diferentes

123 Gendbmica comparativa, baseada na representacdo dos genomas como sequéncias ordenadas de assinaturas de
genes [El-Mabrouk and Sankoff, 2012].
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organismos [Eisen and Fraser, 2003; Tatusov et al. 1997; Siew and Fischer, 2003]. Podem
auxiliar na discriminagdo de linhagens patogénicas e ndo-patogénicas e fornecer uma lista

reduzida de alvos diagnésticos para serem validados em laboratorio.

Os resultados de [Mazumder et al., 2005] (foram considerados apenas genomas de
procariotos) mostraram que a maioria das proteinas Unicas ndo apresentavam uma anotacdo
funcional (estavam anotadas como hipotéticas), e as restantes, em sua maioria, apresentavam
alguma relacdo com patogénese ou viruléncia, ou eram derivadas de fagos. Alguns fatos
levantados no estudo:

— O numero de genes Unicos codificados em organismos especificos pode depender

da defini¢ao de “tnico”, dos pardmetros do método e do banco de dados utilizado.

— Sequéncias podem ser incorretamente identificadas como unicas devido a auséncia

de genomas proximos para comparacao, e também devido a existéncia de multiplos
genomas da mesma espécie ou género.

— Adentificacdo de genes especificos de espécie ou género podera ocorrer com maior

confianca quando existir uma maior representatividade de genomas nos bancos de

dados para comparacéo.

Natureza Modular das Proteinas, Dominios Proteicos, Fusio/Fissio '

A estrutura modular das proteinas pode ser uma limitacdo para varios métodos de
comparacado de sequéncias e, portanto, a detec¢do e posicionamento de modulos, definindo uma
estrutura de dominios, pode ajudar a remontar a historia evolutiva da proteina, identificando
eventos de duplicacdo, reorganizacdo e fusdo. IniUmeras proteinas sdo compostas por uma
combinacdo de dominios discretos, associados a fungdes especificas que surgem em diferentes
momentos evolutivos. O surgimento de novos dominios esta relacionado com a diversificacéo
e adaptacdo funcional da proteina. Como novos dominios surgem e como evoluem ainda é uma

intensa area de pesquisas.

Segundo [Toll-Riera and Mar Alba, 2013], as proteinas tendem a ganhar dominios ao
longo do tempo. Muitas sdo compostas por dominios de diferentes idades e as regides

correspondentes aos dominios adquiridos mais recentemente tendem a evoluir mais

124 Jachiet et al., 2013; Dimitriadis et al., 2011; Adam et al., 2010; Reid et al., 2010; Durrens et al., 2008;
Kummerfeld SK and Teichmann SA, 2005; Long M, 2000; Rentzsch R and Orengo CA, 2013; Forslund K,
2011; Kummerfeld SK, Teichmann AS, 2009; Bagowski CP,2010.
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rapidamente. A identificacdo de dominios com origem evolutiva recente é crucial para o
entendimento das adaptacdes especificas de espécie e especificas de linhagem, mas sdo
dominios ainda pobremente caracterizados. Os autores compararam propriedades evolutivas de
dominios de proteinas humanas de diferentes idades: especificas de mamiferos, especificas de
vertebrados e mais antigas. E encontraram que quando os dominios de diferentes idades se
combinam na mesma proteina, o0 dominio mais recente tende a evoluir bem mais rapido do que
os dominios mais antigos, reforcando a idéia de que o tempo decorrido desde a origem de uma

sequéncia determina em grande parte sua taxa evolutiva atual.

Comparagdes de proteinas com multiplos dominios podem ter 6timos resultados
estatisticos de similaridade com proteinas com um tnico dominio (confirmando que possuem
um dominio comum), mas uma analise detalhada da cobertura do alinhamento vai mostrar que

a similaridade ocorre apenas na regido do dominio comum.

Fusdo génica é um processo evolutivo no qual genes inicialmente separados se fusionam
numa Unica ORF, a qual é expressa como uma cadeia de proteina multi-dominio [Reid et al.,
2010]'%°. Através da detecgdo destes eventos tenta-se inferir que as proteinas ndo fusionadas
sdo funcionalmente relacionadas (i.e. participam de um processo biolégico comum: seus
produtos génicos interagem como parte de um complexo proteico com mais de uma sub-
unidade ou numa via metabdlica comum). Procedimentos computacionais que identificam
eventos de fusdo com o objetivo de predicdo de associagdes funcionais costumam usar
sequéncias de proteina completas ou familias de dominios (fusdo génica e fusdo de dominios),
e os dois tipos de enfoque sdo compativeis e podem ser combinados. No caso de fusdo de
dominios, a anotacio de familias de dominios (e.g. Pfam'?%) é usada para identificar dominios
distintos em diferentes proteinas de um genoma, que ocorrem fusionados em uma Unica proteina

de outro genoma.

[Kassahn et al., 2009] compararam a expressao e arquitetura de dominios de WGD em
Danio rerio com seus ortdlogos de cdpia Unica em Mus musculus e encontraram Varios
exemplos que suportam um modelo de neo funcionalizacéo:

— Duplicatas-WGD adquiriram novos dominios proteicos mais frequentemente do que

genes de copia unica,

125 O artigo cita alguns métodos para deteccdo de eventos de fusdo (gene/dominio).
126 ANEXO IV.3
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— AlteragGes p6s-WGD no nivel de regulacdo génica foram mais comuns do que
alteracdes no nivel de proteina,

— Concluiram que a consequéncia mais significante de WGD para a evolucdo de
vertebrados foi permitir um controle da regulacdo do desenvolvimento mais

especializado, via aquisi¢do de novos dominios de expressao espago-temporal.

No estudo, foram extraidos tripletos de proteinas peixe-humano quando um dnico locus
humano possuia uma ou mais “ancoras” gendémicas dentro do genoma do peixe. Estas proteinas
do peixe compartilhnavam significante similaridade de sequéncia com a proteina humana e
estavam localizadas em regiGes gendmicas que compartilhavam pelo menos trés homologos
préximos peixe-humano, sugerindo que as duas proteinas do peixe tinham sido originadas de
um cromossomo ancestral compartilhado através de duplicacédo, provavelmente como resultado
de WGD. Este tipo de procedimento utilizado pelos autores pode ajudar em predicdes de
sintenia para duplicatas de WGD mantidas no genoma.

Ainda de acordo com [Kassahn et al., 2009], a natureza das alteracdes € semelhante
tanto apds eventos de especiagdo quanto de duplicacdo, mas mudancas na arquitetura de
dominios acontecem com uma frequéncia maior apds duplicacbes de genes. Os autores
acreditam que eventos de insercao/delecdo de dominios parecem gerar uma maior perturbacéo
na estrutura de dominios existente numa proteina quando ocorrem em posic¢des internas, e que
este fato talvez favoreca, em grande parte, a tendéncia destes eventos ocorrerem com maior

frequéncia em torno das regides terminais de proteinas

Usando-se, por exemplo, os recursos do banco de dados Pfam pode-se tracar a evolugéao
de familias de dominios especificos. [Buljan and Bateman, 2009] mostram que a trajetoria da
superfamilia de imunoglobulinas pode ser tracada por mais de 500 milhdes de anos, desde a sua
expansdo para uma das maiores familias do genoma humano. Esta familia de proteinas teve sua
origem em receptores de membrana de animais primitivos como esponjas (Porifera); e sua
estrutura e sequéncia pode ser recuperada'?’ analisando-se a manutencdo e variagdo de
diferentes dominios encontrados em anticorpos do sistema imunologico, e em proteinas neurais

e musculares de humanos.

127 Desde a divergéncia ocorrida durante a evolugéo dos vertebrados.
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Fatores de transcricdo sao um bom exemplo da natureza modular e embaralhamento

(shuffling) de proteinas, ampliando o controle da regulacdo génica e desenvolvimento de

organismos [Riechmann et al., 2000].

De acordo com [Sjolander et al., 2011], métodos de identificacdo de ortélogos

geralmente ndo consideram alteracOes na arquitetura de dominios*?®, que tendem a modificar a

funcdo de proteinas. Os autores apresentam uma revisao de questfes envolvidas na predicéo de

ortologos quando o conjunto de dados utilizado inclui sequéncias com estruturas heterogéneas

de arquitetura de dominios, com atencéo particular aos métodos desenhados para aplicacdes em

larga escala. A FIGURA 5.2 mostra como as combinagdes de dominios foram anotadas no

trabalho.

[Sjolander et al., 2011] concluem que:

Ort6logos exibem uma maior conservacdo da arquitetura de dominios do que
paralogos.

Interpretaram este fato como a indicacdo de uma pressdo seletiva mais forte sobre
ortélogos para manter a arquitetura de dominios requerida para as proteinas
executarem uma funcéo especifica.

Ort6logos, assim como o0s pardlogos mais proximos, geralmente possuem
arquiteturas de dominios bastante similares, mesmo em grandes distancias
evolutivas.

A alteracdo mais comum observada em arquiteturas de dominios, tanto em pares de
ortélogos quanto de paralogos, envolve insercdo/delecdo de novos dominios,
enguanto que embaralhamento e duplicacdo/delecdo de segmentos sdo menos
frequentes.

E possivel inferir que ortologia estd acompanhada de uma forte presséo para manter
a arquitetura de dominios, e que a ordem especifica de dominios parece ser
importante para a funcdo executada por um grupo de proteinas ortélogas.

128 Arquitetura de dominios, refere-se ao arranjo sequencial de dominios ao longo de uma sequéncia de proteina.
Também referido como arranjo de dominios ou ordem de dominios, significa especificamente o arranjo sequencial
de dominios conhecidos Pfam-A ao longo de uma proteina, no sentido N- para C-terminal [Sjélander et al., 2011].
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Todos os alinhamentos que ndo foram classificados como idénticos ou totalmente diferentes

foram anotados como segue:
y G E - ¢ O HE -
[c]
> {aHEHsHeHo -5 JaHEHsHo+——
(A—1eHeHo]| | c H o i8N
> {a HeHEH e Ho -
e Hol

AnotacBes de eventos de troca de dominios. Dominios alinhados estdo sombreados em cinza claro e
dominios ndo alinhados em cinza escuro.

Todos os casos de dominios ndo alinhados receberam uma das cinco anotagdes:

1. Duplicagdo/delecdo de segmento. Um segmento de dois ou mais dominios foi duplicado nas
proximidades ou perdido,

2. Diferenca de repeticao. A primeira proteina possui um ou mais dominios B do que a outra proteina.
Como o dominio ndo alinhado esta localizado préximo a um dominio alinhado do mesmo tipo, o
dominio n&o alinhado é anotado como uma diferenga de repeticao,

3. Insercdo/delecdo de um novo dominio. A primeira proteina tem dois dominios B ndo alinhados.
Ambos serdo anotados como insercdo/delecdo de um novo dominio, pois a outra proteina ndo possui
este tipo de dominio.

4. Insercao/delecdo de um dominio existente. A primeira proteina possui dois dominios A ndo
alinhados. Como a outra proteina tem um dominio deste tipo, os dominios ndo alinhados na primeira
proteina serdo anotados como insercdo/dele¢do de um dominio existente,

5. Embaralhamento de dominios (shuffling). Ambas proteinas possuem dominios B ndo alinhados.
Nenhum deles ocorre préximo a um dominio B alinhado e portanto ndo podem ser anotados como
repeticdo. Estes dominios serdo anotados como um embaralhamento.

FIGURA 5.2. Adaptacédo da Figura 1 de [Sjolander K et al., 2011].

5.3. VALIDACAO DO MODELO

Os objetos representados num esquema conceitual sdo definidos com base num conjunto

semantico, o qual pode ser entendido intuitivamente por desenhistas e usuarios do sistema.

O diagrama ER de um esquema conceitual € uma ferramenta que permite a descri¢éo de
consultas e procedimentos sem envolvimento com o esquema légico. Este fato permite que
usuarios leigos em linguagens de bancos de dados possam contribuir desde as fases iniciais do
projeto do sistema, auxiliando os desenvolvedores na compreensdo do problema e
implementacdo dos procedimentos.
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A seguir sdo apresentados alguns exemplos de consultas simples e procedimentos mais
complexos com o objetivo de demonstar mais claramente como inumeras questdes podem ser

detalhadas pelos proprios usuérios a partir do diagrama da FIGURA 4.8.

CONSULTAS SIMPLES:
1. Contar proteinas no banco de dados que tenham sido comparadas?

— Contar ocorréncias na entidade PROTEIN usadas em comparagdes (atributo
comp =1).

2. Proteinas do PCG que possuem uma sequéncia gendmica origem?

— Checar ocorréncias em PROTEIN, usadas nas comparacGes (comp = 1), que
tenham um elemento associado na entidade GENOMIC SEQUENCE.

3. Quantos genomas de um dado grupo taxondmico (e.g. Vertebrata) estdo
representados no banco de dados?

— Inicialmente € necessario recuperar o taxonld para o grupo na entidade
TAXONOMY ¢, entdo, contar todos os nodos com rank espécie (ou 0 menor rank,
se houver), pertencentes a esse grupo, que possuam sequéncias genémicas
associadas na entidade GENOMIC SEQUENCE.

4. Quantas proteinas, com sequéncias gendmicas, pertencem a um dado grupo
taxondmico?

— E similar ao item anterior, mas é necessario considerar todas as sequéncias
gendmicas (na entidade GENOMIC SEQUENCE) de cada taxonld das espécies (ou
0 menor rank) pertencentes ao grupo taxondémico desejado em TAXONOMY; e
contar todas as ocorréncias na entidade PROTEIN, que estejam associadas a um
elemento da entidade GENOMIC SEQUENCE pertencente a esse grupo taxonémico.

5. Retornar todos os hits (com proteinas) para uma dada protein X, com e-value abaixo
de um cut-off:

— Fazer uma busca nas ocorréncias do relacionamento HIT PP, restrita a
e-values < cut-off escolhido, e listar aquelas em que query_gi ou subject_gi seja
igual a X.
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CONSULTAS COMPLEXAS:

Seguem dois exemplos de procedimentos para a identificacdo de genes
taxonomicamente restritos e paralogos. Nestes exemplos, a analise considerara apenas proteinas
oriundas de genomas completos (atributo status = complete na entidade GENOMIC SEQUENCE),

para garantir comparacdes entre proteomas completos.

A. ldentificacdo de proteinas restritas a uma espécie ou a um grupo taxondmico

Resumidamente deseja-se identificar proteinas, do proteoma completo (“predito”) de
uma espécie, que ndo tenham similaridade com nenhuma proteina de outro proteoma; ou
identificar proteinas dos proteomas completos das espécies de um grupo taxonémico T que
tenham similaridade com proteinas de todas as espécies do grupo T, e ndo tenham similaridade

com nenhuma proteina fora do grupo taxonémico T.

A.1 Genes restritos a uma espécie (ou o menor rank, que pode estar no nivel taxondmico de
espécie, strain ou sub-strain).
1. Obter o taxonld do organismo de interesse na entidade TAXONOMY (todas as sequéncias
gendmicas desse taxonld devem ter status = complete),
2. Para esse taxonld, considerar todas as sequéncias gendmicas da entidade GENOMIC
SEQUENCE que tenham elementos associados e comparados em PROTEIN (comp = 1),
3. Seja SeqGen o conjunto de sequéncias gendmicas definidas em 2.
4. Para o conjunto SegGen, identificar, dentre todos os seus elementos associados na
entidade PROTEIN, aqueles que ndo tenham hit (e-value < cut-off) com sequéncias de

proteina ndo associadas com o conjunto SeqGen.

A.2 Genes restritos a um grupo taxonémico (género, por exemplo)

1. Obter os taxonld das espécies (ou né folha inferior) do genéro X na entidade TAXONOMY
(todas as sequéncias genémicas, para cada taxonld, devem ter status = complete),

2. Seja T o conjunto de taxon_id das espécies pertencentes ao género X.

3. Para cada taxonld pertencente a T,
Seja SeqGen o conjunto de todas as sequéncias gendmicas da entidade GENOMIC SEQUENCE
desse taxonld, que tenham elementos associados e comparados em PROTEIN (comp = 1).

4. Seja SeqGlobal o conjunto de SeqGen.

5. Para o conjunto SeqGlobal,

Identificar, dentre todos 0s seus elementos associados na entidade PROTEIN, aqueles que
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satisfacam as duas condi¢fes abaixo:

— NAO TENHAM hit (e-value < cut-off) com sequéncias de proteina ndo associadas
em SeqGlobal,

— TENHAM hit (e-value < cut-off) com pelo menos uma sequéncia de proteina

associada em cada SegGen.

Como exemplo, pode-se citar o género Escherichia que possui a espécie E. coli (dentre
varias outras). Essa espécie possui a linhagem (strain) O157:H7 (dentre varias outras), e E.
coli O157:H7 possui vérias sub-strains. Através dos procedimentos descritos acima, pode-se
obter subconjuntos iniciais, por exemplo, para:

— Genes Unicos de Escherichia (ocorrem em todas as espécies/linhagens do género e

n&o ocorrem fora do genéro);
— Genes restritos a espécie E. coli (ndo ocorrem em outras espécies de Escherichia);
— Genes restritos a uma linhagem de E. coli (O157:H7, ou qualquer outra),

— Genes compartilhados e Unicos de linhagens patogénicas e ndo patogénicas.

E indicado que haja uma segunda etapa com procedimentos que comparem o resultado
obtido em A.1 ou A.2 com todas as outras proteinas da entidade PROTEIN (que ndo tenham sido
utilizadas na primeira fase), para confirmar se nao existem proteinas similares em organismos

que ndo foram considerados por ndo possuirem genomas completos.

B. Identificacdo de Genes Paralogos

Resumidamente, deseja-se identificar proteinas do proteoma completo (“predito”) de
um organismo que tenham similaridade com outras proteinas do mesmo proteoma.

1. Obter o taxonld do organismo de interesse na entidade TAXONOMY (todas as
sequéncias gendmicas desse taxonld devem ter status = complete),

2. Para esse taxonld, considerar todas as sequéncias genémicas da entidade GENOMIC
SEQUENCE, que tenham elementos associados e comparados em PROTEIN (comp = 1),

3. Seja SeqGen o conjunto de sequéncias gendmicas definidas em 2.

4. Para o conjunto SeqGen, identificar, dentre todos os seus elementos associados na

entidade PROTEIN, grupos de proteinas que tenham hits entre si (e-value < cut-off).
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Nos dois exemplos acima, 0s possiveis resultados representam uma primeira etapa na

identificacdo de genes restritos e paralogos. Diferentes valores de cut-off devem ser testados, e

avaliacOes adicionais.

C. Outros Procedimentos

A seguir, sdo apresentados outros exemplos de procedimentos que podem ser

especificados utilizando o esquema conceitual da FIGURA 4.8, como nos casos A. e B.

descritos acima. Vale frisar que muito do poder de consulta do esquema provém de suas

conexdes com as bases de dados associadas, e que cada consulta/procedimento pode ser apenas

a primeira fase de protocolos com mdaltiplas etapas. Resultados intermediarios ou finais podem

ser combinados de forma a atingir uma resposta mais especifica.

Familias de Paradlogos: podem ser comparadas entre diferentes proteomas
identificando, por exemplo, perdas, duplicacdes e diversificacdo nas familias.

Consultas adicionais:

Recuperar os dominios das proteinas na base de dados Pfam,

Utilizar a posi¢do dos dominios Pfam para um entendimento da estrutura de
dominios nos membros da familia. Isto pode permitir o agrupamento de
parélogos mais similares dentro da familia (resultantes de ciclos independentes
de duplicacdo). Esses grupos podem facilitar a comparacgéo da histdria evolutiva
da familia em diferentes organismos (expansdo/reducao e diversificacdo).

O atributo region da entidade CDS pode ser utilizado para mapear a familia de
genes em seu genoma.

O alinhamento em HIT_PpP pode se estender apenas ao longo de um dominio que
define a familia (comum a todos os paralogos do proteoma), e ndo ao longo do
comprimento total das sequéncias comparadas.

Adicionar anotacdo GO da base Gene Ontology, e definition da entidade
PROTEIN, para comparar anota¢des funcionais; e nimeros EC da base KEGG no
caso de enzimas.

O resultado pode fornecer indicios para uma busca mais detalhada de proteinas
ndo identificadas no proteoma de um dos organismos (com uma funcdo
especifica, por exemplo), mas que esteja presente no proteoma de outro
organismo como integrante de uma familia génica compartilhada entre os dois.

Dentre outros.
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= Ortélogos: pode-se utilizar uma sequéncia representativa'?®

para sub-grupos

distintos™*® dentro de uma familia de genes paralogos (partindo do caso acima). A

analise de similaridade, auxiliada por informagdes de paralogos, pode facilitar a

identificacdo de ortologos entre diferentes proteomas completos (todas as

sequéncias genémicas na entidade GENOMIC SEQUENCE de cada proteoma devem ter
status = complete). Adicionalmente, pode-se considerar nas analises:

— A cobertura dos alinhamentos (relacionamento HIT_PP), que deve se estender
pelo comprimento total das sequéncias (ao contrario de parélogos, como citado
anteriormente);

— Adicionar anotacdo Go da base Gene Ontology, e definition da entidade PROTEIN,
para comparacdo das anotacdes funcionais; e nimeros EC da base KEGG no caso
de enzimas.

— Confirmar os dominios Pfam e a estrutura de dominios das proteinas.

— O atributo region da entidade cDs permite:

- Analisar a conservacgao de nimero e posi¢do de introns,
- Acessar a sequéncia genémica e regido promotora dos genes para
comparagéo,

Dentre outros.

= Colinearidade: para os casos descritos acima, e varias outras consultas, outros
fatores importantes podem ser analisados:
— Avizinhanca dos genes sob avaliacdo. Pode-se utilizar o atributo index de GENE.
— Confirmar a existéncia de clusters de genes e a ordem dentro do cluster, e
comparar essa estrutura com outros proteomas.
— Avaliar o contexto gendmico (ver abaixo).

— Dentre outros.

= Contexto genémico
— Varias andlises gendmicas avaliam o conteudo GC de genes e genomas,
— Genes, assim como regides gendmicas, com uma composi¢do anormal do
conteudo GC, com relacdo ao valor médio de genes e do genoma € um dos

parametros utilizado em procedimentos para identificacdo de transferéncia

129 Ou gerar uma sequéncia consenso. Existem ferramentas para isto.
130 Paralogos mais similares
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lateral de genes (LGT) e ilhas gendmicas (patogenicidade, resisténcia a

antibioticos, dentre outras), por exemplo.

Alguns tipos de elementos genémicos estdo associados com regifes que
apresentam conteudo GC diferenciado.
A entidade GENE possui a informacdo do conteido GC de genes (atributo

GC_content);

A entidade GENOMIC SEQUENCE possui a informagdo do conteddo GC de
sequéncias gendmicas (atributo GC_content).

Para anélise de transferéncia lateral de genes, pode-se utilizar como parametros:

- O contetido GC de genes individualmente e de clusters de genes, quando for
0 caso.

- Colinearidade de genes em clusters (os atributos index e strand da entidade
GENE podem auxiliar).

- Acexisténcia de genes ou clusters de genes similares no genoma analisado e
sua auséncia em grupos taxonémicos proXimos, porém existentes em
organismos mais distantes.

- Inversamente, a existéncia de genes ou clusters de genes similares no
genoma analisado e em grupos taxondmicos vizinhos.

O atributo region da entidade cDs serve como ponto de referéncia para 0 acesso

a regides gendmicas especificas, de forma que as questBes descritas acima e

varias outras (como por exemplo, a comparacao de regides promotoras de grupos
especificos de genes) possam ser avaliadas.

Dentre outros.

* Vias Bioquimicas

Supondo uma via biogquimica de interesse, pode-se utilizar como referéncia a
mesma via ja bem estudada num organismo modelo, por exemplo. E tentar
reconstruir essa via em outros organismos de interesse.

Analisar proteinas similares para cada etapa de uma via em diferentes organismos,
considerando as anotagdes funcionais oferecidas pelo sistema. Restringir o
conjunto de dados utilizando os atributos dos elementos do esquema, associados
as anotacBes. No caso de enzimas, considerar 0s nimeros EC.

Esse processo pode fornecer insights sobre a existéncia e conservagdo de vias
bioguimicas e realcar a auséncia de proteinas/enzimas em diferentes organismos.
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— O banco de dados KEGG ¢ referéncia para este tipo de estudo.

— O estudo comparativo de vias bioquimicas fornece informac@es do estilo de vida
dos organismos, fenotipos, adaptacdo a ambientes adversos, evolucdo, dentre
outras.

— Existem também as enzimas analogas que ndo apresentam similaridade de

131 132

sequéncia~>* mas possuem funcdo similars, e podem atuar num mesmo
processo bioquimico em diferentes organismos. Para estes casos, pode-se
utilizar informagdes funcionais das bases de dados associadas e numeros EC,
avaliando os elementos em PROTEIN, associados a GENOMIC SEQUENCE com
status = complete, que foram comparados no PCG (atributo comp = 1 em
PROTEIN) mas ndo possuem elementos em HIT_PP.

— Dentre outros.

Alguns atributos dos elementos do esquema conceitual desenvolvido podem ser

relevantes para complementar tais consultas; como por exemplo:

Entidade PROTEIN
gbkld: permite a construgéo de referéncias cruzadas entre a base de dados RefSeq
(secdo proteina) com outras bases de dados.
uniprotld: permite a construcdo de referéncias cruzadas entre a base de dados
UniProt com outras bases de dados.
comp: sempre sera utilizado para limitar (ou excluir) o conjunto de dados do PCG

(sequéncias de aminoacido que foram comparadas).

Entidade cDs
region: sua funcdo principal é mapear proteinas, CDSs, transcritos e genes na
sequéncia gendmica. Pode ser utilizado como posicao de referéncia para o acesso e

analise de regides gendmicas especificas.

Entidade GENE
geneld: permite a construgdo de referéncias cruzadas entre a base de dados Gene

com outras bases de dados.

131 Ndo terdo ocorréncias em HIT_PP.
132 Mesmo nimero EC e anotagGes funcionais similares.
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transcriptld: pode ser util em consultas direcionadas a expressao génica,
transcriptomas, perfis de expressao diferencial em células ou tecidos, por exemplo,

e permitir a construcdo de referéncias cruzadas com bases de dados.

Entidade GENOMIC SEQUENCE
gbkld: permite a construgéo de referéncias cruzadas entre a base de dados RefSeq
(secéo genoma) com outras bases de dados.
mol_type: pode limitar uma consulta a um tipo especifico de molécula.
seq_type: pode limitar uma consulta a tipo(s) especifico(s) de unidade(s)
gendmica(s).
length_mol: util no célculo de estatisticas, com relacdo a unidades elementares das
sequéncias genémicas (e genoma).

status: importante para limitar consultas a proteomas “preditos” completos (complete).

A combinacdo de propostas, como as descritas acima, assim como a adicdo de
informacdes das bases de dados associadas (Uniprot, RefSeq, Gene, Pfam, EC, GO, KEGG),
permite uma ampla utilizacdo do esquema apresentado. Adicionalmente, todas as consultas
podem ser limitadas a uma espécie (ou rank inferior) ou a um grupo taxondmico, além de
modulos Pfam, nimeros EC e anotacdo GO, permitindo um maior controle do usuério.
Importante lembrar que as consultas podem ser limitadas, ou ndo, ao conjunto de proteomas
“preditos” completos (status = complete), e que as sequéncias de proteina que nao pertencem a

este grupo podem ser importantes para (in)validar resultados.

Uma informacdo de grande utilidade para a tomada de decisdo em qualquer
procedimento é utilizar os codigos de confiabilidade de anotacéo das bases de dados associadas

(PROTEIN EXISTENCE no UniProt, REVISION no RefSeq, EXISTENCE CODE no GO, por exemplo).

Como comentario final deve-se frisar que um ponto fundamental, e um diferencial da
proposta desenvolvida nesta tese, € que a especificacdo e programacéo de consultas ndo precisa
considerar a etapa de comparacdo de sequéncias, que ja foi executada pelo PCG, permitindo

um ganho de processamento consideravel no momento da execucio dos procedimentos®33,

133 Apds a implementagdo fisica do sistema
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5.4. CONSULTAS IMPLEMENTADAS NO PWDB v.113*

Resumidamente, usuarios podem fazer “downloads”, comparar e analisar resultados de
similaridade filtrados por genomas, funcbes de proteinas (utilizando nimeros EC, dominios
Pfam, GO, palavras-chave), clusters, dentre outras facilidades disponibilizadas através do menu
da FIGURA 5.3.

» Queries

»+ Basic Searches

»» Blast

»» Comparative Data
» Download

»+ Unique Genes

w+ Feature Distribution

FIGURA 5.3. Menu de consultas da interface do PWDB v.1.

EXEMPLOS!

/:> Consulta 1: Opcao: “Basic Searches” (FIGURA 5.3) N
Dominio Pfam PF00226,
Genoma: Escherichia coli 536
FIGURA 5.4

\-:> Resultado 1: FIGURA 5.5

» Show all proteins with GINumber (RefSeq)  [=|[PFonzzs Please insertthe terms you

Gl Nomber (RefSeq) want to search for
ACAD Number (UniProt)
G0 Term
EC Number
Domian Pfam

Function (exact match)
Function (starts with}
Function {containz)

» Limit search on aenomes: | Escherichia coli 538
nterococcus faecals Voo
Erythrobacter litoralis HTCC2554

E=cherichia coli APEC 01

Ezcherichia coli CFT073

Ezcherichia coli 0157:H7 EDL933

Ezcherichia coli 0157:HT str. Sakai
Ezcherichia coli UTIZS

E=cherichia coli str. K12 substr. MG1655
E=cherichia coli str. K12 substr. W3110
Francisella tularensis subsp. holarctica
Francisella tularensis subsp. holarctica Q5013

m

FIGURA 5.4. Parametros da Consulta 1.

134 Maiores informagcdes sobre as consultas implementadas podem ser vistas em [Otto, Bezerra et al., 2010] e no
site do PWDB v.1.
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As proteinas presentes no banco de dados PWDB v.1 que preenchem os requisitos da

Consulta 1 estdo listadas na FIGURA 5.5 - Resultado 1. Cada proteina apresenta:

= Os identificadores das bases RefSeq (linha superior da 12 coluna) e UniProt (linha
inferior da 12 coluna).

= A anotacdo das bases RefSeq (linha superior da 22 coluna) e UniProt (linha inferior

da 22 coluna).

= As duas anotagdes basicas (que descrevem a proteina) podem ser comparadas.

Primary / Secondary ID Annotation (Function) GO-terms Pfam
110640269 YP_ 667997 DnaJ-like protein DJjlA G0O:0031072 | PF00226
QO0TLT3 QOTLT3 ECOL5 SubName: Full=DnaJ-like protein
DjlA;
110642692 YP 670422 chaperone protein HscB G0:0031072 | PF00226
GO:0006457
QO0TEV8 HSCB_ECOLS RecName: Full=Co-chaperone G0:0051087 | PF07743
protein hscB; AltName:
Full=Hsc20;
110641882 YP 669612 putative TPR repeat protein G0:0031072 | PF00226
Q0TH68 QOTH68 ECOLS SubName: Full=Putative TPR PF08238
repeat protein;
110641883 YP 669613 putative TPR repeat protein G0:0031072 | PF00226
Q0TH67 QOTH67 ECOLS SubName: Full=Putative TPR PF08238
repeat protein;
110640228 YP 667956 chaperone protein DnaJd G0:0031072 | PF00226
GO:0006457
Q0TLX4 QOTLX4 ECOLS RecName: Full=Chaperone protein GO:0005737 | PF01556
dnad; G0:0006260
G0O:0008270 | PF00684
G0O:0051082
G0O:0005524
G0O:0009408
110641184 YP 668914 curved DNA-binding protein G0:0031072 | PF00226
GO:0006457
Q0TJ66 CBPA ECOLS RecName: Full=Curved DNA-binding G0O:0005737 PF01556
protein; G0:0003681
G0:0009295
G0:0051082

FIGURA 5.5%5, Resultado 1 — seis proteinas selecionadas de

Consultal.

acordo com os parametros da

4 Consulta 2: Opgao: “Comparative Data” (FIGURA 5.3)

\

Domain: PF00226 limitado ao genoma: Escherichia coli 536
Similaridade com o Genoma: todos

FIGURA 5.6

\_= Resultado 2: FIGURA 5.7.

)

135 Os trés registros marcados com o simbolo * serdo comentados na FIGURA 5.7
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» Show all proteins with Domian Pfam

Limit feature search on genomes:
— Escherichia coli 535
» Default parameters:

we identity [z0 % [0-100]

[=|[pFoozze  |Please insertthe terms you wantto search for

E (Mot effective for gi and I searches)

e OVETIAP (95 % [0-100]
e 2-Valle [1e-3 [0-1] (format example: 1e-10})
we SmMith-Waterman score 10 positive integer

» Limit similarity results on genomes:
== |ze all Genomes **=*

=

» Statistical Parameters Estimation:
@ weighted regression of average score versus library sequence length (default)
mean and standard deviation of the library scores, without correcting for library sequence lenagth
0 maximum likelihood estimates of Lambda and K
) Altschul-Gish parameters (Altschul and Gish, 1986)

@

FIGURA 5.6. Parametros da Consulta 2.

110641882 YP_G69612
3 Resuits found

fubict o el el sl ol el el el el
unction: SubName: Full=Putative TPR [function: COGO0790: FOG: TPR repeat

repeat protein; ISEL1 subfamily I K 4T ! 347 d d [100.00 [100.00
Species: Escherichia coli 536 Species: Escherichia coli F11

unction: SubName: Full=Putative TPR [function: SubName: Full=Putative

repeat protein; uncharacterized protein; {28 47 4T 247 g [100.00 [100.00
Species: Escherichia coli 536 Species: Escherichia coli CFT073

unction: SubName: Full=Putative TPR [function: COG0790: FOG: TPR repeat

repeat protein; ISEL1 subfamily {4167 all all al 4 o [100.00 000
Species: Escherichia coli 536 Species: Escherichia coli 53638

110641883 YP_G69613

MNo hits were found.

[110640228 YP_667956|
Result 1 to 15 of 29

. S0 [Bit |- . lignment [|query (lquery |subject|subject|lquery [subject loverlap |overlap
E=l L 5cnre batue [ 45" length  |start |lstop [start  |istop  |lgaps |maps  |query |lubject
function: RecMame:
~ . function: RechName: Full=Chaperone protein dnaJ beoe Isz2.1 [B7E les  [les " L= | L= |k L o |
Full=Cnaperone protein dnal. |l op ¢ cjes: Escherichia call APEC 01 S T e ’ : :
Species: Escherichia coli 536
function: RecMame:
~ . function: RechName: Full=Chaperone protein dnaJ bste bsiz1 [B7E hoo  [l7s L L |k L T
FLECEREREEE DA Species: Escherichia coli UTIES U e i i - P
Species: Escherichia coli 536
function: RecMame: function: COG0484: Dnal-class molecular chaperone with |
Full=Chaperone protein dnaJ; IC-terminal Zn finger domain (2575 8121 1., (100 278 282 278 a 0 57.41 [100.00
Species: Escherichia coli 536 Species: Escherichia coli B7A
function: RecMame: .
- . X function: RecMame: Full=Chaperone protein dnal bevs [eozs F7E flioo [ere hos 7e b o o741 |lioooo
Full=Chaperane protein dnal; o oo Fecharichia coli CFTOT3 S 7 : : = i
Species: Escherichia coli 536
function: RecMame: .
- . X function: RecMame: Full=Chaperone protein dnal bevs [eozs F7E flioo [ere 7e hsa N N o000 (b7
FuII-C_hapero_ne TEET AT Species: Escherichia coli 536 B | ) - - - i i
Species: Shigella sonnei 55046
function: RecMame: .
- . X function: RecMame: Full=Chaperone protein dnal P O = P os - N N 7 s fhoooo
FuII-C_haperone prot_eln d.”aJ- Species: Shigella flexneri 5 str. 8401 A e B B - -
Species: Escherichia coli 536

FIGURA 5.7. Resultado 2 — A Consulta 2 tem 0s mesmos pardmetros pfam e genoma da
Consulta 1 (cujo resultado sdo as seis proteinas da FIGURA 5.5), além do limite de busca de
genomas = todos. Na FIGURA 5.7 estdo listados os resultados de apenas trés destas sequéncias — marcadas
na FIGURA 5.5 com o simbolo *

Iniciando a pesquisa na opgao “Comparative Data” pode-se:
= Escolher pardmetros de e-value, identidade, sobreposicéo e pontuagdo SW,

= Escolher parametros estatisticos,
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Limitar a busca a uma caracteristica (dominio Pfam, nimero EC, GO) de um genoma

especifico:

— No exemplo, dominio PF00226, com a opgdo “Limite feature search on genomes”
= Escherichia coli 536 — a consulta ser feita para cada uma das seis sequéncias
listadas no Resultado 1 da FIGURA 5.5.

Limitar os hits a um genoma especifico.

/ Consulta 3: Opgao: “Unique Genes” (FIGURA 5.3) \

= Resultado 3.1: FIGURA 5.9
\ = Resultado 3.2: FIGURA 5.10 /

Cluster: ldentidade 80%; cobertura do alinhamento: 90%
3.1 Genoma: Saccharomyces cerevisiae (FIGURA 5.8)
3.2 Genoma: E. coli 536

» Parameters:

w Clustering method 14 20 Over 20 all data E] (By setting these parameters you are defining the degree
(By setting these para Id 90 Over 80 alldata .« | of similarity and overlap between the guery and the hit)
Id 80 Qwver &0 all data

¥ Limitthe search on Id 90 Over 70 all data

= = Saccharomyces cerevisiae

Id 90 Over 60 all data Y [~]
Id 90 Over 50 alldata | _
Id 80 Over 90 all data |k=

ld 80 Over 80 all data
ld 80 Over 70 all data
ld 80 Over 50 all data
ld 80 Ower 50 all data
ld 70 Over 90 all data
ld 70 Over 80 all data
ld 70 Over 70 all data

FIGURA 5.8. Parametros da Consulta 3.

O termo “Unique Genes” deve ser usado com muita cautela. Nesta opg¢ao de consulta:

O resultado esta baseado num método de agrupamento (cluster) especifico®3®.
Proteinas multi-modulares séo fatores complicadores para estes métodos.

O resultado depende também da representatividade dos grupos taxonémicos no banco
de dados (com proteomas completos) e suas distancias evolutivas'®”.

Se o0s parametros forem relaxados, o resultado sera alterado.

136 [Otto et al., 2008]. Existem varios métodos de agrupamento.
137 por exemplo, o grande nimero de variantes da espécie E. coli e outras espécies evolutivamente proximas
presentes no banco de dados PWDB.
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17 ID Annotation (Function) GO-terms EC's Plam
093938 Tul=Aquaperin-Z; GO - T T - - FEIOTIT |
P1I062 Full=Cap-associstzd protei CAFIU; GOOTTTIEE- G-OCIDG“IN GODGCI\S:%-GO 303‘ 4‘ GOSOGN 37 G-0330641_. -
GO:0010606
PIG0IE Full=ABC transportar NF1 1, GO00 802 -G 0033 08 - GO-00 05 5 4G 00416 18 FFOO00S |
FFO0664
Pi6030 Full=ER membrans proteincomplex subumit ¥; GO:0003 T8 3-GO-0005 51 5-GO-00 T8 02T PFOZ8ET
PI6135 Full=Protzin UTHIT; GO - E E GO - ELEE
G-O 333*"41 G—O‘CIDOQ 7T GO' 30304_‘_:-(}0 30369\3 GO 0007003
PI6143 Ful=Glvcoganin-I; SAIE-GO000E9TE- 458 ECILTITIEE p33E)
PIB6I6 TullFlADH-cvtochroms b reductase I; GO IGO0 ECT6IZ PFOUIT3
G-O:CICICIS."S! FF00970
LR Full=8-phosphogluconolactonase 3 ; Bhort=APIL; GO-0003 73 7-GO001 705 7-G0-0005 315 0-00000 3 1-G0:000 5634 ECITIIT -
PASE46 FulEDUPZ 0 protein TARDIIC, GOOUTELT - FFO0E74 |
P40033 Full=275 ribosomal protein ESMIE, drial; Flags: Pracursor, | 000003 163- (00032 4 3-(50 303‘ k5] FFOI0E
P421844 Full=hMitochondrial proteinimportprotsn ZIML 7, GO: GO BE-GO0006457- PrOZ180
GO: 3336936—6—03003“3
P46003 Full=Frotein ASGT; GO0000 7 T-GO00IE I T-GO-00 02888 .
P46507 Full=Tprotein JTTZ; GO0003 T3 -GO 005 TR 2 : : 113 ¥ TFO0IIE |
P48559 Ful=GTF-bindimgproteim TEI1L; GO - GO E E I- FFOOUTT |
GO 3333111 G—O‘CIDG'“I i GO' 303“ \-GO 303\91-1—(}0 300\91\ G—O'CICI\I 643
PE008BS Full=5tationary phase gene [ protein; GO0 T8I -GO.0005 139
PE0173 Full=0itochondrial translafion factor ATFLL, Flags: Pracursor, GOO00s A 3-GO0003 3 - Go-00 063 T-GO-00 06461 -
Qu0o4T Full=Transecription factor STPL; Flags: Pracursed; GO:0003EE-GO- 0002 3T =GO 00 08 288 -G0: 0003 T00-GO:000 F 0 4- GO 000 63 4- FFOO098
GO:0008270-GO00455944
Qo2721 Full=hIziotic recombination protein RECIUZL, GO:004ITEE-G0 7 33E-GO0007T 3T
QU4507 Full=Uncharactarized protzin ¥ DR I4C, - -
[ QUE0=3 Full-RNA-dibydroundine symthase 3, GO:000583 I = 3 TrO064T |
GO:0017150-G0:0055114 PF01207
QU6406 Full=U% snFVA-assocated Sm-lik= protein LEmE; GO-0003 T2 3-GO0005 3 13- G000 08 364 G000 138 BE- GO 000 630 - GO 0008 13 3 PFOT4IT
GO:0000298-G0-0000932-G0:0005720-G0:00057 22-GO:004 6340
Q07535 Tull=Uncharacterized protein Y DL ITEW, GOO003 313
Q08337 Ful=Putativs uncharacterizd transpoar YOLIBIW/ YOL TEIW; GO:0008 BI0-GO-00IETIT .
Q12173 Full=Transposon Tx2-{r Gag polyproten; GO0003 T3 -GO-000E I T0-GO: 0003676 TFOO05E |
Contains: Full=Spacer paptidz p3;
Contains: Full=Nuclzocapsidprotzinp®; Shot=NCp9; Shot=NC;
Q12478 Full=Putative uncharactarizad protein T LELI6W/ CLRL3 7 W- GOO003315
DYLRIS9WYLRIGIW,
QIVviQl Full=Uncharacterizad protein Y CLOSEW-A; - -
QEBINE Full=Futative gluco samine—fucto se-b-ph osphats aminctransferase ECIETIT8 FFOOIT0 |
[is omerizing]; Short=GFAT; PF0O1380
6323731 hypothatical protein; Y mrlsowp (rafSeq 2 1)

FIGURA 5.9. Resultado 3.1: 28 proteinas do genoma S. cerevisiae ndo possuem identidade de
pelo menos 80% com cobertura do alinhamento de 90% com as outras proteinas do PWDB v.1.

Results 1 fo 10 of 11

The following unique genes were found with cluster parameters /d 80 Over 90 all data.

Escherichia coli 536

Primary /

Secondary 1D

lAnnotation [Function)

G-terms

EC’s |[Ffam

110640243 YP_BG7971
110640277 YP_B68005
110640326 YP_6G68054
110640355 YP_6G8083
110640453 YP_6G65181
110640488 YP_668216
110640515 YP_665243
110640522 YP_668250
110640529 YP_668257
110640530 YP_668258

(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)
(show hits)

FIGURA 5.10. Resultado 3.2: 11 proteinas do genoma de E. coli 536 ndo possuem identidade
de pelo menos 80% com cobertura do alinhamento de 90% com as outras proteinas do PWDB v.1.

Uma das facilidades bastante interessante oferecida ja na primeira versao do PWDB ¢ a
possibilidade de download do resultado da comparacdo entre dois proteomas completos
(FIGURA 5.11).
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Download pairwise comparisons between all proteins from whole genomes

» Between: Vibrie choleras 01 biovar ettor str. 18881 [=]
and | Vibrio fischeri ES114 [+]
» Parameters:
we B-value [1e-3 [0-1] (format example: 1e-10)
»» identity 20 % [0-100]
e OVETIAPR 20 % [0-100]
w Smith-Waterman score [so positive integer

» Statistical Parameters Estimation:
@ weighted regression of average score versus library sequence length (default)
mean and standard deviation of the library scores, without carrecting for library sequence length
maximum likelihood estimates of Lambda and K
Altschul-Gish parameters (Altschul and Gish, 1996)

» Your e-mail adress

FIGURA 5.11. Menu para a escolha de parametros para download do resultado da comparacdo entre
dois proteomas (“preditos) completos.

Uma nova implementacdo do PWDB baseada no esquema da FIGURA 4.8, tem o
potencial de oferecer novas possibilidades para pesquisas mais avangadas. Todas as consultas ja
disponiveis na primeira versdo sdo passiveis de serem respondidas de forma ampliada, e o
controle do usuério na elaboracdo de consultas pode ser mais preciso e pontual, fornecendo
condigdes para a construcao de procedimentos mais complexos. Além disso, pode-se pensar num
sistema que recupere resultados de consultas intermediarias e os reutilize como input em etapas

posteriores.

Com o esquema conceitual proposto nessa tese, todas as consultas desenhadas para o PWDB v.1,
por exemplo, podem ser limitadas ao tdxon folha da hierarquia (espécie ou niveis inferiores) ou
nodos superiores como género, ordem e assim por diante. Podem também ser limitadas aos
genomas que possuem todas as suas sequéncias gendmicas representadas no banco de dados, isto
é, 0 proteoma completo (“predito””) do organismo estaria representado na entidade PROTEIN. A
Consulta 1 da FIGURA 5.4, por exemplo, poderia ser limitada ao genoma de uma das variantes
de E. coli® (rank inferior a espécie; por exemplo: E. coli O157:H7 str. Sakai,
taxonld = 386585), ou considerar todas as variantes, optando por um grupo de hierarquia
superior como espécie (E. coli, taxonld = 562), género (Escherichia, taxonld = 561), classe

(Gammaproteobacteria, taxonld = 1236) e etc.

138 Jnica opcao através da interface do PWDB v.1
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5.5. EXTENSAO DO MODELO

Um ponto a ser ressaltado no esquema da FIGURA 4.8, refere-se a entidade ORF_T e 0
relacionamento GS ORF_T. Este conjunto de elementos deve ser visto como um anexo ao médulo

CENTRAL. As sequéncias torr foram concebidas para um estudo especifico do PCG.

Considerando a ideia de mddulos anexos, pode-se afirmar que o esquema conceitual
proposto ultrapassou o objetivo original de modelagem direcionada, especificamente, aos dados
e requerimentos do PCG. Mddulos anexos podem ser inseridos/removidos para incluir outros
projetos baseados em comparagdes de sequéncias de proteina, que se beneficiem das

informacdes fornecidas pelo modulo CENTRAL do modelo.

Da mesma forma, outras bases de dados especificas — por exemplo, bases de dados de:
expressdo génica, transcriptomas, estruturas 3D de proteinas, proteomas (experimentais),
interacOes de proteinas, dentre outras — podem ser integradas ao esquema a partir de referéncias
cruzadas ndo s6 com a entidade PROTEIN, mas também com as entidades GENE e GENOMIC
SEQUENCE, atraves dos atributos que referenciam os identificadores Gnicos das bases de dados
RefSeq, UniProt, Gene e Taxonomy. Novas bases adicionadas ao esquema podem fornecer
informacdes extra para responder requisitos e/ou necessidades futuras e incrementar 0 processo

de anotacéo, além de oferecer novos parametros para consultas e procedimentos.

Conjuntos com novas sequéncias de proteina (versdes mais recentes das bases RefSeq
e UniProt) podem ser comparadas e seus hits serem adicionadas aos do conjunto original do
PCG, assim como outros conjuntos de dados de proteina podem ser comparados, e seus

resultados substituirem os hits do PCG.
As informacdes centrais do esquema que tém como referéncia as bases de dados RefSeq,

Gene e UniProt, podem ser instanciadas e atualizadas a qualquer momento, utilizando scripts

ja desenvolvidos e disponiveis para a carga de dados [Tristdo and Lifschitz, 2009].
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6. CONCLUSOES

O proposito original do estudo desta tese — modelagem conceitual de bancos de dados
bioldgicos —, surgiu com a proposta para o desenvolvimento de um sistema de banco de dados para

armazenar e gerenciar o resultado do Projeto Comparacédo de Genomas (PCG).

O interesse em desenvolver um sistema para 0 PCG deve-se a importancia de seu resultado:

— Mais de 4 milhGes de sequéncias de aminoacidos foram comparadas “par-a-par”,

— Centenas de genomas completos foram utilizados,

— O programa de comparacdo utilizado foi 0 SSEARCH,

— O PCG gerou como resultado uma matriz de aproximadamente 1 Terabyte (TB),
com 4,2 x 10° linhas com dados de similaridade de sequéncias®®,

— Resumindo, o PCG calculou e armazenou indices de similaridade, resultantes da
comparacdo de milhdes de sequéncias de proteina, eliminando, desta forma, a fase de
maior custo computacional necessaria para analises genémicas comparativas (que € a

comparago de sequéncias?®).

A primeira producdo do grupo LGFB/LaBBio utilizando os dados do PCG foi o
PWDB v.1'*, Este banco de dados foi publicado em [Otto, Bezerra et al., 2010], esta atualmente
funcional e disponivel na web através de uma interface gréfica e atende aos requisitos de maior

urgéncia da época em que foi desenvolvido.

Num projeto de sistema de banco de dados, a organizacdo do banco de dados é uma das
etapas mais importantes e seu desenho deve ser representado, primeiramente, em um esquema
conceitual, que é uma representacdo grafica do modelo conceitual. A modelagem conceitual é
a fase em que se busca representar, em uma linguagem de alto nivel, os conceitos/objetos
presentes no dominio do problema; e independe da escolha de software e paradigmas de

desenvolvimento, do sistema de computacéo e da evolugéo de tecnologia.

Ao longo do projeto de modelagem, objeto desta tese, dois pontos fundamentais foram

considerados para responder adequadamente os requisitos do PCG:

139 [ndices de similaridade com um cut-off minimo, estatisticamente significativo.

140 No caso especifico do PCG, os elementos gendmicos comparados foram sequéncias de proteina. Existem
diferentes abordagens para comparacgao de genomas.

141 Anterior ao esquema conceitual proposto nesta tese.
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(a) Para a recuperacdo de informacdes preditas para as proteinas em fontes de dados
bioldgicos externas e comparacdo de diferentes anotagGes, foram construidas
referéncias cruzadas entre os identificadores das sequéncias de aminoécidos de cada
hit com as bases NCBI-RefSeq e UniProt.

(b) Para estudos gendmicos, a questdo chave foi relacionar as sequéncias de
aminoacidos com suas sequéncias de nucleotideos de origem!*? e sua posicdo

gendmica.

O esquema conceitual desenvolvido nesta tese foi publicado em [Lifschitz, Bezerra et
al., 2012]. Uma nova versdo (j& prevista) do banco de dados PWDB, baseada neste esquema,

pode permitir pesquisas mais avangadas e a construcdo de procedimentos mais complexos.

Devido a caracteristica basica de um esquema conceitual de representar o modelo de dados
de maneira independente de especificagbes computacionais, durante a fase conceitual de um
sistema de banco de dados tenta-se adiar decisdes de projeto relacionadas a paradigmas
computacionais especificos, mantendo-se o foco no processo de compreensdo e definicdo da
semantica do dominio do problema. Nessa tese, 0 esquema conceitual foi representado atraves de
um formato gréafico de facil compreensdo — o diagrama ER, proposto para facilitar o planejamento
de consultas e procedimentos por pesquisadores da area de genémica (que normalmente possuem
conhecimento limitado em bancos de dados), assim como guiar o desenvolvimento e a
implementacao fisica de uma segunda versdo do PWDB por profissionais da area de computacao

(que normalmente possuem conhecimento limitado em gendmica).

Poder utilizar fontes distintas e associar diferentes tipos de informacdo bioldgica e
métodos computacionais é uma interessante opgao para pesquisas pontuais e mais especificas,
que podem revelar novos dados, além de ressaltar possiveis incoeréncias ou erros. O esquema
apresentado prevé a utilizacdo de recursos variados com a vantagem de considerar a associacao
de bases de dados bioldgicos de referéncia a uma base com indices de similaridade ja pré-
calculados, resultantes da comparacdo de sequéncias de proteina oriundas de genomas

completos (e incompletos).

Foram apresentados alguns exemplos para demonstrar a possibilidade de utilizacdo do

esquema conceitual para planejamento de consultas e procedimentos, mesmo antes da

142 Da base de dados Refseq.
86



existéncia de um esquema l6gico. Com isso, usuarios sem conhecimento suficiente para utilizar
uma linguagem de banco de dados podem ter uma maior participa¢do no projeto de um sistema,
utilizando os elementos do diagrama do esquema para um maior detalhamento de questbes de

interesse que poderdo ser melhor compreendidas pelos desenvolvedores do sistema.

Estudos e implementacdes utilizando o esquema vém sendo desenvolvidos pelo grupo do
LabBio, e dentre alguns j& finalizados pode-se citar [Tristdo C, 2012; Viana et al., 2011a; Viana et
al., 2011b; Tristdo and Lifschitz, 2009].

O esquema conceitual proposto pode ser estendido com facilidade. Mddulos anexos
podem ser inseridos/removidos para incluir outros projetos baseados em comparacdo de
sequéncias de proteina que se beneficiem das informac6es fornecidas pelo médulo CENTRAL do
modelo. Da mesma forma, novas bases de dados especificas de diferentes areas (-émicas, por
exemplo) podem ser integradas ao esquema a partir de referéncias cruzadas ndo s6 com a

entidade PROTEIN, mas também com as entidades GENE, GENOMIC SEQUENCE & TAXONOMY.

Novas sequéncias de proteina podem ser comparadas entre si e com as sequéncias
originais do PCG e seus hits serem adicionados aos do conjunto original, assim como outros
conjuntos de sequéncias de proteina podem ser comparados, e seus resultados substituirem os

hits do conjunto original do PCG.

As informacOes centrais do esquema, que tém como referéncia as bases de dados
RefSeq, Gene e UniProt, podem ser instanciadas e atualizadas a qualquer momento utilizando

scripts ja desenvolvidos e disponiveis para a carga de dados.

Para finalizar, vale ressaltar um ponto fundamental da proposta do sistema de banco de
dados PWDB que € permitir a construcao de consultas e procedimentos no dominio da genémica
comparativa sem a necessidade de comparacdo de sequéncias; e pode representar um ganho

consideravel em processamento, tempo e espago computacional no momento de execucao.
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Abstract. This work involves the comparison of protein information in
a genomic scale. The main goal 18 to Improve the quality and interpreta-
tion of biclogieal data, besides our understanding, of biological systems
and thewr interactions. Stringent comparisons were obtained after the
application of the Smith-Waterman algorithm in a palr wise manner to
all predicted proteins encoded in both completely sequenced and un-
finished genomes available in the public database RefSeq. Comparisons
were run through a computational grid and the complete result reaches
a volume of over 900 GB. Consequently, the database system design 1s
a critical step in order to store and manage the information from com-
parisons’ results. This paper describes database conceptual design 1ssues
for the creation of a database that represents a data set of protein se-
fuence cross-comparisons. We show that our conceptual schema and its
relational mapping enables users to extract relevant mformation, from
simple to complex queries integrating distinct data sources.

Keywords: Database design, Pairwise alignment, Complete genomes.

1 Introduction

The availahility of complete genome sequences of numerous organisms, combined
with the computational progress occurred i the last few decades, provides an
opportunity to use holistic approaches in the detailed study of the genome strue-
ture, as well as gene prediction and functional classification.

Among these approaches, we are mainly interested in the comparative genome
analysis (or comparative genomics). It consists in the analysis and comparison
of genetic material from diverse species (or strains), alming at investigating their
internal organization and evolution of the compared genomes (and the corres-
ponding species). In addition, we are looking forward to revealing the function
of genes and non-coding regions in these genomes.

M.C.P. de Souto and M.G. Kann (Eds.): BEE 2012, LNEI 7409, pp. 144-155, 2012,
(&) Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2012
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This work reports results of the PWD! research project. It is an initiative ded-
wcated to the comparison of protein information on a genomic scale. The goal 1= to
improve the quality and interpretation of biological data, consequently, our un-
derstanding of biological systems and their interactions. Stringent comparisons
were obtained after the application of the Smith-Waterman (SW) algorithm[15]
in a palr wise manner to all predicted proteins encoded in both completely se-
quenced and unfinished genomes available at RefSeq® database.

Rigorous dynamic programming algorithms, such as SW, ensure the determi-
nation of the optimal alignment hetween pairs of sequences. In our case, we have
run an implementation of the SW algorithm. However, due to their computa-
tional complexity, these algorithms are usually not suitable for the comparison of
a large set of sequences. Therefore, we have considered distributed computing re-
sources provided by the World Community Grid*[12] to determine the sequence
similarity level among almaost 4 million proteins.

The result data available has reached a huge volume - over 900GB - of data,
requiring a database system support. This 15 a fundamental factor if one wants
to maximize the knowledge generation from the results yvielded by the PWD
project. Indeed, among others, we must consider data persistency, high availahil-
ity and efficient access, all typical database technology features. Consequently,
the database conceptual design becomes a relevant step to achieve the intended
goals., Moreover, the corresponding logical (e.g. relational) schema would avoid
performance bottlenecks, enable efficient querving and database maintenance.

This paper discusses conceptual modeling issues regarding the PWD project
and all related database systems. We propose an extended conceptual schema
in order to enable simple and complex queries, iInvolving data obtained in our
experiments and other relevant data sources, such as genomic sequences and
taxonomies. We give then an overview of the database implementation issues,
from the creation of the relational schema into a PostgreBQL DBMS up to
samples of queries that define a formal access to our database.

It should be noted that there are many different research initiatives focusing
on data modeling for bioinformatics (e.g. [6-8, 10, 11, 13, 16]). However, either
there is no actual related project and the solutions proposed are not applicable to
specific situations, or the conceptual models are so particular that we could not
directly consider here. Furthermore, most approaches in the literature prioritize a
systems view rather than a conceptual view. We claim that the modeling choices
presented enforce the biological concepts and data integration issues.

This paper is organized as follows: we discuss next the motivation and the
actual context of our research work, specifically some processing requirements.
In Section 3 we discuss important issues with respect to conceptual data mo-
deling, including some pros and cons of our modeling choices. Section 4 describes
our relational schema and presents an overview of implementation and query
answering. Finally, Section 5 concludes with future and ongoing work.

! ww. proteinworlddb. org
? http: //www.ncbi.nlm.nih. gov/RefSeq/ (version 21).
3 http: /fvww.worldocommunitygrid. erg
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2 Motivation

Comparative genomics comprehends the comparison of two or more genomes,
including genomic sequences and their predicted protein content, the relative
positions of their genes and other genomic context features that may be of fune-
tional (or regulatory ) importance. It also ineludes the study of gene structure and
organization, the presence and location of repetitive sequences, polymorphisms
and several other characteristics that may help to differentiate genomes|d].

A detailed analysis of the predicted protein contents of an organism is an 1m-
portant step in genome analysis, and it has been applied to several studies with
different objectives. Cancer, for instance, is a class of diseases where modifica-
tions in the expression pattern of several genes confer new biological properties
to the cell. A better understanding of these alterations may provide new 1nsights
for the development of diagnostic and treatment procedures.

An important task is the identification of all protein-coding genes and their
location in the genome sequence, as well as the characterization of their fune-
tions. Genomic sequences are scanned, searching tor protein-coding genes, using
computational gene models. For each new genome, each predicted gene 15 con-
ceptually translated into a protein sequence; the predicted collection of protein
sequences is the predicted proteome of the organism. Each predicted protein is
used as a query sequence in similarity searches against repositories of biologi-
cal sequences. Significant matches are added to the genomic sequence together
with the gene position and its product description. More sophisticated methods
for the search of gene families are also used for annotation. Collectively, these
methods provide predictions for the proteome of a newly sequenced organism|[9].

Additional information about a proteome can be obtained through the com-
parison of the set of protein sequences against itselt, which identifies paralogs
(genes originated after duplication events), through the comparison among
different proteomes for the identification of orthelogs (genes originated after
speciation events), by studyving fusion or fission events or new domain arrange-
ments, and by studying the evolution of cellular, metabolic and regulatory
tunetions.

Genomic analyses presents important computational challenges and one fun-
damental step i1s the efficient storage and management of the information derived
from DNA and protein sequences, alignments, functions and locations of genes,
protein families and domains, relations between genes of different organisms and
chromosomal rearrangements, among others. The database system must be logi-
cally organized in such a way that all types of information are readily accessible
and may be rapidly fetched, even for a large volume of data.

In what follows, we discuss the results of our practical comparisons, our first
and straightforward conceptual model to represent it and the extended model
that involves many other relevant information that enable a rather complete
view of the biological experiment.

99



3 Database Conceptual Modeling

In our experiments, a set of 3,812,663 proteins from RefSeq version 21- consisting
of all predicted proteins encoded in 458 completely sequenced and unfinished
genomes - and 254,600 proteins from Swiss-Prot version 51.5 were compared,
In a pair wise manner, with the program SSEARCH[14]. We have configured
SSEARCH with standard parameters, and an E-value cut-off equal to one.

query gi, subject gi, W score, bit score, e-vale, % idenity, aignment length, query star, queny end, subject start, subject end, query gaps, subject gaps

67523787,67540134,2166,488.8,2.6¢-138,0.336,1320,35,1275,67,1367,79,19

Fig.1. A PWD match example report. The first line 15 the header of the listed values,
The numhbers are the ones that are stored.

For each significant match, a report is generated containing the identification
of the pair of sequences compared and the alignment. The output format is
given 1 Figure 1. A pair of protein sequences satistying the required conditions
to be stored was called a Rit. A hit is defined by identifiers of the two sequences
compared (Figure 1 has hit example between sequences gquery_gi = 67523787
and subject gi = 67540134), and stores the validation measures of the pair wise
comparison, besides additional information about the alignment, like similanty
and coverage. The resulting matrix contains only hit information. The alignment
itzelf was not stored.

Our main problem here was to define a database system that would help us
for tuture querying and general data accesses. The goal is to store the results
obtained 1n such a way that one could use these data together with other external
data sources and generate relevant information. However, the whole system must
consgider the usual impedance mismatch among users offering a simple rather
complete way to obtain the required information.

Figure 2 presents a first conceptual schema that can be output directly from
the results. We have represented it with a conventional Entity- Relationship (ER)
diagram, including min-max cardinalities. There are actually 3 possible comhi-
nations of hits involving translated ORFs and Proteins. All minimal cardinalities
are zero as not all pair wise comparisons generate significant hits.

Results stored at the mitial matrix contain only sequence identifiers and align-
ment information. The first step of this conceptual design was the creation of an
entity that characterizes protein sequences. Information about the catalogued
proteins compared in PWD includes the protein definition, its length and or-
ganism, and possible external references as protein identifiers ( HefSeg and/or
HBwissProt). As the database must be kept up to date and updates occur, we

1 nt tp://vww.uniprot. org/
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Fig. 2. First approach for a conceptual schema

identify those Proteins that have participated in registered comparisons. These
are the main attributes of the Protein entity.

The amino acid sequences translated (JRF are represented by another entity
ORF T because they do not possess external identifiers. Information about these
sequences includes the source organism, genomic location and length. Three
tyvpes of distinet relationships between, proteins and ORFs are defined:

1. hét_O0 1s result of a comparison between ORF_T and ORF_T;

2. hit_OF 1= result of the comparizon between ORF_T and proteins derived from
SwissProt (proteins derived from RefSeq were not compared with ORF_T);

3. hit_PPF is result of the comparison of RefSeq proteins with HefSeq and Swis-
sProt proteins.

These relationships possess attributes that specify the pair wise results of PWD:
queryg, subjecty;, SW score (brute score of the comparison), bit score (nor-
malized score), e-value (alignment significance), %identity, alignment length,
query_start, query_end, subject_start, subject_end, query_gaps, subject_gaps.

However, we have some general and specific goals with this PWD project
that cannot be solved only with the SSEARCH results and the corresponding
output. There 15 a need of external data sources if one wants to check on the
avallability and feasihility. With respect to comparative genomics, hits represent
only the result of protein-related genome comparisons. Further interesting ques-
tions depend on the protein coding gene physical position at its genomic context.
For instance, the structure, organization and their genes relative peosition (gene
order), and many other genomic features that may be of functional importance.

Therefore, Figure 3 gives an overview of our particular extended conceptual
schema. We will discuss some of the data modeling alternatives and our design
choices, which have guided us until the current conceptual schema.

We must observe that genes, transcripts, ORF=2 and genomic sequences are
nucleotide sequences, while proteins and translated ORFs are amino acid se-
quences. The relationships between proteins and nucleotide sequences are con-
structed based on information from RefSeq version21.
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Fig. 3. A Conceptual Dhagram for PWD Project

Conceptual Model Objects

We may explain entities, relationships and attributes in Figure 3 in more de-
tails. A protein 1s generated from a gene, which is a genomic sequence region.
A protein coding gene is transcribed and produces a primary transeript that,
after some processing, generates a mature transcript containing the protein cod-
ing sequence (CDS). The mature transcript is formed by the concatenation of
sub-sequences containing information for the protein (exons) and untranslated
regions (UTRs).

An ORF is a series of nucleotides codons extending up to the first termination
codon. ORFs may not code for proteins. This way, all coding sequences (CDS)
are ORFs but not all ORFs are coding for proteimns.

Entity Protein represents the amino acid sequence of the protein that is related
with the nucleotide sequence of CDS, and CDS with the gene and the genomic
sequence containing it, keeping only an external reference to the transcript.
Thus, CDS is an entity whose basic property 12 to keep up with the relationship
hetween entities Protein, Gene and Genomic Sequence. This 1s done through
the positioning of a given gene coding regions (exons) in the coordinate system
of the genomic sequence that contains it. Each exon in a gene corresponds to
a CDS sub-sequence, defined by an initial and a final position mapped into the
coordinate system of the genomic sequence.
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The entity Gene possesses an NCBI identifier - Entrez Gene®, the region of its
genomic sequence, defined by a start and a stop position, and a reading sense,
itz order in relation to the other genes in the genomic sequence, a transcript
identifier (from RefSeq), and the GC-content. An amino acid sequence ORF_T
refers to the genomic nucleotide sequence throngh an OR Foregion delimited by
a start and a stop position, inside the genomic sequence, with the reading sense,
its position with respect to neighboring genes and the C-content.

The Genomic Sequence entity possesses a HefSeg identifier, definition and
sequence length, the type of organic molecule (DNA /RNA), status, type of se-
quence (chromosome, organelle, plasmid), an optional identifier of the respective
genome project, GO content and an identifier of the source taxon.

Taxonomies and Classification

The classification used in PWD project is the same as the NCBI Taxonomy
Databasze[2]. Each entry in the NCBI database is a taron, also referred to as a
node. The root node (taxidl) is at the top of the hierarchy. The path from the
root node to any other particular taron in this database is called its “lineage”;
the collection of all of the nodes beneath any particular taxon is called 1ts subtree

In the conceptual model, the organism from which the genomic sequence was
derived is the leaf node, defining the sequenced species (or an inferior rank like
strain). It contains the taxID) identifier from NCBI (a stable unique identifier for
each taxon), the scientific and common names and synonyms. Each tree node has
a rank, a parent node and may have descendent nodes. The taxonomic lineage
may be obtained through a tree traversal from leaf nodes up to the root.

Conceptual Design Issues

We have first considered a database system exclusively oriented for the PWD
project. Thus, the idea was to consider an entity called Seqg AA that would
represent all compared amino acid sequences including annotated proteins and
translated ORFs. This entity would relate with the hits matrix, and we would
be able to specialize Seq 4.4 with either RefSeq or SwissProt as attributes. This
entity would also be limited to sequences compared within the PWD project.

Within this particular conceptual schema, the amino acid sequences would
relate with the nucleotide sequence through the entity Cading_region, and the
latter with its source nucleotide sequence entity Seg NT source. The problem of
this representation is that it would be artificially adapting a biological concept,
as ORFs were considered even if not coding regions. Moreover, another entity,
Seq_NT source, also presented a wrong concept by dealing equally with both
genomic and transcript sequences.

We have discussed some alternatives and decided to adopt the conceptual
model depicted in Figure 3 due to the following reasons and modeling challenges:

It is important to enable the database system to support updates as new
genome sequences become available. It would be an error to linmt the database
only to the GCP project.

° ht tp:SSwww.ncbi.nlm.nih. gov/entrez/query. fcgi¥db=gene
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The ORFs-T sequences, as a group of artificial ( possible) proteins, brought
many design problems. It becomes clear now that the sequences do not share
the same characteristics with proteins, and need to be represented by and
independent entity.

Even if proteins with different origins could have distinct characteristics,
with a conceptual viewpoint they all could be grouped as a single entity -
Protein.

In our project, there are proteins that are originated from genomic projects in-
cluding gene annotations, mRNA and CDS; those whose origins are only mRNA
and proteins that are directly obtained from its sequencing process, without any
reference to its original nucleotide. It brings another challenge for conceptual
modeling and we have decided to model 3 types of amino acid sequences with
specific characteristics and distinet research goals:

1. Protein sequences derived from finished genome projects (possessing the re-
lationships genomic sequence gene transcript - CDS - protein) which will be
the sequences considered in the comparative studies of proteomes, because
they represent the complete predicted proteome of an organism;

2. Other protein sequences that may have these relationships are usetul tor the
identification and validation of procedures and annotation results;

3. The experimental group of ORF_T will be used to evaluate the coding po-
tential of these small ORFs, usually neglected by automatic gene prediction
methods. These sequences were derived from complete prokarvotic genomic
sequences. Therefore, the relationship ORF_T genomic sequence 15 manda-
tory, and validated sequences (with a high probability of being coding) may
be included in the proteome comparative studies involving the database.

4 Relational Implementation and Queries

We have mapped our conceptual schema to a relational logical schema. Figure
4 shows the Hits similarity mapping. The recursive relationship Hits among
ORF_T entity type participants were mapped for the table hit_oo. We also
mapped recursive relationship Hits of Proteins (hit_pp table) and the relation-
ship Hits among Protein and ORF_T (hif_op table).

Figure 5 shows the taxonomy relational mapping. The recursive relationship
is parent 1s mapped to faronomy table by the foreign key taronomy_id. The
relationships have among ORF_T and PROTEIN are mapped by the attribute
taronomy_id into orf_t and protein tables. We 1dentify the attribute synonymous
as a composite attribute. Then we have created the synonymous table that has
different names for the same taxonomy.

Figure 6 shows the resulting logical schema diagram for our central dogma
conceptual. Finally, we show in Figure 7 the complete logical schema diagram.

Cueries: Validating the Relational Logical Data Model

With our relational schema in mind (Figure 7), it is possible to show how some
relevant queries, involving most database objects, may be solved:
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1. Counting proteins in the database?

SELECT COUNT(DISTINCT p.fiocruzid)
FROM protein p
JOIN hit_pp_qgid h ON p.fiocruzid = h.query_fiocruzid;
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Fig. 6. Central Dogma Mapping

2. Proteins represented with genomic sequences?

SELECT p.fioccruzid, p.gbkid, p.definition

FROM gencmic_sequence gs

JOIN eds ON gs.gbkid = cds.gbkid

JOIN gene g ON cds.geneid = g.geneid

JOIN protein p ON cds.fioccruzid = p.ficcru=zid
JOIN hit_pp h ON h.query_ficcruzid = p.ficcruzid

3. How many genomes belong to a given (e.g. Vertebrata) taxonomy group?

SELECT gs=.ghbkid, gs.gbkdefinition, t.name
FROM gencmic_sequence gs

JOIN taxonomy t ON gs.taxonomy_id = t.taxonomy_id
WHERE t.name LIEE ‘YVertebratall® ;

4. Return all hits above cut-off for a given protein X.
SELECT p.fioccruzid, p.definitien, h.e_walue, h.bit_score, h.sw_score

FROM hit_pp h
JOIN protein p ON h.subject_fiocruzid = p.fioccruzid
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Fig. 7. A Logical Diagram for PWD Project

WHERE p.fioccruzid = 10957467
AND (h.query_fiocruzid = 10957467 OR h.subject_fiocruzid = 10957467)
AND h.e_wvalue < 1.0e-5;

Complex queries are also relatively easy to follow if one considers our logical
model depicted in Figure 7. Due to space limitations the reader is invited to
check our project website.

5  Conclusions

We have discussed in this paper some conceptual modeling issues, including
data modeling and queries, with respect to comparisons of protein information
in a genomic seale. Due to the resulting data volume, the database system de-
sign becomes a critical step in order to extract significant information. We have
discussed also implementation issues regarding our logical relational schema.
We have implemented the logical model into PostgreSQL [3] as the underlying
DBMS. Indexes access structures have been implemented to optimize some of
the requested database queries,

Our main contributions rely on a general database system framework to repre-
sent sequence comparisons and the corresponding information with a fundamen-
tal and conceptual approach. This paper show an instantiation of our database
schemsa considering data from the ProteinWorldDB project. We claim that many
distinet queries, either simple or complex, may be stated in a straichtforward
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manner. The system has been implemented and its first version is already avail-
able to the public.

Many different loading scripts were developed and will become available to
the public. Our ongoing and future work involve annotation procedures and
external data sources, such as Pfam [5] for protein domains, KEGG [1] (metabolic
pathways) and controlled vocabulary based upon GeneOntology[4]. We are also
tuning our database system in order to support complex queries and additional
procedures, such as the identification of unique genes, paralogs, orthologs and
many others.

Acknowledgements. We wish to thank IBM®, World Community Grid™ for
their support.
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ABSTRACT

Motivation: Many analyses in modem biclogical research are
basad on comparisons between biological saguences, resulting
in functional, evolutionary and structural inferences. When large
numbers of sequences are compared, heuristice are often used
resulting in a certain lack of accurecy. In order to improve
and walidate results of such comparisons, we have performed
radical all-against-all comparisons of 4 milion profein sequences
belonging to the RefSeq database, using an implementation of the
Smith-Waterman algorithm. This extremely intensive computational
approach was made possible with the help of Wordd Community
Gnd™, through the Genome Comparison Project. The resulting
datshase, ProteiniéorldDB, which contains coordinates of pairwise
protein  alignments and their respective scores, is now made
available. Users can download, compare and analyze the results,
filtered by genomes, protein functions or clusters. ProteinWorldDE is
integrated with annotations derived from Swiss-Prot, Pfam, KEGG,
NCEBI Tewonomy database and gens oniology. The database is a
unique and valuable asset, representing a major effort to ocreate a
reliable and consistent dataset of cross-comparisons of the whole
protein content encoded in hundreds of completely seguenced
Qen0MmEs Using a rigorous dynamic programming approach.
Awvailability: The database can be accessed through
hitp:/iproteinworddboorg

Contact: otto@fiocnuz br

Received on April 25, 2009; revised on January 6, 2010; accepted
on January 9, 2010

1 INTRODUCTION

The assignment of biological function predictions and structural
features to raw sequence data is typically accomplished by
comparing them either to predicted protein sequences or to the
corresponding genes. This information is stored in several primary
public databases, such as GenBank (hitp:/fwww.ncbinlm_nih.gov/
Genbanks) or EMBL-Bank (http:#fwww.ebi.ac.ukfembl). However,
annotations are ofien incomplete, based on  non-standardized

*To whom commespondence should be addressed.

nomenclature or might have no value when inferred from previous
incomrectly annotated sequences. Hence, secondary databases
such as Swiss-Prot (hitpofarww expasy.chisprot/), PEFAM (hitpa!f
pfamusangerac.uk) or KEGG (hitpcffww.genome.ad. jphkegg), to
mention only a few, have been implemented to analyze specific
functional aspects and to improve the annotation procedures and
resulis.

Dynamic programming algorithms, or a fast approximation,
have been successfully applied to hiological sequence comparison
for decades, and this class of algorithms comprises the heart of
many well-known sequence alignment programs (Batzoglou, 2005).
However, becawse of their quadratic time complexity, rigorous
dynamic programming algorithms are uswally not suitable for the
comparison of a large set of sequences against a database, as
they demand exceptionally hoge computational power and are
very time consuming. For this reason, sequence comparisons are
generally performed by heuristics like BLAST (Alschul e al,
1997} and FASTA (Pearson, 1990}, which have proved to be quite
effective and significantly faster than the dynamic programming
algorithms. However, in many instances, these comparisons mig ht
lack accuracy, as these heuristics do not guarantee to find
a mathematically optimal alignment (Pearson, 1990), therefore
affecting all subsequent analytical steps. The Genome Comparison
Project (GCP) (hitp2fwww_dbbm_fiocruez_ br/GenomeComparison)
aims to compare protein information on a genomic scale to
improve the guality and interpretation of biclogical data and
owr understanding of biological systems and their interactions.
Stringent comparisons were obtained after the application of the
Smith-Waterman (5W) algorithm (Smith and Waterman, 1981)
in a pairwise manner to all predicted proteins encoded in both
completely sequenced and unfinished genomes available in the
public database RefSeq (version 21). The project represents a joint
effort involving Ficcnuz, PUC-Rio and IBM®, and was executed
through World Community Grid™ (WCG), a computational gnid on
a global scale. We present here the outcome of this joint effort, the
ProteinWorld DB, which represents a major effort to create a reliable
and consistent dataset of cross-comparisons of the whole prodein
content encoded in hundreds of completely sequenced genomes
using a rigorous dynamic programming approach.

& The Aumors) 2010, Published by Owiord UiniversIty Press.

This |= an Open Access articie distributed undar the terms of the Creative Commions Atiribulon Non-Commerdlal License (Tip./creativecommons.orgicenses’
DY-NC/2.6), which permits unmestrictad non-commertlal use, distribufion, and reproduction In any medium, provided the original wonk i propany clted.

109



T.D.Ctto et al.

2 METHODS

The core of the ProtzinWorddDE comprises the results of all pairwise
comparisons accomplished by the GCP. Briefly, 2 set of 3812663 proteins
from RefSeq version 2 |—consisting of all predicted proteins encoded in
458 completely sequenced and wnfinished genomes—and 254 609 proteins
from Swiss-Prot version 515 were compared, in 3 pairwise manner, with
the program SSEARCH (hitp:/Fasta. bioch virginia.edw), an implementation
of the SW local alignment algorithm. The sample was partitionad in blocks
contxining ap o 2000 sequences exch, and comparisons wene made applying
standard parameters, with an E-value cutoff equal 10 one. To overcome
distortions in the E-value and bit scone produced by the partitioning of the
data, we recalculate the statistical parameters Lambda and K for each aligned
pair, taking the entire dataset into account, using four different mathematical
models implemented in the SSEARCH algorithm: (1) a weighted regression
of averape score versus library sequence length, which provides an accurate
estimate of whether an alignment score is likely to ocour by chance (Pearson,
1908 Pearson and Sierk, 2005), (ii) estimation from the mean and stundard
deviation of the library scores, without correc ting for library sequence kength,
(i) maximam likelibood estimates of Lambda and K and the (iv) Altschul-
Gish parameters { Altschul and Gish, 1996). For each comparison, a report
contxining sequence identifiers, alignment length. coordinates of the most
similar regions, percentage of identity, namber of gaps, raw and bt scofes
and E-walue was returned. These central data were subsequently connected to
several third-party annotations. including gene and protein features (RefSeq),
laxonomic information (NCBI Taxonomy database), gene oatology (GO,
functional classification (Swiss-ProtTrEMEL), domain and protein family
classification (Pfam) and enzymatic activity (KEGC). Additionally, we have
clustered all prodeins of the dataset Two or more proteins are included in
the same cluster if either their SW score of the combination of identity and
overlap is grealer than or equal to a certain threshold (Otto af al, 2008).
More than 40 complete sets of clusters, using different parameter settings,
were generniad and stored.

The ProteinWorldDB dats are stored and managed using 1BM® DA2
database management system, and are publicly accessible via a web-
tased graphical user interface. Cusrently, the following amalvses are
imiplemented:

(1) Query of annotation features by primary/secondary database

identifiers, GO terms, EC nambers or Pfam terms. The records are

returned in txbalar form, incloding all aforementioned qualifiers. the
genome name and its NCBI taxonomy [D. This is the standard outpat
for most resuls.

Retwrn of all proteins stored in the database similar to a query

sequence according o a certain qualifier. The user can limit the resulis

using the E-value, percentage of identity, overlap area or 8W score.

(3 Comparison of prolein sequences not included in the database with
all proteins in the dataset using BLAST algorithm. The first five hits,
including their features, are relurmed.

(4) Download of the complete comparison data of two (ully sequenced )
genomes. The sumber of hits displayed can be limited a5 in 3.

(5) Search for unique proteins encoded by each orpanism. Under a given
cluster threshold, these proteins represent the sequences that have not
been gromped with any other sequence.

(6) Query of growps of related proteins, based on the primary/secondary
datzhase ientifiers, GO terms, EC nombers or Pfam terms.

(z

"

3 RESULTS

ProteinWorldDMB hosts a singular core dataset, composed of nearly
4 million proteins compared in a pairwise manner with the
rigorous 5W algorithm, which guarantees to find a mathematically
optimal alignment for a given set of parameters. With the help

of the WCG the processing took -7 months of calendar time
(the equivalent of 3748 computer years, including an average
3-fold redundancy in the grid, which was simultaneously allocating
resources to two other projects). The complete result occupics
~1 TH in a tabular form, each line comprising 80 characters for
each alignment with an E-value < 1. OFf the 16 x 102 comparisons
executed, 4.2 107 are currently in the database {comprising 300
GB of data), comesponding to alignments with an E-value <0.001.
Different groups compared subsets of sequences with a SW approach
(Kanehisa ef al., 2006) or pairs were first fillered with a hewristic
method and then compared, after satisfying a certain threshold
(Rattei et al., 2008). As previous studies have shown (Pearson, 1990;
Uchiyama, 2007}, the latter strategy is not guaranteed to find all hits.
Omne should keep in mind that false positives are expected to be found
with an E-value threshold of E <0.001, as millions of comparisons
were done. Mevertheless, function transfier and homology inference
should not rely on E-value thresholds alone, since the fraction of
identical positions between a pair of sequences, as well as the
extension of their overlapping area, among several other sequence
properties, play an important role in functional and evolutionary
predictions based on sequence similarity { Boekhorst and Snel, 2007;
Rost, 2002; Tian and Skolnick, 2003).

Valuable and wunigue information can be retrieved from
ProteinWorldDB. For instance, queries could include: (i) individual
or groups of proteins and their similarities with other entries based
on the SW algorithm; (ii) download of subsets of the comparison
data, ie related proteins shared by two particular species (inferred
orthologs) or related proteins present in the same organism (inferred
paralogs); (111} genes that are exclusive of a particular species,
ie. taxonomically restricted (unigue) genes; (iv) groups of related
prodeins for particular species using a protein of interest or a shared
biological function as reference; and (v) comparison of different
annotations for each entry. The ProteinWorldDB will, no doubt,
contribute to improve annotation, to studies on genome and protein
family evolution and in many other research aspects.

31 Further work

At this moment, the database contains similarity information using
an E-value cutoff of 107>, Later on, we will add additional results up
to an E-value of one, and comparisons of an experimental set of open
reading frames, which have not been predicted as coding. Datasets
comprising different phylogenetic experiments, phylogenomics and
horizontal gene transfer are in construction. Also, an update can
be envisaged with the WCG to compute all the genomes that were
included in RefSeq since the end of our expeniments. In the future,
we hope to develop automatic algorithms to scan differences in
annotation between third-party databases, evaluate the confidence
of the annotations, add a wiki-like annotation support system,
allowing other groups to include their expertise in the database,
as well as refine the interface in order to allow more complex
queries.
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I11. PROJETO COMPARACAO DE GENOMAS —PCG

O Projeto Comparagdo de Genomas (PCG)**3, uma iniciativa do grupo de pesquisas
genbmicas do Laboratério de Gendmica Funcional e Bioinformatica (LGFB) do Instituto
Oswaldo Cruz / Fiocruz, comparou aproximadamente quatro milhdes de sequéncias de
aminoacido e gerou como resultado uma matriz com quase 900 GB, que precisava ser

estruturada, armazenada e disponibilizada para a comunidade cientifica.

Mais detalhadamente, o PCG foi planejado visando:

— A construcdo de um repositorio de referéncia para a comunidade de anotadores,
proporcionando uma fonte de dados confiavel para pesquisas. Utilizando-se o0s
indices de similaridade, armazenados na matriz de resultados, juntamente com uma
nomenclatura padronizada de genes e seus produtos (Gene Ontology**4) e de outras
bases de dados'*® de proteinas, para dar suporte ao processo de anotac&o, e fazer um

cruzamento de anotacdes de diferentes tipos;

— Permitir pesquisas avancadas de gendmica comparativa, com base na similaridade
entre 0 conjunto total de sequéncias proteicas de genomas completamente

sequenciados (“proteomas preditos”).

Para as comparacdes, utilizou-se uma estrutura distribuida de grid fornecida pelo World
Community Grid (WCG)*:

Execucéo
— Processamento no WCG:
. Inicio: 20 de dezembro de 2006
. Término: 21 de julho de 2007
. Total: 07 meses de calendario;

143http://www.dbbm.fiocruz.br/labwim/bioinfoteam/templates/archives/GenomeComparison/GenomeComparison
http://www.worldcommunitygrid.org/research/fcgl/overview.do

144 http://www.geneontology.org.

145 Com informagdes funcionais, de dominios, e classes enzimaticas.

146 http://www.worldcommunitygrid.org/

112


http://www.dbbm.fiocruz.br/labwim/bioinfoteam/templates/archives/GenomeComparison/GenomeComparison
http://www.worldcommunitygrid.org/research/fcg1/overview.do
http://www.geneontology.org/
http://www.worldcommunitygrid.org/

— Quantidade de sequéncias proteicas comparadas:
. 3.812.663 sequéncias da base de dados NCBI-RefSeq'4’ v.21;
. 254.609 sequéncias da base de dados UniProt-Swiss-Prot!*® v.51.5;

. Um conjunto de quase trés milhdes de sequéncias tORFs.
— Comparagéo:
. Par-a-par e todas-contra-todas'4°

. Programa: SSEARCH?5%.15L,
. Parametros: padrdo do SSEARCH;
. Valor de corte®?: E-value = 1;

. Numero de comparagdes realizadas: 16 x 102,

Formato do Resultado

— Na FIGURA IllI.1 temos o exemplo do resultado de uma comparacdo gerada pelo
SSEARCH:
= A sequéncia consulta = query_gi = 67523787
= A sequéncia subject = subject_gi = 67540134

query gi, subject gi, SW score, bitscore, e-value, % identity, alignment length, query stat quenyend, subjectsta, subject end, query gaps, subject gaps

67523787,67540134,2166,488.8,2.6e-138,0.336,1320,35,1275,67,1367,79,19

FIGURA 111.1. Exemplo do resultado de uma comparagdo produzido pelo SSEARCH. A matriz de
resultados do PCG é composta apenas por registros com este formato, onde somente os valores das
comparacdes sdo armazenados. A linha superior da figura apresenta apenas os descritores dos
valores, que estdo especificados na TABELA 111.1.

— Resultados armazenados:
= Apenas as informacdes dos alinhamentos (FIGURA 111.1 e TABELA 111.1);

147 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). Todas as proteinas preditas codificadas em 458 genomas (completos e
n&o finalizados).

148 http://www.uniprot.org/

149 Comparou-se todas as sequéncias de proteina presentes em cada genoma de cada organismo entre si e entre
todas as sequéncias de proteina presentes nos genomas de todos os outros diferentes organismos.

150 [Pearson WR, 1991]; http://fasta.bioch.virginia.edu/.

11Uma implementagdo do algoritmo de Smith-Waterman [Smith and Waterman, 1981], o qual encontra o
melhor alinhamento local (do ponto de vista matematico) entre pares de sequéncias.

152 3¢ foram armazenados resultados de similaridades com e-value <= 1.
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= Apenas pareamentos com valor de similaridade estatisticamente significativo (e-
value <= valor de corte);

= O alinhamento entre o par de sequéncias comparado néo foi armazenado;

= NUmero de alinhamentos significativos: 4.2 x 10°;

= Quantidade de dados da matriz (descompactados): 900 Gb.

Parametro Descricdo

SW score Pontuagdo obtida para o alinhamento de duas sequéncias, de acordo com uma matriz de
substituicdo particular

Bit score Bit score. Pontuagcdo normalizada

E-value Valor esperado ou E-value.
Representa o0 nimero de alinhamentos com a mesma pontuacéo ou maior esperado ao acaso

% identity Fracdo de posicOes idénticas para um dado alinhamento.

Alignment length |Comprimento do alinhamento.

Query start Posicéo inicial da sequéncia consulta no alinhamento.

Query end Posicéo final da sequéncia consulta no alinhamento.

Subject start Posicdo inicial da sequéncia no alinhamento.

Subject end Posicéo final da sequéncia comparada no alinhamento.

Query gaps N° de gaps introduzidos na sequéncia consulta durante o alinhamento.

Subject gaps N° de gaps introduzidos na sequéncia comparada durante o alinhamento.

TABELA I1I1.1: Descri¢do dos parametros listados no resultado do SSEARCH da comparagdo de um par de
sequéncias.

ENFOQUE COMPUTACIONAL

Sob o ponto de vista computacional, podemos ver o problema da quantidade de dados a
ser gerenciada como um desafio. 900 Gb referem-se somente a matriz de resultados das
comparacOes, valor que se tornara bem maior com a adicdo de dados das bases que serdo

associadas para dar suporte ao processo de anotacdo e pesquisas gendmicas.

Uma utilizacdo eficiente desses resultados esta diretamente relacionada com a forma
como estes dados serdo armazenados e as facilidades para execucao de consultas complexas e
do tempo de resposta, isto é, do projeto do banco de dados e facilidades de gerenciamento desses

dados.
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Com relacdo ao sistema de banco de dados que dara suporte as pesquisas biologicas,
deve ser considerado:

— A questdo de persisténcia dos dados (com uma ordem de grandeza de terabytes);

— A questdo de acesso e busca eficientes;

— Solucdes eficientes para que ndo ocorram gargalos de processamento, em termos da
relacdo entre os dados em disco e memdria RAM;

— O projeto da base de dados de forma que, em termos de software, atenda as necessidades
de busca;

— Vers0es futuras incrementais e atualizacdo do banco de dados.

ENFOQUE BIOLOGICO

O ponto inicial para as pesquisas biologicas é a matriz de resultados do PCG que contém
os indices de similaridades resultantes das comparacgdes entre o conjunto total de sequéncias

proteicas (“proteoma predito”) codificado nos diversos genomas considerados.

O segundo ponto, que permitird o estudo de diferentes questdes de gendmica
comparativa, requisitadas pelos organizadores do PCG, dependera das bases de dados
integradas a essa matriz, definindo e limitando o dominio que fornecera os contornos bésicos

para o projeto conceitual do PWDB.

De acordo com a documentagdo e conversas com a equipe do PCG, algumas das
questBes a serem analisadas, através de consultas diretas ao banco de dados, ou pela selecédo de

conjuntos de dados intermediarios para utilizacdo em procedimentos posteriores sao:

— Obter uma anotagcdo mais precisa das sequéncias comparadas, de modo a oferecer
um repositério de referéncia para a comunidade de anotadores, proporcionando uma
fonte de dados confidvel para pesquisas;

— Aatribuicdo de possiveis funcdes a proteinas hipotéticas de funcdo desconhecida,

— ldentificacdo de proteinas com multiplos dominios e elementos funcionais,

— Deteccdo de relacionamentos distantes entre proteinas;

— Relacionamentos evolutivos entre proteinas para uma melhor compreensdo da
organizagdo gendmica, sua evolucédo e funcdes celulares;

— Estudos evolutivos de genomas e familias de proteinas;
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— Compreensdo do conteddo protéico total de uma célula, das interacBes entre as
proteinas e das vias bioguimicas e sua regulacéo;

— Analise da biodiversidade, através do estudo de diferentes aspectos da genética e
bioquimica dos organismos;

— Entendimento de relacionamentos parasito-hospedeiro;

— Busca de novos metodos diagnostico assim como o desenvolvimento de novas
drogas e vacinas;

— Tentativa de descobrir padrdes incomuns de codificacdo em sequéncias gendmicas
de procariotos, utilizando os resultados do grupo de sequéncias de aminoacidos
derivadas de ORFs'®® que ndo foram identificadas como codificadoras de proteina

através dos métodos computacionais cléssicos.

DIFERENCIAL DO PCG

Um ponto importante e inovador desse projeto € a utilizacdo do software SSEARCH
para as comparacdes, e a parceria com o World Community Grid — IBM, que disponibilizou a
capacidade ociosa de computadores pessoais de voluntarios em todo o mundo, através de uma
infraestrutura de computacdo distribuida, sem a qual esse volume de comparagdes, utilizando
este método de comparacao em especial, ndo seria possivel.

O PCG ¢é unico no que diz respeito a utilizacdo do SSEARH para comparacéao desse volume
de dados. Pode-se citar o SIMAP (the Similarity Matrix of Proteins [Rattei et al., 2006, 2010]),
como um trabalho similar, mas este utiliza o Blast [Altschul et al. 1990, 1997] nas comparacdes e,
inclusive, os autores comentam que a solugdo étima para gerar uma matriz de similaridade seria a
aplicacdo do algoritmo de alinhamento Smith—-Waterman (SW) e o subsequente armazenamento
dos scores significativos'®. E concluem®™ que apesar de existirem implementacdes eficientes do
algoritmo SW os custos computacionais seriam totalmente invidveis. Assim, no SIMAP, é utilizado

0 método heuristico Blast para acelerar a busca nos bancos de dados.

1530 PCG resolveu utilizar essas sequéncias nas comparagdes numa tentativa de identificar possiveis sequéncias
candidatas a serem codificadoras, ndo detectadas pelos métodos automatizados, através do grau de similaridade
com sequéncias de proteina ja conhecidas. "Non-coding ORF” (ncORF) e “translated ORF” (tORF) sdo termos
definidos para o esquema conceitual do PWDB v.2. N&do sdo proteinas cadastradas em bancos de dados de
sequéncias. Maiores detalhes, anteriormente, em DISCUSSAO.

154 Essa foi exatamente a metodologia empregada pelo PCG.

1% Citando [Rognes et al., 2000].
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COMPARACAO DE SEQUENCIAS

Buscas por similaridade de sequéncias em bancos de dados € um processo repetitivo,
em que as mesmas buscas séo refeitas frequentemente, e, normalmente, é apenas o passo inicial
para direcionar estudos posteriores. Assim, pode-se frisar mais um ponto importante sobre o
PCG: o projeto comparou todo o contetdo protéico codificado nos genomas de centenas de
organismos, incluindo o homem e diversas outras espécies de interesse médico, comercial,
industrial ou de importancia em pesquisa como organismos-modelo. Foram comparagdes “par-
a-par” e “todas-contra-todas”, e os resultados de comparagdes considerados estatisticamente

significativos foram armazenados numa matriz.

Isso significa que para a obtencdo de informagdes sobre similaridades e, em ultima
analise, homologias, ndo é necessario comparar mais de uma vez, por exemplo, o proteoma de
um genoma X com o proteoma de um genoma Y, se X e Y foram comparados no PCG. O
resultado das comparagfes (normalmente a parte mais demorada e computacionalmente
intensiva da pesquisa) j& esta armazenado na matriz do PCG. Consultas de similaridade entre
proteinas de interesse pertencentes a X e/ou Y, podem ser recuperadas diretamente da matriz
do PCG.

BANCO DE DADOS PROTEINWORLDDB (PWDB) v.11%

O PCG gerou resultados importantes e bastante Uteis para a comunidade cientifica e
resultados de similaridade entre sequéncias de proteina de centenas de genomas comparados no
PCG podem ser facilmente recuperados, além de inimeras outras consultas, no banco de dados
PWDB v.1.

O PWDB v.1 foi desenvolvido através de uma parceria entre o LGFB do IOC/FIOCRUZ
e o Laboratdrio de Tecnologias de Geréncia de Dados em Bioinformética (LaBBio) da PUC-Rio
e IBM.

156 (http://157.86.176.108/ProteinWorldDB/default.php). Ver DISCUSSAO.
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IV. BASES DE DADOS

IV.1 NCBI REFSEQ

Parte 1:

A base de dados RefSeq é uma colecdo de sequéncias, ndo redundante e ricamente anotada.
O projeto fornece padrdes de sequéncias de referéncia para as moléculas do dogma central,
que ocorrem naturalmente na natureza, desde cromossomos, mMRNAs até proteinas
(TABELA IV.1.1).

RefSeq Release 61 Statistics
Release date Sep 09, 2013

Number of Accessions: 41.958.567

Directory: complete

Number of taxids: 29.414

molecule type Number of Accessions
Genomic: 4.291.237

RNA: 4.528.216

Protein: 33.139.114

TABELA 1V.1.1. Estatisticas da versao 61 da base de dados RefSeq.

Inclui sequéncias de archaea, bactérias, eucariotos, virus, plasmideos e organelas.

E um recurso Gnico pois prové um amplo banco de dados de sequéncias multi-espécie e
curado, com registros separados porém com links explicitos de genomas com seus
transcritos e produtos traduzidos (quando apropriado).

A colecdo RefSeq é o resultado da extracdo de dados de submissGes INSDC, curadoria e
computacdo, combinados com uma ampla colaboracdo com grupos oficiais. Cada molécula
¢ anotada com a maior precisdo possivel. Se multiplas submissdes do INSDC representam
a mesma molécula para um organismo, a “melhor” sequéncia ¢ escolhida para representar
0 registro RefSeq.

Semelhante a um artigo de revisdo, um registro RefSeq é uma sintese das informacdes
disiponiveis em multiplas fontes de dados num determinado momento.

Registros RefSeq fornecem uma fundamentagdo, unificando dados de sequéncias com
informacgdo genética e funcional. S&80 gerados para prover padrdes de referéncia com
objetivos diversos desde anotagdo de genomas a descri¢do da localizacdo de variagdes de
sequéncias em registros médicos.

Em oposicdo a redundancia de sequéncias encontrada em repositdrios publicos como o
INSDC, a colecdo RefSeq busca fornecer, para cada espécie incluida, um conjunto completo
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de dados nédo redundante, com extensivas referéncias cruzadas, e registros de sequéncias de
acido nucleico e proteina ricamente anotados.

A natureza ndo redundante da colegcdo RefSeq facilita pesquisas baseadas na localizagdo
gendmica, sequéncia ou anotacao textual.

As sequéncias sdo validadas para confirmar se a sequéncia genémica correspondente a um
MRNA anotado coincide com o registro da sequéncia de mMRNA, e se a regido CDS traduz
corretamente a sequéncia de proteina correspondente.

A cobertura e finalizagdo de sequéncias genémicas disponiveis publicamente varia entre
organismos e, desta forma, existem registros gendmicos intermediarios em algumas
circunstancias.

A colecdo RefSeq esté disponivel sem restricdes e pode ser recuperada atraves de buscas
(via Blast), links disponiveis no NCBI*’ e através do RefSeq FTP site.

A colecdo RefSeq permite uma base Util para a integracdo de diversos tipos de dados,
incluindo sequéncias, genética, expressdo, e informacdo funcional, em um consistente
framework com um conjunto uniforme de convencdes e standards.

A colecdo RefSeq suporta as seguintes atividades:
- Anotacdo genémica,

- Caracterizacdo de genes,

- Genbmica Comparativa,

- Descricéo de variagdes de sequéncias,

- Estudos de expresséo.

Cada sequéncia RefSeq tem associado um nimero de acesso estavel (ACCESSION NUMBER),
um ndmero para a versdo (VERSION) e um identificador inteiro (G1)'%%.

O numero Gl e a VERSAO sdo incrementados quando a sequéncia € atualizada, enquanto que o
ACCESSION permanece 0 mesmo. O conjunto de identificadores GI e "ACCESSION.VERSION",
prové a melhor resolucdo de referéncia para uma sequéncia.

Registros RefSeq podem ser distinguidos dos outros registros INSDC pela existéncia de um
sinal underscore ( _) na terceira posi¢do do ACCESSION NUMBER™.

O campo COMMENT indica o nivel de revisdo que um registro possui (FIGURA IV.1.1 e
TABELA IV.1.2).

Versdes obsoletas estdo geralmente disponiveis se a sequéncia é atualizada.

Os prefixos de acesso tém um significado implicito com relacédo ao tipo de molécula que
representam (TABELA IV.1.3 e IV.1.4).

157 Incluindo PUBMED, Nucleotide, Protein, Gene, and Map Viewer.

1% O nimero GI é um identificador Gnico, interno do NCBI. Cada sequéncia de nucleotideo e de proteina
cadastrada no NCBI tem um nimero Gl associado (fonte: glossario NCBI).

159 Nimeros de acesso no DDBJ/EMBL/GenBank nunca incluem o simbolo ( _).
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LOCUS NP 061223 246 aa linear ROD 28-JUL-2013
DEFINITION 14-3-3 protein beta/alpha [Mus musculus].

ACCESSION NP 061223

VERSION NP 061223.2 GI:31543974

COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final
NCBI review. The reference sequence was derived from AL591542.20.
On Jun 9, 2003 this sequence version replaced gi:9055384.

Sequence Note: The RefSeq transcript and protein were derived from
genomic sequence to make the sequence consistent with the reference
genome assembly. The genomic coordinates used for the transcript
record were based on alignments.

Publication Note: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene. Please see the Gene
record to access additional publications.

##Evidence-Data-START##
Transcript exon combination :: AK004872.1, AK144061.1 [ECO:0000332]
##Evidence-Data-END##

FIGURA IV.1.1. Registro Refseq NP_061223, Pode-se ver: GI, ACCESSION, VERSION, COMMENT.

DESCRICAO DOS CODIGOS DE REVISAO

MODEL The RefSeq record is provided by the NCBI Genome Annotation pipeline and is not subject to individual
review or revision between annotation runs.

INFERRED The RefSeq record has been predicted by genome sequence analysis, but it is not yet supported by
experimental evidence. The record may be partially supported by homology data.

PREDICTED The RefSeq record has not yet been subject to individual review, and some aspect of the RefSeq
record is predicted.

PROVISIONAL The RefSeq record has not yet been subject to individual review. The initial sequence-to-gene
association has been established by outside collaborators or NCBI staff.

REVIEWED The RefSeq record has been reviewed by NCBI staff or by a collaborator. The NCBI review process
includes assessing available sequence data and the literature. Some RefSeq records may incorporate expanded
sequence and annotation information.

VALIDATED The RefSeq record has undergone an initial review to provide the preferred sequence standard. The
record has not yet been subject to final review at which time additional functional information may be provided.

WGS The RefSeq record is provided to represent a collection of whole genome shotgun sequences. These records
are not subject to individual review or revisions between genome updates.

TABELA 1V.1.2. Codigo de revisdo de registros.

160 NP _: proteina com accession NM_: mRNA ou NC_: Genomic, Complete genomic molecule, usually
reference assembly (TABELA IV.1.).
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ACCESSION MOLECULE TYPE

PREFIX COMMENT

AC_ Genomic Complete genomic molecule, usually alternate assembly
NC_ Genomic Complete genomic molecule, usually reference assembly
NG_ Genomic Incomplete genomic region

NT_ Genomic Contig or scaffold, clone-based or WGS?

NW_ Genomic Contig or scaffold, primarily WGS?

NS_ Genomic Environmental sequence

Nz_b Genomic Unfinished WGS

NM_ mRNA

NR_ RNA

XM ¢ mRNA Predicted model

XR_© RNA Predicted model

AP_ Protein Annotated on AC_ alternate assembly

NP_ Protein Associated with an NM_ or NC_ accession

YP_° Protein

Xp_°© Protein Predicted model, associated with an XM_ accession

ZpP ¢ Protein Predicted model, annotated on NZ_ genomic records

@ Whole Genome Shotgun sequence data
b An ordered collection of WGS sequence for a genome,
¢ Computed.

TABELA 1V.1.3. Prefixos RefSeq e tipos de moléculas.

Molecule Type Accession Prefix

protein NP ; XP_; ZP_; AP ; YP ;

rna NM ; NR ; XM ; XR

genomic NC ; NG ; NT ; NW ; NZ ; NS ; AC

TABELA 1V.1.4. Resumo por tipo de molécula da TABELA IV.1.3.

Parte 2

Moléculas:

/mol_type =
genomic DNA, genomic RNA, mMRNA, tRNA, rRNA, snoRNA, snRNA, scRNA, pre-RNA,
tmRNA, viral cRNA, other RNA, other DNA, unassigned DNA, unassigned RNA.

/organelle: tipo de estrutura intracelular, limitada por membrana, a partir da qual foi obtida
a sequéncia =
mitochondrion, nucleomorph, plastid,

mitochondrion:kinetoplast, plastid:chloroplast, plastid:apicoplast, plastid:chromoplast,
plastid:cyanelle, plastid:leucoplast, plastid:proplastid,
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/plasmid =
Nome do plasmideo de ocorréncia natural a partir do qual foi obtida a sequéncia. A estrutura

plasmideo é definida como uma unidade genética replicante de forma independente que néo
pode ser descrita por cromossoma ou segmento.

— Sequenciamento de Genomas:

Status: propriedade que se refere ao estagio atual do projeto de sequenciamento.

- Complete — tipicamente significa que cada cromossomo esta representado por apenas
uma sequéncia (scaffold) com montagem de alta qualidade,

- Assembly — tipicamente significa que existem montagens (scaffolds) que ainda néo
estdo no nivel de cromossomo e/ou sequéncias draft,

- In Progress — indica que o projeto de sequenciamento estd numa fase de pré montagem,
ou as sequéncias montadas/completas ainda ndo foram submetidas ao GenBank/ EMBL/
DDBJ.

Prefixos

- Prefixo NC_: foram obtidas por procedimento automatizado e revisdo de especialista
para alguns registros.

- Prefixos NT_, NW_, NZ_: indicam registros que ndo sdo individualmente revisados; as
atualizacdes do genoma séo liberadas como blocos.

Sequéncias

- Sequéncias Draft: sequéncias de DNA que ainda néo estdo finalizadas mas geralmente
possuem alta qualidade (uma acuracia maior ou igual a 90%). Geralmente sdo
fragmentos com 10.000 pares de bases. As posi¢cdes cromossdmicas aproximadas destes
fragmentos sdo conhecidas.

- Sequéncias Finished: sequéncias com alta qualidade, taxa de erro baixa e sem gaps. E
permitido apenas um erro a cada 10.000 bases (i.e., uma acuracia de 99.999%).

Referéncias:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

RefSeq Help - Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US); 2011,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK50680/

The NCBI Handbook, Editors: Jo McEntyre, Jim Ostell, National Center for Biotechnology Information,
Bethesda  (MD):  National Center for Biotechnology Information (US); 2002,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/

http://www.jgi.doe.gov/education/genomics_1.html

122


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK50680/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/
http://www.jgi.doe.gov/education/genomics_1.html

IV.2UNIPROT

Caracteristicas:

O Universal Protein Resource (UniProt) € um recurso abrangente para dados de sequéncias
de proteina e anotacdo. E uma colaboracio entre o European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI)'®!, o Swiss Institute of Bioinformatics (SI1B)!? e o Protein Information
Resource (PIR)!3,

A missdo do UniProt é fornecer & comunidade cientifica um amplo recurso de sequéncias

de proteina e informacéo funcional, com alta qualidade e acesso gratuito.

Os bancos de dados do UniProt sdo: UniProt Knowledgebase (UniProtKB), o UniProt
Reference Clusters (UniRef), e o UniProt Archive (UniParc). E o banco de dados UniProt
Metagenomic e Environmental Sequences (UniMES) é um repositério especificamente

desenvolvido para dados metagendémicos e ambientais.

Os dados de sequéncias padrdo do UniProtKB séo:

- Sequéncias codificadoras (CDS) traduzidas do DDBJ/ENA/GenBank (INSDC)%4,

- Sequéncias de estruturas do PDB%,

- Sequéncias do Ensembl*%® e RefSeq!®’,

- Dados derivados de sequéncias de aminoacido submetidas diretamente ao UniProtKB

ou obtidas da literatura.

A parte central das atividades do Consércio UniProt — UniProtKb — é um banco de dados
de proteina, ricamente curado por especialistas, consistindo de duas secdes:
UniProtKB/Swiss-Prot e UniProtKB/TrEMBL

- UniProtKB/Swiss-Prot
- E a secdo manualmente anotada e revisada. Um banco de dados de sequéncias de
proteina ndo redundante e com anotacdo manual de alta qualidade, que agrupa

resultados experimentais, caracteristicas computadas e conclusdes cientificas.

161 http://www.ebi.ac.uk/

162 http://www.ish-sib.ch/

163 http://pir.georgetown.edu/

164 http://www.insdc.org/

185 http://www.wwpdb.org/

186 http://www.ensembl.org/index.html
167 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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A anotacdo manual consiste na analise, comparagdo e fusdo de todas as sequéncias
disponiveis para uma dada proteina, assim como uma revisdo critica de dados
associados — experimentais e preditos.

Os curadores UniProt extraem informacdo bioldgica da literatura e executam
numerosas analises computacionais.

O objetivo do UniProtKB / Swiss-Prot é prover todas as informacdes relevantes
sobre uma proteina particular. Ele descreve, num unico registro, os diferentes
produtos de uma proteina derivados de um certo gene de uma dada espécie,
incluindo cada proteina derivada (splicing alternativo, polimorfismos e/ou
modificacbes pds-translational).

As prioridades e processos de curadoria do UniProt estdo documentadas em

www.uniprot.org/help/biocuration.

UniProtKB/TrEMBL

Contém registros analisados computacionalmente de alta qualidade, enriquecidos
com anotagdo automatica e classificacao.

Registros séo selecionados para uma anotacdo manual completa e posteriormente
integrados ao UniProtKB/Swiss-Prot de acordo com algumas prioridades definidas

para anotacéo.

O UniProtkb e, em particular, o UniProtkKB/Swiss-Prot é utilizado para acessar

informacBes funcionais de proteinas. Cada registro UniProt contém a sequéncia de

aminoacido, o nome da proteina ou descri¢cdo, dados de taxonomia e informacdo de

citacdes, e além disso sdo adicionadas 0 maior nimero de anotagdes possiveis. Isso inclui

ontologias biologicas, classificacdes e referéncias cruzadas, assim como indicacdes claras

sobre a qualidade da anotacdo na forma de atribuicao de evidéncia dos dados experimentais

e computacionais.

O atibuto PROTEIN EXISTENCE identifica o tipo de evidéncia que suporta a existéncia da

proteina (TABELA 1V.2.1). Ndo fornece informacdo de acuracia ou afirmacdo da

sequéncia estar correta.

Apesar de fornecer informacdo da existéncia de uma proteina, pode acontecer de a

sequéncia ser ligeiramente diferente, especialmente para sequéncias derivadas de

modelos de genes preditos de sequéncias genémicas.

Apenas o0s niveis mais altos ou mais confidveis de suporte de evidéncia da existéncia

de uma proteina sdo exibidos para cada entrada. Por exemplo, se a existéncia de uma
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proteina é suportada pela presenca de ESTs e sequenciamento direto da proteina, sera

selecionado o valor Evidence at protein level.

Protein level Indica que existe uma clara evidéncia experimental para a existéncia da
proteina (sequenciamento de Edman parcial ou completo, clara identificacdo
atraves de espectrometria de massa, estrutura de raio-X ou NMR, interacéo
proteina-proteina de boa qualidade ou deteccdo da proteina através de
anticorpos).

Transcript Indica que a existéncia da proteina ndo estd provada rigorosamente, mas

level dados de expressdo (como a existéncia de cdna(s), RT-PCR ou Northern
blots) indicam a existéncia de um transcrito.

Inferred by Indica que a existéncia da proteina é provavel devido a uma clara evidéncia

homology da existéncia de ortélogos em espécies relacionadas.

Predicted O termo é usado para registros sem evidéncia de proteina, transcrito ou
homologia.

Uncertain Indica que a existéncia da proteina é incerta.

TABELA 1V.2.1. Tipos de evidéncia para a existéncia de uma proteina.

Referéncia:

http://www.uniprot.org/
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IV.3NCBI GENE

Caracteristicas:

— Um dos principais objetivos dos projetos de sequenciamento de genomas € a identificacdo

e caracterizacdo de genes.

—  GENE foi implementado no National Center for Biotechnology Information (NCBI)® para
organizar informacéo sobre genes, servindo como um importante n6 em relacdo aos dados

de mapa gendmico, sequéncia, expressao, estrutura de proteina, funcdo e homologia.

— Cada registro em GENE recebe um identificador Unico, GenelD, que pode ser rastreado ao

longo dos ciclos de reviséo.

— Registros em GENE sdo estaveis para genes conhecidos ou preditos, os quais sao definidos
pela sequéncia de nucleotideo ou posi¢do no mapa. Nem todos os taxa estdo representados,

e 0 atual escopo corresponde ao do NCBI.

— Deumaformaregular, bancos de dados de organismos modelo e outros grupos contribuintes
séo checados por novas informagoes.
- Se 0 registro ja existe no GENE, nova informacdo é adicionada e informacdes
desatualizadas séo corrigidas.

- Caso contrario, um novo registro € criado.

— GENE pode ser considerado curado pois muitos dos bancos de dados contribuintes séo
curados. Porém, nem sempre o banco de dados tenta reconciliar genes definidos por

diferentes pipelines de anotacdo que podem diferir em niveis de regras e revisao curatorial.

— GENE serve com um ponto central de informagdes para bancos de dados internos e externos
ao NCBI.
- Registros sdo processados gene-a-gene ou como parte da submissdo de um genoma
anotado ou cromossoma;
- ldentificadores de Genes e nomes associados, e acesso de sequéncias, provém uma
estrutura comum de referéncia para varios bancos de dados.
- Para alguns genomas (e.g. humano, camundongo, rato, galinha, cachorro), os registros

em GENE sdo atualizados continuamente.

188 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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- Para outros genomas, atualizagdes dependem de re-submissé&o da anotacgao da sequéncia
gendmica por um grupo externo.

— GENE inclui registros para genes confirmados e genes preditos por processos de anotagéo.

169

A evidéncia para um gene pode ser inferida a partir do status do RefSeq*” que o define.

- Por exemplo, RefSeqs definidos como predito ou modelo possuem menos suporte de

evidéncia do que aqueles das categorias validado, provisorio ou revisado.

— GENE ndo pretende ser completo. Ele serve como um guia para informac6es adicionais em
outros bancos de dados.

- Por exemplo, um gene pode ser representado por multiplas sequéncias, mas nem todas

séo reportadas explicitamente a partir do GENE. Em vez disso, conexdes sdo fornecidas

do GENE para o Entrez Protein, Nucleotide e Blink (NCBI), onde mais sequéncias com

similaridade significativa podem ser recuperadas.

— Em adicdo aos multiplos links dos bancos de dados do NCBI, LinkOuts de bancos de dados
externos submetidos ao GENE suportam uma imediata navegacdo a mais informacoes

especificas de genes.

— As funcdes centrais do GENE sdo estabelecer identificadores Gnicos para genes que podem
ser rastreados e, através disso, dar suporte a conexdes acuradas definindo sequéncias,
nomenclatura e outros descritores. Com essa infraestrutura é possivel:

- Dar suporte ao pipeline de anotacdo do NCBI com base no posicionamento de
sequéncias com GenelD conhecido.

- Fornecer uma estrutura de referéncia de genes e todos o0s seus atributos independente de
espécie.

- Dar suporte a identificacdo de genes representados por sequéncias em bases de dados

publicas externas.

— Muito do poder de consulta do GENE vem de explorar suas conexdes com outros bancos de

dados.

— Informac6es de sequéncias (accessions e links) sdo distribuidas através do registro de GENE.
- Por exemplo, os diagramas de transcritos e produtos séo providos quando um gene foi
anotado numa sequéncia gendmica RefSeq, isto é, quando a informagdo de

intron/exon/coding region esta disponivel nas coordenadas gendmicas.

169 http://www.nchi.nlm.nih.gov/refseq/
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Cada posi¢cdo num produto génico, quando representado por um RefSeq RNA e/ou
Proteina, é fornecido relativo a sua sequéncia genémica de DNA.

Cada RefSeq ACCESSION NUMBER (gendmica, mMRNA e proteina) ancora um link para
diferentes formatos de sequéncia no Entrez Nucleotideo ou Entrez Proteina.

O link do ACCESSION NUMBER para a sequéncia gendmica apresenta apenas a regiao

especifica do gene.

A base GENE utiliza varias abordagens para descrever a funcdo de um gene e seus produtos

codificados, incluindo:

Declarages descritivas explicitas (RefSeq Summary e GeneRIF);

Nomes de genes, produtos e vias biologicas;

Ontologias associadas (GO);

Relatdrios de interacdes;

Numeros EC (Enzyme Commission);

Inferéncias a partir do contetdo de dominios;

Descri¢do de doengas e fendtipos especificos de alelos;

Links para outros bancos de dados (OMIM, HomoloGene, PubMed etc).

Muitas destas categorias incluem links para informacdes adicionais em outros bancos
de dados.

Referéncias:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

Gene Help - Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US); 2005.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 3839/

Maglott D, Pruitt K, Tatusova T. Gene: A Directory of Genes. In: McEntyre J, Ostell J, editors.
The NCBI Handbook [Internet]. Bethesda (MD): National Center for Biotechnology
Information (US); 2002. Chapter 19. 2005 Mar 3 [Updated 2011 Dec 12].

Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21085/.
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V.4 PFAM

Caracteristicas:

— O banco de dados PFAM € uma ampla colecdo de familias de proteina, cada uma
representada por alinhamentos multiplos de sequéncias e modelos escondidos de Markov
(HMM).

— Para cada familia na base PFAM é possivel analisar multiplos alinhamentos, avaliar
arquiteturas de dominios, examinar a distribuicdo entre especies, seguir links para outros

bancos de dados e visualizar estruturas de proteinas conhecidas.

— Sao dois os componentes do PFaAM: Pfam-A e Pfam-B.

- Os registros do Pfam-A sao de familias com alta qualidade e curadas manualmente.
Apesar do Pfam-A cobrir uma grande proporc¢éo de sequéncias dos bancos de dados de
sequéncias, para oferecer uma cobertura mais ampla de proteinas conhecidas é gerado
um suplemento usando o banco de dados ADDA!" [Heger et al., 2005]. Essas entradas
geradas automaticamente sdo chamadas Pfam-B.

- Familias Pfam-B ndo sdo anotadas e possuem baixa qualidade pois sdo geradas
automaticamente a partir de clusters ndo redundantes da versdo mais recente do banco
de dados ADDA.

- Apesar da qualidade mais baixa, as familias do Pfam-B podem ser Uteis para identificar

regides conservadas quando ndo existem registros no Pfam-A.

— Pram também gera agrupamentos de familias relacionadas de alto nivel, conhecidos como
clas. Um cld é uma colecdo de registros Pfam-A que estdo relacionados por similaridade

de sequéncias, estrutura ou perfis HMM.

— Os registros PFAM sdo classificados em uma das quatro opgoes:
- Family: colecgdo de regides de proteina relacionadas.
- Domain: unidade estrutural.
- Repeat: unidade curta que é instavel isoladamente mas forma uma estrutura estavel
quando multiplas copias estdo presentes.

- Motif: unidade curta encontrada externamente aos dominios globulares.

170 ADDA ¢é um programa baseado em alinhamentos “todos-contra-todos” para demarcar dominios em
sequéncias de proteina. http://wwwfgu.anat.ox.ac.uk/~andreas/adda/index.html
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Diversidade de Proteinas:

— Proteinas sdo geralmente compostas por um ou mais regides funcionais, denominados
dominios. Diferentes combinacgdes de dominios geralmente d&o origem a diversidade de

proteinas encontradas na natureza.
— Aidentificacdo de dominios em proteinas pode fornecer indicios sobre suas fungdes.

— Uma dada familia Pfam pode ocorrer muitas vezes numa Unica sequéncia de proteina, se a
familia/dominio for uma unidade repetitiva, por exemplo, ou quando um perfil HMM

coincide com pequenos segmentos da sequéncia, mas varias vezes.

— Mais de 79,9% das proteinas do SWISSPROT e TrEMBL (06/2012) tém pelo menos uma

correspondéncia com uma familia Pfam-A®"2,

— Cada Pfam HMM representa uma familia de proteina ou dominio. Fazendo uma busca de
uma sequéncia de proteina contra a biblioteca HMM do PFAM, pode-se determinar quais

dominios ela possuli, i.e. sua arquitetura de dominios.

— PraM também pode ser usado para analisar proteomas e questfes de arquiteturas complexas

de dominios.

— Um HMM é um modelo probabilistico.
- No PFAM usa-se HMMs para transformar a informacdo contida num alinhamento
multiplo de sequéncias num sistema de pontuacéo especifico de posicao.
- Pode-se fazer buscas de HMMs contra o banco de dados de proteina UniProt para

encontrar sequéncias homologas.

Referéncias:
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://pfam.sanger.ac.uk/help

171 pfam 27.0, Margo 2013, 14831 familias
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IV.5 GENE ONTOLOGY (GO)

Caracteristicas:

— O projeto Gene Ontology é um esforco colaborativo que surgiu da necessidade de se elaborar

descricdes de produtos génicos que sejam consistentes em diferentes bases de dados.

— O projeto GO desenvolveu trés vocabulérios controlados (ontologias) que descrevem
produtos génicos (independente do organismo) em termos de sua associagdo com processos
bioldgicos, componentes celulares e fungdes moleculares. Sao trés aspectos distintos:

- O desenvolvimento e manutencao das proprias ontologias

- Aanotacdo dos produtos génicos, o que implica fazer associacfes entre as ontologias e
0s genes e produtos génicos nos bancos de dados colaboradores

- Desenvolvimento de ferramentas que facilitam a criacdo, manutencéo e utilizacdo das

ontologias.

— Este vocabulario controlado pode ajudar a analise de fontes de dados diversificadas, facilitar
a padronizacdo de anotacdo, melhorar a elaboragédo, auxiliar a construcdo de expressoes e

processamento de consultas.

— Owuso de termos GO por bancos de dados colaboradores facilita a uniformidade de consultas
entre eles. Os vocabulérios controlados sdo estruturados de forma que eles podem ser
consultados em diferentes niveis, por exemplo, pode-se usar GO para encontrar todos 0s
produtos génicos no genoma do rato que estdo envolvidos em transducao de sinal, ou pode-

se focar em todos os receptores tyrosine kinase, por exemplo.

— Esta estrutura também permite que anotadores possam atribuir propriedades de genes ou
seus produtos em diferentes niveis, dependendo da profundidade do conhecimento sobre a

entidade.

— A ontologia abrange trés dominios:

- Componente celular: partes de uma célula ou seu ambiente extracelular;

- Funcdo molecular: atividades elementares de um produto génico no nivel molecular,

como ligagéo ou catalise;

- Processo Bioldgico: operacfes ou conjunto de operacGes de eventos moleculares com

um inicio e fim definido, pertinente ao funcionamento integrado de unidades vivas:

células, tecidos, 6rgaos e organismos.
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— Por exemplo, o produto génico cytochrome ¢ pode ser descrito:
- Funcdo molecular: pelo termo oxidoreductase activity;
- Processo bioldgico: pelos termos oxidative phosphorylation and induction of cell death;
- Componente cellular: pelos termos mitochondrial matrix and mitochondrial inner

membrane

— A ontologia GO é estruturada como um grafo aciclico dirigido e cada termo tem
relacionamentos definidos com um ou mais termos no mesmo dominio, e as vezes em outros

dominios:

— Uma sequéncia de proteina pode ser anotada com zero ou mais nés e em qualquer nivel
dentro de cada ontologia. A anotacdo em uma ontologia € independente de sua anotacéo

nas outras ontologias.

— GO nédo é um banco de dados de sequéncias génicas, nem um catalogo de produtos génicos.

Ela descreve como os produtos génicos se comportam num contexto celular.

— GO nédo é uma norma imposta, obrigando sua utilizacdo entre bancos de dados. Grupos

participam por interesse proprio, e cooperam para atingir um consenso.

— GO € um caminho para unificar bancos de dados biolégicos (i.e., GO nio ¢ uma “solugio
federada’). O compartilhamento de um vocabulario € um passo para a unificacdo, mas nao

é, por si s, suficiente.

— A anotacdo é a pratica de capturar as atividade e localizacdo de um produto génico com
termos GO, oferecendo referéncias e indicando que tipos de evidéncia estdo disponiveis

para dar suporte as anotacdes.

— A existéncia de vérias ontologias permite que sejam criados 'cross-products’ que
maximizam a utilidade de cada ontologia enquanto evitam redundancia.

- Por exemplo, combinando termos de desenvolvimento em processos GO com uma
segunda ontologia que descreve estruturas anatdmicas de Drosophila, pode ser criada
uma ontologia do desenvolvimento de moscas. Pode-se repetir esse processo para outros
organismos sem ter que sobrecarregar GO com um grande nimero de termos especificos
de espécies. De forma analoga, pode-se criar uma ontologia de vias de biossintese
combinando termos de biossintese na ontologia de processos GO com uma ontologia de

quimica.
Referéncia: http://www.geneontology.org/
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IV.6. KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Caracteristicas:

E um sistema de bancos de dados para a compreenséo de fungdes e sistemas bioldgicos em
alto nivel.

E atualmente uma proeminente base de conhecimento de referéncia para a integragio e
interpretacdo de conjuntos de dados moleculares de larga escala gerados pelo
sequenciamento de genomas e outras tecnologias experimentais high-throughput.

E uma representacdo computacional de um sistema bioldgico, que consiste de blocos
construtores de genes e proteinas (informacdo gendmica) e substancias quimicas
(informacdo quimica), integradas com o conhecimento de diagramas de ligacdo de
interacdes, reacdes e redes de relacdes (informacéo de sistemas).

Consiste de 16 bancos de dados principais (TABELA 1V.6.1) que podem ser categorizados,
de forma ampla, em informacéo de sistemas, genémica e quimica.

Estes bancos de dados contém varios objetos de dados para a representacdo computacional
de sistemas bioldgicos. Desta forma, um registro do KEGG é chamado de objeto KEEG
para cada banco de dados.

Estatistica em 29/08/2013 (TABELA 1V.6.2)

Para o projeto conceitual desta tese, dois médulos foram considerados inicialmente: KEGG
PATHWAY e, dentro do KEGG LIGAND!"?, a base ENZYME.

O KEGG PATHWAY ¢ uma colecdo de mapas manualmente tracados de forma a
representar o conhecimento das redes de reacOes e interagcdes moleculares para
metabolismo, processamento de informacdo genética, processamento de informacdes
ambientais, processos celulares e doencas humanas.

O KEGG LIGAND contém o conhecimento do universo de substancias quimicas e reacoes
relevantes para a vida.

O esquema, atualmente, faz referéncia cruzada apenas com a base de dados ENZYME,
derivada da Nomenclatura de Enzimas!”® IUPAC-IUBMB.

172 Consiste das bases de dados: COMPOUND, DRUG, GLYCAN, REACTION, RPAIR e ENZYME

173 Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB).
Enzyme Nomenclature: Recommendations of the Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology on the Nomenclature and Classification of Enzymes by the Reactions they
catalyze (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).
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Category Database Content
KEGG PATHWAY KEGG pathway maps
KEGG BRITE \BRITE functional hierarchies
Systems KEGG MODULE \KEGG modules of functional units
information  |KEGG DISEASE [Human diseases
KEGG DRUG IDrugs
KEGG ENVIRON |Crude drugs and health-related substances
KEGG ORTHOLOGY \KEGG Orthology (KO) groups
Genomic KEGG GENOME \KEGG organisms with complete genomes
information KEGG GENES |Gene catalogs in complete genomes
KEGG SSDB Sequence similarity database for GENES
KEGG COMPOUND Metabolites and other small molecules
KEGG GLYCAN Glycans
Chemical KEGG REACTION \Biochemical reactions
information KEGG RPAIR IReactant pair chemical transformations
KEGG RCLASS IReaction class defined by RPAIR
KEGG ENZYME \Enzyme nomenclature

TABELA IV.6.1. Lista dos 16 bancos de dados principais.

KEGG PATHWAY  |Pathway maps, reference (total) 448 (262,304)

KEGG BRITE Functional hierarchies, reference (total) 147 (88,012)

KEGG MODULE KEGG modules, reference (total) 582 (195,843)

KEGG DISEASE Human diseases 1,301

KEGG DRUG Drugs 10,018

KEGG ENVIRON Crude drugs and health-related substances 845

KEGG ORTHOLOGY |[KEGG Orthology (KO) groups 17,046

KEGG GENOME KEGG Organisms 2,822

KEGG GENES Genes in high-quality genomes 11,228,989
(192 eukaryotes, 2452 bacteria, 160 archaea)

KEGG SSDB Best hit relations within GENES 144,053,385,301
Bi-directional best hit relations within GENES 3,323,814,251

KEGG DGENES Genes in draft genomes (18 eukaryotes) 432,488

KEGG EGENES Genes as EST contigs (99 eukaryotes) 3,792,883

KEGG MGENES Genes in metagenomes (716 samples) 90,754,418

KEGG COMPOUND [Metabolites and other small molecules 17,084

KEGG GLYCAN Glycans 10,985

KEGG REACTION |Biochemical reactions 9,398

KEGG RPAIR Reactant pair chemical transformations 14,218

KEGG RCLASS Reaction class 2,831

KEGG ENZYME Enzyme nomenclature 6,043

TABELA 1V.6.2. Estatistica em 29/08/2013.

Referéncia;

http://www.genome.jp/kegg/

134



http://www.kegg.jp/kegg/brite.html
http://www.kegg.jp/kegg/module.html
http://www.kegg.jp/kegg/disease/
http://www.kegg.jp/kegg/drug/
http://www.kegg.jp/kegg/drug/environ.html
http://www.kegg.jp/kegg/ko.html
http://www.kegg.jp/kegg/genome.html
http://www.kegg.jp/kegg/genes.html
http://www.kegg.jp/kegg/ssdb/
http://www.kegg.jp/kegg/compound/
http://www.kegg.jp/kegg/glycan/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
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http://www.kegg.jp/kegg/genes.html
http://www.kegg.jp/kegg/genes.html
http://www.kegg.jp/kegg/genes.html
http://www.kegg.jp/kegg/compound/
http://www.kegg.jp/kegg/glycan/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
http://www.kegg.jp/kegg/reaction/
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