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RESUMO

A anotacdo gendmica é uma das tarefas mais importantes na area de pesquisa
gendmica. Uma anotacdo € o registro do significado bioldgico dos genes identificados
nas sequéncias genémicas. Contudo, em geral a anotacdo é feita através de um
vocabulario do préprio anotador ou do grupo de pesquisa. Isto pode dificultar a troca de
informagdes entre pesquisadores do mesmo grupo, entre projetos parceiros e
pesquisadores interessados na pesquisa em questdo, e consequentemente prejudicar a
evolucdo da pesquisa. Para resolver este problema, alguns grupos de pesquisa gendmica
tém feito o uso da anotagdo baseada em ontologia. Embora o uso de ontologias seja
crescente na comunidade de Bioinformatica, estas ainda ndo acompanham a contento as
descobertas gendmicas. Tanto as falhas quanto 0s sucessos no uso destas ontologias séo
identificados no contexto dos projetos de pesquisa genémica. Entretanto, falhas e
sucessos raramente sdo reportados aos desenvolvedores/curadores das ontologias.

Esta dissertagdo propde uma extensdo do processo de anotacdo gendmica para
capturar o raciocinio feito sobre a anotacdo baseada em ontologia. Por exemplo, as
acoes envolvidas na confirmacdo dos termos das ontologias, revelando as razdes pela
qual um termo foi identificado como adequado ou nédo, ou 0s problemas existentes, ou
ainda possiveis sugestdes para quando um termo ndo foi encontrado. O registro deste
raciocinio contribui para a ampliacdo do uso e evolucdo da ontologia, e
consequentemente, ampliando-se o uso de ontologias, facilita-se as colaboracdes inter e
intra projetos. Um protétipo denominado GARSA Notes, o qual possui as
funcionalidades necessarias para apoiar a proposta de extensdo foi desenvolvido e
anexado a0 GARSA, um sistema de anotagdo em uso por um grupo de pesquisa da
FIOCRUZ.
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ABSTRACT

Genomic annotation is one of the main concerns of genomic research. An annotation
is the registry of the biological meaning of a genoma sequence region. However, free
textual annotations do not help results share among researchers and co-projects, and
consequently, impairs research evolution. To address this problem, several genomic
research groups have invested on ontology-based annotation. Although the use of
ontologies has become popular within the Bioinformatics community, these ontologies
evolve very slowly, and do not cope with the pace of the biological findings. Most of
the ontology failures and successes are identified in the context of genomic research
projects. However, they are rarely reported to the ontology designers/curators.

This work proposes a mechanism to capture the ontology-based annotation rationale,
I.e., the actions involved in the ontology term choice, revealing the reasons why a term
was discarded or successfully used, or existent problems or even suggestions when a
term is not found. The registry of the rationale contributes to the use and evolution of
the ontology, and consequently it facilitates “inter and intra” projects collaboration. A
prototype named GARSA Notes, which provides the functionalities to support the
proposed process extension was developed and integrated into GARSA, an annotation
system in use for some years by a FIOCRUZ research group.
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1 INTRODUCAO

Os projetos genoma possuem como objetivos a descoberta e a descrigdo de genes.
Os principais referem-se aos genomas microbianos, de plantas e humano
(VASCONCELOQOS, 2003). Para alcancar estes objetivos, além da realizacdo de diversos
experimentos bioldgicos, é feito o uso de computadores para apoiar estas tarefas de
descoberta e descricdo de genes. Assim, o desenvolvimento de projetos genoma aliado a
tecnologia dos computadores, fez surgir uma area conceituada como Bioinformatica,
que atualmente é uma das areas que mais evoluem.

De acordo com WESTHEAD et al. (2002), os computadores séo importantes na
Bioinformatica por duas razdes. Primeiro, porque muitos problemas na Bioinformatica
requerem que a mesma tarefa seja realizada diversas vezes, por exemplo, comparar uma
nova sequiéncia genémica com outras seqiiéncias de mesmo tipo armazenadas em banco
de dados a fim de descobrir similaridades. Nestes casos, a funcionalidade dos
computadores para processar as informagdes é indispensavel. Segundo, porque o0s
computadores através de softwares especificos sdo requisitados para resolver problemas
como inferir o que cada seqliéncia de nucleotideos ou aminoacidos representa e
interpretar biologicamente esses dados.

A experimentacdo apoiada pelo uso dos computadores é denominada na comunidade
cientifica por experimentos in silico. Nos projetos genoma, uma das tarefas mais
importantes € a interpretacdo dos dados experimentais gerados, a partir de experimentos
in silico, para se obter o conhecimento bioldgico e assim identificar o que representa
cada uma das seqiiéncias que compdem 0 genoma de um organismo. O processo de
identificacdo dessas sequiéncias é denominado de anotagdo gendmica.

A anotacdo genbmica é um processo que depende ndo somente dos resultados
gerados pelos experimentos in silico, mas também da experiéncia dos pesquisadores em
observar os resultados e inferir o que neles pode conter. Os centros de pesquisa no
Brasil e no mundo que possuem como foco o estudo do genoma de determinados
organismos como - Instituto Oswaldo Cruz da Fundagcdo Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ, 2007), Laboratério de Bioinformatica do Laboratorio Nacional de
Computacao Cientifica (LNCC) (LABINFO, 2007), National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2007), European Bioinformatics Institute (EBI, 2007), envolvem
diversos pesquisadores, denominados bioinformatas, os quais em geral trabalham no

contexto de um grupo de pesquisa. Existem também centros de pesquisas como (NIG,
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2007), EBI e NCBI, que sdo parceiros de outros e assim compartilham trabalhos e
resultados.

Apds a publicacdo em eventos ou revistas especificos da area de gendmica sobre as
descobertas dos genes das sequéncias estudadas, 0s grupos e centros de pesquisa
disponibilizam suas descobertas juntamente com as respectivas anotagcdes em bancos de
dados publicos, tornando-as acessiveis para toda a comunidade interessada na

descoberta em questao.

1.1 MOTIVACAO

Em geral, a anotacdo gendmica é feita de acordo com um vocabulario que o préprio
grupo de pesquisa ou 0 bioinformata sozinho estdo acostumados. Isto se torna um
problema, pois dificulta o entendimento daqueles que venham a acessar esta anotacao,
como: bioinformatas que colaboram entre si na realizagdo de seus trabalhos, grupos de
pesquisas parceiros, centros de pesquisas mantenedores de bancos de dados publicos e a
comunidade de Bioinformatica interessada nos resultados anotados.

Para contornar este problema, além da anotacao feita através do vocabulario préprio
do grupo de pesquisa, passou-se a fazer uso de ontologias para uniformizar o
vocabulério para anotar. As ontologias constituem-se de modelos de dados, que
representam determinados conceitos ou conjunto de termos de um dominio e o
relacionamento entre eles (GRUBER, 1993). Estes conceitos formam um vocabulario
controlado e comum a todos que o utilizarem. Na Bioinformética, a ontologia mais
disseminada é a Gene Ontology (GO) (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM,
2000).

Utilizar esta ou outras ontologias para fazer a anotacdo gendmica possibilita um
maior entendimento entre bioinformatas e 0 seu grupo de pesquisa, permite uma
divulgacdo mais abrangente dos resultados em periddicos especificos da area, facilita a
troca de informacgdes entre projetos de pesquisa de todo o mundo e permite o
desenvolvimento de trabalhos colaborativos, ja que o vocabulario torna-se comum entre
todos.

Sendo observada essa necessidade de manter além da anotacdo usual do grupo,
também a anotacdo através de ontologias, 0s centros de pesquisas ja tém incluido nos
fluxos de processos (workflows) de seus projetos de pesquisa genémica, suporte a

anotagdo atraves dos termos das ontologias. Sistemas como ARTEMIS
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(RUTHERFORD et. al., 2000), GARSA (DAVILA et. al., 2005) e SABIA
(ALMEIDA, et. al., 2004), fazem o uso da Gene Ontology.

Uma das maneiras de promover e estabelecer a colaboracdo entre 0s membros de
um grupo ou pesquisadores externos € usar um vocabulario controlado, como as
ontologias. Porém o processo de anotacdo genémica ndo engloba uma verificacdo mais

detalhada sobre a anotacdo baseada em ontologia.

1.2 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Observa-se que a anotacdo através dos termos das ontologias ainda ndo se mostra
como sendo a principal, devido a ocorréncia de problemas que envolvem as ontologias.
Verificam-se na literatura diversos problemas encontrados pela comunidade de
Bioinfomatica no uso das mesmas, como os relacionados a Gene Ontology (DAVID, et
al., 2002), (SMITH et al., 2003). Alguns destes problemas se referem a definicdo de
termos (SMITH et al., 2004). Se os termos possuem problemas eles podem nédo
representar a seqiiéncia gendmica de forma ideal e assim acarretar um baixo nimero de
sequéncias que conseguem ser anotadas desta forma.

No contexto de sistemas de anotacdo gendmica, ha duas formas principais de
reportar problemas para os mantenedores das ontologias. A primeira e mais comum é
através de canais de comunicacdo, que 0s proprios mantenedores oferecem. Por
exemplo, as contribui¢cbes feitas a GO acontecem principalmente através de listas de
discussdes ou do Curator Requests Tracker * disponibilizado pelo Consércio.

A segunda forma de contribuicdo é através de colaboragdes de centros reconhecidos
e oficialmente comprometidos com a evolugdo da Ontologia, como os associados a GO.
Uma das funcdes principais destes centros é prover a GO com novas anotagdes para 0
seu banco de dados.

Nestas duas abordagens a proposta de inclusdo/atualizacdo de termos € dissociada
do processo de anotacdo. Desta forma, qualquer problema referente aos termos, assim
como esclarecimento de duvidas e sugestbes devem ser tratadas a parte, junto aos
consorcios mantenedores das ontologias. Logo, o repasse dos problemas ou sugestdes
fica condicionado ao interesse e disponibilidade dos bioinformatas, podendo entdo ser

realizado somente em momentos futuros, o que frequentemente ocasiona uma perda de

! http://geneontology.sourceforge.net
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contetdo ou detalhamento, causando assim dificuldades na colaboragdo do grupo de
pesquisa e na colaboracgéo a prépria ontologia.

Nos sistemas Artemis, GARSA e SABIA, a discussdo e registro dos termos
encontrados da Ontologia ndo ocorrem. Qualquer tipo de colaboragdo no sentido de
reportar informagdes aos curadores das ontologias fica sujeita ao interesse e
disponibilidade dos bioinformatas, sendo necessario que estes se preocupem em

registrar tais informacdes a parte.

1.3 VISAO GERAL DA PROPOSTA

A hipétese deste trabalho diz que se ficar bem caracterizado o processo de anotacao
gendmica e a colaboracdo inerente a ele, € possivel sugerir solucbes de apoio a
colaboracdo para ampliar o uso e a evolucdo de ontologias deste dominio,
compartilhando conhecimento, estimulando o processo de anotacdo baseado em
ontologia e melhorando a qualidade das anotacGes.

Logo, neste trabalho, é proposta uma extensdo do processo de anotacdo genémica
com vistas a ampliar o uso das ontologias. Inicialmente, foi necessario caracterizar o
ambiente de anotacdo gendmica, fazendo o reconhecimento de todas as atividades e
papéis envolvidos no processo, a identificacdo das necessidades de colaboragdo e a
forma como as ontologias séo utilizadas.

Os experimentos in silico para o0 estudo das sequéncias gendmicas e
consequentemente para a anotacdo gendmica podem ser vistos como a instanciacdo de
um processo que envolve diversas atividades e que devem ser realizadas levando-se em
consideracdo uma ordem, independentemente do foco principal de cada centro de
pesquisa.

Representar estas atividades através de um modelo permite visualizar e entender de
forma mais ampla todo o processo. Além do modelo do processo, a descri¢do detalhada
de cada atividade favorece também o entendimento do processo, e juntos possibilitam
identificar a colaboracdo inerente ao processo. Através do trabalho colaborativo, é
possivel compartilhar experiéncias e conhecimentos entre 0os membros do grupo,
permitindo ampliar as suas habilidades em produzir anotagcdes de melhor qualidade, e
consequentemente, obterem melhores resultados.

Com o levantamento das informac6es obtidas através de pesquisas sobre a forma de
trabalho de alguns centros de pesquisas (SANTOS, 2004), (GENOPAR, 2005)
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(ALMEIDA et al, 2004), (DAVILA et. al., 2005) e de reunides e observagdes feitas com
um grupo de pesquisa genémica especifico, tornou-se viavel a construcdo de modelos
de processos 0s quais demonstram todas as atividades desempenhadas para o estudo das
sequéncias gendmicas e consequentemente da anotacdo gendmica. Este modelo
representa 0s processos de forma genérica e a partir dele foi possivel propor extensdes a
este processo que ampliem a colaboracdo e o0 uso de ontologias em sua execucao.

A extensdo proposta permitiu identificar os problemas e registrar o raciocinio
desempenhado pelos pesquisadores em relacdo & anotacdo baseada em ontologia, no
momento em que eles de fato ocorrem, evitando a perda desta valiosa informacéo. Desta
forma, € possivel reportar tais problemas e colaborar com os curadores das ontologias,
de modo a agilizar a evolucao destas, e consequentemente, ampliar o seu uso. O registro
do raciocinio também proporciona anota¢@es futuras de forma mais rapida e facil, e
auxilia os novos pesquisadores em suas anotacoes.

A partir da especificacdo proposta foi desenvolvido um protétipo, 0 GARSA Notes,
que além de permitir a monitoracdo da anotagdo baseada em ontologia, facilita também
a geracdo de documentos contendo as informacgdes sobre esta monitoracdo e sugestdes
caso existam. O prot6tipo compreende uma extensdo ao sistema GARSA para a analise
e anotagdo gendmica, de forma a avaliar a viabilidade de seu suporte ao registro do
raciocinio no uso da ontologia durante a execucdo do processo de anotacdo. O GARSA
foi utilizado, devido ao centro de pesquisa desenvolvedor deste sistema ser o ambiente

de observacado e apoio para a realizacdo deste estudo.

1.4 CONTRIBUICOES

Dentre as contribuicdes deste trabalho podemos citar:

. Caracterizacdo através de modelagens e descricbes do processo de estudos de
sequéncias gendmicas e consequentemente do processo de anotagdo gendmica de
forma generica;

. Sugestdo de formas para ampliacdo da colaboracdo no processo de anotacdo
gendmica;

« Identificacdo dos problemas relacionados a anotacdo baseada em ontologia;

Proposta de extensdo do processo de anotacdo gendmica, a qual engloba um
tratamento sobre a anotacdo baseada em ontologia;
« Desenvolvimento de um prototipo referente a extensdo proposta;

« Observacéo de uso do prototipo no contexto de um grupo de pesquisa; e
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« Disponibilizacdo do prot6tipo funcional integrado ao sistema GARSA.

A observacdo de uso do prot6tipo mostrou que com o tratamento sobre a anotacdo
baseada em ontologia e o registro de todo o raciocinio realizado neste, obtém-se
evidéncias de que o conhecimento sobre os termos das ontologias pode ser ampliado e
que este tipo de anotacdo pode vir a ser mais estimulada. Mostrou também que as
informacdes relevantes ao processo podem ser armazenadas permitindo resgatar o
historico do que foi feito durante o uso da ontologia para anotacdo por parte dos
pesquisadores.

A partir deste histdrico, a colaboracdo com os mantenedores das ontologias pode ser
ampliada uma vez que os problemas ocorridos ou sugestdes de atualizacdo e insercdo
estdo bem caracterizadas, contribuindo assim para a evolugéo das ontologias.

Cabe ressaltar que, a proposta de manter um registro das a¢des dos pesquisadores no
uso de ontologias, pode ser adotada para outros dominios, e assim contribuir com o
desenvolvimento do trabalho dos pesquisadores desse dominio e com a evolucdo das

ontologias utilizadas.

1.5 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho estd organizado da seguinte forma: o capitulo 2 faz uma visao geral
sobre anotacdo gendmica, descrevendo todos os conceitos que envolvem este tema,
como bancos de dados gendmicos e sistemas de anotagcdo. Faz uma comparacgdo sobre
estes sistemas e por fim descreve o uso de ontologias em aplicacdes da area de
Bioinformatica.

O capitulo 3 fornece uma descricdo de alguns workflows de apoio a pesquisa
gendmica, e apresenta a modelagem do processo de estudo de seqliéncias gendmicas de
forma genérica, apresentando os papéis envolvidos neste processo. Descreve também
uma exemplificacdo do processo de acordo com o sistema GARSA.

O capitulo 4 apresenta a proposta de extensdo do processo de anotacao genémica, de
forma a cobrir o tratamento sobre a anotacdo baseada em ontologia proposto neste
trabalho.

O capitulo 5 descreve o protétipo funcional GARSA Notes. O capitulo 6 mostra um
exemplo do uso do prototipo, e por fim, o capitulo 7 apresenta as concluses do

trabalho, as contribuigBes obtidas e os possiveis trabalhos futuros. Informagdes
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adicionais sobre diversos termos da area de Bioinformatica citados durante os capitulos

encontram-se no Glossario.
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2 ANOTACAO GENOMICA

No comego da revolucdo gendmica, um interesse da Bioinformatica era a criagdo e
manutencdo de bancos de dados para armazenar informacgdes bioldgicas, tais como
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos.

O desenvolvimento deste tipo de banco de dados envolve ndo somente 0s projetos,
mas o desenvolvimento de interfaces para que 0s pesquisadores possam acessar dados
existentes tdo bem quanto submeter dados novos ou revisados.

Deste modo, o campo da Bioinfomatica evoluiu, e surgiram novas tarefas que
envolvem a analise e interpretagdo de vérios tipos de dados, incluindo seqliéncias de
nucleotideos e amino&cidos, dominios e estruturas das proteinas.

Essencialmente, a Bioinfomatica possui trés componentes (WESTHEAD, 2002),
(NCBI, 2005a):

« A criacdo de bancos de dados, permitindo o armazenamento e gerenciamento de

grandes conjuntos de dados bioldgicos;

. O desenvolvimento de ferramentas que permitem o acesso eficiente para uso e
gerenciamento de varios tipos de informacao;

« O desenvolvimento de novos algoritmos e estatisticas para acessar
relacionamentos entre membros de grandes conjuntos de dados, tais como
métodos para localizar um gene numa sequéncia, verificar estruturas de proteinas
ou sua funcéo e outros.

As pesquisas gendmicas beneficiam diversos segmentos como Saude, Agricultura e
Pecuéria. Neste contexto, o Brasil, através dos ministérios da Salde e da Defesa, j& vem
investindo nas pesquisas sobre agentes bioldgicos. Alguns destes agentes sdo Vvistos
como armas biologicas e podem ser utilizados em possiveis guerras ou ataques, ndo s
contra a populacdo humana, mas também contra rebanhos ou plantacGes, o que afetaria
significativamente a economia do pais.

Conhecendo as propriedades quimicas e fisicas, tais como 0 DNA, o0 RNA de uma
planta ou qualquer outro organismo, € possivel prevenir doencas, desenvolver formas de
tratamento, contribuir para a melhoria das espécies, entre outros. Por exemplo, para 0s
humanos ou animais, o0 estudo de suas propriedades poderia prevenir algumas doencas,
bem como facilitaria no desenvolvimento de vacinas e formas de tratamento; para

plantacbes de género alimenticio, o estudo das propriedades do género plantado traria
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um aumento na producdo, pois produtos especificos para o seu crescimento, bem como
aqueles para o combate de “pragas” seriam melhor desenvolvidos.

Assim, tipicamente, a descoberta e descricdo dos organismos a serem estudados
envolvem o uso de softwares especificos de Bioinfomatica. Estes softwares geram
dados bastante volumosos, 0 que requer que sejam armazenados em bancos de dados
para posterior analise e consulta. Os bancos de dados possibilitam tambem que
pesquisadores possam compartilhar as sequiéncias genéticas e trocar informacdes com
outros laboratérios de qualquer parte do mundo.

O armazenamento dos dados genémicos — sequéncias e anotacdes — € feito
inicialmente em bancos de dados privados de cada centro de pesquisa; sdo 0s bancos de
projetos. Apos a publicacdo destes dados em revistas ou eventos especializados da area,
estes sdo entdo armazenados também em bancos de dados publicos, de acordo com a
espécie pesquisada. Alguns destes bancos de dados sdo apresentados na secéo 2.1.

Uma vez que estes dados encontram-se armazenados em bancos de dados publicos,
podem ser acessados por todos aqueles que tém interesse sobre o estudo realizado. O
entendimento dos resultados se d& por meio da leitura/observacdo das anotacdes feitas
para cada sequéncia pesquisada. As anotacOes constituem-se na identificagcdo de cada
gene contido nas sequiéncias gendmicas armazenadas nos bancos de dados, que em geral
possuem formatos especificos de armazenamento nestes bancos. O conceito de anotagédo
é apresentado de forma detalhada na secdo 2.2. As anotacfes sdo feitas através de
sistemas que apoOiam esta atividade, logo, a se¢do 2.3 descreve alguns sistemas de
anotacdo, comentando suas principais funcionalidades, os tipos de anotacdes que
suportam e também apresenta uma comparacao entre eles.

Uma forma de realizar a anotacdo é através do uso de ontologias. A ontologia cria
um vocabulario comum em relacdo ao conteldo anotado e assim a compreensdo da
anotacdo torna-se facilitada para todos aqueles que tenham acesso a ela. A secéo 2.4
apresenta conceitos e exemplos sobre ontologias especificas para o dominio da

Bioinformatica.

2.1 BANCOS DE DADOS GENOMICOS

Um banco de dados genémico esta geralmente associado a um software projetado
para atualizar, consultar e recuperar componentes dos dados genémicos armazenados no
sistema. Um banco de dados pode ser simples, sendo composto somente por um Unico

arquivo contendo muitos registros, cada qual incluindo o mesmo conjunto de
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informagdo. Por exemplo, um registro associado a um banco de dados de sequéncia de
nucleotideos contém tipicamente a informacéo de qual o nome de contato, a seqiéncia
de entrada com uma descricdo do tipo da molécula, o0 nome cientifico do organismo, e
geralmente, citagOes da literatura associadas com a sequéncia.

A maioria dos bancos de dados genémicos sdo acessiveis através de sistemas na
Web, os quais possuem recursos como a busca e filtragem da informacéo.

Os bancos de dados gendmicos podem ser classificados em publicos ou privados. Os
bancos de dados publicos (BERGERON, 2002) sdo criados e mantidos por laboratérios
ou centros de pesquisas sem fins lucrativos, e possibilitam que pesquisadores possam
compartilhar seqliéncias genéticas e trocar informagdes com outros laboratorios de
qualquer parte do mundo. Como exemplo temos: GenBank (BENSON et.al., 2005),
Refseq (PRUITT, 2005), Pfam (FINN et.al., 2006), SWISSPROT (BAIROCH, et. al,
2000), CDD (MARCHLER-BAUER, 2005), entre outros.

J4 os bancos de dados privados sdo criados e mantidos por laboratdrios e
companhias que visam lucro. Geralmente esses laboratorios sdo associados com
instituicbes académicas. Como exemplo de bancos de dados privados pode-se citar o
LifeSeq (INCYTE, 2007) que contém sequéncias de genes humanos e ratos
(BERGERON, 2002).

Além dos bancos publicos e privados, tem surgido na comunidade de
Bioinformatica uma terceira categoria, que sdo os bancos de dados de projeto. Estes
bancos sdo préprios de grupos de pesquisa genémica, e possuem uma parte publica e
outra restrita. A parte publica destes bancos disponibiliza os dados do grupo de pesquisa
que ja foram publicados em revistas especializadas ou outros veiculos de comunicagéo
da area. Enquanto que os dados ainda em fase de estudo e aqueles que ainda nédo
tiveram sua respectiva publicacdo ficam numa parte restrita do sistema, onde somente
usuarios autorizados podem ter acesso. Sdo descritos a seguir exemplos de banco de
dados publicos.

Com relacdo aos bancos de dados publicos, existem basicamente duas
classifica¢Ges, os bancos de dados primarios e os bancos de dados secundarios:

« Os bancos de dados primarios sdo aqueles derivados diretamente dos dados
obtidos a partir do sequenciamento de aminoacidos ou proteinas. Apresentam
resultados desses dados de forma experimental e que sdo publicados com alguma
interpretacdo, onde ndo ha uma andlise cuidadosa dos dados, podendo haver
redundancias. Normalmente, as sequéncias identificadas pelos laboratérios sdo
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submetidas aos bancos de dados primarios antes da publicacdo do respectivo
artigo sobre a descoberta da sequéncia, ja que a maioria das revistas considera isso
um pré-requisito para publicacdo. Contudo, a disponibilizacdo dos dados é feita
somente apo6s a publicacdo ou a um intervalo de tempo que chega até um ano.
Estas bases de dados agem primeiramente como 0 armazenamento de arquivos de
informacdes da sequiéncia. Conseqilientemente, cada entrada € possuida pelo
provedor da sequéncia e a integracdo das informacdes anotadas € quase
impossivel.

Os bancos de dados secundarios, também denominados de bancos curados, sdo
aqueles onde hd uma compilacdo e interpretacdo dos dados de entrada de forma
que podem ser obtidos dados mais representativos. Cada seqliéncia € curada
manualmente e este tipo de banco de dados ndo possui redundancias. Desta forma
é garantida a qualidade e a confiabilidade das informacgdes armazenadas. Séo
bancos de dados desenvolvidos por comunidades particulares. Este tipo de banco é
encontrado em quantidade menor se comparado a quantidade de bancos de dados

primarios.

Os bancos de dados genémicos podem ser também classificados de acordo com o

contetido que armazenam, entre:

Seqliéncias e anotacdes: sequéncias de nucleotideos e suas respectivas anotacoes;
Proteinas e informacdes sobre as respectivas funcdes;

Estrutura de moléculas de proteinas: secundarias, representadas em um plano, ou
terciarias, representada em trés dimensoes;

Taxonomia: classificacdo dos organismos vivos;

Bibliografia: artigos, jornais, periodicos e outros na area de biologia molecular.

Os bancos de dados em biologia molecular sdo importantes principalmente para

proporcionar a comunidade cientifica (e a quem mais interessar) uma forma de tornar os

dados produzidos em todo o mundo acessiveis de forma mais facil, rapida e inteligente

(NCBI, 2005a). Com esse intuito, o governo americano lancou em 1988 o NCBI

(National Center for Biotechnology Information) (NCBI, 2005a) para reunir bancos de

dados publicos contendo sequiéncias de DNA.

O NCBI disponibiliza um grande numero de ferramentas de informatica e recursos

para auxiliar o cientista na pesquisa genética, constituindo-se assim como o0 maior 6rgédo

de referéncia de Bioinformatica. E 14 que é mantido o maior banco de dados gendmico

publico, o GenBank.
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Além de tornar a acessibilidade aos estudos genémicos mais facilitada, os bancos de
dados servem como apoio para verificar se uma determinada seqiiéncia ja esta
cadastrada e também para buscar grandes conjuntos de dados que servirdo para analises
de similaridade e consequentemente para a anotagéo.

Para melhor compreensdo do contedo armazenado nestes bancos, em especial as
anotacOes, as secbes 2.1.1 e 2.1.2 apresentam a descricdo de dois bancos de dados
bastante conhecidos na comunidade de Bioinfoméatica e que diferem nas suas
classificacOes. Sao eles: GenBank e Pfam, respectivamente.

Um item que ndo é tratado neste trabalho, mas que é importante para a comunidade
de Bioinformética e desta forma relevante ser comentado, refere-se as iniciativas de
esquemas de bancos de dados genéricos como o CHADO (CHADO, 2005) e o GUS
(GUS, 2005) para auxiliar o desenvolvimento dos projetos de pesquisa gendmica. Entre
0s projetos que utilizam o CHADO estdo WormBase (CHEN, 2004) e Flybase
(CROSBY et al., 2007) e quanto ao GUS podemos citar os projetos GeneDB (HERTZ-
FOWLER et al., 2004) e TCruziDB (AGUERO et al., 2006). O objetivo destes
esquemas € estabelecer uma padronizacdo dos bancos de dados genémicos. Outros
detalhes referentes a estes esquemas podem ser encontrados em (CHADO, 2005),
(GUS, 2005), (ALMEIDA, 2006).

2.1.1 GENBANK

O GenBank (BENSON et.al., 2005) é um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos produzido pelo NCBI. E usado como referéncia no sentido de verificar se
uma dada sequéncia ja estd catalogada. O histérico do volume de seqiéncias
armazenadas no GenBank demonstra que, a cada ano, 0 numero de sequéncias
armazenadas, bem como o numero de bases, cresce cerca de 70% ao ano, como ilustra a
FIG. 2.1. A cada ano novas versoes do banco sdo disseminadas (GENBANK, 2005). O
GenBank é um banco de dados dito primario e seus colaboradores recebem sequéncias

produzidas em laboratdrios ao redor do mundo.
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Growth of GenBank
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FIG. 2.1 Crescimento GenBank | (GENBANK, 2005)

Apesar de existirem outros bancos de dados que seguem a mesma linha do
GenBank, ou seja, bancos do tipo primario, a comunidade cientifica utiliza praticamente
apenas o GenBank. Isto pode ser percebido na FIG. 2.2 retirada do release sobre o
GenBank, lancado em agosto de 2005 pelo NCBI, onde é mostrado um quadro

comparativo do crescimento deste banco de dados e os outros da mesma linha.
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International Nucleotide Sequence Database Collaboration

b
SUOHING Ul SR d S8R G

E ,5 ] -0

- o o -

I 3 : 2 % ".:..%

Baseé Pars conlribuled by GenBarkE=0 EMBL= DDE)=R

FIG. 2.2 Crescimento GenBank 11 (GENBANK, 2005)

Os bancos de dados EMBL (KULIKOVA et. al., 2007) e DDBJ (TATENO et. al.,

1998) que aparecem da FIG. 2.2 séo repositorios de sequéncias de DNA. O GenBank
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troca dados com os bancos EMBL e DDBJ de forma a manter o repositério de
sequéncias o mais completo possivel.

Uma sequiéncia submetida ao GenBank inclui diversas informaces, tais como: a
descricdo concisa da sequéncia; um namero de identificacdo (access number), o qual é
Unico para cada seqliéncia; palavras chaves associadas ao gene da seqiiéncia; citacdes a
artigos onde a sequéncia foi publicada; caracteristicas da sequéncia; entre outras. Estas
informacdes sdo submetidas de acordo com um formato para anotacdo gendémica
denominado de Feature Table. Maiores detalhes sobre este formato podem ser
encontrados em (DDBJEMBL/GENBANK, 2007).

As caracteristicas das seqliéncias sdo as anotacOes referentes a cada regido
codificante da sequiéncia. Sempre que as anotacdes sdo alteradas, os dados devem ser
atualizados, sendo que a seqliéncia recebe um novo identificador (nimero de acesso). O
identificador anterior é armazenado de forma a ndo se perder a referéncia anterior e

desta forma poder ser visualizada a evolucéo do estudo sobre a sequéncia em questao.

2.1.2 PFAM

O Pfam (FINN etal.,, 2006) ¢ um banco de dados de familia de proteinas
desenvolvido pelo The Sanger Institute (THE SANGER INSTITUTE, 2005), um
instituto de pesquisa gendmica do Reino Unido.

Neste banco de dados, para cada familia de proteinas, pode-se:

« Ver os alinhamentos multiplos;

« Visualizar as arquiteturas de dominios das proteinas;

« Examinar a distribuicdo das espécies;

« Seguir os links para outras bases de dados;

« Ver estrutura de proteinas conhecidas.

O Pfam é um banco de dados subdivido em duas partes, Pfam-A e Pfam-B,
equivalentes a um banco de dados secundario e outro primario respectivamente. A
primeira parte, Pfam-A, é a que contém dados classificados como secundarios, -
aqueles em que ha uma verificacdo dos dados antes de serem armazenados, tornando-os
mais confidveis e representativos. Possui quase 9000 familias de proteinas (dados de
novembro de 2006). E para dar ao Pfam uma cobertura mais compreensiva de proteinas
conhecidas, automaticamente é gerado um suplemento chamado Pfam-B que contém

dados classificados como primarios — dados que ndo sofreram uma validagédo para serem
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armazenados. Este contém um grande numero de familias pequenas que ndo foram
compiladas e interpretadas ainda de forma suficientemente cuidadosa, a ponto de
merecerem fazer parte do Pfam-A. Embora a qualidade das familias do Pfam-B seja
considerada inferior, elas podem e costumam ser usadas quando nenhuma familia no
Pfam-A é encontrada.

A FIG. 2.3 mostra a cobertura das duas partes do Pfam, evidenciando que a
cobertura do Pfam-A é bem maior, apesar da grande dificuldade que existe para manter

um banco de dados secundario.

Version 21.0 |

| Mov 2006, 8957 families

S—

Sequence coverage Pfam-A . T4%
W Seguence coverage Pfam-B 0 13%
Other

FIG. 2.3 Crescimento PfamA e PfamB (PFAM, 2006a)

Os dados armazenados no banco de dados Pfam seguem um formato que se
subdivide em quatro secdes: header, reference, comment, alignment (PFAM, 2006b).

Header: possui campos que incluem informacdes especificas do Pfam tais como

numeros de identificacdo (access number), um nome curto e reprentativo assim

como uma pequena descricdo sobre a familia.

Reference: contém principalmente referéncias a outros bancos de dados e literatura.

Comment: contém informagdo funcional sobre a familia como as anotac¢des e outras

informacdes. A anotacdo ndo possui um formato estrito como no formato Feature

Table, utilizado pelo Genbank.

Alignment: possui informagGes sobre o alinhamento da familia de proteinas.

Todos os dados do Pfam sdo disponiveis para download em formatos flatfile via
FTP a partir do sites disponibilizados pelo Pfam e também via conjunto de dados de
um SGBD relacional MySgl (PFAM, 2006b).

2 http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ftp.shtml
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2.2 ANOTACAO

Uma das tarefas mais importantes dos projetos genoma € a interpretacdo dos
experimentos in-silico para se obter o conhecimento bioldgico destes dados e assim
identificar o que representa cada uma das regides de cada seqiiéncia estudada. A
anotacdo consiste simplesmente no processo de identificacdo e descricdo das regides
codificantes das seqiiéncias.

Para alcancar este objetivo, os pesquisadores tipicamente executam essa tarefa,
extraindo e fragmentando o DNA do organismo estudado, consultando fontes de dados
externas, executando programas de analise nas sequiéncias, e gerando anota¢gdes manuais
de acordo com suas interpretacdes na bancada de experimentos bioldgicos e in silico.

Na bancada de experimentos in silico, um desafio da Bioinfomatica é ter
ferramentas efetivas que ajudem os pesquisadores a identificar grandes conjuntos de
sequéncias (de nucleotideos ou proteinas). As ferramentas devem ajudar um
pesquisador a explorar e rapidamente testar suas hipoteses, acessar anotacoes
armazenadas em fontes de dados publicas para compara-las com seus resultados,
executar programas de analise e obter as anota¢gdes automaticamente, analisar anotagdes
existentes até entdo com a ajuda de uma interface apropriada, e gerar automaticamente
ou manualmente novas anotagdes (LEMOS, 2005).

Assim, podemos classificar anotagdo como:

Manual: diretamente criadas pelo pesquisador;

Automética: gerada por programas de analise ou importada de fontes de dados

publicas.

Geralmente o processo de anotacdo de genomas é feito em trés etapas (LEMOS,
2003):

Na primeira etapa é feito o uso das ferramentas de Bioinfomética e sdo importados
dados referentes as seqliéncias das fontes de dados publicas. Assim, as sequéncias
obtidas passam por diversos programas, 0s quais ajudam os anotadores a identifica-las,
representando assim a anotacdo automatica.

A segunda etapa necessita de especialistas que observem os dados obtidos na
primeira etapa pelas ferramentas automaticas e pela importacdo das fontes de dados
publicas; e identifiqguem as seqiiéncias de acordo com critérios pré-definidos.

Apbs a identificacdo dos genes, na terceira etapa é feita a anotacdo manual que

geralmente é feita somente pelo anotador. Contudo, o ideal seria promover a interacéo
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entre varios anotadores, bioinformatas e biélogos especialistas em diferentes areas e no
organismo estudado para discutir como as informacdes obtidas nas etapas anteriores
podem estar relacionadas com a biologia do organismo em questao.

Em resumo, anotacdo é a escrita da identificacdo das regiGes codificantes das
seqliéncias, inicialmente feita de acordo com um vocabuléario proprio do bioinformata
ou do grupo de pesquisa.. O termo anotacdo € utilizado para descrever a etapa final de
todo um processo de andlise realizado sobre as seqliéncias.

Além das etapas citadas anteriormente que englobam as anotagdes automaética e
manual, outro tipo de anotacdo que vem sendo utilizada e constitui mais uma etapa, € a
anotacdo baseada em ontologia, onde 0s genes sdo identificados através de termos
pertencentes ao dominio da biologia molecular. A secdo 2.4 descreve com mais detalhes
as ontologias.

O processo de anotacdo gendmica faz parte de um processo maior que é o estudo
das sequencias gendmicas (experimentos in-silico). Para gerenciar todo o processo de
anotacdo, os pesquisadores contam com sistemas desenvolvidos para esta finalidade que
empacotam diversos programas tanto para analise quanto para anotacdo das seqléncias.

A maioria destes sistemas suportam ambas anotacfes automética e manual. Ja a
anotacdo baseada em ontologia ainda se apresenta em um numero menor de sistema.

Exemplos destes sistemas sdo descritos na secao 2.3.

2.3 SISTEMAS DE ANOTACAO

As ferramentas que ajudam os pesquisadores a criar, recuperar e analisar as
anotacOes que identificam e caracterizam as sequéncias sdo chamadas de sistemas de
anotacdo. Muitos destes sistemas, como os citados adiante, sdo sistemas de proposito
geral, que podem ser utilizados pelos centros de pesquisas, e por diversos Orgaos
mantenedores de bancos de dados genémicos, como The Sanger Institute (THE
SANGER INSTITUTE, 2005) e TIGR (TIGR, 2007).

Existem ainda os sistemas desenvolvidos especialmente para atender a necessidade
de alguns centros de pesquisa, como o Sistema GARSA (DAVILA et al., 2005), que
além da parte de analise das sequiéncias, captura e registra todas as anotac@es realizadas.

Existem bancos de dados genémicos que ndo se apdiam nestes sistemas (ou
softwares) de anotacdo, seja de propoésito geral ou especifico. Eles apresentam
estruturas, como tabelas que irdo ser populadas com as anota¢@es (também chamada de

features) das seqliéncias, e deste modo oferecem formatos os quais 0s usuarios devem
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seguir para anotar e fazer a submisséo de suas sequéncias. O formato Feature Table
(DDBJ/EMBL/GENBANK, 2005) utilizado para submissdo de anotagdo de sequéncias
de bancos de dados como GenBank, EMBL e DDBJ pode ser citada como exemplo.

Os sistemas de anotacdo diferem entre si com relagéo a aspectos como a tecnologia
utilizada para desenvolvimento, a portabilidade, recursos oferecidos entre outros.
Alguns conseguem importar e ler os padrdes pré-definidos como os formatos usados
pelos bancos de dados gendmicos: FT (comentado anteriormente), GFF e outro menos
comum, o GAME.

O GFF (DURBIN et.al.,, 2005) é um formato simples para transferéncia de
anotacOes gendmicas. Descreve genes e outras caracteristicas associadas com o DNA, o
RNA e sequéncias de proteinas.

O GAME (XML COVER PAGES, 2002) prové um DTD - XML? para a troca de
anotacdo genomica. Ele permite que pesquisadores compartilhem estas descri¢gbes no
formato XML (O’REILLY XML, 2000).

Os diversos sistemas, para facilitar a anotacdo da sequéncia em estudo se
aproveitam de anotacdes de seqliéncias similares ja anotadas. Desta forma eles possuem
uma funcionalidade que é a leitura de dados provenientes de bancos de dados como
GenBank, EMBL, DDBJ, Pfam, Ensembl (HUBBARD et. al., 2007), Swiss-Prot
(BAIROCH, et. al, 2000) e outros. De forma a entender como funcionam os sistemas de
anotacdo e levantar os tipos de anotacdes adotados: automatica, manual e baseada em
ontologia, a seguir sdo descritos alguns sistemas, a saber: Apollo, Artemis, BioNotes,
DAS e GARSA e ao final destas descri¢des € apresentada uma tabela comparativa.

2.3.1 APOLLO

Apollo Genome Annotation Curation Tool (Apollo) (LEWIS, et. at., 2002) é um
sistema de anotacfes de cddigo aberto (open-source) que gera anotagfes automaticas e
também permite que os pesquisadores explorem anotacdes em Varios niveis de detalhe e
criem anota¢fes manuais, tudo em um ambiente gréfico, contudo o sistema ndo suporta
anotacdo baseada em ontologia

Desenvolvido a partir de uma colaboracdo entre Berkeley Drosophila Genome
Project (BERKELEY DROSOPHILA GENOME, 2005) e The Sanger Institute, o

*DTD XML: 0 DTD é utilizado na linguagem XML para especificacdo de documentos. Indica elementos,
atributos, valores e os relacionamentos entre os elementos. Pode também definir entidades.
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sistema Apollo esta sendo usado pelos bidlogos do FlyBase (CROSBY, et. al., 2007)
para fazer as Ultimas anotacGes do genoma da Drosophila (BDGP, 2007), e também
sera utilizado para compartilhar estas anotacGes na comunidade.

O sistema foi projetado para ser flexivel e extensivel de forma que possa atender
diferentes organismos. O projeto GMOD (GMOD, 2005) adotou 0 modelo do Apollo
para 0 modulo de anotagéo.

O sistema Apollo também disponibiliza para execucdo (embutidas no sistema)
diversas ferramentas de anélise de dados genémicos como GENSCAN (BURGE et. al,
1998) e BLAST (busca por similaridade entre as sequiéncias) (ALTSCHUL et. al.,
1990).

E uma aplicacdo escrita em linguagem de programacéo Java e que pode ser feito o
download e executado em sistemas Windows, Mac OS X, ou qualquer sistema tipo Unix

(incluindo Linux).

Type Name Range Score
P O9CZTY 1092503 - 1093355 225.0
! N | CACA 2509 1092503 - 1093355 225.0

e=Rodante— Mm#52 171818 1092503 - 1093370 220.0
| sesRodent== ' Rn#5197560 1092503 - 1093370 212.0
CeNome—7 09U4Hb 1092479 - 1093361 198.0

! Worm Q45918 1092479 - 1093361 19E.0

FIG. 2.4 Tabela de descri¢cdo de feature (APOLLO USER GUIDE, 2005)

A FIG. 2.4 mostra a tabela de descricdo de feature. Cada linha descreve uma feature
Unica. As colunas descrevem o tipo da feature (Type), na figura designado pelo nome
do organismo; o nome (Name), de acesso ao alinhamento; a posicdo genémica do
alinhamento (Range), e o score (Score) do programa Blastx (modalidade do programa
Blast que converte uma seqiiéncia de nucleotideos em proteinas). Se quiser informac6es
detalhadas de uma feature nesta tabela, como o nome da seqiiéncia alinhada, seu
tamanho e descricdo completos, basta selecionar a linha da feature e as informacgoes

aparecerdo em uma segunda tabela (ndo mostrada aqui).
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2.3.2 ARTEMIS

O Artemis (RUTHERFORD et. al., 2000) é uma ferramenta de anotacdo que permite
a visualizacdo das anotacGes da sequéncia e os resultados de anélise com o contexto da
sequéncia. Desenvolvido pelo The Sanger Institute, o Artemis é um software livre que
esta disponivel para qualquer sistema operacional em uma versdo desenvolvida em Java,
porém tem maior suporte para ambientes UNIX e GNU/Linux.

O Artemis & seqiiéncias completas no formato FASTA® dos bancos de dados
GenBank e EMBL. As anotacdes das seqiiéncias podem estar no formato FT ou GFF. A
principal anotacdo gerada pelo sistema € a automatica, contudo, informacdes
complementares podem ser adicionadas (anotagdo manual). O sistema suporta anotacéo
baseada em ontologia.

File Select View Goto Edit Create Write Run Display

felected feature: kases 333 BLASTN_HIT (/note="288 (+1) 477 805% SDDPEPG H05109 Streptomyaes Rel

EMEL Entry: T 8t6a9.seq embl 8t6a9.tak Fhig filter zblxz.tak [ 8t6a% blastn.tab

GC Frame Plot Window size: 120
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FIG. 2.5 Resultado da andlise de programas no Artemis (ARTEMIS EXAMPLES, 2005)

O Artemis € a principal ferramenta de anotacdo usada para analise de genoma
microbial do The Sanger Institute. Além disso, o0 sistema mostra o resultado de varios

programas de analise da sequéncia, como predi¢gdes de CDs, Blastn, Blastx, e outros.

* FASTA: formato para representacdo de seqiiéncias genéticas em arquivos digitais para que elas possam
ser usadas por qualquer software de analise de seqiiéncias.
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Estes programas rodam externamente, o que significa que os resultados de qualquer
analise podem ser facilmente incorporados sem modificacdo do Artemis. A FIG. 2.5
mostra os resultados dos programas Blastn, Blastx e FramePlot para o organismo
Streptomyces coelicolor (micrébio que vive no solo).

Um outro programa que faz parte da distribuicdo do Artemis é o ACT (CARVER et.
al., 2005). Este programa é um visualizador de comparacao de sequiéncias de DNA que
usa 0s componentes do Artemis para exibir as seqiiéncias e assim herda boas
ferramentas de busca e analise. Permite uma visualizacdo interativa de comparacdes
entre sequéncias gendmicas completas e anotacBes associadas. Além das leituras de
sequéncias dos bancos GenBank e EMBL, pode ler sequéncias no formato FASTA ou
até no formato inicial da seqliéncia. Anotacdes de sequéncias extras podem estar nos
formatos FT e GFF. A comparagéo de seqliéncias visualizadas pelo ACT € geralmente o

resultado da execucdo de uma busca com Blastn.
2.3.3 BIONOTES

O BioNotes (LEMOS, et. al., 2003), desenvolvido pelo Departamento de
Informatica da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro (INF PUC-RIO,
2005), é um sistema de anotacdo de sequéncias que ajuda os pesquisadores a buscarem
fontes de dados externas, executar programas de analise, analisar anota¢@es e adicionar
novas anotacOes para registrar sua interpretacdo do dado.

Um usuario pode atualmente buscar anotagdes importadas de fontes publicas
externas, executar e armazenar anotacfes automaticamente geradas por algum programa
de andlise, e manualmente adicionar, apagar e atualizar anotacfes, para o qual elas
tornam-se disponiveis para sua comunidade. O sistema ndo suporta a anotacdo baseada
em ontologia.

A arquitetura do BioNotes e seu modelo de dados tem o objetivo de ser flexivel o
bastante para permitir que o sistema seja usado para anotar qualquer genoma e EST ou
projetos genoma completo.

O sistema BioNotes possui uma arquitetura cliente-servidor que permite as
comunidades compartilharem suas anotacfes através da Web, o que torna mais facil o
acesso as anotacdes e assim uma descoberta mais rapida de novas informacdes

bioldgicas. E um sistema multi-usudrio, instalado em um servidor, permitindo acesso
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distribuido por uma grande comunidade de usuarios, que de forma intensa facilita o
compartilhamento de anotacGes.

Para manter a seguranca no sistema, o BioNotes oferece diferentes perfis de usuarios
para facilitar o controle de quais usuarios podem executar quais comandos. Além disso,
0 sistema suporta o conceito de uma fonte de dados privada, que é, um conjunto de
sequéncias e anotacfes armazenadas pelo sistema que sdo privados e acessiveis somente
por uma grupo de usuarios. Um exemplo deste tipo de grupo € o que tem acesso a
TCruzi, uma fonte de dados privada que armazena anotacdes e seqliéncias relacionadas
com o organismo do Trypanosoma Cruzi; e GLUCONA, que armazena anotagdes e
sequéncias ligadas ao organismo Gluconacetobacter diazotrophicus.

O BioNotes € escrito em linguagem de programacdo Java para facilitar

portabilidade, e oferece interface Web.

" Community Annotation - Insertion

Contig Name contig1 00

ORF 5

Annotation - Genes, Organism, Comments { ECtable1level, ECtableZlavel, ECtable3level, ECtabledlevel )

Category Amino acid hiosynthesis

Sub-Category Aromatic amino acid family

Gene F-dehydroquinase: 3-dehydroguinate dehydratEes Controlled Uocabulan-‘
{Categories and gene

names)
Other:

EC Numbar

COG Number

Organism Acetobacter pasteurianus b Free Text

Start Codon @ate O1T6 OGTe {Comments)

Stop Codon ®ToA OTAG OTAA

FIG. 2.6 Tela para inserir uma anotacao manual no BioNotes (BIONOTES, 2005)

A FIG. 2.6 mostra um exemplo de uma anotacdo manual que foi determinada para
uma ORF. Alguns campos como categorias € nomes de genes possuem opc¢des pré-
definidas, constituindo um vocabulario controlado para a anotagéo ser feita. Contudo,

existe ainda um campo de texto livre para possiveis comentarios.
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2.3.4 DAS

O DAS (DOWELL et. al.,, 2001) foi projetado como um sistema leve para
integracdo de dados de um niimero de bancos de dados distribuidos heterogéneos. E um
sistema em que o usuario (cliente) seleciona um unico servidor de referéncia (servidor
gendmico) e um numero qualquer de servidores de anotacdo. O cliente DAS combina a
informacdo retornada dos servidores em uma Unica tela gréfica.

A FIG. 2.7 mostra um exemplo de uma arquitetura basica do DAS. Um servidor, no
caso o Washington University Genome Sequencing Center é projetado para ser o
servidor de referéncia. Outros servidores de anotacdo como Ensembl, Whitehead e Sean
Eddy Laboratory provéem informacgdes das sequéncias que estdo no servidor de
referéncia. O cliente, no caso o Cold Spring Harbor Laboratory, obtém os dados dos
varios servidores de anotacdo e gera automaticamente uma visao integrada destes dados
e 0s representa graficamente em uma Gnica tela.

g ) . h
Washington University Ensembl

Genome Sequencing Center AV N J Whitehead

S S S

Sean Eddy Laboratory

o o

Cold Spring Harbor Laboratory

FIG. 2.7 Arquitetura basica do DAS (DOWELL et. al., 2001)

As anotacbes no DAS estdo associadas as posi¢des (marcadas por inicio e fim) das
sequéncias de acordo com o organismo. Em alguns projetos as seqiiéncias podem ser de
cromossomos inteiros, engquanto em outros elas podem ser contigs ou reads. As
anotacOes seguem o formato FT e possuem uma descricdo de como a anotacdo foi
obtida automaticamente (que pode ser uma referéncia para um programa de analise).
Caso o usuério queira anotar algo diferente do definido pela FT € permitido adicionar

novos tipos de anotagdes sem restricdo de vocabulario (anotacdo manual). O sistema
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pode também fazer o uso de ontologias padrbes da area, como a Gene Ontology (citada
na secao 2.4)

2.3.5 GARSA

O GARSA (DAVILA et al., 2005) é um dos projetos que fazem parte do Consorcio
BiowebDB (BIOWEBDB, 2007), no qual os cientistas séo diretamente envolvidos com
gendmica comparativa e bancos de dados genémicos.. E um ambiente baseado na Web,
que tem como objetivo facilitar a analise, apresentacdo integrada da informacéo
gendmica, concatenacdo de algumas ferramentas de bioinformatica e bancos de dados
de sequéncias, usando uma abordavel flexivel e amigavel para o usuéario. A FIG. 2.8

mostra um exemplo das anotacGes do GARSA.

Validate and Annotate CDS

Start Stop Description Molecular Functional Biological Process  Cellular Component
TGEG101001A01.9.1 &5 568 trans-sialidase exo-alpha-sialidase pathogenesis
activity
TGEG101001B01.g.1 1 465 trans-zialidase exo-alpha-sialidase pathogenesis
activity

TGEG101001C01.g.1 452 51 Hypothetical Protein
TGEG101001C08.g.1 192 79 Hypothetical Protein

TGEG101001D01.g.1 452 33 mitochondrial metallopeptidase activity proteolysis membrane
ATP-dependent zinc
metallopeptidasze

TGEG101001D06G.g.1 S73 &4  Hypothetical Protein

FIG. 2.8 Anotacdo no sistema GARSA (GARSA, 2007)

A FIG. 2.8 (apresentada parcialmente) mostra as seqiiéncias estudadas representadas
através de Clusters (Cluster), a posicdo inicial e final da regido codificante (Start e
Stop), e as respectivas anotacbes. O GARSA permite a anotacdo automatica e esta é
confirmada atraves da anotacdo manual, representada pelo campo Description na figura.
Os campos Molecular Functional, Biological Processes e Cellular Component
correspondem a anotacdo baseada em ontologia. Maiores detalhes sobre 0 GARSA séo

encontrados no proximo capitulo.

2.3.6 COMPARACAO ENTRE 0S SISTEMAS DE ANOTACOES

Um estudo de comparacdo entre sistemas de anotacdo foi realizado por LEMOS

(2005), cujos aspectos utilizados para a pesquisa e a comparagdo dos sistemas foram: o
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modelo de dados, a linguagem de programacéo utilizada, a interface adotada, o sistema
de geréncia de bancos de dados utilizado, a forma de armazenamento das anotacdes e
das fontes de dados externas, processamento dos programas de analise dos dados e o
controle de versdo das anotacOes e tratamento das anotagcbes manuais.

Para o contexto deste trabalho, procurou-se apresentar as definigdes sobre anotacéo
gendmica e dar exemplos de sistemas de anotagdo de propdsito geral. Para estes
exemplos houve a preocupacdo de observar itens que nao foram contemplados na
comparagéo feita por LEMOS (2005), tal como o uso de ontologias. Diante destes e de
outros itens, construiu-se uma outra tabela comparativa.

Devido ao pouco tempo e a quantidade consideravel de sistemas de anotacdo, ndo
foram analisados todos os sistemas contidos em (LEMOS, 2005). A anélise apresentada
aqui limitou-se aos cinco sistemas que foram investigados e que foram descritos
anteriormente: Apollo, Artemis, BioNotes, DAS e GARSA.

Os seguintes itens foram observados:

Versao gratuita: verifica se o sistema possui versao gratuita ou nao;

Plataforma: em qual sistema operacional o sistema pode ser executado;

Visualizacdo grafica: se o sistema possui uma visualizacdo que é “amigével” para

0S usuarios;

Acesso multiusuario: verifica se o sistema permite sua utilizacdo com mais de um

usuario por vez;

Anotacdo baseada em ontologia: se o sistema trabalha com ontologias para

anotacdo gendmica e sendo assim, se possui alguma ferramenta para a escolha dos

termos.

Lé outros formatos de anotacgdes: verifica se 0 sistema suporta a importacdo e a

leitura de outras fontes de anotacOes, provenientes de fontes de dados externas,

como banco de dados publicos. Os formatos em geral sdo o FT, GFF, GAME e o

formato usual para seqiiéncias, 0 FASTA.

Incorpora resultados da seqiiéncia: 0s sistemas em sua maioria permitem a

execucdo de ferramentas, como programas de analise e buscas por similaridade,

controlando a execucdo destas e assim incorporam seus resultados para a anotacao
da sequéncia. Outros sistemas apenas importam resultados.

Quem usa: determinados sistemas de anotacdo tém sido tomados como padrao por

alguns centros de pesquisa da comunidade de Bioinfomatica.
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TAB. 2.1 Comparacao entre sistemas de anotagdes
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Apollo S 2 S - N S/ (FT, GFF, S GMOD
GAME) FlyBase
Artemis S 2 S - S S/(FT,FASTA) S Sanger
BioNotes N - S S N S/(-) S Riogene
DAS - - S - S S/(FT) S WormBase,
FlyBase,
Emsembl, TIGR,
ucsc
GARSA - 2 S - S S/ (FASTA) S Fiocruz
Legenda
« Versdo gratuita S: Sim, N: Néo, ‘-*: informacéo ndo encontrada.

« Visualizacdo Gréfica / Acesso Multiusudrio / Anotagdo Baseada em Ontologia / Permite a execucédo de
outras ferramentas: S: Sim, N: Néo.

« Plataforma: 1: Windows e Linux, 2: Qualquer sistema, ‘-‘: informacéo ndo encontrada.

« L& outros formatos de anotagdo: S: Sim / Formato (FT, GFF, GAME, FASTA), “-*: informagdo nédo

encontrada.

Os sistemas na sua maioria sdo de distribuicdo gratuita, mas o contrario pode
ocorrer como é o caso do BioNotes. Sobre a questdo de plataformas, os sistemas em
geral podem ser executados em todos os diferentes sistemas operacionais e todos
possuem uma boa visualizardo grafica. O acesso multiusuéario foi identificado somente
no BioNotes. Ja o uso de ontologias é feito somente por trés destes sistemas, Artemis,
DAS e GARSA. Todos os sistemas Iéem outros formatos de anotacfes e permitem a
execucdo de ferramentas de analise da sequéncia, em geral sendo executadas
externamente e seus resultados anexados ao sistema. Os diversos centros de pesquisas

que utilizam estes sistemas de propdésito gerais sdo também listados na tabela.
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2.4 ONTOLOGIAS PARA BIOINFORMATICA

Uma ontologia ¢ uma descricdo de conceitos dentro de um dominio e do
relacionamento entre eles. De acordo com GRUBER (1993), uma ontologia é definida
como “uma especificacdo formal de uma conceitualizacdo”. Basicamente, uma
ontologia consiste de instancias, classes, conceitos e relacionamentos.

Na area de ciéncia da computacdo as ontologias sdo aplicadas em diversos ramos
como: web-semantica, engenharia de requisitos, inteligéncia artificial, banco de dados e
outros. Uma érea interdisciplinar, na qual vem sendo crescente o uso de ontologias € a
area Biomédica e consequentemente a Bioinformatica.

Na Bioinformatica algumas ontologias ja foram desenvolvidas e possuem
finalidades distintas: Gene Ontology (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM,
2000), Sequence Ontology (EILBECK et. al., 2005), TAMBIS Ontology (BAKER
et.al., 1998), RiboWeb (ALTMAN et.al., 1999), EcoCyc Ontology (KARP, 2000), The
Ontology for Molecular Biology (MBO) (SCHULZE-KREMER, 1998). Uma revisédo
destas ontologias, exceto a Sequence Ontology, pode ser encontrada em (STEVENS et.
al., 2000).

A OBO (Open Biomedical Ontologies) é um esforco colaborativo, em que
participam varios grupos (NCBO, 2007), (GO, 2007), (ORG, 2007), (BBOP, 2007), no
sentido de produzir vocabularios bem estruturados para uso entre diversos dominios
médicos e bioldgicos. Desta forma, a OBO inclui diversas ontologias, onde algumas sédo
aplicadas para a descricao de quaisquer organismos e outras para espécies determinadas,
como as plantas. Podemos citar como ontologias mais disseminadas da OBO, a Gene

Ontology e a Sequence Ontology.

2.4.1 GENE ONTOLOGY

O projeto da Gene Ontology (GO) é um Consorcio criado para suprir a necessidade
de descri¢des consistentes para produtos de genes em diferentes bancos de dados. O que
é observado em cenarios onde ndo € feito o uso da ontologias, € um grande gasto de
tempo e esforgo na busca de informagdes nas bases de dados gendmicas, uma vez que
existe uma ampla variacdo na terminologia dos dados armazenados.

Percebe-se que a anotacéo feita com os termos da GO ¢é bastante Util, pois, uma vez
que as sequéncias sdo disponibilizadas nos bancos de dados publicos, torna-se mais

clara a identificacdo das mesmas se ela for anotada por termos da GO, isto porque estes
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fazem parte de um vocabulério controlado que todos os centros de pesquisa podem ter
acesso.

A GO possui trés estruturas, denominadas vocabularios controlados (ontologias),
que descrevem produtos de genes em termos de acordo com suas associa¢des. Sao elas:

Componente celular: refere-se ao componente de uma célula, mas com o detalhe

que pode ser parte de algum objeto maior, que pode ser uma estrutura anatdmica;

Processo bioldgico: série reconhecida de eventos ou fungdes moleculares;

Funcéo molecular: descreve atividades que ocorrem no nivel molecular.

A existéncia de trés ontologias se deve aos seguintes aspectos: o desenvolvimento e
manutencdo das préprias ontologias; a anotacdo de produtos de genes, 0s quais fazem
associacOes entre as ontologias e 0s genes e produtos de genes na colaboracdo entre
bancos de dados; e o desenvolvimento de ferramentas que facilitam a criacéo,
manuteng&o e uso das ontologias.

Cada termo da GO possui um identificador numérico na forma GO:nnnnnnn, um
nome, e uma associacdo para uma das trés ontologias. A maioria dos termos ainda
possui uma descricdo textual e alguns termos possuem sindnimos. Os termos sdo
ligados por dois tipos de relacionamentos: “é_um” e “parte_de”. As ontologias sao
ligadas através de um grafo direcionado aciclico, que se difere de outras hierarquias no
sentido em que um “filho” pode ter varios “pais”.

A FIG. 2.9 ilustra um exemplo da Gene Ontology para a ontologia processo
bioldgico, o qual descreve o metabolismo do DNA (DNA Metabolism). Note que um no
pode ter mais que um pai, como por exemplo, mitochondrial DNA-dependent DNA
replicaton tem como pais mitochondrial genome maintenance e DNA-dependent DNA

replicaton.
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FIG. 2.9 Exemplo da Gene Ontology (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000)

O Web-Site AmiGO (AMIGO, 2005) é o visualizador oficial da GO, onde pode-se
pesquisar por termos ou genes ou proteinas e verificar sua localizacdo no grafo
direcionado aciclico. A TAB. 2 resume o0 contetudo da ontologia até o ano de 2005, de
acordo com (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2006):

TAB. 2.2 Contetido da GO (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2006)

Biological process terms 9805
Molecular function terms 076
Cellular component terms 1574
Sequence Ontology terms 963
Genomes with annotation® 30
Amnotated pene products

Total 1618730

Electronic only 1460632

Manually curated 158107

*Excludes annotations from UniProt, which represent 261 annotated proteomes.

Pode-se observar que a quantidade de produtos de gene anotados com a GO passa
de um milh&o. E este nimero tende a crescer, assim como 0 numero de termos das
ontologias da GO (fungdo molecular, processo biolégico e componente celular). Isto
porgue no decorrer do tempo e com 0 avango e crescimento das pesquisas gendmicas,
surgem novas descobertas de genes e suas fungBes. Assim, o Consorcio da GO se
atualiza em relacdo as novas descobertas para posteriormente disponibilizar os novos

termos para comunidade de Bioinfomatica.
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Todas as mudancas nas ontologias (incluindo as atualizagbes) sdo coordenadas
através do GO Editorial Office. As mudancas sdo propostas pelos curadores da GO,
anotadores de organismos modelos e pesquisadores em geral envolvidos com esta area.
Os curadores da GO, através de um sistema online, provido pelo SourceForge (GO
SOURCE FORGE, 2006) recebem as solicitacbes de mudangas e inser¢do de novos
termos nas ontologias. Dados também do ano de 2005, apontam que cerca de 2800
requisicdes foram postadas e destas, cerca de 2100 foram atendidas. E de total
responsabilidade dos pesquisadores terem a iniciativa de solicitar mudangas e contribuir
para a evolucdo da GO. Se a maioria das requisicdes feitas é atendida, para garantir o
sucesso de uso da GO é importante que os anotadores se preocupem com esta tarefa e

passem a contribuir mais.

2.4.2 SEQUENCE ONTOLOGY

O Projeto da Sequence Ontology (SO) é uma juncdo de esforgos de centros de
anotacdo gendmica como WormBase, FlyBase, Mouse Genome Informatics e Sanger
Institute, cujo objetivo é desenvolver uma ontologia satisfatoria para a descricdo de
seqliéncias bioldgicas.

Assim, a Sequence Ontology descreve através de um conjunto de termos as
caracteristicas e atributos de sequéncias bioldgicas, tais como hits de similaridade de
nucleotideos e interpretacdes de genes. Ela oferece recursos tais como:

« Prover um vocabuléario controlado estruturado para a descricdo de DNA e RNA e

para a descri¢cdo de mutacOes das sequéncias e;

« Prover uma representacéo estruturada dessas anota¢es nos bancos de dados.

Desta maneira, a SO facilita a troca, a andlise e o gerenciamento de dados
gendmicos. Duas versdes da Sequence Ontology englobam:

Versdo completa: chamada SO e possui mais de cem termos, 0s quais séo em geral

utilizados em projetos de anotacdo gendmica onde as seqiéncias sdo fortemente

curadas;

Versdo SOFA: termos que podem ser diretamente localizados na sequéncia

bioldgica, é a versdo mais utilizada da SO;

A SO, assim como a GO é uma ontologia que recebe sugestbes de atualizagdes e
mudancas. Novos termos e definicbes sdo propostos, debatidos e aprovados ou

rejeitados por um grupo aberto de individuos via lista de e-mail.
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Uma versdo bastante disseminada é a SOFA (Sequence Ontology Feature
Annotation), a qual inclui somente caracteristicas localizaveis das sequéncias e é
projetada para uso onde as saidas sdo no formato GFF3. Por este motivo que todos 0s
termos da SOFA sdo “unix-friendly”, por exemplo: ndo contém espago em branco,
nunca iniciam com um ndmero e ndo incluem caracteres como aspas ou hifens.

SOFA ¢ um subconjunto da SO e todos os termos da SOFA que estdo também na
SO sdo marcados com uma tag “SOFA”. Esta versdo tende a ser mais estavel que a
versao completa da SO.

Atualmente a SO usa trés tipos basicos de relacionamentos entre seus termos:

“tipo_de”: especifica o que alguma coisa “¢€”;

“deriva_de”: utilizado para denotar relacionamentos de processos entre dois

termos;

“parte_de”: denota relacionamentos onde um termo faz parte de outro.

A FIG. 2.10 ilustra os varios relacionamentos entre alguns de seus termos:
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FIG. 2.10 Relacionamentos entre termos da SO (EILBECK et al, 2005)

A FIG. 2.10 mostra como 0s termos e relacionamentos sdo usados juntos para
descrever conhecimento entre sequéncias. Os relacionamentos sdo mostrados atraves
das flechas, onde as que contém a letra “i” sdo relacionamentos “tipo_de”, a letra “P”,

os relacionamentos “parte_de” e a letra “d” os relacionamentos “deriva_de”. Através
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das setas tracejadas que conectam os termos, diferentes inferéncias ldgicas podem ser
feitas considerando-se o0 que o0 termo representa.

Uma das formas de se visualizar a Sequence Ontology é através do Web-site miSO
(MISO, 2007), que prové um meio grafico para buscar os termos da ontologia. A
visualizagdo é feita através de uma abordagem pai-filho. A apresentacdo dos termos é
feita em detalhes mostrando os tipos de relacionamentos, a defini¢do, os sinbnimos e as

referéncias.

2.5 CONSIDERACOES

O objetivo principal deste capitulo foi definir anotacdo gendmica, como captura-las
e representa-las. Para isto, tornou-se necessario caracterizar os bancos de dados
gendmicos; e como as anotacfes sdo representadas nestes bancos de acordo com o0s
formatos pré-definidos. Foram levantados também exemplos de sistemas de anotacéo.

Como dito anteriormente, para que haja colaboracdo no processo de anotacdo
gendmica, € ideal que haja um vocabulario comum entre todos que participam.
Percebemos que os sistemas de anotacdo tendem a ndo fazer uso de ontologias e
compartilhar o conhecimento sobre o uso dos termos, o que também dificulta a
colaboracéo.

Foram entdo descritos exemplos de ontologias ja em uso pela comunidade de
Bioinformatica, no intuito de apresentar como estas séo utilizadas, favorecendo assim
um entendimento sobre as mesmas para propor sugestdes que ampliem o uso das

ontologias bem como proporcionem a sua evolugéo.
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3 O PROCESSO DE ESTUDO DE SEQUENCIAS E ANOTACOES

Para caracterizar o processo de anotacdo gendmica e a colaboracgdo inerente a ele, é
preciso resgatar o contexto onde este processo esta inserido. O processo de anotacdo
gendmica faz parte de um processo mais amplo que € o de estudo de seqiiéncias
gendmicas. Assim sendo, neste capitulo procuramos caracterizar o processo de estudo
de seqliéncias, através de seu estudo e modelagem.

A proposta da caracterizacdo e descricdo do processo é ser genérica, de modo a
representar o processo independente do foco principal de estudo de cada grupo,
capturando as atividades comuns e mais relevantes. Apoiamos este trabalho através da
literatura e descri¢Ges existentes sobre 0s processos utilizados por projetos de pesquisa
(secdo 3.1) e na observacao especifica do trabalho desenvolvido pelo grupo de pesquisa
da Fiocruz que utiliza o sistema GARSA.

O grupo de pesquisa atua no Laboratério de Biologia Molecular de
Tripanosomatideos do DDBM/IOC/FIOCRUZ, um centro de pesquisa representante de
estudos da area de biologia molecular. Um fator importante pelo qual o estudo apoiou-
se no GARSA é por este reunir grande parte das funcionalidades de anotacdo, como
anotacOes automaticas, manual e baseada em ontologia. Outro fator importante se refere
ao centro de pesquisa possuir parceria com pesquisadores do Instituto Militar de
Engenharia, o que tornou facilitado o0 acesso ao grupo, onde observagdes dos trabalhos
desenvolvidos por eles foram possiveis, bem como reunides e também o0 acesso ao
sistema GARSA. Este acesso veio suprir a necessidade de se ter um ambiente para testar
0 apoio a colaboragdo, validar a hipotese deste trabalho e desenvolver o protétipo
proposto neste.

A partir do estudo das atividades desempenhadas pelos grupos de pesquisa
estudados e da constatacdo de que estes desempenham atividades semelhantes, tornou-
se vidvel a construgdo de um modelo representativo do processo do estudo de
sequéncias gendmicas, como apresentado na secdo 3.2. No caso particular da
colaboracéo, sugere-se que o modelo de um processo possa ser analisado e projetado
com vias a buscar oportunidades de ampliar a colaboracdo existente, bem como
identificar requisitos especificos de apoio computacional a colaboragdo. Para a
construcdo deste modelo foi importante identificar quais sdo as caracteristicas e/ou

funcbes das pessoas que desenvolvem estas atividades e quais sdo suas
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responsabilidades dentro do grupo de pesquisa, bem como definir a modelagem de
processos. A se¢do 3.2 também apresenta estes itens.

O processo modelado do estudo de seqiéncias genémicas cobre desde o
recebimento dos arquivos que contém as seqliéncias vindas da bancada de experimentos
bioldgicos, até a sua disponibilizacdo (juntamente com as respectivas anotacGes) atraves
de bancos de dados publicos. Em um primeiro momento, todas as atividades deste
processo sdo descritas de forma breve e geral. Em um segundo momento, essas mesmas
atividades sdo detalhadas, vistas como sub-processos, contendo suas proprias
atividades. Nesta modelagem, foi dada maior énfase no processo de anotacdo genémica,
onde as atividades sdo explicadas de forma mais detalhada.

Apds a modelagem dos processos, é citada também na secdo 3.2 a ontologia como
um recurso computacional para apoiar 0 processo de anotacdo gendOmica e para
finalizar, de forma a complementar o entendimento do processo de estudos de sequéncia
genbmica e o uso das ferramentas que o apdiam, na secdo 3.3 € mostrado em detalhes
como este processo é “executado” no contexto do grupo da Fiocruz. Isto é feito atraves

do uso do Sistema GARSA e a partir de exemplos reais de um projeto de pesquisa.

3.1 WORKFLOWS PARA ESTUDO DE PESQUISAS GENOMICAS

A pesquisa de organismos para descoberta do genoma é desempenhada por centros
de pesquisas, que podem ser laboratdrios ou universidades, com ou sem fins lucrativos e
que sdo constituidos por grupos de pesquisas. O principal centro de pesquisa gendmica
é 0 NCBI (comentado no capitulo 2). No Brasil, existem diversos centros de pesquisas
que podem se diferenciar de acordo com 0 organismo que estudam, mas todos sédo
voltados para as pesquisas na area de biologia molecular, como o estudo de seqliéncias
de nucleotideos e proteinas.

Os centros de pesquisa, em geral, possuem definidos um processo ou workflow para
0 estudo de sequiéncias genémicas e, por conseguinte para a anotacdo genémica. Apesar
de cada centro de pesquisa enfocar o que lhe € mais importante, as atividades
desempenhadas para estes estudos séo semelhantes, o que possibilita uma modelagem
genérica dos processos. A seguir sdo citados alguns dos workflows para o estudo de

sequéncias gendmicas desenvolvidos e em uso por alguns centros de pesquisa no Brasil.
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3.1.1 WORKFLOW MHOLLINE

O Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (IBCCF/UFRJ) é um centro de pesquisa que desenvolve pesquisas em
Bioinformatica. O workflow cientifico, denominado MholLine que foi desenvolvido
pelo IBCCF tem como objetivo a predicdo e construcdo de modelos tridimensionais de
proteinas a partir de uma seqiiéncia de aminoacidos. Este tipo de experimento tem
grande importancia na descoberta das fungdes dos genes dos organismos. O workflow
MholLine através da combinacdo de programas, como o BLAST, visa determinar a
estrutura mais confidvel para uma sequéncia de moléculas utilizando como modelos,
estruturas de proteinas relacionadas (SANTOS, 2004). A combinagdo de programas

deste workflow pode ser verificada na FIG. 3.1:
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FIG. 3.1 Sequéncias do Wokflow MholLIne (SANTOS, 2004)

Para iniciar o processo realizado pelo workflow MholLine as sequéncias devem ser
traduzidas de nucleotideos para aminoacidos e assim tem-se as proteinas codificadas.
Entdo, estas seqliéncias de proteinas sdo submetidas ao primeiro passo do workflow que
ird executar o programa BLAST para buscar seqiiéncias que estejam relacionadas por
similaridade com as sequéncias de entrada. Estas seqiiéncias similares servem como
base para a execucdo do programa seguinte, o BATS (ROSSLE, 2004), que através de
outros parametros busca dentre aquele conjunto de seqiiéncias de proteinas similares,
quais possuem um melhor padrdo de similaridade, fazendo assim um refinamento das

sequéncias inicialmente selecionadas. As sequéncias selecionadas pelo BATS sao entdo
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alinhadas de acordo com o modelo (template) alvo através do programa MODELLER
(SALLI, 2001). Este mesmo programa ira entdo construir o modelo (tridimensional) para
tal proteina. Este modelo entra como dado do préximo programa, PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1994), que ird avalid-lo, para verificar se 0 modelo é uma
estrutura possivel de existir na natureza. Assim, a saida do workflow sdo modelos de

proteinas tridimensionais.

3.1.2 WORKFLOW DO PROJETO GENOPAR

O Projeto GENOPAR (Projeto Genoma do Parand) reine pesquisadores e recursos
dos laboratérios do Parand, de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul. Essas entidades
juntas puderam implantar uma rede de laboratdrios com equipamentos de ultima
geracdo para estudos de gendmica e biologia molecular. Faz parte dos estudos do
Projeto  GENOPAR o0 sequenciamento da bactéria fixadora de nitrogénio
Herbaspirillum seropedicae (GENOPAR, 2005).

Para o sequlienciamento de procariotos (bactérias), o Projeto GENOPAR tem usado,
uma estratégia de seqlienciamento misto, onde a maior parte da seqiiéncia do genoma é
obtida por exaustivo seqlenciamento aleatério do genoma inteiro. Entretanto, na
pratica, essa estratégia ndo se mostra satisfatéria para o completo fechamento da
sequéncia de um genoma, mesmo de procariotos. Por esta razdo, ela deve ser
complementada com a estratégia de seqiienciamento aleatorio de clones, que corrige
possiveis falhas deixadas pelo seqlienciamento aleatério do genoma. Um esquema geral
das etapas de um projeto de sequienciamento genémico deste tipo é mostrado na FIG.
3.2 (GENOPAR, 2005).
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FIG. 3.2 Workflow do Projeto GENOPAR (GENOPAR, 2005)

Na fase experimental, apos o cultivo da bactéria e a extragdo de seu DNA, o genoma
a ser sequenciado é fragmentado, os fragmentos sdao clonados e os clones seqlienciados.
As seqliéncias geradas na fase experimental sdo analisadas na fase computacional, com
0 objetivo de remontar o genoma a partir dos fragmentos sequenciados e,
posteriormente, analisar este genoma quanto a presenca de genes, regides promotoras,
sequéncias repetitivas, RNAs estaveis, etc (GENOPAR, 2005). A analise do genoma
tem seu término na anotacdo das sequéncias. Os passos da fase computacional sdo

realizados através do uso de programas de Bioinformatica.

3.1.3 WORKFLOW SABIA

O SABIA (ALMEIDA et al, 2004) foi desenvolvido pelo Laboratério de
Bioinforméatica (LABINFO, 2005) que faz parte do Laboratério Nacional de
Computacdo Cientifica (LNCC) e possui como objetivo a montagem e anotacéo
automatica de genomas procariotas. Ele executa tarefas automaticas de andlise para
montagem, identificacdo de ORFs e regides extragénicas. A FIG. 3.3 da uma viséao geral

do workflow.
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FIG. 3.3 Visdo geral do workflow SABIA

O workflow SABIA ¢ dividido em duas partes principais: montagem e anotacdo. Na
parte de montagem, as sequiéncias sdo submetidas ao sistema e este utiliza o pacote
PHRED/PHRAP/CONSED (PHRAP, 2007) para montar os dados e assim obter os
contigs. A tarefa mais importante na montagem é o acabamento, o qual envolve
fechamento de lacunas e melhoria da qualidade da sequéncia.

Na parte de anotacdo todas as possiveis ORFs dos contigs gerados na parte de
montagem sdo preditos. Cada ORF é submetida a varios bancos de dados para
comparacdo e o0s resultados sdo apresentados para entdo serem avaliados pelo
usudrio/anotador. Na etapa de anotacdo automatica sdo usados programas para busca de
similaridade como 0 BLAST,; identificacdo de proteinas como o Interpro (MULDER, et
al., 2005), classificagdo funcional utilizando os bancos de dados KEGG (KEGG, 2005)
e COG (TATUSQV et al., 2000) e de busca do termo correspondente usando a Gene
Ontology.

3.1.4 WORKFLOW GARSA

O sistema constitui-se de um workflow composto de pacotes selecionados de

softwares de Bioinformatica (DAVILA et al, 2005), como pode ser visto na FIG. 3.4.
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FIG. 3.4 Workflow do GARSA (GARSA, 2005)

O workflow do GARSA parte da configuracdo do projeto, como escolha de nome e
quais os pesquisadores envolvidos. As seqiiéncias sdo carregadas através do GenBank
ou de reads oriundos de um sequenciamento. Estas seqiiéncias passam entdo por uma
limpeza (triagem) e sdo armazenadas. A seguir, as seqliéncias passam por um processo
de clusterizacdo, quando se gera uma sequéncia consenso. Logo apos, sdo realizadas
buscas de similaridades com sequéncias de outros bancos de dados, execucdo de
programas para descobrir regiGes codificantes, anotacdo baseada em ontologia através
da GO e descobertas das caracteristicas das seqliéncias (anotacdo automatica). Apos a
busca de similaridade e a descoberta de genes terem sido concluidas, a analise

filogenética pode ser realizada. Por fim, apo6s a visualizacdo de todos os resultados
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obtidos para um cluster (Visualize cluster), uma anotacdo manual é realizada para

complementar as informacdes obtidas.

3.2 MODELAGEM DO PROCESSO DE ESTUDO DE SEQUENCIAS GENOMICAS

A modelagem do estudo de sequéncias gendmicas foi realizada para facilitar a
visualizacdo das atividades de cada processo, a identificacdo dos papéis que participam
das atividades, e posteriormente a identificacdo de ferramentas que apdiam 0 processo
em questdo, permitindo desta forma uma caracterizagdo bem definida do ambiente. As
secOes seguintes descrevem, portanto, sobre a caracterizacdo de papéis e a modelagem

de processos.

3.2.1 MODELAGEM DE PROCESSOS

O termo modelagem de processos tem sido associado com um ndmero de idéias,
todas preocupadas com o comportamento dindmico das organizacdes. Basicamente, tais
comportamentos podem ser tratados como um numero de processos que sdo inter-
relacionados (SNOWDON, 2006).

Do ponto de vista de metodologias para a realizacdo da modelagem de processos de
negocio, existem diversas abordagens. Cada uma delas utiliza uma determinada notacéo
e linguagem, mas em geral, abrangem o mesmo conjunto de passos/atividades, a saber
(SHARP E MCDERMOTT, 2001): 1) definir o escopo da modelagem; 2) documentar a
missdo, estratégia, metas e objetivos da organizacdo; 3) compreensdo do
processo/organizacdo “como esta” (“as-is”); 4) avaliacdo do modelo obtido; 5) decidir
guanto a: abandonar, contratar, manter como esta, melhorar ou redesenhar 0s processos;
6) discutir e gerar idéias; 7) determinar caracteristicas do processo desejado; 8) projetar
0S processos desejados (“to-be”).

Nas secOes a seguir € explorado o uso da modelagem de processos no entendimento
de um contexto de trabalho e a identificacdo de oportunidades de apoio a colaboracéo.

O processo de estudo das sequéncias gendmicas modelado cobre desde o tratamento
das sequiéncias digitalizadas até a finalizacdo e publicacdo das anotacGes, constituindo
assim somente a parte dos experimentos in-silico. Contudo € preciso entender um pouco
as atividades que séo realizadas na bancada “molhada” (in-vitro), cujas atividades ndo
sdo modeladas, devido a essa parte do trabalho ndo corresponder ao nosso alvo de

estudo.
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3.2.2 PAPEIS

No ambiente dos projetos de pesquisa gendmica, varios bioinformatas podem estar
envolvidos, trabalhando separadamente ou em grupo, com base em um workflow
definido (como os exemplos descritos anteriormente). Dessa forma, para entender o
processo do estudo de seqliéncias gendmicas ha a necessidade de identificar os papéis
de quem os realiza. Nesse contexto, sdo especificados dois papéis principais: anotador e
curador.

Anotador: O anotador é um pesquisador que estuda o seglienciamento de genomas,
e que faz a anotagéo das sequiéncias de acordo com o seu grupo de pesquisa e de acordo
com os padrdes pré-definidos da comunidade de Bioinformética (para posterior
submissdo das sequéncias para bancos de dados publicos). Profissionais de diferenrtes
areas, mas que estejam envolvidos no @mbito da pesquisa gendmica e que tenham
conhecimento suficiente, podem realizar estudos de sequéncias, e fazer anotagcdo, como
por exemplo, médicos ou outros profissionais da satde. Contudo, na maior parte das
vezes, 0 anotador € um bidlogo, que é responsavel pela maior parte das tarefas, seja
relacionada aos experimentos bioldgicos ou a atividades do workflow do projeto, como
a exeucdo dos programas de andlise das sequéncias e anotagoes.

Curador: O curador é um pesquisador mais especializado, com experiéncia
reconhecida na &rea, possuindo desta forma um maior conhecimento do assunto ou do
organismo em estudo. E responsavel por supervisionar os resultados das atividades do
workflow e avaliar as anotacdes realizadas. O processo realizado por ele é conhecido por
“curagem”. Outras responsabilidades incluem coordenar a anotagdo individual ou do
grupo de pesquisa, verificar as informacdes anotadas fazendo as devidas observagoes,
criticas, sugestbes, e se for o caso, corrigir, até que a anotacdo esteja devidamente

correta. E ideal que toda seqiiéncia anotada passe por um curador antes de ser publicada.
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3.2.3 BANCADA MOLHADA (IN-VITRO)

Na bancada de experimentos bioldgicos sdo estudadas cepas do organismo que se
deseja pesquisar, de onde é retirado o DNA para ser analisado. O DNA é cortado em
pontos especificos, e assim tém-se fragmentos de DNA de diversos tamanhos. Esses
fragmentos sdo levados para um aparelho chamado sequenciador.

O sequienciador gera como resultados diversos arquivos binarios, de acordo com a
quantidade de amostras fragmentadas. Os arquivos binarios sao entdo analisados por um
software especifico que ird inferir a sequéncia de nucleotideos, correspondentes ao
codigo genético, gerando cromatogramas ou reads correspondente a cada arquivo. Desta
forma o DNA passa a ser representado por uma cadeia de caracteres que representam as
bases ou nucleotideos, sdo elas: A (adenina), C (citosina), G (Guanina), T(timina).

O momento em que é feita a conversdo dos arquivos binarios em cadeias de
caracteres, representando 0s nucleotideos, podemos considerar como 0 inicio dos
processos de trabalhos na bancada de experimentos computacionais ou experimentos in-

silico, pois comegam a fazer parte do processo, 0s programas de Bioinformética.

3.2.4 BANCADA DE EXPERIMENTOS IN SILICO

O primeiro processo in-silico modelado se refere ao estudo das sequéncias
gendmicas de forma geral. O objetivo € modelar o contexto em que o processo de
anotacdo gendmica esta inserido, sendo visto 0s processos que sdo realizados antes e
depois deste.

A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. mostra uma visdo geral do processo,
o qual é composto das atividades: registrar recebimento, pré-anéalise, analise e anotacao,
e consolidacdo da anotacdo. As atividades de analise e anotacdo podem ser realizadas
em paralelo por serem complementares: & medida que se faz anélise se realiza anotacao
de acordo com os resultados obtidos na analise, e a medida que a anotacdo nao é
satisfatoria ou suficiente, novas analises séo realizadas.

Observe na figura que os papéis de anotador e curador aparecem na realizacdo de
todo o processo. Porém o anotador é responsavel por quase todas as atividades dos
processos, enquanto que o curador participa das atividades em que envolvem tomadas
de decisdes ou validacOes, que serdo evidenciadas nos subprocessos, como detalhado

mais adiante.

58



Brictador f Curador

tSEqﬂénciaS

Cegiatrarrecebimentn

Fréa-analise

das seqiéncias &-ana
Pre-analize

Fotivity Diagram:
Pré-analize ¢

Seqléncia Ao

Analise da

segléncia
FAotivity Diagram:
fndlise ! Andlize

Fotivity Diagram:
Conzolidagdn # "
Consolidagdo

Fotivity Diagram:
Anotagdo !
Anotagdo

Seqgiéncia anotada

Consolidagdan
da anotagdo

Seqgiéncia publicada

Curagem

FIG. 3.5 Visdo geral dos processos para estudo de seqiiéncias gendmicas

3.2.4.1 REGISTRAR RECEBIMENTO DAS SEQUENCIAS

A atividade possui como objetivo fazer o registro de todas as sequéncias que vieram
da bancada de experimentos bioldgicos para serem estudadas. O registro é feito nos
sistemas de apoio ao estudo das seqiiéncias, como por exemplo, um sistema de
anotacdo. Em geral, este registro consta da atribuicdo de um nome para cada sequéncia,
de acordo com projeto, 0 grupo de pesquisa € 0 organismo em questdo. A atividade
possui como entradas as seqiiéncias fragmentadas (representadas através de arquivos
digitais que contém a sequéncia de nucleotideos na forma binaria) e como saida, as

seqliéncias registradas com a denominacao especifica.
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3.2.4.2 PRE-ANALISE

Apds o registro do recebimento das sequiéncias vindas da bancada de experimentos
bioldgicos, as seqliéncias de nucleotideos passam a ser entradas de um processo
denominado de “pré-analise”, como mostrado na FIG. 3.6. Pode-se dizer que as
atividades que compdem este processo servem para preparar as sequiéncias de forma que
se consiga um conjunto de sequéncias ndo redundantes, as quais possam ser estudadas
no sentido de descobrir 0o que elas representam. A saida deste processo sdo as
seqiiéncias alvo, e as atividades acontecem como descritas a seguir:

Limpar sequéncias: € a primeira atividade do processo de pré-analise e tem por
objetivo fazer a limpeza da sequéncia fragmentada retirando as partes que
correspondem a sequiéncia de vetores. As sequéncias fragmentadas séo as entradas desta
atividade e a saida sdo as mesmas, limpas dos nucleotideos referentes aos vetores.

Avaliar qualidade das sequiéncias: o objetivo desta atividade €é verificar se a
sequéncia possui uma boa qualidade para ser posteriormente analisada. Sequéncias
pequenas em geral, ndo possuem boa qualidade e entdo sdo descartadas, assim como as
sequiéncias redundantes. A entrada desta atividade sdo as sequéncias fragmentadas,
limpas de vetores e a saida sdo as sequiéncias de boa qualidade.

Agrupar sequéncias semelhantes: esta atividade possui como objetivo juntar todas
as sequéncias cuja maioria dos nucleotideos seja igual. Isto acontece, pois as técnicas de
replicacdo do DNA (tarefa que ocorre na bancada de experimentos biol6gicos) geram
muitas sequiéncias que podem ser semelhantes, codificando assim 0 mesmo gene. Desta
forma, estas sequéncias ndo precisam ser estudadas separadamente. A entrada desta
atividade sdo as sequiéncias de boa qualidade e a saida sdo as sequiéncias agrupadas ou
clusters. Para cada grupo de sequéncias clusterizadas, uma sequéncia denominada de
seqliéncia alvo é representativa do cluster. Portanto, como séo diversos clusters, gera-se

entdo varias sequéncias alvo.
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FIG. 3.6 Atividades da pré-analise

3.2.4.3 ANALISE DA SEQUENCIA

Na continuidade do processo do estudo de seqiiéncias genémicas, encontra-se 0
processo de “andlise da sequiéncia”, cujas atividades estdo ilustradas na FIG. 3.7. Cada
atividade tem como objetivo identificar as caracteristicas das seqiiéncias. A partir destas
caracteristicas é possivel saber se a sequéncia codifica algum gene e qual a sua funcao,
por exemplo. A entrada deste processo sdo as sequéncias alvo e a saida sdo as mesmas
analisadas, de acordo com as atividades a seguir:

As atividades iniciais da andlise da seqliéncia sdo: “fazer predicdo de genes” e
“fazer busca por similaridade”. S&o atividades que podem ser realizadas em paralelo,
pois elas independem uma da outra.

Fazer predicdo de genes: possui como objetivo encontrar os possiveis genes
codificantes de proteinas nas seqliéncias. A entrada da atividade ¢ a seqiiéncia alvo e as
saidas sdo os genes possivelmente identificados e o seu posicionamento na seqiiéncia.

Fazer busca de similaridade: esta atividade tem como objetivo fazer buscas por
similaridades com outras sequéncias ja estudadas e armazenadas em banco de dados
publicos ou privados. Também possui como entrada a seqiiéncia alvo, e como saida
todas as seqiiéncias similares a ela.

Fazer alinhamentos multiplos: os resultados da predi¢do de genes e uma sele¢édo

das seqliéncias similares, juntamente com a seqiiéncia alvo sdo as entradas para esta
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atividade, que possui como objetivo alinhar todas as sequéncias (similares e alvo) entre
si, de forma a estudar posteriormente a origem comum de todas. Como saida, tem-se
entdo este alinhamento.

Fazer analise filogenética: os alinhamentos multiplos das seqliéncias passam a ser
entradas da atividade seguinte, “fazer analise filogenética”, a qual tentara identificar a
origem comum de todas as sequéncias, caso exista. A saida desta atividade é uma arvore
filogenética.

Desta forma, cada seqiiéncia esta analisada de acordo com estes distintos aspectos e
entdo essas caracteristicas podem ser observadas, criticadas e utilizadas, a fim de anotar

a seqliéncia.

FAniotador

seqléncia alvo

Fazer predicdo Fazer busca
de genes por similaridade

Fazer alinhamentos
multiplos
Fazer analise
filogenética
@Anntagén

FIG. 3.7 Atividades da analise das seqliéncias

3.2.4.4 ANOTACAO

Com o resultado do processo de andlise das sequéncias, informacGes podem ser
inferidas sobre as sequéncias, constituindo o processo denominado de “anotacdo”, cujo
objetivo é descrever cada seqiiéncia de acordo com as caracteristicas que nela foram
encontradas. Assim, a entrada deste processo é a sequéncia alvo que passou por
programas de analise e a saida é a sequéncia anotada. O processo de anotacdo, foco
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deste trabalho, foi modelado conforme mostra a FIG. 3.8 e é descrito de acordo com as
atividades a seguir:

Observar e comparar resultados: a primeira atividade do processo é “observar e
comparar os resultados”, advindos da analise da sequéncia. Isto acontece para verificar
se estes resultados estdo satisfatorios ou ndo. Nesta atividade hd uma interacdo entre
anotador e curador a fim de chegarem a um consenso sobre o resultado. A entrada da
atividade é a seqliéncia alvo e a saida, a conclusao dos resultados observados, se foram
satisfatorios ou n&o.

Registrar anotacdo semi-automatizada: se os resultados dos programas de anéalise
das sequiéncias sdo satisfatorios, entdo a atividade a ser realizada é “registrar anotacéo
semi-automatizada”. Esta denominacdo deve-se ao fato de que durante esta atividade,
além dos resultados automaticos gerados pelos programas do processo de analise da
seqliéncia, ha a verificacdo dos resultados um a um, e freqiientemente ha a necessidade
de intervencdo manual, como por exemplo, buscas na literatura para confirmar tais
resultados. O objetivo desta atividade é fazer o registro desta anotacdo, a qual é a
principal para os grupos de pesquisa. A entrada da atividade é a seqliéncia alvo cujos
resultados foram suficientes e a saida é a sequiéncia anotada.

Se os resultados ndo forem satisfatorios, as sequéncias voltam para o processo de
“andlise da sequiéncia”, e sdo submetidas a novas execucdes dos programas de analise
(com outros parametros de entrada, por exemplo), sendo entdo, geradas novas

sequiéncias alvo. Estes programas sao citados no Anexo 1.
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FIG. 3.8 Atividades da anotagéo

Fazer busca automatica por termos de ontologia: paralelamente a observacdo dos
resultados dos programas de analise da sequiéncia, outra atividade a ser realizada €
“fazer busca automatica por termos de ontologias”, cujo objetivo é buscar
automaticamente termos para anotar as sequéncias através de ontologias. A entrada
desta atividade € também a sequiéncia alvo, e a saida, a seqiiéncia anotada por termos da
ontologia. Uma das formas de se buscar o termo adequado é fazer uma busca de
similaridade contra bancos de dados que a ontologia, por ventura, mantenha com
organismos anotados com tais termos, ou contra bancos de dados curados, que
disponibilizem suas seqiiéncias anotadas com termos da ontologia. Os bancos de dados
curados sdo utilizados por possuirem anotacfes que sdo de qualidade e por isso,
confiaveis. Portanto, quando uma sequéncia pesquisada € similar a outra seqliéncia
destes bancos, os anotadores podem basear-se nos termos da ontologia usados nas
anotacOes destas sequiéncias similares para anotar as seqliéncias que estdo pesquisando.
Nesta atividade, pode-se ainda fazer um refinamento dos termos encontrados, de modo a
utilizar o termo mais adequado possivel.

Registrar anotagdo semi-automatizada baseada em ontologia: a atividade

seguinte é “registrar anotacdo semi-automatizada baseada em ontologia”, na qual o
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objetivo é unir estas duas formas de identificacdo das regides codificantes da seqiiéncia
estudada: anotacdo semi-automatizada e anotacao por termos da ontologia. Logo, estas
duas anotac¢es sdo as entradas desta atividade, e a saida € juncdo das anotacdes.
Verificar anotagdo: com as anotacdes realizadas parte-se entdo para a atividade
“verificar anotagdo”, onde é feita uma verificagdo da anotacdo para garantir que a
mesma esteja correta. A verificacdo € feita pelo curador que orienta o0 anotador ou o
grupo de pesquisa. A entrada desta atividade é a anotacdo semi-automatizada baseada
em ontologia e a saida, esta anotacdo validada. Caso a anotacdo seja validada, inicia-se
um novo processo, a “consolidacdo da anotagdo”, caso contrario, as seqiiéncias devem

passar novamente pelo processo de “andlise da sequiéncia”.

3.2.4.5 CONSOLIDACAO DA ANOTACAO

Com a anotagdo semi-automatizada baseada em ontologia, verificada e validada,
parte-se para o processo de “consolidacdo da anotacdo”, mostrado na FIG. 3.9. O
objetivo deste processo € produzir um artigo a ser submetido para revistas
especializadas da area, assim como submeter a seqiiéncia pesquisada e anotada para
bancos de dados publicos primarios. A entrada deste processo é a seqiiéncia anotada e a
saida, a publicacdo da seqliéncia. As atividades sdo apresentadas a seguir:

Preparar artigo: uma das atividades iniciais € “preparar artigo”, cujo objetivo é
escrever um artigo no qual conste todas as descobertas sobre as seqiiéncias do
organismo pesquisado. Este artigo é usualmente escrito pelo grupo de anotadores e
curadores envolvidos. A entrada desta atividade sdo as sequéncias anotadas e a saida, 0
artigo escrito.

Formatar a anotacdo: a atividade “formatar a anotacédo”, ocorre em paralelo com a
atividade da preparacdo do artigo, pois 0 objetivo desta € formatar a anotagdo das
seqliéncias de acordo com modelos pré-estabelecidos, como Feature Table (FT) ou
General Feature Format (GFF), descritos no Capitulo 2 e que séo aceitos pelos bancos
de dados publicos. A entrada desta atividade também sdo as seqiiéncias anotadas e a
saida, a anotacao formatada.

Submeter seqliéncias e anotacfes: uma vez que a anotacdo estd formatada, a
atividade seguinte é “submeter sequéncias e anotacGes”. Isto ocorre porque a
submissdo/publicacdo do artigo depende da submissdo das seqiiéncias com suas
respectivas anota¢des a algum banco de dados publico primério, pois, feito isso, o grupo
de pesquisa receberd nimeros identificadores das sequéncias no banco em questdo, 0s
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quais devem ser ditos no artigo. Contudo, a visualizacdo destas seqiiéncias nos bancos
de dados publicos é condicionada a efetivagdo da publicacdo, ou a um tempo
determinado, que costuma ser de no maximo um ano. A atividade possui como entrada
a sequéncia anotada nos formatos pré-definidos e como saida 0s numeros
identificadores.

Submeter artigo: o artigo escrito e 0os numeros identificadores do banco de dados
passam a ser entradas da préxima atividade, “submeter artigo”, na qual os anotadores e
curadores irdo submeter o artigo com as descobertas das sequéncias para eventos e
revistas especializadas da area. A saida da atividade € o artigo submetido.

Disponibilizar sequéncias e anotagdes em bancos de dados publicos: se o artigo
for aceito, entdo a atividade seguinte € “disponibilizar seqiiéncias e anotacdes em
bancos de dados publicos”, pois a disponibilizacdo que estava condicionada a
publicagdo do artigo, pode neste momento ocorrer. A entrada desta atividade é a
informacdo do artigo submetido e a saida sdo as seqliéncias e anotacdes disponibilizadas
nos bancos de dados publicos.

Rever artigo: caso o artigo ndo seja aceito, a atividade a ser realizada é “rever
artigo”. Nela, o anotador e o curador irdo arrumar o artigo nas questbes em que foi
criticado para posterior submissdo. Esta atividade acontece até que o artigo seja aceito e
possui como entrada o artigo produzido inicialmente, e como saida o artigo revisto e re-

arrumado.
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Anotador ¢ Curador FAnota dor

tSeqﬂéncia Andtada

4
Freparar artigo Formatar a anotagéo em
padries pré-definidos

/Submeter seqiéncias e
1\ anotagdes

artigo

Rever atign M- Mo

Artigo aceite? gim

Disponibilizar seqiéncias e anotagdes
em BDs piblicos primarios

Curagem

FIG. 3.9 Atividades da consolidacdo da anotacao

Uma vez que as seqliéncias ja estejam disponibilizadas nos bancos de dados
primarios, elas podem vir a ser disponibilizadas em bancos de dados secundarios,
passando para o processo que denominamos de curagem. Porém, para que isto seja
possivel, € necessario que haja o interesse dos administradores destes bancos no estudo
realizado com as sequéncias, e caso isto aconteca, as anotacGes passam inicialmente
pela validacdo do curador do banco de dados. E um processo demorado, devido a uma
analise maior sobre a anotacdo e ao pouco numero de curadores que fazem essa analise
em relacdo a quantidade de seqiiéncias submetidas. Este processo ndo é aqui detalhado,
devido a este ser de responsabilidade de centros de pesquisa mantenedores dos bancos

de dados, e ndo mais do grupo de pesquisa.

325 A ONTOLOGIA COMO RECURSO NO PROCESSO DE ANOTACAO
GENOMICA

As atividades descritas anteriormente fazem parte dos experimentos in-silico sobre

as sequéncias. Logo, eles fazem uso de recursos computacionais para apoiar 0 seu

desenvolvimento. O principal recurso a ser descrito sdo as ontologias, contudo

67



exemplos de softwares que sdo utilizados para cada atividade do processo séo descritos
no Anexo 1.

O processo de anotacdo pode fazer uso de recursos computacionais como as
ontologias. As ontologias sdo Uteis no sentido que criam um vocabul&rio comum do que
se deseja interpretar, no caso as caracteristicas das regides codificantes das sequéncias.

A ontologia mais disseminada e utilizada na Bioinformatica é a Gene Ontology
(GO) cujos termos servem para realizar anotacdo gendmica. Uma das formas de se
encontrar o termo da GO é fazer uma busca de similaridade contra bancos de dados
curados e que possuem sequéncias anotadas com os termos da GO e contra o banco de
dados que o Consorcio da GO mantém sobre organismos modelos anotados desta forma.

Todavia, além da busca por similaridade, diversas outras abordagens ja foram
iniciadas e constam na literatura sobre a escolha dos termos, para que estes sejam 0s
melhores, 0os mais representativos. Essas abordagens fazem uso de grafos orientados,
matriz de distancia entre termos, e outros. Algumas delas sdo encontradas em (JOSLYN
et al, 2004) (JONES et al, 2005) (VERSPOOR et al, 2006). O objetivo é fazer a busca
da forma mais refinada possivel. Contudo, apesar do refinamento através destas
abordagens, ainda observacoes e intervengdes manuais devem ser feitas para verificar se
existe algum termo que ndo condiz com a sequéncia e assim ser retirado, ou escolher o
melhor se mais de um termo foi encontrado. O ideal é que somente um termo represente
a regido codificante da seqiiéncia.

A proxima secdo descreve, com base num sistema real, 0 GARSA, os resultados
gerados a partir da execucdo de algumas das ferramentas citadas no Anexo 1, incluindo

0 uso de ontologia.

3.3 ANOTACAO NO GARSA

A modelagem de processos, assim como a descri¢do das estruturas de apoio foram
melhor identificadas a partir de observacdes e reunides realizadas com o grupo de
pesquisa do IOC/FIOCRUZ. Para entender melhor como cada processo acontece e quais
sdo o0s resultados, esta exemplificagio baseada no uso do sistema GARSA,
desenvolvido pelo grupo em questao, foi realizada.

Como comentado anteriormente, 0 GARSA é um sistema desenvolvido para facilitar
0 processo de analise e anotacdo de seqliéncias gendmicas. Assim, descrevemos com
exemplos estes processos com base neste sistema, buscando através da captura de telas
elucidar o processo explicado ou mostrar os resultados. Para isto foi utilizado exemplos
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dos processos de andlise e anotacdo do estudo ja concluido e armazenado no GARSA

sobre o organismo Trypanosoma rangeli. (WAGNER, 2006).

3.3.1 RECEBIMENTO DAS SEQUENCIAS E PRE-ANALISE

Inicialmente, o administrador do projeto cria as bibliotecas do sistema, informando
qual o vetor de clonagem utilizado, seu codigo, nome e descri¢do. Assim 0 usuario pode
carregar os seus cromatogramas (reads), que recebem uma nomenclatura especifica para
cada um. Essa nomenclatura segue uma mascara do tipo AABBXXXYYYZZZ.P, cujo
significado é:

AA: codigo do projeto

BB: cddigo do laboratério

XXX: identificagéo da biblioteca

YYY:: identificagdo do nimero da placa utilizada no seqlienciamento

ZZZ: posicdo da placa de sequenciamento

P: identificacdo da fita sequienciada (g-reverse e b-forward)

E importante conhecer essa nomenclatura, pois as anélises e anotacdes no GARSA
sdo realizadas para cada cromatograma, portanto, serdo referenciados desta forma.

As seqliéncias no processo de pré-andlise passam pelos programas Phred e
Crossmatch para avaliacdo da qualidade e remocgdo de sequéncias dos vetores. Logo
apos é feito o agrupamento de sequiéncias similares pelo programa CAP3, que formam
um conjunto de seqliéncias ndo redundantes.

Os programas seguintes, para analise e anotacdo recebem como entrada esse

conjunto de sequiéncias ndo redundantes (clusters) e ndo as seqtiéncias isoladamente.

3.3.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS

Diversos programas sdo executados para a analise das sequéncias a fim de
identificar caracteristicas nas sequéncias. Eles possuem finalidades especificas, como
visto no Anexo 1.

A anélise inicia com a execucdo dos programas geecee (Rice et al, 2000) do pacote
EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) que faz uma estimativa
do conteudo G+C das sequiéncias ndo redundantes, e tRNA-Scan (LOWE et al, 1997)

que busca sequéncias de tRNA (transfer RiboNucleic Acid).
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Em seguida, para o estudo do Trypanosoma rangeli, somente o programa Glimmer3
foi utilizado para a predicdo de genes (encontrar genes codificantes de proteinas). O
GARSA ainda possui no seu workflow o programa YACOP para a mesma finalidade. A
FIG. 3.10 mostra uma tabela do sistema GARSA que traz a predi¢do de genes de acordo
com os clusters. Os clusters sdo mostrados através de seu nome (Cluster Name), o0s
quais seguem a nomenclatura descrita anteriormente. Para cada cluster a tabela informa
qual o programa que foi utilizado para encontrar a predi¢cdo de genes (Program), no
caso somente o Glimmer3, um identificador para o Gene (Gene id), o valor (Value), a
porcentagem do contetdo G+C encontrado (GC Content), calculado anteriormente pelo
programa geecee, 0 gene inicial (Gene Start), o gene final (Gene End), qual o frame de
leitura (Cluster Frame), o tamanho do gene (Length) e ainda uma possibilidade de
visualizar graficamente todos esses resultados para cada cluster (View — mostrado na
FIG. 3.11).

Gene Prediction Table ?3-?;‘.’

Cluster Name Program  GeneId Value GC Content Gene Start Gene End Cluster Frame Length View
TGEG101003F12.g |Glimmer3|1 6.24 |54% 2B1 48 =3 233
TGEG101004B09.g|Glimmer3|1 4.29 559 413 6 T 407
TGEG101004E10.g |Glimmer3|1 5.55 |47% 418 161 =2 257
TGEG101007C12.g|Glimmer3|1 2.71 |54% 72 374 +3 302
TGEG101008BO05.g|Glimmer3|1 2.08 |56% 371 311 =3 260
TGEG101008G07.g|Glimmer3|1 715 |31% 240 g2 aF 158
TGEG101011B04.g|Glimmer3|1 3.51 |48% 408 226 g 182
TGEG101012C12.g|Glimmer3|1 11.56|36% 204 22 e ¢ 182
TGEG101013E12.g |Glimmer3|1 4.44 |48% 410 228 =3 182
TGEG101014HO06.g|Glimmer3|1 4.86 |46% 449 189 =3 260

FIG. 3.10 Predicéo de genes

Os resultados mostrados graficamente na FIG. 3.11 correspondem ao primeiro
cluster da FIG. 3.10, TCEG101003F12.g. A linha tracada no FRAME -3 que mostra as
posicdes iniciais e finais e conteudo GC equivale ao gene predito encontrado. Possui

também a visualizacdo deste gene atraves de seqliéncias de nucleotideos e aminoacidos.
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Predicted Genes Features

Cluster Name: TGEG101003F12.g

100 200 200 400

FRAHE -3

1] Yalue: 6.24 -

START: 281 ---- END: 48 --—- GC Content: 542
Gene ID 1
Frame -3
Length 233
Value 6.24
GC Content 54 %

Mucleotide Gene Sequence: él

GTGCGTGAGT GGGALGCACC TCCACGTCGC TCCTGCALAG ABRATGCCCARG
GOGCCGCCAT AAAALGAAGA GRAAAGACGCA GACAACCCAC ACGCAGTTCA
AGCAGGAGAL AAGACACACG CACACGCACA CGCGCACAGA GAGAGCGAGEL
AALAGALAGCC GAACCACAGG CACAGAAGAC GARACAGGALA CAATAACATC
ACALBAGAAGG AGAAGAAGCA GCCCCCACGG CTAG

Aminoacid Gene Sequence: =]

YEEWEAPPRE SCEEMPFRRRH KEERKTOTTH TOFEQEERHT HTHTETERAS
KERSETTGTED ETGTITEQRE RREZ3PHG*

Mo Hits

FIG. 3.11 Caracteristica do gene predito

Para busca de similaridade, foram utilizados os programas do pacote BLAST:
blastn, blastx e tblastx fazendo comparagdo dos clusters contra diversos bancos de
dados de nucleotideos e de proteinas.

A FIG. 3.12 apresenta uma sintese de alguns resultados da analise de similaridade
gerados apos a execucdo do BLAST. E possivel escolher opcdes de configuragio para
mostrar somente o dado desejado (Show). Os resultados constam de um numero
identificador (No.), qual o programa do pacote BLAST foi utilizado (Program), qual o
banco de dados ou arquivos de sequéncias que foram utilizados (Databank), o nimero
de entradas (No. Entries), a quantidade de hits (boa similaridade) e a porcentagem sobre
esse hits (Hits - %), a quantidade que ndo obteve nenhum hit e sua porcentagem (No
Hits - %) e o total (Total) das entradas que geraram resultados.

Para cada resultado, tem-se como visualizar os clusters que tiveram hits e quais ndo
tiveram, e para cada cluster pode-se observar quais foram os melhores resultados de

similaridade e assim fazer uma anotacéo.
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Hit Queries

Show:

% Clusters with IT Hits (Use 'all or 1, 2, 5 ... )
 Clusters with No Hits

' Clusters with All Database No Hits

 Show up to |5  hits of each cluster

T Show Il_ hits of each cluster

Similarity Analysis

[~ 4 blastn tcruzl nt.fasta 128761 [188(50%) /187 (50%) [f375]

[ 47 blastx  Tbrucei_NCBI.fasta 7795  [152(41%) /223 (59%) /375]
X

M40 blastx  Tcruzi_ NCBI.fasta 18939 [190(51%) /185 (49%) /375]
x

[T 5o blastn  thrucei-nt.fasta 107606 [17 (5%) /358 (95%) [f375]

FIG. 3.12 Resultados do programa BLAST

Dando continuidade ao processo, para a busca de dominios e familias de proteinas
utilizou-se os programas InterProScan e o rpsBLAST para a busca nos bancos de dados
CDD, Pfam, Smart, COG e KOG.

Para ilustrar, a FIG. 3.13 mostra os hits obtidos com o BLAST para o cluster
TGEG101003D05.g. Este apresentou como melhores resultados de similaridade a
execucdo do programa blastx contra o conjunto de seqiiéncias do kinetoplastida-
aa.fasta. Os outros resultados ndo sdo mostrados aqui.

Analisando os resultados, foi inferido que este cluster é identificado como um

possivel ATP-dependent RNA helicase, e desta forma foi feita uma anotagé&o.
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Cluster TGEG101003D05.9g

fusters Notes (has O notes)

umber of reads
Library Number of Reads

101 |28
102 |17
Total|45

Consensus length: 668
Cluster GC Content: 94%0

FASTA ﬂ

CGCTCACGAG AGCTCAGCAT GCGTCTCGAG CGCATCAMACG CCCATAATGG TGTCCACGGET
GCGGCTGTTA AGCTTGCCCT GCCGCTCCTT CTTCACGTAL TARACTGTCCT TTAGCAGCTC
GTCAAGTTCT GCCTGCTTCC ACGCCCGGCT CCGCTCCCCA CGGGTCATTT TTGTCALCTT
CAGAGCCTCT BACTTCTCAT TGCOGTTCCGT GCGGTGTCGC TTCTGAGGAC TTTGCTCCGC
CTCTGCCCCC TCACCGTTCA GCAGGGFAAGC ATCTCCATCC TGCGCCCCAT CATGTGGACE
COGCACACCA CTGAGCTGAG TCCTACGCTC TTGCCGCTCG CGCGTCCGCG CGTTAACALAT
CTTCAGRACC TCCTGCAGCT CATCCTGTAA AGGAATCCGC AGCAGTCTCA TATGCTTGAT
TTCALCCACAG TTGGGAACCT TGALAAGCGC AAAGCCGTGT GTCAGATCTG TGAGGTCAAT
CAGCTGCAGT TGLAATATGT ACCGACACTC GTGTTCCTTG TATGCACGAL TAAACGALAC
AAATGCACGC GTCGCCAACC CAAGCAGTTT GTTGTCCACAL TCATCCCTAL CTGCATGTCG
CAALCTTAAGL ATCGATGGAC TCTCGCACAL ATCTCCCAAL ACTTCCTTTC GCGCCATATG
AGAGTCCC

annotate Cluster

Blast Hits

kinetoplastida-aa.fasta (76979 sequences) X blastx

Accession B Score Hit Identical % Conserved % Query CQuery Query Hit Hit Description

Length Start End Frame Start End

[~ | EAND9?66 | 2.00-| 326 | 762 169 78 179 g3 25 666 -3 | 529 | 742 | ATP-dependent RMA helicase, putative
29 [Trypanosoma cruzi]
[ view alignment ]

M | ¥P_821617 | 2.0e-| 326 | 762 169 78 179 83| 2% Ga6 -3 529 | 742 | ATP-dependent RNA helicase, putative
29 [Trypanosoma cruzi]
[ view alignment ]

I~ | EAN77043 | 8.00-| 261 | 795 134 64 159 76 25 651 =aq || 57 |2Es ATP-dependent DEAD/H RNA helicase,
70 putative [Trypanosoma brucei]
[ view alignment ]

| ¥P_827373|8.0e-| 261 | 795 134 G4 159 76| 25 651 -3 577|775 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase
70 [Trypanosoma brucei]
[ Yiew Alignment ]

FIG. 3.13 Resultado da analise de similaridade cluster TGEG101003D05.9g

Foi também executado o programa psiBLAST para as seqliéncias ndo redundantes
gue ndo apresentaram similaridade com nenhum dos bancos de dados na execucdo dos
programas do pacote BLAST. Este programa promove a busca de similaridade entre
seqliéncias protéicas a partir de diversas buscas ou iteracdes, utilizando o resultado de
cada iteracdo para montar uma matriz de substituicdo que é usada na iteragdo posterior
(WAGNER, 2006).

Apos as andlises de similaridades terem sido feitas, pode-se escolher fazer a anélise
filogenética de cada cluster. Contudo, alinhamentos multiplos das seqiéncias
necessitam ser feitos anteriormente. Na execucdo do programa psiBLAST, quando
encontradas mais de cinco sequéncias similares ao final de cada andlise, estas foram
utilizadas para a construcéo de alinhamentos multiplos, através do programa ProbCons.
O GARSA ainda disponibiliza a utilizacdo dos programas Clustalw e Muscle para esta
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tarefa. Os alinhamentos foram utilizados para a busca de homologia em outros clusters
através do programa HMMER.

A analise filogenética foi realizada utilizando os programas Phylip e MEGA. Para
cada cluster o GARSA oferece a opgdo de executar os programas com estas finalidades
tanto para sequéncias de aminoacidos quanto para seqiiéncias de nucleotideos.

De acordo com WAGNER (2006), as seqliéncias ndo redundantes, apds a
identificacdo das regides codificantes, foram confrontadas todas contra todas utilizando
0 programa blastp para identificar seqiiéncias repetitivas ou possiveis genes paralogos.
Foi também realizada a identificacdo de genes ortdlogos compartilhado entre os
organismos T. rangeli, T. cruzi, T. brucei e L. major atraves do programa OrthoMCL, o

qual ndo pertence ao workflow do GARSA.

3.3.3 ANOTACAO

Enquanto os dados gerados através das andlises de similaridade sdo observados para
interpreta-los, outra atividade pode ser feita, que é a busca de termos da Gene Ontology
(GO) para a escolha dos melhores termos que representam as sequéncias estudadas.

S&o escolhidos bancos de dados anotados com a GO para confrontar com as
sequéncias de estudo. Para o organismo T. rangeli os bancos confrontados foram: banco
de termos da GO, InterPro, UniProt/TrEMBL e UniProt/Swiss-Prot.
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GO Annotations

Clusters with GO annotations by Ontology x@;}

_ Molecular Function Biological Process Cellular Component Without Annotations
6l 48 a4

Clusters 312
Predicted genes § Orfs 0 0 0 25

Clusters with ¥ Without GO Automatic annotations

Numbers of Distinct Clusters GO Terms Annotation group by Ontoloy

Predicted Genes / Orfs with X Without GO Automatic annotations

Numbers of Distinct Predicted Genes / Orfs GO Terms Annotation group by Ontoloy

GO list from: [ Clusters = M

Table of clusters with Predicted GO Annotations
Export | 1 ¥ GO annotation(s) fru:umlﬂ»ll x| ontologyiies) Export |

BP=> Biolagical Process, OC=>Cellular Companent, MF=> Malacular Funetion

Cluster GO GO Name Search Annotation
Ontology
TGEG101001A01.g BP pathogenesis interpra Autormatic
TGEG101001A01.g BEP pathogenesis uniprot_trembl fasta
TGEG101001A01.g MF exo-alpha-sialidase activity interpra Autarnatic
TGEG101001A01.g MF exo-alpha-sialidase activity uniprot_trembl.fasta
TGEG1I01001B01.g BP pathogenesis interpra Sutornatic
TGEG101001B01.g BP pathogenesis uniprot_trembl.fasta
TGEG101001B01.g MF exo-alpha-sialidase activity interpra Autaom atic
TGEG101001B01.g9 MF exo-alpha-sialidase activity uniprot_trermblfazta
TGEG101001D01.g BP cell growth qu_Z0060122-
zeqdblite.fasta
TGEG101001D01.g BP response to extracellular stimulus go_20060122-
seqdblite fasta
TGEG101001D01.g BEP cell proliferation go_Z00&0122-
zeqdblite.fasta

FIG. 3.14 Resultado da anotacéo pelos termos da GO

A FIG. 3.14, extraida parcialmente, apresenta uma tabela com a escolha dos termos
da GO. Para cada cluster (Cluster), esta tabela indica qual a ontologia a que o termo
pertence (GO Ontology), o nome do melhor termo encontrado para tal ontologia (GO
Name), o banco sobre o qual foi realizada a busca (Search) entre um dos quatro citados
anteriormente, e se o melhor termo foi encontrado automaticamente ou precisou de
intervencdo manual (Annotation).

Os resultados sdo observados individualmente e intervencfes manuais podem ser
feitas caso algum termo nédo represente corretamente a anotacdo sobre o organismo
estudado ou nos casos em que mais de um termo é encontrado. Casos em que 0 termo
encontrado ndo represente adequadamente a anotacdo sobre a sequéncia em questdo ou

sequéncias para as quais ndo foram encontrados nenhum termo, ndo sdo tratados.
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A FIG. 3.14 também mostra um resumo da quantidade de clusters, a quantidade de
termos encontrados para cada ontologia (Molecular Function, Biological Process e
Cellular Component) e a quantidade de clusters sem anotacéao.

As anotacGes obtidas através dos resultados dos programas de andlise das
seqliéncias sdo unidas as anotagdes feitas com os termos da Gene Ontology,
caracterizando a anotacdo semi-automatizada e baseada em ontologia. As anotagdes de

todos os clusters sdo sintetizadas numa tabela como mostra a FIG. 3.15, apresentada

parcialmente.

Cluster Description GC cos Aa. Molecular Functional Biclogical Process  Cellular Component
Content Length Length
TGEG101003D05.g.1 | ATP-dependent S3% 542 214 ATP-dependent protein nucleus
RM& helicase helicase activity biosynthesis
I_ TGEG101004C10.g.1 |kinetoplasto DHA 1% 1223 |0
(rninicircle
replication
r' TGEG101003D07.g.1 | Hypathetical S549% 551 217
Protein
[~ |TsEG101004E05.9.1 |kin=taplasto 30%  |e3z o
minicircle DMA
I_ TGEG101004H07.g.1 | kinetoplasto S30% 204 o
minicircle DHA
] TGEG101002H12.g.1 |Hypothetical Protein | 579% E12 204 binding
l- TGEG101038G02.b.1 | Hypatherical S1% 576 192
Protein
I_ TGEG101047C02.b.1 | kinetoplasta J2% 585 o
minicircle DA
O TGEG101038A00.b.1 | ATP-dependent 559% 234 78 ATP-dependent RNA ribosome nucleus
RM& helicase helicase activity biogenesis and
assembly
B TGEG101003C04.9.1 |Hypothetical 55% 414 138 cytoskeleton
Protein, Conserved
TGEG101004B09.g9.1 | Hypathetical =15 2390 120
Protein
I— TGEG101003B10.g.1 |Hypothetical Protein | 49% L= 195

FIG. 3.15 Interface de anotacéo das seqiiéncias

A anotacdo sobre os clusters mostrada na FIG. 3.15 consiste dos seguintes itens:

nome do cluster (Cluster), a anotagéo sobre o que representam o0s genes contidos no
cluster (Description), seu identificador (Id), o contetdo de GC’s (G+C Content), o
tamanho da regido codificiante (CDS Length), o tamanho da cadeia de aminacidos
(Aminoacid Length), e os termos encontrados para as ontologias da GO (Molecular
Functional, Biological Process e Cellular Component).

Para cada cluster pode-se conferir a exibicdo com detalhes dos resultados dos
programas de onde foram inferidas todas as informagdes anotadas, como mostrado
anteriormente na FIG. 3.13.
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Com a anotagdo realizada, dados estatisticos sdo gerados com as informacoes
utilizadas durante todo o processo de pesquisa das sequiéncias. A FIG. 3.16 apresenta a
estatistica para o estudo do organismo T. rangeli. Esta é subdividida em trés partes:
informagdes sobre as bibliotecas utilizadas (All Library), similaridade (Similarity) e

anotacdo (Annotation). Estes dados podem ainda ser visualizados de forma gréfica.

All - OKl

sem interpro: 112

All Library

* Number of reads: 1720

* Nucleotide amount Untrimmed /Unclean (positive size) reads: 716267 bp

* Nucleotide amount Trimmed /Clean (positive size) reads: 359864 bp or 359.86 Kb
* Nucleotide medium Trimmed/Clean (positive size) reads: 209 bp or 0.21 Kb
* Number of reads discarded with positive Trim.Len.: 101 View List
* Number of reads discarded with negative Trim.Len.: 704  View List
* Number of clusters: 375

* sum of Consensus sequences Length: 141216 bp

* Average Length of clusters: 377 bp

¥ Clusters G+C Average Content: S0%

* Number of clusters with negative Length: 0

Similarity

* Number of Blast finished: 36

* Number of Clusters with Blast Hits: 250

* Clusters with No Blast Hits: 115 View List
* Percent of clusters with No Blast Hits: 31 %

* Clusters with Interpro Hits: 34

* percent of clusters with Interpro Hits: 9 %

¥ Clusters with No Interpro Hits: 341 View List
* percent of clusters with No Interpro Hits: 91 %

* Clusters with HMMER Hits:

# Percent of clusters with HMMER Hits: 0 %

* Clusters with No HMMER Hits: 375

* Percent of clusters with No HMMER Hits: 100 %

# Number of clusters without Hits (Blast / Interpro f HMMER): 112 View List
* percent of clusters without Hits (Blast / Interpro /f HMMER): 30 %

Annotation

* Number of validated CDS: 244

* CDS G+C Average: 52 %

* Clusters with Annotation: 242 View List
* Clusters without Annotation: 133

View Graphics

View Codon Usage Tables

FIG. 3.16 Dados estatisticos

77



3.4 CONSIDERACOES

Embora o uso de termos de ontologias no processo de anotacdo gendmica seja
importante para a geracdo de anotacOes de qualidade e para facilitacdo da busca e
recuperacdo por similaridade, o uso destas ontologias ainda apresenta problemas. Foi
possivel observar no GARSA que mesmo com as formas refinadas e automaticas de
busca de termos, 0s que sdo encontrados e usados corretamente ainda representam um
percentual muito baixo.

Por exemplo, na pesquisa gendmica realizada com o Trypanosoma rangeli, das 375
sequéncias ndo redundantes estudadas, somente 63 encontraram termos da GO em
alguma das trés ontologias, ou seja, apenas 17% do total das sequéncias tiveram
anotacdo através de um vocabulario controlado. 1sso acontece devido a trés fatores:

Desatualizagdo da Ontologia: este fator leva a ndo anotacéo baseada em ontologia,
pois apesar de ser um gene ou produto de gene ja descoberto por outros, a Ontologia
ainda ndo possui tal referéncia, devido ao fato da descoberta do novo gene néo lhe ter
sido reportada.

Inexisténcia de termo: a sequéncia a qual deseja encontrar um termo, possuir um
gene inédito. Sendo assim, este ainda deve ser reportado aos curadores da Ontologia
para serem inseridos 0s termos representantes do novo gene.

Falhas nos algoritmos de busca e refinamento de termo: diversas abordagens
para a busca de termos existem (citadas na seccdo 3.2.5). Contudo, na pratica séo
abordagens que ndo se mostram completamente confidveis, pois trazem muitos termos
considerados como falso-positivos, 0 que requer uma intervencdo manual por parte do
pesquisador; ou ndo encontram o termo, apesar dele existir na Ontologia;

Cabe ressaltar que estes fatores ndo estdo relacionados somente com a GO.
Qualquer que seja a ontologia utilizada pelos sistemas de anotacgéo, estes trés problemas
estardo passiveis de acontecer. Entretanto, estes sdo somente alguns dos problemas que
ocorrem no processo de anotacdo genémica e inclusive no uso das ontologias. Estes
problemas serdo caracterizados no capitulo seguinte.

O processo de anotacdo genbmica ajudou a identificar 0 momento em que €
realizada a anotacao baseada em ontologia e como ela é obtida. Este fato € importante,
pois através desta identificacdo foi possivel sugerir uma solucdo de forma a expandir o
processo para o estudo da anotacdo baseada em ontologia. Isto devido a acreditarmos
que esta anotacdo é de bastante relevancia para a ampliacdo da colaboracgdo existente e
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consequentemente do compartilhamento de conhecimento, bem como para a evolugéo

das ontologias e assim a diminui¢do dos problemas citados anteriormente.
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4 EXPANDINDO O USO DA ONTOLOGIA NO PROCESSO DE ANOTACAO
GENOMICA

De acordo com a hip6tese deste trabalho, se ficar bem caracterizado o processo de
anotacdo gendmica e a colaboragdo inerente a ele, é possivel sugerir solucbes de apoio a
colaboracdo para ampliar 0o uso e a evolucdo de ontologias deste dominio,
compartilhando conhecimento, estimulando o processo de anotacdo baseado em
ontologia e melhorando a qualidade das anotaces.

Para caracterizar o processo de anotacdo gendmica, houve a necessidade de entender
como 0 mesmo é desempenhado pelos centros de pesquisa, e a partir de observagdes e
entrevistas foi possivel modelar o processo de forma generalizada como mostrado no
capitulo anterior. Diante das descricdes das atividades que fazem parte dos processos,
identifica-se que ocorre colaboracdo ao longo dos mesmos.

Verifica-se também que esta colaboragdo pode ser ampliada através do uso das
ontologias neste processo, devido ao fato deste tipo de anota¢do possuir um vocabulario
comum, utilizado por diversos grupes de pesquisa da comunidade de Bioinformatica, o
que viabiliza um entendimento maior entre 0s pesquisadores e assim aumentam as
chances de colaboracdo e parcerias entre centros de pesquisa gendmica de todo o
mundo. A ontologia torna-se, portanto, um importante veiculo de comunicacgéo entre os
diversos papéis envolvidos no processo.

Contudo, a anotagdo baseada em ontologia tem sido subutilizada, pois ela ainda
acontece como uma segunda forma de anotar, uma vez que a anotacdo semi-
automatizada sempre existe. Ha também os problemas encontrados sobre as ontologias,
como citados no final do capitulo anterior: desatualizacdo das ontologias, inexisténcia
de termo, falha nos algoritmos de busca e refinamento de termo. Outra quest&o se refere
a quando €é encontrado algum tipo de problema com o termo, ou casos de inexisténcia de
termos, pois fica a critério do anotador reportar tais questdes ou ndo para os curadores
da ontologia, constituindo assim uma tarefa fora do processo de anotagao.

Um problema também encontrado com a caracterizacdo do ambiente se refere aos
cenarios e papéis envolvidos no processo, 0s quais ndo sdo bem reconhecidos e desta
maneira a colaboracdo torna-se pouco explorada.

Diante da falta de compartilhamento do conhecimento pertinente a cada membro do

grupo de pesquisa, a anotacdo baseada em ontologia acaba sendo somente mais uma
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forma de anotar e ndo a principal, impactando a troca de informacgdes entre 0s
participantes do grupo, assim como pesquisadores do mundo inteiro, no sentido em que
suas anotagdes proprias (através de um vocabulario usual do grupo) podem ndo ser
corretamente entendidas. Impacta também no contedo armazenado em bancos de
dados publicos, principalmente os primarios, no sentido em que as anotagdes
armazenadas perdem em termos de qualidade.

Logo, pode-se concluir que ao se criar meios de apoio e incentivo a anotacdo
baseada em ontologia, ndo so6 a colaboracdo pode ser ampliada, como também pode-se
contribuir para melhoria da prdpria ontologia e das anotacdes futuras.

Este capitulo apresenta inicialmente, na secdo 4.1, uma descricdo de alguns
exemplos onde ocorre colaboracdo entre grupos e pesquisadores da area. Esta
colaboracéo se manifesta nas interagdes entre anotadores e curadores durante o processo
de estudo de seqliéncias gendmicas, que muitas vezes se da no contexto de consorcios
formados na area de Bioinformatica. A partir destes exemplos, foi possivel identificar
cenarios de colaboracdo e os papéis envolvidos (secédo 4.2).

A partir da modelagem de processo apresentada no capitulo anterior, este trabalho
procurou identificar pontos onde a colaboragdo pudesse ser incentivada e apoiada de
modo a enriquecer as anotacOes realizadas e ampliar o compartilhamento de
experiéncias entre os pesquisadores. Nesse sentido, considerando-se 0 uso da ontologia
como parte essencial para o crescimento da colaboragéo, revisitou-se o processo de
anotagdo gendmica e este foi estendido com vistas a compreender todo um estudo sobre
a anotacdo baseada em ontologia, o qual tem por objetivo a captura, a estruturacao e a
recuperacdo das acdes realizadas por todos que anotam. Esta extensdo é apresentada na

secdo 4.3.

4.1 COLABORACAO NA BIOINFORMATICA

A colaboracdo na area de Bioinformatica acontece ndo somente entre membros de
um grupo de pesquisa envolvidos no estudo de seqiiéncias genémicas, mas também
entre grupos, no contexto de consorcios formados na area.

A formacdo de consorcios caracteriza-se pela jungdo de universidades e centros de
pesquisa de biologia e informatica com o objetivo de realizarem, além de estudos
gendmicos, a criacdo de bancos de dados para a area e o desenvolvimento de

ferramentas e recursos para apoiar 0s processos da area. Estes consorcios enfatizam a
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tendéncia da colaboracdo entre diversos grupos e que por ventura podem entdo serem
beneficiados com propostas como a apresentada neste trabalho. Entdo, sdo exemplos de
alguns destes consadrcios: myGrid, TCruziDB, Consércio Gene Ontology e Consorcio
BioWebDB.

411 MYGRID

O projeto myGrid (STEVENS et.al., 2003) foi fundado pelo EPSRC (EPSRC, 2007)
e envolve cinco universidades britanicas, o EBI (EBI, 2007) e muitos colaboradores da
industria. Permite explorar interesses na tecnologia de Grid, com énfase em Grid de
Informagdo e prové camadas de middleware® para apoiar experimentos in-silico
personalizados de acordo com as necessidades imediatas da Bioinformatica, oferecendo
um alto nivel de integracdo para dados e aplica¢fes da biologia. Um Grid é Util para a
area de Bioinformatica devido ao oferecimento de maior poder de processamento para
tarefas custosas dos processos da area.

O myGrid esta ligado com uma série de outros projetos colaborativos que o prové
COm recursos ou que o integra em seus proprios projetos, a saber: Gowlab (SENGER,
2005), Seghound (MICHALICKOVA et al., 2002), BioMoby (WILKINSON e LINKS,
2002), BioMart (DURINCK et al., 2005), Utopia (PETTIFER et al., 2007) entre outros,
o0s quais habilitam integracéo de ferramentas de Bioinformatica, disponibilizam recursos
como data warehouse, solucbes para recursos computacionais distribuidos e outras

funcionalidades.

4.1.2 TCRUZIDB

TCruziDB (LUCHTAN, 2004) é um banco de dados integrado para o
armazenamento do genoma do parasita Trypanosoma cruzi, 0 agente causador da
doenga de chagas.

A caracterizagdo inicial do genoma do T. cruzi surgiu em 1997 depois dos estudos
feitos com o clone CL Brener e a partir de dados EST sequienciados. A informacéo
relativa a estes estudos foi disponibilizada em um sistema baseado na Web, localizados

na Fiocruz, Brasil. O sequenciamento do genoma inteiro do T. cruzi iniciou-se em 2000

> Software que faz a mediago entre outros softwares, ocultando do programador diferencas de protocolos
de comunicacao, plataformas e dependéncias do sistema operacional.
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pelo consércio internacional TSK-TSC (EL-SAYED et al., 2005) representando um
esforco colaborativo entre pesquisadores do Brasil e outros paises para trazer a
comunidade de pesquisa detalhes sobre o0 estudo gendmico do organismo.

O consorcio TSK-TSC compreende 0s seguintes institutos: The Institute for
Genomic Research (TIGR, USA) (TIGR, 2007), Seattle Biomedical Research Institute
(SBRI) (SBRI, 2007) e Karolinska Institute (KI) (KI, 2007), e possui como objetivo a
geracdo das seqliéncias, montagem e anotacdo sobre o parasita, para a atualizacdo do

banco de dados.
4.1.3 CONSORCIO GENE ONTOLOGY

O Consércio da GO ¢ formado por um conjunto de bancos de dados de proteinas e
organismos modelos e comunidades de pesquisa bioldgica todos envolvidos no
desenvolvimento e aplicacdo da Gene Ontology. A colaboragdo com a GO acontece de
duas formas: através de membros do consorcio e dos associados & GO.

Os membros do consoércio sdo oficialmente comprometidos com a evolugdo da
Ontologia, participando de submissdes regulares de anotacGes, contribuigdes para o
conteddo da GO, participacfes nas reunides do Consorcio, assim como a promogéao de
novas reunides. Alguns destes membros sdo: FlyBase (CROSBY, et al., 2007), GeneDB
(HERTZ-FOWLER et al., 2004), Gene Ontology Annotation (GOA) (CAMON et al.,
2004), The Institute for Genomic Research (TIGR).

Os associados a GO séo grupos que fazem importantes contribuicdes para a GO, em
pelo menos uma das seguintes formas: contribuicdo de anotacdes para o banco de dados
da GO, contribui¢des com aplica¢cdes de cddigo aberto para o uso da GO e colaboragéo
no desenvolvimento do contetudo da GO. Entre os associados estdo AgBase (BRIDGES
et al., 2005) e um outro consorcio, o Plant-Associated Microbe Gene Ontology
(PAMGO) (PAMGO, 2007).

Os pesquisadores, que utilizam a GO em seus projetos, em geral também podem
fazer contribui¢cdes como sugestes de novos termos ou atualizagdes, bem como criticas
e sugestdes. Estas contribuicbes acontecem principalmente através de listas de

discussées ou do Curator Requests Tracker® disponibilizado pelo Consércio.

6 http://geneontology.sourceforge.net
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4.1.4 CONSORCIO BIOWEBDB

O Consorcio BioWebDB, financiado pelo CNPg, inicialmente estabeleceu
colaboragdes com o TcruziDB (BIOWEBDB, 2007). As pesquisas do grupo encontram-
se concentradas em dois principais focos: no desenvolvimento de ferramentas para a
Bioinformatica para analises de genomas e transcriptomas, e em analises dos genomas
de tripanosomatideos. A iniciativa do Consércio é construir plataformas flexiveis,
integradas e amigaveis, capazes de serem compartilhadas com diferentes conjuntos de
dados e projetos de genoma.

Os pesquisadores do Consorcio BioWebDB, envolvidos em estudos de genémica
comparativa e bancos de dados gendémicos, fazem parte das seguintes instituicdes:
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro (UNIRIO) e Instituto Militar de Engenharia do Rio de Janeiro (IME/RJ).

4.2 CENARIOS DE COLABORACAO E PAPEIS

A partir da anélise da forma de trabalho de alguns projetos (secéo 3.1 do capitulo 3)
que participam de consorcios como 0s mencionados na secdo anterior, foi possivel
identificar os cenarios onde ocorrem tais colaboracdes. Assim, uma descricdo dos
cenarios de colaboracdo existentes no processo é apresentada a seguir:

Intra-projetos: cenario onde se da a colaboragdo envolvendo pesquisadores do

mesmo centro de pesquisa gendmico. Em geral, as pesquisas sdo distintas e a

colaboracdo ocorre no sentido de discutirem as melhores solucdes para seus

projetos.

Inter-projetos: cenario onde se d& a colaboracdo entre pesquisadores de mais de um

centro de pesquisa gendmico. S0 centros de pesquisas parceiros e cujas pesquisas

tendem a ser de carater complementar, logo, é necessaria a interacdo entre 0s
pesquisadores para verificacdo de resultados.

Extra-projetos: cenario onde se da a colaboracdo com centros de pesquisas

gendmicas de referéncia da comunidade de Bioinformatica, como os centros

mantenedores de bancos de dados como Swiss-Prot (BAIROCH, et. al, 2000) e

ontologias como a Gene Ontology. A colaboracdo acontece no sentido de ajudar na

evolugéo destes centros, fornecendo novas sequiéncias e anotagdes para 0 caso de
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bancos de dados ou na insercdo e atualizacdo de novos termos para 0 caso das

ontologias.

Nestes cenarios percebemos a participacdo de anotadores e curadores no
desenvolvimento dos projetos. Entretanto, estes papéis apresentam uma atuacéo
diferenciada em cada um deles. Assim novos papéis também foram caracterizados:

Anotador (intra-projeto): anotador que realiza os experimentos nas bancadas

bioldgica e computacional.

Anotador colaborador (intra-projeto): anotador que realiza experimentos nas

bancadas biolégica e computacional, e que colabora com os anotadores intra-

projeto, sendo seus experimentos distintos.

Anotador externo (inter-projeto): anotador de outros projetos que realiza

experimentos nas bancadas bioldgica e computacional, e que também colabora com

0s anotadores intra-projeto, sendo seus experimentos complementares.

Orientador (intra-projeto): anotador que orienta 0s experimentos realizados pelo

anotador intra-projeto, fazendo acompanhamentos e avaliacbes sobre o0s

experimentos pesquisados. Considerado também como o curador do grupo de
pesquisa.

Orientador externo (inter-projeto): anotador de outros projetos que colabora na

orientacdo dos anotadores intra e inter projetos, mas nao participa diretamente dos

experimentos pesquisados.

Curador de banco de dados (extra-projeto): responsavel pela “curagem” da

anotacdo antes de ser disponibilizada pelo banco de dados, pelo qual € responsavel.

Curador de ontologia (extra-projeto): responsavel pelas decisdes tomadas

referentes aos termos das ontologias.

Apesar do foco deste trabalho estar sobre o processo de anotacdo gendmica, 0S
cenarios e 0s papeis descritos podem ser aplicados para o processo de estudo de

sequéncias gendmicas e outros processos da area.

4.3 EXTENSAO DO PROCESSO DE ANOTAGCAO GENOMICA COM FOCO NO
USO DA ONTOLOGIA

Durante o processo do estudo de sequiéncias genémicas, a colaboracao tipica se da
nos momentos em que os anotadores interagem entre si e com os orientadores, buscando
confirmar ou discutir suas anotagdes. Baseando-se no modelo do processo descrito no

capitulo anterior, estes momentos se dao nas seguintes atividades:
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Colaboracéo entre anotadores: acontece principalmente nas atividades da anélise
da seqiéncia. Por exemplo, um bioinformata pesquisa sobre o organismo
Trypanosoma rangeli e outro pesquisa sobre Phytomonas serpens - (anotador e
anotador colaborador intra-projeto). Procedimentos iguais terdo de ser realizados
para as pesquisas de tais organismos, logo, a colaboracdo acontece no sentido de
realizarem esse trabalho juntos, discutindo itens como os parametros utilizados nos
programas de analise e a necessidade de refazer algum procedimento. Outro
exemplo diz respeito a colaboragdo entre anotadores de institui¢fes diferentes porém
parceiras (anotador externo inter-projeto) como: em uma instituicdo, um
bioinformata estuda sobre o organismo Trypanosoma rangeli utilizando a
metodologia de sequenciamento GSS (Genome Survey Sequence), e, ha outra
instituicdo, um outro bioinformata também realiza estudos sobre o mesmo
organismo, contudo utilizando a metodologia de sequenciamento EST (Expressed
Sequence Tags), onde a colaboracdo deve existir para que um saiba do andamento
das pesquisas do outro.

Colaboragdo entre anotadores e orientadores: acontece nas atividades do
processo de anotacdo como “observar e comparar resultados”, a fim de verificar se
os resultados da analise da sequéncia sao satisfatorios; e atividades da consolidacdo
da anotacdo, nas atividades de “preparar artigo” e “rever artigo” onde participam o
anotador e o orientador intra-projetos. Caso 0 projeto em estudo esteja sendo
desenvolvido por mais de uma instituigdo, participam da colaboracdo os anotadores
e orientadores de ambas (anotador e orientador externos, inter-projeto).
Colaboracdo com grupos externos: acontece quando uma sequéncia e suas
anotacgdes sdo submetidas aos bancos de dados publicos e estas serdo avaliadas pelo
curador de banco de dados (extra-projeto) e/ou quando atualizagdes ou insercdes de
novos termos sdo solicitadas aos curadores das ontologias (extra-projeto).

A colaboracdo com grupos externos como os curadores das ontologias, como ja

comentado, € dependente da acdo do anotador em reportar as sugestfes de atualizacdo e

insercdo de termos bem como informagdes de problemas ou apresentacdo de sucessos.

Logo, se a anotacdo baseada em ontologia é pouco trabalhada, entdo esta colaboracao

fica diminuida.

De modo que a anotacdo baseada em ontologia seja uma forma de anotar mais

efetiva no contexto dos projetos de pesquisa, entende-se que um estudo maior deve ser

feito sobre uso dos termos das ontologias encontrados para cada seqtiéncia, ou, 0 caso
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da inexisténcia de termos, de maneira que este estudo colabore para 0 uso e evolugédo
das ontologias, o compartilhamento de conhecimento e anotacdes futuras de melhor
qualidade.

Para que este estudo aconteca, € ideal, portanto, que o processo de anotagdo
gendmica seja monitorado, pois é nesse contexto que se identificam os problemas no
uso dos termos da ontologia. Assim, a partir da insercdo de novas atividades no
processo de anotacdo, os anotadores, orientadores e colaboradores passam a fornecer
informagdes sobre 0 uso de termos da ontologia, ricas para o estudo em questdo. Deste
modo, € proposta uma reformulacdo no modelo do processo de anotacdo gendmica
descrito no capitulo anterior, para que este possa conter as atividades que englobam o
uso dos termos das ontologias, constituindo assim, o modelo do processo de anotacdo
gendmica com foco no uso da ontologia, como mostra a FIG. 4.1 e explicado a seguir.

As atividades iniciais foram mantidas: “observar e comparar resultados”, “fazer
busca automatica por termos da ontologia” e “registrar anotacdo semi-automatizada”. O
desenvolvimento dessas atividades segue do mesmo modo como explicado no processo
de anotacdo gendmica.

Apos o resultado das atividades de busca automatica de termos e anotacdo semi-
automatizada, da-se inicio a uma serie de atividades que tém por objetivo capturar as
acOes realizadas pelos pesquisadores em relacdo a anotacdo baseada em ontologia. As
atividades séo descritas a seguir:

Analisar e classificar termo: inicialmente é feita uma verificacdo se a atividade de
busca automatica de termos da ontologia encontrou algum termo. Se o termo foi
encontrado, este serd a entrada da atividade “analisar e classificar termo”, juntamente
com a anotagdo semi-automatizada. Esta atividade tem como objetivo fazer um estudo
sobre o termo encontrado, analisando-o em relacdo a sua seqiiéncia e assim fazer uma
classificacdo sobre 0 mesmo. Logo, a saida da atividade consta das acdes realizadas
para a analise do termo e a sua classificacdo, além da anotacao semi-automatizada.

Na analise dos termos, o anotador, com o apoio do orientador, executa algumas
acOes para embasar a classificagdo dos mesmos. Além desse embasamento, as
informacdes registradas em cada acdo podem ser utilizadas na tomada de decisdes.

a) Consulta a um pesquisador experiente: muitos bioinformatas, devido ao tempo

dedicado a pesquisa, conseguem identificar se o termo esta condizente ou ndo com a

seqiiéncia estudada. Assim os anotadores entram em contato com pesquisadores

mais experientes, que em geral sdo os orientadores intra e inter-projetos, e estes

87



auxiliam os anotadores a esclarecerem qualquer davida relativa aos termos. Os

orientadores podem inclusive solicitar que outras verificacdes (como as descritas a

seguir) sejam feitas também. Todas as conversas entre 0s participantes sao

registradas.

b) Busca na literatura: esta acdo visa encontrar na literatura especializada da area,

informacdes sobre o gene contido na seqiiéncia, tais como, verificar se € um gene ja

descoberto e se existem termos de ontologias cadastrados para ele. Caso esta acao
seja realizada, registra-se a literatura consultada.

c) Revisdo da andlise de similaridade: o objetivo desta revisdo é identificar

qual(is) anotacdo(des) das sequéncias similares, justifica(m) a anotacdo para 0s

termos encontrados para as sequéncias pesquisadas. Neste caso, registra-se a

anotacdo da seqiiéncia mais similar.

d) Pesquisa a bancos de dados especificos: bancos de dados gendmicos como 0s

de dominio ou familia de proteinas trazem informacdes mais significativas, podendo

assim confirmar o termo escolhido das ontologias. Neste caso, registra-se 0 banco
consultado e o(s) identificador(es) relacionado(s).

e) Discussdes entre pesquisadores: uma acao a ser efetuada séo as discussdes entre

os diversos anotadores do grupo de pesquisa (anotador e anotador colaborador intra-

projetos) ou anotadores externos (inter-projetos). Pontos de vista diferentes sdo
analisados, de modo a se chegar a um consenso sobre o termo da ontologia.

Uma ou mais acOes podem ser realizadas e assim, elas irdo ajudar a classificar o
termo como: adequado ou inadequado, sendo que a classificacdo do termo como
inadequado significa que o termo pode ser:

a) Incorreto: termo que ndo corresponde ao organismo estudado. Exemplo: foi

encontrado o termo spermatogenesis para anotar uma sequéncia de um organismo

que é parasita, como 0s trypanosomas. Esse termo esta incorreto devido ao fato de
que parasitas ndo produzem espermas.

b) Pouco especifico: o termo ndo corresponde totalmente a funcionalidade do gene.

Exemplo: o termo ATP-dependent helicase activity € uma representacdo

significativa, pois denomina a funcdo de um determinando gene contido numa

sequéncia; contudo, em algumas seqliéncias, observa-se que é uma atividade
presente no RNA, logo o melhor termo seria ATP-dependent RNA helicase activity,

0 que torna o primeiro pouco especifico.

88



c¢) Inconsistente: ocorre devido a problemas estruturais das ontologias, como 0s

problemas referentes aos relacionamentos “part of”, e “is a” da GO (SMITH ET

AL., 2004) [10]. Exemplo: na GO o termo carboxypeptidase A activity possui trés

pais de acordo com o grafo direcionado aciclico que compde a estrutura das

ontologias da GO. Isso causa um problema referente ao relacionamento “is a”, pois
ndo se sabe ao certo a qual dos trés ramos, carboxypeptidase activity,
metalloexopeptidade activity e metallopeptidade activity, o termo carboxypeptidase

A activity pertence.

De acordo com a classificacdo que o termo recebe, outras atividades serdo realizadas
durante o processo de anotacdo genémica visando capturar as acOes realizadas pelos
pesquisadores sobre o termo escolhido.

Registrar ocorréncia para termo adequado: se o termo encontrado for
classificado como adequado, significa que a busca automatica de termos foi bem
sucedida. Entdo, a atividade a ser realizada é “registrar ocorréncia para termo
adequado”, pois futuras anotacdes poderdo se apoiar neste registro e ficara claro para o
anotador que uma anotagdo similar anterior foi realizada com um termo considerado
adequado, além das ac0es realizadas que confirmam a escolha do termo. A entrada desta
atividade sdo as acdes que foram feitas para confirmar a classificacdo do termo, a
propria classificacdo e o termo. A saida consta do registro dos elementos da entrada e o
termo adequado da ontologia.

Registrar anotagdo semi-automatizada baseada em ontologia: o termo adequado
deve ser usado para também anotar a sequéncia alvo, e entdo sera a entrada da proxima
atividade, “registrar anotacdo semi-automatizada baseada em ontologia”, a qual possui
como objetivo unir as duas formas de anotacdo: a semi-automatizada e a que faz uso de
termos da ontologia. Portanto, a saida da atividade é constituida desta anotag&o.

Registrar ocorréncia para termo inadequado ou inconsistente: se 0 termo
encontrado ndo for classificado como adequado, ele se encontra em uma das
classificagdes: incorreto, pouco especifico ou inconsistente. Entdo, é realizada a
atividade “registrar ocorréncia para termo inadequado e problemas”. Este registro
também apoiaré as futuras anotacdes. Neste momento sdo também registrados quais 0s
problemas que ocorrem com o termo para serem classificados de tal forma:

a) Incorreto: registrar o porqué de o termo estar incorreto e por isso inadequado

para uso na anotagao.

b) Pouco especifico registrar o porqué da pouca representatividade do termo.
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¢) Inconsistente: registrar qual a inconsisténcia.

A entrada desta atividade sdo também as acGes que foram feitas para a classificacdo
do termo, a classificacdo e o termo. A saida consta do registro dos elementos de entrada
e o termo inadequado da Ontologia.

Fazer busca manual no banco de termos da ontologia: ap6s o registro da
ocorréncia para termo inadequado e o problema de cada um, a proxima atividade a ser
realizada € “fazer busca manual no banco de termos da ontologia”. Esta atividade sera
também realizada para o caso em que a atividade de busca e refinamento de termos da
ontologia ndo encontrou termo para a anotacdo da seqliéncia. As atividades seguintes
referem-se entdo aos dois casos.

Buscar manualmente no banco de termos da ontologia: essa atividade tem por
objetivo verificar se o0 termo correto existe através de uma busca manual feita sobre um
banco de dados remoto, em geral disponivel no site da ontologia. A entrada desta
atividade inclui o termo inadequado e a anotacdo semi-automatizada, para o caso da
existéncia de termo, e somente a anotacdo semi-automatizada, caso contrario. Além
disso, a entrada inclui também as acGes realizadas para a classificagcdo do termo, que
servirdo de apoio para a busca no banco de termos da ontologia. Estes bancos
geralmente encontram-se disponiveis através de sistemas na Web, o que possibilita uma
busca manual por meio da navegacdo no sistema. Na saida da atividade, portanto,
constara o termo correto caso este seja encontrado.

Registrar falha na busca de termos: se com a busca manual de termos da
ontologia, o termo adequado foi encontrado, isto evidencia que houve uma falha nos
algoritmos de busca automatica de termos da ontologia. Assim, para este caso, a
atividade a ser feita é “registrar falha na busca de termos”, que tem por objetivo capturar
esta informacdo. Esta falha pode ocorrer quando a busca automatica por termos for
realizada sobre uma versdo desatualizada da ontologia local em uso. Logo, a entrada
desta atividade é o termo correto juntamente com a anotacdo semi-automatizada, e na
saida, além dos itens da entrada, consta ainda a informacéo sobre a falha na busca do
termo. Este registro indica ao grupo de pesquisa a necessidade de arrumar ou melhorar o
sistema de anotagédo que o apoia. O termo adequado e a anotagdo semi-automatizada séo
as entradas para a atividade seguinte, “registrar anotacdo semi-automatizada baseada em

ontologia”, a qual foi descrita anteriormete.
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Se nao tiver sido encontrado o termo adequado com a busca manual por termos da
ontologia, é feita uma verificacdo referente a se algum termo existe na anotacdo para
decidir quais atividades devem ser seguidas.

Registrar desatualizagéo: se ndo foi encontrado o termo adequado na busca
manual, mas a anotacdo consta de um termo inadequado, entdo a atividade “registrar
desatualizacdo” € realizada. A entrada desta atividade ¢ o termo inadequado e a
anotacdo semi-automatizada e possui como objetivo registrar a informacdo de
desatualizacdo. Este registro significa que, apesar de ser, por exemplo, um gene ou
produto de gene ja descoberto, e com termos para anotacéo ja concebidos e presentes na
literatura, a ontologia em uso ainda ndo possui tal referéncia, devido ao fato do termo
correspondente ainda ndo constar em seu banco de termos. Esta situa¢do costuma
ocorrer, pois é dificil, para os curadores de ontologias, acompanhar a contento as
descobertas nesta area (por exemplo, a descoberta de novos genes). Além do registro da
informacdo, na saida desta atividade consta o termo inadequado e a anotacdo semi-
automatizada.

Registrar ineditismo: se as buscas automatica e manual ndo tiveram sucesso, e ndo
existir nenhum termo na anotacdo, a atividade a ser feita € “registrar ineditismo”, cuja
entrada é a anotagdo semi-automatizada. O objetivo desta atividade é registrar a
informacdo de ineditismo, o que significa que a seqliéncia pesquisada, a qual deseja
encontrar um termo, possui um gene inédito. Sendo assim, este ainda deve ser reportado
aos curadores da ontologia para serem inseridos 0s termos representantes do novo gene
na mesma. A saida da atividade consta do registro da informacdo e da anotacdo semi-
automatizada.

Uma vez que o termo adequado néo foi encontrado com a busca manual no banco de
termos da ontologia, e ap06s ser feito o registro da desatualizacdo ou do ineditismo, 0
anotador decide se ha uma sugestao de termo a ser feita.

Registrar sugestdo de termo: se existe a sugestdo de termo, a proxima atividade
“registrar sugestdo de termo” é realizada. As entradas dessa atividade sdo: o registro
sobre a desatualizagdo ou o ineditismo, a anotacdo semi-automatizada e o termo
inadequado; este Ultimo € desconsiderado para o caso da inexisténcia de termo. Com
base nas informacdes de entrada, na analise do termo e através de suas experiéncias
profissionais, o anotador e o orientador estdo aptos a fazerem a sugestdo de um novo
termo para anotacdo, por exemplo, de um gene contido na sequéncia estudada. O

objetivo desta atividade é fazer o registro deste novo termo. Logo, as saidas dessa
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atividade constam dos elementos de entrada adicionados do termo sugerido. A sugestdo
do termo é importante, pois ao ser reportada aos curadores da ontologia, ajudara na
atualizacdo de termos existentes ou até mesmo na inser¢do de um novo termo.
Entretanto, o termo sugerido ndo faz parte da anotacéo sobre a seqliéncia estudada.

Decidir quanto ao uso do termo: se ndo ha sugestdo de termo, mas ha alguma
anotacdo como a de termos inadequados, entdo parte-se diretamente para a atividade
“decidir quanto ao uso do termo”, a qual também sera realizada caso haja termo
sugerido. As entradas desta atividade sdo: o registro sobre a desatualizagdo ou o
ineditismo, a anotacdo semi-automatizada, o termo inadequado, desconsiderado para o
caso da inexisténcia de termo, e a sugestdo do termo se houve. O objetivo desta
atividade é decidir se o termo existente na anotacdo, mesmo sendo inadequado, pode ser
utilizado para fazer a anotacdo. Isto porque as classificagdes do termo como pouco
especifico ou inconsistente (para termo inadequado) podem nédo ser a melhor escolha
para a anotacdo da sequéncia, poréem estes termos ainda podem ser utilizados para
anotar. Caso se opte por usar 0 termo, mesmo que inadequado, entdo a atividade
seguinte € “registrar anotacdo semi-automatizada baseada em ontologia”, ja descrita
anteriormente.

Verificar anotagdo: a atividade “verificar anotacdo” tem por objetivo fazer uma
verificacdo na anotacdo a fim de valida-la juntamente com orientadores intra e inter
projetos. A entrada dessa atividade, portanto, é a anotagdo semi-automatizada baseada
em ontologia ou somente a anotacdo semi-automatizada para 0 caso da inexisténcia de
termo. Nesta atividade, ha uma discussdo entre o orientador do estudo e o orientador
externo sobre a anotacdo realizada, verificando se a mesma esta correta, se necessita de
complementacdo ou se possui problemas. Se a anota¢do ndo for validada, o processo de
“analise da sequéncia” deve ser refeito como comentado no processo de anotacdo
gendmica descrito no capitulo anterior.

Notificar anotacdo: se a anotacdo for validada, deve-se entdo “notificar a
anotacdo”, cujo objetivo é notificar aos projetos parceiros/colaboradores que uma
anotacdo foi realizada. Uma proposta de sistema para notificacdo € descrita por
(ALMEIDA, 2006). Atraves das observacGes do processo feitas neste trabalho foi
possivel perceber a necessidade de suporte a colaboracdo entre o grupo de pesquisa e
seus consorciados, no que diz respeito a atualizacdo de dados referentes a anotagdes
relacionadas. Logo, ha uma necessidade frequente de notificar os colaboradores inter e
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intra-projetos, como por exemplo, membros dos grupos do consorcio, residentes em
outros centros de pesquisa, sobre novas anota¢fes que impactam em sua pesquisa.

Apo6s a notificacdo das anotagdes passa-se para 0 processo seguinte que é a
“consolidacdo da anotacdo”, descrito no capitulo anterior.
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4.4 CONSIDERACOES

O objetivo na descricdo dos processos do estudo de seqliéncias e anotacOes
gendmicas parte ndo somente de sua caracterizacdo realizada através da modelagem,
mas também da identificacdo de momentos onde ocorre colaboracdo, seja entre as
pessoas do mesmo grupo, entre grupos distintos ou através de contatos com instituicoes
de referéncia da comunidade de Bioinforméatica. A modelagem e a descri¢cdo de cada
atividade detalhadamente permitiram que estes momentos se tornassem mais faceis de
serem identificados, e que uma forma de apoio a colaboracdo fosse sugerida, a qual
envolve um incentivo maior ao uso das ontologias.

Para tanto, novas atividades que envolvem a monitoracdo sobre a anotacdo baseada
em ontologia foram introduzidas no processo de anotacdo genémica, de modo que esta
informacdo ndo se perca. A partir do registro destas informacdes é possivel realizar o
estudo sobre o uso das ontologias, tdo importante para a ampliagdo da colaboracao.

As novas atividades tém a finalidade de registrar o raciocinio feito na execu¢do das
mesmas. Em futuras anotacGes, os anotadores entéo, ja teriam um maior conhecimento
sobre os termos escolhidos, o que facilitaria suas anotagdes. Para novos anotadores, este
registro serviria como um apoio em suas proprias acdes e anota¢Bes. E para todos os
casos, as informagdes de sucesso, de inadequacdo do termo ou de termo inexistente
servirdo para comporem um documento formal para ser remetido aos curadores da
Ontologia de forma que as informac@es estardo bem organizadas e detalhadas.

No caso de termos inadequados, por exemplo, o problema estara bem caracterizado,
e assim torna-se mais facil sugerir a inclusdo de novos termos, de forma documentada,
bem como solicitar atualizacdes de termos existentes. Desta maneira, fica evidenciado
que se o centro de pesquisa tornar estes problemas visiveis aos curadores de ontologias
é possivel concluir anotagcfes de maior qualidade mais rapidamente, além de facilitar a
colaboracdo com a evolucdo da Ontologia, através da sugestdo de novos termos ou
atualizacao.

Com a anotacdo baseada em ontologia monitorada e registrada, a tendéncia é que o
uso desta seja cada vez maior, e por consequiéncia facilitard a troca de informagdes entre
todos que colaboram e o compartilhamento do conhecimento. Aumentando-se 0 uso
deste tipo de anotacéo, melhora-se, consequentemente, a qualidade das mesmas.

Com o registro das acOes realizadas pelos anotadores em relacdo a anotacdo baseada

em ontologia, cria-se um ciclo produtivo, que resulta em melhores anotagdes. A FIG.
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4.2 mostra uma visdo geral sobre o que este registro proporciona. A partir da anotacao
baseada em ontologia e do registro do raciocinio da escolha dos termos, o conhecimento
sobre estes se amplia, uma vez que cada anotacdo e 0s termos sdo avaliados
isoladamente e deste modo, pode-se colaborar com o0s curadores da ontologia,
reportando tais informacBGes, 0 que ajudard na atualizacdo da Ontologia e, por
conseguinte permitird que mais termos sejam encontrados quando for realizada uma

nova busca de termos.

Anotacao com termos
de ontologias e registro
do raciocinio na escolha
dos termos

Wlaior

percentual Ampliagdo
de termos dQ
encontrados conhecimento

sobre os
termaos

Ontologia
atualizada

Reportar

problemas ou
pedidos aos
curadores

das ontologias

FIG. 4.2 Ciclo produtivo de anotacéo

Para avaliar melhor os beneficios da extensdo do processo de anotacdo genémica,
foi construida uma ferramenta onde o raciocinio sobre a anotacdo baseada em ontologia

pode ser registrado. Esta ferramenta € descrita em detalhes no capitulo seguinte.
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5 GARSA NOTES

O GARSA Notes foi desenvolvido para viabilizar a validagdo da modelagem
proposta no capitulo anterior, a qual tem por objetivo monitorar a anotacdo baseada em
ontologia onde novas funcionalidades capturam o raciocinio feito pelos pesquisadores
sobre esta anotacdo para cada sequiéncia estudada.

O desenvolvimento permitiu mostrar uma forma préatica de registro das acfes dos
anotadores sobre esta monitoracdo contribuindo assim para que as informacdes sobre
problemas encontrados assim como as informacdes de sucesso sejam registradas no
momento em que ocorrem. O protdtipo GARSA Notes foi entdo desenvolvido
baseando-se na expansdo do processo de anotacdo gendmica descrito no capitulo
anterior.

O GARSA Notes foi desenvolvido como uma extensdo do sistema GARSA. Esta
escolha foi devida a facilidade de acesso ao cddigo e a desenvolvedores do mesmo.
Outra razéo refere-se ao GARSA cobrir funcionalidades previstas na modelagem como
as anotacOes: automatica e manual, e principalmente a anotacdo baseada em ontologia.

Este capitulo traz inicialmente uma visdo geral do prototipo GARSA Notes
mostrando seus maodulos principais na se¢do 5.1. A secdo 5.2 detalha cada mddulo do
prototipo, apresentando as funcionalidades que permitem a captura das acbes dos
anotadores por tras da anotacdo baseada em ontologia A secdo 5.3 apresenta 0 modelo
de dados que da suporte ao registro dos dados. A secdo 5.4 apresenta 0 ambiente de
desenvolvimento do prototipo, e por fim a se¢do 5.5 descreve algumas consideragdes

relativas ao sistema GARSA.

5.1 VISAO GERAL DO PROTOTIPO

Para compreensdo de como 0 GARSA Notes esta inserido no sistema GARSA, esta
secdo inicialmente descreve o médulo deste sistema onde foi inserida a chamada ao
GARSA Notes.

Como descrito no capitulo 3, o workflow implementado pelo sistema GARSA
engloba diversos programas de analise que realizam anotacdes semi-automatizada e
também baseada em ontologia. Para ter acesso as anota¢Ges semi-automatizadas, é
preciso utilizar o médulo de busca de sequéncias do GARSA, cuja interface & mostrada
na FIG. 5.1.
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FIG 5.1 Buscas de sequéncias (GARSA, 2007)

As anotacdes podem ser buscadas por identificacdo de read e de cluster, sendo que a
busca por cluster traz uma lista destes que pode ser referenciada por analises de Blast ou
Interpro, por anotacGes referentes as bibliotecas, por anotagdo manual ou por anotacao
da GO. Na busca de sequéncias por cluster, pode-se escolher listar todos os clusters e
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verifica-los isoladamente, pois os clusters contém os resultados dos programas de
analise e as anotacGes correspondentes. Estas anotacdes, por sua vez sdo verificadas se
estdo adequadas ou se necessitam de alguma complementagdo. Assim, caso o anotador
ache necessario fazer um complemento ou uma corregdo, estas podem ser alteradas. Por
exemplo, a FIG. 5.2 mostra a tela do GARSA que permite a alteracdo de uma anotagéo
semi-automatica para o cluster TGEG101003D05.g. Os dados se referem ao estudo do
organismo Trypanosoma rangeli (WAGNER, 2006), armazenado no GARSA e que sera
utilizado como exemplo no decorrer do capitulo. Note que para esta anotagdo, a busca
automatica por termos da ontologia gerou trés sugestdes de termos, um para cada
ontologia da GO: Funcdo Molecular, Processo Bioldgico ou Componente Celular.

Edit Current CDS Annotation of cluster teecio1003005.9

Running PSORT, this can take a while.
PSORT finished.

Running PSORT can take a while.
PSORT finished.

Annotations Fields

Choose COS description: | x| orenter new

description
[aTP-dependent RNA helicase |

Gene Ontology

Annotation

Malecular Function | aTP-dependent helicase activity /  =|term notes
Biological Process | protein biosynthesis x| term notes
Cellular Camponent | plastid \ "l term nofes
Manica Riley [ none || Help |

Classification:

Choose the EC Subclass: | none vI Help

PSORT Location

Additional Informmations

Most similar organism hit: T. cruzi |
Most similar hit database: [Unirefon |
Best S-value! |2.0=-38 |
Best Score: |32E| |
Cther infarmation: kKOG 18141

Walidate and Annotate | Reset |

FIG. 5.2 Edicdo das anotages

Para cada termo representante de cada ontologia da GO foi inserida a opgéo term
notes que faz a ligagdo com 0 GARSA Notes. A partir da ativagdo deste link, 0 médulo
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do GARSA Notes a ser ativado depende do termo ter sido ou ndo encontrado. Se houver
termo na anotacdo, ativara o0 médulo que trata termo encontrado, se ndo houver termo
(representado nas ontologias pela palavra none) entdo o modulo a ser ativado é o que
trata de termo ndo encontrado. Estes dois mddulos interagem com o modulo que trata da
geracdo de relatorios.

Portanto, 0 GARSA Notes ¢ subdividido em trés modulos. De forma simplificada, a
FIG. 5.3 mostra estes modulos e 0 modulo do GARSA déa acesso a0 GARSA Notes.

GARSA Notes

GARSA
Tratamento para
Busca de Termo
Sequencias Encontrado l
\ Geracao de
¥ Relatérios
Edicado de Tratamento para T
Anotactes Termo Nao
Encontrado

FIG. 5.3 M6dulos do GARSA Notes

Tratamento de termo encontrado: este modulo contém os itens referentes as
atividades de andlise e classificacdo do termo: consulta a um pesquisador experiente,
busca na literatura, pesquisa a bancos de dados especificos, revisdao da anédlise de
similaridade e discussdo entre pesquisadores. Apds ser feito o registro de pelo menos
um destes itens é possivel realizar a classificacdo do termo como: adequado, incorreto,
pouco especifico ou inconsistente.

Tratamento de Termo ndo encontrado: neste médulo é sugerida a busca manual
através de navegacdo no banco de termos da ontologia disponivel no site oficial da
ontologia a fim de verificar se o termo realmente ndo existe, ou se este ndo foi
encontrado por falha dos algoritmos de busca. Supbe-se que o banco de termos da
ontologia replicado localmente, para a realizagdo da busca automatica, estd atualizado
em relacdo a sua fonte. Caso o termo representante daquela seqliéncia tenha sido
encontrado, a falha é registrada; caso contrario, ha a possibilidade da sugestdo de um
novo termo.

Geracdo de relatorios: este médulo consiste na geracao de relatérios onde possam
ser mostradas todas as informacdes relevantes de acordo com o que se deseja: apoio a

anotacdo ou envio para os curadores da ontologia. Isto porque o objetivo final de todo o
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registro do raciocinio feito pelos pesquisadores sobre a anotagdo baseada em ontologia €
poder utilizar as informacOes registradas de modo a facilitar as anotagdes futuras e a
colaborar para a evolucdo da ontologia. Desta maneira, torna-se necessario a geracdo de
relatérios. Assim, independente se o termo foi ou ndo encontrado, um relatorio referente
ao cluster em estudo pode ser gerado. Outras opcdes de relatérios englobam um
relatorio geral contendo todos os clusters, outro que traz os termos e todas as

informacdes referentes a cada um deles e outro contendo todas as sugestdes de termos.

5.2 FUNCIONALIDADES DO GARSA NOTES

As funcionalidades do GARSA Notes foram desenvolvidas seguindo a extensdo do
modelo de processo de anotacdo genémica proposta no capitulo 4. De acordo com 0s
modulos citados anteriormente, os quais englobam esta extensdo, algumas das

funcionalidades sdo descritas a seguir.

5.2.1 TERMO ENCONTRADO

Na tela de edicdo de anotacdo do sistema GARSA (FIG. 5.2), ao acessar a opgéo
term notes para cada termo encontrado referente a uma das trés ontologias sobre um
determinado cluster, leva-se a funcionalidade de analise e classificagdo do termo do
GARSA Notes mostrada na FIG. 5.4.

Analise e Classificacao do Termo _ 01_9?
Cluster: TGEG101003D05.g o

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Atividades para embasar classificacan
Consulta a um pesquisador experente
Busca na literatura

Revisao da analise de similaridade
Pesquisa a bancos de dados especificos
Discussoes entre pesquisadores

Oubros

Gerar Relatoro

FIG. 5.4 Analise e classificacdo do termo encontrado
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Observe na figura que os itens cluster, ontologia e termo vém preenchidos (no
exemplo, de acordo com os estudos do organismo Trypanosoma rangeli). Esta
funcionalidade esta presente em todas as atividades de analise, de modo que o anotador
esteja sempre atento a qual anotacéo esté se referenciando. Os itens a seguir apresentam
as funcionalidades de cada atividade.

A) CONSULTA A UM PESQUISADOR EXPERIENTE

Uma das atividades mais significativas ou importantes é a consulta a um
pesquisador experiente. Através dela, os anotadores podem interagir com diversos
especialistas, como o orientador do grupo de pesquisa, o orientador colaborador ou

outro especialista cadastrado. A FIG. 5.5 mostra o detalhamento da funcionalidade.

Consulta Pesquisador . OTe‘g"
Cluster: TGEG101003D05.g .

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Pesquisador especialista:

Ir‘:'Esrzlecialista_l

CEcpecialista_2
Especialista_3

Titulo da questan:
I'I'ituID da guestao { duvida

Questao:
Texto da questao [/ duvida

Gravar

Questoes postadas

FIG. 5.5 Consulta pesquisador — perguntas

A0 acessar esta atividade sao listados todos os especialistas cadastrados que podem
opinar sobre o projeto em estudo (usuérios cadastrados no banco de dados Seqonsql do
sistema GARSA do sistema GARSA que tém acesso ao projeto). O anotador entdo
seleciona qual especialista deseja consultar e informa o titulo (assunto) de sua davida ou
qualquer tipo de esclarecimento e o texto em quest&o.

Ao ser gravada a informacdo, um e-mail é automaticamente enviado para o

especialista selecionado informando sobre a nova postagem, como mostra a FIG. 5.6.
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O e-mail traz as seguintes informacgdes: nome do anotador, cluster, ontologia, termo,
titulo e questdo. Possui também um link que abrira 0 GARSA Notes diretamente na tela

onde a resposta deve ser postada, de acordo com a FIG. 5.7.

Nova questao! inbox
GARSA@biowebdb.org to me 21:02 {10 minutes ago) REeply

- Hide quoted text -

Ola <Mome Pesquisadar Especialistas,

Uma nova questao foi postada por <Mome anotador=, cujas referencias sao:
Cluster: TGEG101003005. g

Ontologia: Malecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Titulo: Titulo da questao / duvida
Guestion: Texto da questao / duvida

Fara responder acesse: httpefkinetol. biowebdb. org/garsa-devel/base. cgi?section
=guestoesdguestion=10

CObrigadal

FIG. 5.6 E-mail enviado ao pesquisador especialista

Questao: Titulo da questao / duvida |
notes
Cluster: TGEG1010032D05.9

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Texto da guestao [ duvida

Respostas
Primeira resposta

Ecpecialista_1
Segunda resposta
Especialista_2

Responder
Terceira resposta

Questao 'Titulo da questao f duvida' respondida.

Classificar termo

Stividades para embasar classificacan do termo:
Busca na na literatura

Revisao da analise de similaridade

Pesquisa a bancos de dados especificos

Discussoes entre pesquisadores

Oubros

FIG. 5.7 Consulta pesquisador — respostas
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A tela de respostas € acessivel também através da listagem das questdes postadas,
que por sua vez podem ser acessadas através do item Questdes postadas da tela de
cadastro de questdes (FIG. 5.5).

Logo que uma resposta é postada, ¢ habilitada a opcdo de Classificar termo e
também as outras opg¢des para andlise do termo. Se o anotador j& tiver esclarecido sua
duvida, pode diretamente classificar o termo e passar para o estudo do termo de outra
ontologia. Caso contrario, ele pode acessar qualquer uma das outras atividades, a fim de
obter maior embasamento. Estas opcdes aparecem em todas as atividades de analise,
mediante a insercdo de pelo menos um registro. Isto é feito para garantir que o anotador
tenha embasado, de acordo com pelo menos uma atividade, a classificagéo do termo.

B) BUSCA NA LITERATURA
Esta atividade permite registrar todas as referéncias buscadas na literatura para
confirmacéo do termo. A FIG. 5.8 ilustra esta atividade.

Busca na literatura . OT@?
Cluster: TGEG101003D05.g

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Links de interesse:
#oubmed http:/ /vevrwr.nchi.nlm.nih.gov /entrez /query .fcgizdb=PubMed
Cadastrar novo link

Referencias
Mome_Referencia
Butor(es)

giculo de Publicacio

FIG. 5.8 Busca na literatura

De forma a facilitar a utilizacdo por parte dos anotadores, esta funcionalidade traz
uma lista de links de interesse para referéncias na Web. A marcacdo deste item ndo é
obrigatéria, uma vez que a referéncia consultada pode ser algum livro ou outro material

somente impresso. Podem ser registradas quantas referéncias forem necessarias.
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Os links de interesse podem ser cadastrados pelo anotador a medida que surjam
novas referéncias. Basta acessar a op¢do Cadastrar novo link. O cadastro consta do

nome da referéncia e a sua URL, como mostra a FIG. 5.9.

Cadastro de Links

rotes

FubMed thttp:/ /wwrw . ncbi.nlm.nib.gov fentrez /query. fogizdb =PubMad)

Links Cadastrados:

Cadastrar Movo Link de Interesse:

NMome da referencia:

URL da referencia:
lhttn |

Gravar

VYoltar

FIG. .5.9 Cadastro de links de interesse

C) PESQUISA A BANCOS DE DADOS ESPECIFICOS
Esta atividade permite armazenar os bancos de dados que foram pesquisados para a

confirmacéo do termo, conforme pode ser visto na FIG. 5.10.

Pesquisa a bancos de dados especificos e
notes
Cluster: TGEG101003D05.q

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Bancos de Dados:
e Interpro http:/ fvener.ehi.ac.uk finterpro
Cadast-ar novo banco

Identificador de referencia no banco:

Gravar

FIG. 5.10 Pesquisa a bancos de dados especificos

O anotador quando realiza esta atividade deve registrar qual o banco de dados onde
se encontrou a informacéo para a confirmacgédo do termo da ontologia e registrar também
qual o identificador desta informacdo no banco de dados em questdo. Semelhante a
atividade de busca na literatura, também podem ser registradas quantas informacgoes

relativas a pesquisas em bancos de dados forem necessarias.
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Caso 0 banco de dados néo esteja listado com seu respectivo link, o anotador deve
necessariamente cadastra-lo. A FIG. 5.11 ilustra esta funcionalidade. O cadastro consta

do nome do banco de dados e URL para acesso a ele.

Cadastro de Links e —
notes

Links Cadastrados:

PubMed (http:/ Servrvrnchindm.nih.gov fentrez /query . fogizdb =Pub Med)

Cadastrar Novo Link de Interesse:

Nome da referencia:

URL da referencia:
lhittp: |

Gravar

Voltar

FIG. 5.11 Cadastro de bancos de dados

D) REVISAO DE SIMILARIDADE
A atividade de revisdo de similaridade oferece ao anotador visualizar os resultados
dos programas de busca por similaridade entre seqiiéncias de outros bancos de dados,

como pode ser visto na FIG. 5.12.

Revisao da Analise de Similaridade e —
notes
Cluster: TGEG101003D05.q

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

- 2 toruzi-nt.fasta (46) ¥ blastn: & hits

Accession E-value Score Hit . o %  Query Query Query HitS5tart HitEnd  Description

Length Start End Frame

I- AAHKO1000010 20e-7E8 295 135130 3220 24 320 94 292 eg8 1 ed17E 64554 Trypanosorma cruzi strain CL
Brenar
toruzi_ 1047053508461,
whale genore shatgun
sEqUence
View Alignment

I_ CH473310 2.0e-T8 293 834813 320 &84 320 84 292 6&68 1 2493373 230355 Trypanosoma cruzi strain CL
Brener 1047053516851
genomic scaffold, whale
genome shotgun sequence
View Alignment

l_ AM_8165%24 20e-78 295 2289 320 24 3220 84 292 653 1 1583 1959 Trypanosoma cruzi strain CL
Brener ATP-dependent RMH&
helicaze
[TcO0.1047053505461.250)
mRMHA&, complete cds
View Alignment

FIG. 5.12 Revisao de Similaridade

Na figura os resultados para o exemplo sdo mostrados parcialmente. Porém todas as

informacdes das sequéncias similares e a qual banco de dados se referem sao
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apresentadas. Logo, o anotador pode selecionar mais de um resultado sobre esta analise

de similaridade para a confirmagéo do termo.

E) DISCUSSAO ENTRE PESQUISADORES

A atividade discussdo entre pesquisadores

permite registrar todas as

interacdes/colaboracdes existentes entre diversos pesquisadores no estudo da anotacéo

baseada em ontologia. A FIG. 5.13 apresenta um exemplo.

Titulo

Discussoes Pesquisadores e e
—notes

Cluster: TGEG101003D05.q
Ontologia: Molecular Function
Termo: ATP-dependent helicase activity

Questao

* Titule 1 Questdo 1 2007-06-08 01:12:16 Mome_Anotador

® Titulo 2 Questdo 2 2007-06-02 01:15:10 Mome_snotador

o Titule 1 Resposta 1 2007-06-08 01:13:55 Mome_Anotadar
o Tiule 1 Resposta 2 2007-06-08 01:14:11 Mome_anotador
" Title 1 Resposta 2.1 2007-06-02 01:14:31 Mome_Anotador

o Titulo 1 Resposta 3 2007-06-08 011446 Mome_Anotadaor

FIG. 5.13 Discussao entre pesquisadores

Esta atividade € baseada na concepcdo de um férum. Uma questdo principal é

cadastrada sendo informada um Titulo (assunto) e o texto referente a questdo. Logo, 0s
diversos anotadores que colaboram entre si podem responder a esta questdo, ou a
respostas ja postadas. A funcionalidade armazena todas as questfes e respostas

juntamente com a data em que foram postadas e 0 nome do anotador que est& postando.

F) OUTROS
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A opcéo outros consta somente de um campo livre para serem registrados outros
itens a serem referenciados, por ndo se enquadrarem em alguma das atividades

sugeridas pelo GARSA Notes, como pode ser visto na FIG. 5.14.

S otes

Cluster: TGEG101003D05.9
Ontologia: Molecular Function
Termo: ATP-dependent helicase activity

Qutros itens a serem referenciados:

Gravar

FIG. 5.14 Referéncia a outros itens

5.2.2 TERMO NAO ENCONTRADO

Quando ndo ha termo (none) para alguma das trés ontologias, ao acessar a opcao
term notes, leva-se ao mddulo para os registros considerando entdo a opc¢do de termo

ndo encontrado, como pode ser visto na FIG. 5.15.
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Termo Nao Encontrado . OT@?
Cluster: TGEG101047C02.b -

Ontologia: Molecular Function

Termo: --

Descricao: kinetoplasto minicircle DNA

Fazer busca manual de termos:
Pesquisar pelo termo no AmiG 0!
Abriro AmiGO

Termo encontrado?
®gim
T Mao

Termo encontrado;

Identificador do termo da GO

Se o termo MAD foi encontrado, deseja sugerir algum?

Gerar Relatorio

FIG. 5.15 Funcionalidades para termo ndo encontrado

Uma funcionalidade deste mddulo, acessada através da opcao pesquisar pelo termo
no AmiGO ¢ a possibilidade de fazer uma busca manual através de navegagdo no banco
de termos da ontologia de modo a verificar se o termo correspondente existe. Essa
navegacao é feita baseando-se na anotacdo semi-automatizada. Dessa forma, alem das
informacdes sobre o cluster e a ontologia, a descri¢cdo da anotacdo semi-automatizada é
também inserida. O AmiGO, ja comentado no capitulo 2, é o Web-site oficial para
vizualizagdo dos termos do banco de dados GO. Outra possibilidade, abrir o AmiGO, é
também oferecida caso o anotador queira fazer uma busca através de outras palavras-
chaves.

Caso o termo tenha sido encontrado, é feita uma busca no banco de termos local ao
sistema a fim de verificar se este existe. Caso o termo exista no banco local, é provével
que tenha ocorrido uma falha no algoritmo usado para busca automatica por termos
(atividade “fazer busca automatica por termos da ontologia” do processo de anotagéo,
descrita no capitulo 3). Entdo, é feita uma atualizagdo nas tabelas que guardam a
referéncia do termo sobre a ontologia em questdo e registrada a informacdo sobre o
termo e seu identificador na ontologia. Se com a navegacdo no AmiGO o termo foi
encontrado, mas este ndo consta no banco de termos local do sistema, entdo uma

mensagem solicitando a atualizacdo deste banco é apresentada ao usuério.
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Se com a navegacdo também ndo foi encontrado algum termo, essa informagao é
também registrada, pois pode evidenciar desatualizacdo no banco de dados da ontologia

ou ineditismo da descoberta (por exemplo, um gene inédito contido na seqiéncia).

5.2.3 GERACAO DE RELATORIOS

A geracdo de relatorios pode ser realizada da seguinte maneira: referente a termos,
encontrados, referente a termos ndo encontrados e relatdrios gerais.

O relatdrio referente aos termos encontrados é acessado diretamente do mddulo de
termos encontrados, logo é criado de forma exclusiva para o termo em questdo, numa
determinada ontologia e para somente um cluster. A FIG. 5.16 mostra as op¢fes para a
geracdo deste relatorio.

O relatério informa o cluster, o termo, a ontologia e oferece opcdes relativas as
atividades para a anéalise do termo, e também a opgéo sobre a classificagdo. O anotador
pode optar por gerar o relatério contendo todas as informacGes, selecionando todos 0s
itens, ou fazer a selecdo de somente o item que deseja. Um exemplo de relatério gerado
é mostrado na FIG. 5.17.

O relatdrio apresenta as informacgdes de acordo com as opcOes selecionadas pelo
anotador: Consulta Pesquisador, Busca na Literatura, Pesquisa a Bancos de Dados
Especificos e a Classificacdo do Termo. Para este exemplo, o item Busca na Literatura
ndo possuia registros, e entdo uma mensagem passando essa informacdo foi
apresentada. Para os demais itens, o relatério mostra quais as informacdes que foram

registradas e também o nome do anotador que efetuou tais analises do termo.

Relatorio para Termo Encontrado _ OT@?
Cluster: TGEG101003D05.g o

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Analise do termo

[(Consulta Pesguisador

[TBusca Literatura

[TRevisao de Similaridade

[T Pesquisa a Banco de Dados Especificos
[T Discussoes entre Pesquisadores

[T Outros Reaistros

Classificacao do termo
[T Classificacan

| Gerar Relataorio |

FIG. 5.16 Opc¢des para geracéo de relatdrio para termo encontrado
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Relatorio para Termo Encontrado | —
nofes
Cluster: TGEG101003D05.9

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP-dependent helicase activity

Consulta Pesquisador

Titulo: Titulo da guestao § duvida
Questan: Texto da guestao f duvida
Anctador: Nome_anotador

Titulo: Titulo da guestao / duvida
Fesposta: Primeira resposta
Pesquisador: Especialista_1

Titulo: Titulo da guestao f duvida
Fesposta: Segunda resposta
Pesqguisador: Especialista_2

Busca na Literatura

Mao ha registro de busca na literatura,

Pesquisa a Bancos de Dados Especificos

Banco de dados: Interpro
Identificador no banco; IPROOZ2464
Anotador: Mome_Anotador

Classificacao do Termo

Classificacan: Pouco especifico
Consideracoes: Se acrescentada a palayvra A882 ao termo, este ficaria melhor caracterizado,
Anotador: Mome_Anotador

FIG. 5.17 Relatorio gerado para termo encontrado

No mdédulo de termo ndo encontrado tambeém é possivel gerar um relatério com as
informagdes que foram cadastradas. Semelhante ao relatorio de termos encontrados, este
também pode ser gerado diretamente do mddulo de termo ndo encontrado, e apresenta

as opcBes como mostradas na FIG. 5.18:
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Relatorio para Termo Encontrado e
notfes
Cluster: TGEG101047C02.h

Ontologia: Molecular Function

Termo: --

Descricao: kinetoplasto minicircle DMNA

Busca Manual
[ Resultados

Sugestao de termo
™ Sugestac

| Gerar Relatorio |

FIG. 5.18 Opcdes para geracgéo de relatério para termo néo encontrado

O relatério apresenta as informacgdes sobre o cluster, ontologia e a descrigdo obtida
através da anotacdo semi-automatizada. O anotador pode optar por quais informacdes
deseja que sejam apresentadas no relatorio. A FIG. 5.19 apresenta um exemplo de

relatorio gerado.

e

rotes

Relatorio para Termo Nao Encontrado

Cluster: TGEG101047C02.h
Ontologia: Molecular Function

Termo: --

Descricaon: kinetoplasto minicircle DNA

Termo encontrado?
MEo foi encontrado termo através da busca manual.

Sugestdo de Termo:

Termo: Termo_Sugerido
Anotador: Nome_anotadaor

FIG. 5.19 Relatério gerado para termo nédo encontrado

Para o caso do relatorio da FIG. 5.19, ndo foi encontrado termo a partir da busca
manual no banco de termos da ontologia. Logo, o relatério mostra esta informacdo uma
vez que nao possui resultados da busca manual para serem apresentados. Mostra
também a informacdo da sugestdo de um termo para representacdo na ontologia em
questao.

O GARSA Notes ainda oferece a opcdo de relatorios gerais como visto na FIG.
5.20. Esta opcédo ¢é acessada diretamente no menu principal do sistema GARSA, item
GARSA Notes Report.
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tE—

notes

Marme Cluster: |Todos =l

Relatorios Gerais

| Gerar Relatdrio | Limpar'

Por Termos das Ontologias

Ontalogia:

Termo:

Gerar Relatdrio | Limpar I
Sugesties de Termos

[" Sugestdes de Termos

Search Clusters | Reset'

FIG. 5.20 Opc¢ao de relatérios gerais

Existem trés opcdes para a geracdo deste relatério: por cluster, por termos das
ontologias e as sugestdes de termos. A geracdo por cluster oferece a possibilidade de
gerar o relatério para todos os clusters ou através da escolha de somente um. Séo
mostradas todas as informacdes registradas sobre os clusters, sejam informacdes para
termo encontrado ou para termo ndo encontrado.

A geragdo por termos das ontologias, permite escolher os termos de todas as
ontologias ou relativo a uma das trés ontologias: fungdo molecular, processo bioldgico e
componente celular. De acordo com a escolha feita, 0s termos sdo exibidos juntamente
com as informacdes registradas sobre ele, como a classificagdo e as consideragdes
feitas.

A ultima opcdo, sugestbes de termos, exibe uma lista de todas as sugestdes de
termos que foram registradas. Cada sugestdo possui a identificacdo do cluster, ontologia

e descricdo (anotagdo semi-automatica) a qual esta relacionada.

5.3 MODELO DE DADOS

O SGBD utilizado foi o MySQL, escolhido por causa do GARSA utiliza-lo, e
também pelo fato de ser eficiente e gratuito. Como comentado anteriormente, também
para néo alterar o esquema do banco de dados do GARSA, 0 banco GARSAN foi criado

exclusivamente para o protétipo.
Servem ao sistema GARSA sete bancos de dados distintos (WAGNER, 2006):
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« Seqonsql: informagBes sobre usuérios do sistema;

« UniVec: sequéncias de vetores;

. Contaminant: seqliéncias consideradas contaminantes e sequéncias mitocondriais
de alguns organismos;

« EC_Database: numeros e descricbes de cada ndmero EC (EC number) para
classificacéo de enzimas;

. Taxonomy: nomes cientificos de algumas espécies;

« Gene_Ontology: dados do Gene Ontology Consortium;

« “Projetos”: cada projeto a ser pesquisado possui um nome distinto e armazena
toda as informacdes de sequéncias, resultados de anélise e anotacao.

Dos bancos citados anteriormente, para a implementacdo do GARSA Notes foi
preciso fazer acesso a informagdes dos seguintes bancos de dados: Seqonsgl,
Gene_Ontology e “Projetos”.

. Seqonsql: utilizado de modo a identificar o anotador do projeto sobre o qual o
registro da anotacdo baseada em ontologia sera feito, bem como os especialistas
que participardo da atividade de analise do termo Consulta Pesquisador e 0s
anotadores que irdo colaborar na atividade Discussao entre Pesquisadores;

« Gene_Ontology: utilizado para armazenar termos que foram encontrados através
da busca manual no banco de dados da ontologia.

. “Projetos”: utilizado para obter as informacdes sobre as sequéncias, como 0s
resultados das anotagGes semi-automatizada e baseada em ontologia.

A FIG. 5.21 mostra 0 modelo de dados do GARSA Notes e uma descrigdo sobre o
mesmo é feita a seguir. Cada registro feito sobre a anotacdo baseada em ontologia, se
refere ao termo encontrado ou a informacdo de que ndo foi encontrado, relativos a uma
das trés ontologias da e sobre um determinando cluster de um determinado projeto.
Desta forma, a entidade Identificagdo guarda essas informacgdes obtidas a partir do
banco de dados “Projetos”, e também qual o pesquisador que esta fazendo o registro em
questdo, obtido a partir do banco de dados Seqonsql do GARSA. Esta entidade €
referenciada (chave estrangeira id_identificagdo) por quase todas as demais entidades
do modelo.

A entidade Questdo representa o registro de analise do termo referente a atividade
Consulta Pesquisador. Todas as perguntas e respostas sdo registradas nesta mesma
entidade. Estas séo diferenciadas pelo atributo tipo, que armazena ‘Q’ (question) para as

perguntas e ‘A’ (answer) para as respostas e pelo atributo referencia_questao que faz a
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referéncia correta das respostas a sua respectiva pergunta (o auto-relacionamento na
entidade demonstra esta referéncia).

A entidade DiscussaoPesquisador registra a atividade de Discussdo entre
Pesquisadores, baseadas na concepcdo de um férum. Desta forma o atributo
referencia_discussao_pesquisador guarda a referéncia de uma resposta. Entdo, pode-se
ter resposta de uma questdo ou resposta de uma outra resposta ja cadastrada. O atributo
data_criacao registra a data e a hora em que as perguntas ou as respostas foram
postadas.

A entidade BuscaL.iteratura registra a atividade de Busca na Literatura para analise
do termo. Possui como chave estrangeira o atributo id_cadastro_referencia, vindo da
entidade CadastroReferencia, que aponta para o site onde realizou a busca. Os atributos
referencia_link e referencia_literatura armazenam o sitio de busca onde se encontrou
referencias na literatura e a publicacdo relevante encontrada na busca. A entidade
CadastroReferencia armazena os sitios de busca por referéncias mais utilizados pelos

pesquisadores, como por exemplo o PubMed.

Questan DiscussaoP esquisador
id_guestao | id_discussao_pesguisador
id_identificacan (FK) id_identificacan (FK) ) o
- - - = - RevisaoSimilaridade
:nu{o_questtao 1|tulo_l:tll|_scussao_pesqul_sa;lor S— id_revisao
exto_guestan L — exto_discussao_pesquisador | id_identificacao (FK)
tipo | data_criacan
especialista referencia_discussao_pesquisador | banco
referencia_guestan | % | ACESE0
data_criacao | '515 hit_inicial
5 | hit_final
* '51}' | |_ S gquery_inicial
]| guery_final

g Literat Identificacao query_frame
uscaliteratura —

- - id_identificacao | i PrOgrama
id_busca_literatura - descricao
id_cadastro_referencia (FK) I projeto .
id_identificacan (FIK) cluster Outro

— ontologia 2
referencia_link L H terma id_outro
fi ia_literatura " I i | <4< id_identificacan FK)
referencia_ pesguisador T = id_|
i M referencia_outro
. et SugestaoTermo

CadastroReferencia id_pesquisa_bd .
id_cadastro_referencia id_identificacao 3] =t id_sugestao_termo
i i A

= S id_cadastra_banca (FK) | = e LRI
nome_referencia :
url_referencia id_banco
nome_banco
"
ClassificacaoTermao TermoEncontrada
CadastroBanco il_classificacan_termao _TlermoNaoEncontrado i id_termo_encontrado
id_cadastro_banco id_identificacan (FK) id_termo_nao_encontrado id_identificacao (FK)
; id_identificacao (FK)
nome_banco classificacan = termo_encontrado
url_banco consideracao | ident_termo_encontrado
i

"

FIG. 5.1 Modelo de dados do GARSA Notes
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Semelhante a BuscaLiteratura, a entidade PesquisaBD que representa o registro da
analise do termo referente a atividade de Pesquisas em Bancos de Dados Especificos
possui como chave estrangeira o atributo id_cadastro_banco, relativo a entidade
CadastroBanco que tem por objetivo armazenar os bancos de dados mais utilizados. Os
atributos id_banco e nome_banco registram o item encontrado na busca.

As entidades RevisaoSimilaridade e Outro respectivamente registram a analise do
termo referente a atividade Reviséo de Similaridade e a informagao sobre um outro tipo
de analise distinta das previstas pelo GARSA Notes.

As entidades ClassificacaoTermo e SugestdoTermo representam, respectivamente, o
registro da classificacéo do termo feito ao final das atividades de anélise e o registro da
sugestdo de termo, caso este ndo seja encontrado por buscas automatica e manual.

A entidade TermoEncontrado registra o termo e seu identificador na ontologia
quando é encontrado um termo atraves de busca manual. J& a entidade
TermoNaoEncontrado ira armazenar a referéncia (Identificacéo) para a qual ndo houve

sucesso na busca manual.

5.4 AMBIENTE DE DESENVOLVIMENTO

Com o objetivo de desenvolver um prototipo funcional sobre o estudo da anotacdo
baseada em ontologia a partir do sistema GARSA, o0 ambiente de desenvolvimento ideal
seria 0 mesmo adotado pelo sistema em questéo.

Desta forma, a linguagem de programacéo utilizada foi a Perl e a interface grafica
do prototipo foi desenvolvida em CGI através de scripts, para visualizacdo em
navegadores para Web. Foi utilizado um servidor da unidade da Fiocruz que é
desenvolvedora do GARSA para armazenamento do protétipo. Recursos ja instalados
como o servidor Apache e o SGBD MySqgl foram também usados para o
desenvolvimento do protétipo. A maquina servidora, sobre a qual roda o sistema
GARSA e 0 GARSA Notes, possui sistema operacional Linux (Fedora Core 2).

No desenvolvimento do protétipo, houve a preocupacdo de alterar minimamente 0s
scripts do sistema GARSA. Isto foi feito para evitar modificagdes desnecessarias nos
seus scripts, e na sua interface, bem como para reduzir os riscos de inclusdo de erros no
sistema. Para tanto, a intengdo foi produzir um protdtipo que fosse 0 menos dependente
possivel do GARSA, contendo seus préprios scripts e banco de dados. A interface, por
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sua vez, segue o estilo utilizado pelo GARSA, de modo a causar pouco impacto na

navegacao do usuario.

5.5 CONSIDERACOES REFERENTES AO GARSA E GARSA NOTES

Como mencionado anteriormente, o desenvolvimento do GARSA Notes foi
realizado de forma que seus mddulos ndo dependessem muito dos modulos do sistema
GARSA. Contudo, o GARSA Notes faz uso das seguintes informacdes vindas do
sistema GARSA: nome projeto, nome cluster, ontologia, termo da ontologia, descri¢do
da anotacdo semi-automatizada e usuarios.

As alteracdes que envolvem o sistema GARSA referem-se a:

« Insercdo da opcdo GARSA Notes Report no menu principal;

. Atualizagdo de registro nas tabelas GO_HIT e CDS do banco de dados de
“Projetos”. Esta insercdo ocorre na situacdo em que foi feita uma busca manual
pelo termo representante da seqiiéncia no banco de dados da ontologia e este foi
encontrado. Se o termo em questdo consta na tabela TERM do banco de dados
Gene_Ontology, houve uma falha na busca automatica deste termo. Logo, se ele
existe, pode representar a seqiiéncia. Assim, é feita uma atualizagdo das tabelas
GO_HIT e CDS para guardarem o termo representante.

Para atender ao GARSA Notes de forma como este foi desenvolvido é sugerida a

seguinte mudanca:

« No banco de dados Seqonsql, de informagdes dos usuarios do sistema, atualizar a
tabela USER, de forma a inserir o campo especialista, o qual ira informar se o
usuario cadastrado é um pesquisador especialista, pois assim sendo, 0 nome deste
usuario aparecera na lista de pesquisadores especialistas a serem consultados na
atividade Consulta Pesquisador de analise do termo.

Além das alteragdes sugeridas no GARSA, algumas melhorias no GARSA Notes

sdo também apontadas para seu melhor funcionamento como:

. Armazenar a data em que foram feitos os registros para todas as atividades;

. Associar atividades que demandam colaboragéo, como: Consulta Pesquisador ou
Discussoes entre pesquisador, a tecnologias como blogs e wikis;

. Envio de mensagem ao administrador do sistema quando a monitoracdo da

anotacdo identificar que o banco de termos local da ontologia esta desatualizado;
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« Opcdo de relatérios que cubram grupos de termos da ontologia, mostrando a sua
posicao no grafo aciclico direcionado da GO;

. Padronizacdo de relatérios e nomeacdo de scripts, em conformidade com o
sistema GARSA;

« Adotar a lingua utilizada pelo sistema GARSA, no caso a lingua inglesa;

. Anexar a0 GARSA Notes um sistema de notificacdo de (re) anotacdo como
proposto por ALMEIDA (2006). Pois quando um termo € encontrado atraves da
busca manual e este esta localizado no banco de termos contido no sistema, entdo
automaticamente este termo entra para a anotacdo da sequiéncia em questdo.
Assim, uma vez que a proposta do sistema é também ampliar a colaboracéo, os
grupos de pesquisa parceiros ndo ficariam desinformados da mudanca.

Com o uso do GARSA Notes espera-se que o registro do raciocinio feito pelos
pesquisadores na monitoracdo da anotacdo baseada em ontologia contribua para o
entendimento destes termos e assim para anotacdes futuras melhores, e facilite a
comunicacdo com os mantenedores da GO. Algumas melhorias sobre o sistema séo

apontadas na conclusao deste trabalho.
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6 OBSERVACAO SOBRE O USO DO GARSA NOTES

O capitulo anterior apresentou diversas funcionalidades do GARSA Notes tendo como
base o projeto do estudo do organismo Trypanosoma rangeli armazenado no sistema.
As anotacdes sobre este estudo, ajudaram a propor a expansao do processo de anotacao
gendmica, pois num processo reverso de descoberta da anotagédo, verificou-se que o
anotador responsavel realizou diversas atividades sugeridas neste trabalho para o estudo
da anotacdo baseada em ontologia.

Contudo, de forma a mostrar a utilizacdo do protétipo em funcionamento com outro
projeto armazenado no sistema GARSA, o exemplo do uso do GARSA Notes
apresentado neste capitulo se refere ao estudo do organismo Phytomonas serpens (P.
serpens) (COSTA, 2006) desenvolvido no IOC/FIOCRUZ. A anotadora responsavel
realizou a monitoracdo da anotacdo baseada em ontologia para algumas de suas
sequéncias (visualizadas através dos clusters), a fim de viabilizar a observacdo do uso
do GARSA Notes. Cabe ressaltar que a anotadora reviu as anotagbes para esta
monitoragdo, uma vez que estas ja foram realizadas.

O objetivo desta observacdo foi verificar o uso do protétipo na pratica com
exemplos reais, melhorias a serem feitas, bem como colher as impressées de um
anotador guanto ao seu uso, uma vez que sdo atividades inovadoras dentro do processo
de anotagdo. Sdo mostrados no capitulo exemplos englobando os casos de termos

encontrados e ndo encontrados

6.1 EXEMPLO — PROJETO P.serpens

As funcionalidades dos médulos do GARSA Notes estdo descritas no capitulo 5
deste trabalho. Portanto, as informacOes cadastradas pela anotadora sdo apresentadas a
partir dos relatorios gerados para cada cluster.

Primeiramente a anotadora conectou-se no sistema GARSA, fazendo a escolha do
projeto P. serpens. Apo6s visualizar a lista de seqiéncias representadas através de
clusters, ela fez a escolha de alguns clusters para este estudo, considerando a questéo de
ontologias com termo encontrado e sem termo. Contudo, para este trabalho foi

restringida a apresentacdo a dois exemplos.
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6.1.1 EXEMPLO 1

O primeiro exemplo de cluster a ser feito para o estudo da anotagdo baseada em
ontologia pode ser visto na FIG. 6.1, a qual representa a tela de edi¢do das anotagdes do
sistema GARSA e através da qual o GARSA Notes é acessado. As anotacdes referentes
sdo para o cluster PSADSAUO001A12.g. As ontologias Funcdo Molecular e Processo
Biologico encontraram termo. Ja a ontologia Componente Celular ndo obteve sucesso
na busca automatica. Desta forma, para os termos das duas primeiras ontologias, a
opcao term notes abriu 0 mddulo de termo encontrado e para a terceira ontologia, a

opcao abriu 0 mddulo de termo ndo encontrado.

Edit Current CDS Annotation of cluster psapsavnoiaiz.g

Annotations Fields

Choose CDS | x| or
description: enter new description
[Phosphatidylinositol 3-kinase, putative |

Gene Ontology
Annotation

Malecular [ phosphatidylinosital 3-kinase activity | term notes
Function

Biological [response to nutrient = | term notes
Process

Cellular [ none | term notes
Component

FIG. 6.1 Edicéo da anotacdo do cluster PSADSAUO001A12.g (GARSA,2007)

A FIG. 6.2 apresenta o relatério referente a analise do termo para a ontologia
Funcdo Molecular (Molecular Function).

Para o termo phosphatidylinositol 3-kinase activity apenas a atividade Revisdo de
Similaridade foi suficiente para fazer a classificacdo do termo. O relatério mostra as
informacgdes sobre as seqiiéncias mais similares, como as suas descri¢des (Description),
e também mostra qual o banco de dados que possui estas sequéncias (Database). O
relatorio apresenta também qual foi a classificacdo dada ao termo e possiveis

consideracdes feitas a respeito.
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Relatorio para Termo Encontrado ﬂOTe?
Cluster: PSADSAUDO1A1Z.g '

Ontologia: Molecular Function

Termo: phosphatidylinositol 3-kinase activity

Revisao Similaridade

Database: Lmajor_MCBI.fasta

Accession: gijEE8126320

Hit start: 2524

Hit end: 2832

Query start: o

Query end: 856

Cuery frame: -3

Program: blasts:

Description: 3-kinase, putative [Leishmania major].
&notador: Priscila Costa

Database: uniprot_sprot.fasta
Accession: TOR1_SCHPOD

Hit start: 1612

Hit end: 1837

Query start: 140

Query end: 335

Query frame: -3

Program: blasts:

Description: (014356) Phosphatidylinositol 3-kinase torl (EC 2.7.1.137) (PI3-kinase) (PtdIns-3-kinase)
(PIZK)

&notador: Priscila Costa

Database: uniprot_trembl . fasta

Accession: QO9MERY_OTRYP

Hit start: 2171

Hit end; 2457

Query start: 5

Query end: 868

Cuery frame: -3

FProgram: blasts

Description: (Q9MER7) Phosphatidylinositol 3-kinase, probable (EC 2.7.1.137)
Anotador: Priscila Costa

Database: refseq_protein

Accession: £P_S46702

Hit start: 2171

Hit end: 2457

Query start: 5

Query end: 868

Query frame: -3

Frogram: blasts

Description: phosphatidylinosital 3-kinase [Trypanosoma brucel TREUS27]
&notador: Priscila Costa

Classificacao do Termo

Classificacan: Adeguado
Consideracoes: Atraveés da analise de similaridade foi verificado que o termo & adeguado,
Anotador: Priscila Costa

FIG. 6.2 Revisdo de similaridade para o termo ‘phosphatidylinositol 3-kinase activity’

Para o termo response to nutrient da ontologia Processo Bioldgico (Biological
Process) foi realizada uma pesquisa em bancos de dados especificos e assim feita sua

classificacdo. A FIG. 6.3 apresenta os resultados.
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Relatorio para Termo Encontrado e —
—notes

Cluster: PSADSAUOD1AL12.g
Ontologia: Biologica Process
Termo: response to nutrient

Pesquisa a Bancos de Dados Especificos

Banco de dados: Interpro
Identificador no banco: IPROOO403
Anctador: Priscila Costa

Classificacao do Termo

Classificacan: Adequado
Consideracoes:
Anotador: Priscila Costa

FIG. 6.3 Pesquisa a bancos de dados para o termo ‘response to nutrient’

O relatdrio informa que o banco de dados Interpro possui um registro, o qual
permite classificar o termo response to nutrient. O campo Identificador guarda qual €
este registro no banco. A classificacdo foi feita como sendo um termo adequado e
nenhuma consideracéo foi adicionada.

Para a ontologia Componente Celular (Cellular Component) ndo foi encontrado
termo. Logo uma busca no banco de termos da ontologia através do AmiGO foi
realizada, utilizando a descricdo da anotacdo semi-automatizada, Phosphatidylinositol
3-kinase, putative. Contudo, nenhum termo foi encontrado e também ndo houve

sugestdo para o termo. A FIG. 6.4 apresenta o relatorio com as informacoes.

e

notes

Relatorio para Termo Ndo Encontrado

Cluster: PSADSAUOD1IALZ.g

Ontologia: Cellular Component

Termao: --

Descricao: phosphatidylinositol 3-kinase, putative

Termo encontrado?
Mo foi encontrado termo através da busca manual.

Sugestdo de Termo:

MEo foi encontrado registro de sugestdo de fermo.

FIG. 6.4 Informac®es sobre o termo nao encontrado
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6.1.2 EXEMPLO 2

A FIG. 6.5, de edicdo de anotagdes do sistema GARSA mostra o cluster e seus

respectivos termos:

Edit Current CDS Annotation of cluster psapestooinos.b

Running PSORT, this can take a while.
PSORT finished.

Running PSORT can take a while.
PSORT finished.

Annotations Fields

Choose CDS | x| or
description: enter new description
[co-chiaperonin CPNLO |

Gene Ontology

Annotation

Molecular ATP hinding = | term notes
Functian

Biological [ protein folding =] ferm notes
Process

Cellular term notes
Component

FIG. 6.5 Edicao da anotacéo do cluster PSADEST001H06.b (GARSA,2007)

As anotacdes se referem ao cluster PSADEST001HO06.b. De forma semelhante ao
exemplo 1, para este cluster foram encontrados termos para as ontologias Funcgéo
Molecular e Processo Biol6gico e ndo foi encontrado termo para ontologia Componente
Celular.

O termo ATP binding da ontologia Funcdo Molecular foi verificado através de uma
Busca na Literatura como mostra a FIG. 6.6. O relatério mostra a referéncia de uma
literatura a qual foi verificada se o termo corresponde a seqliéncia estudada. Para este
caso, o temo foi classificado como pouco especifico. N& houve registro de

consideracdes.
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Relatorio para Termo Encontrado | —
notes

Cluster: PSADESTO01HOG.b

Ontologia: Molecular Function

Termo: ATP binding

Busca na Literatura

Referencia: Isolation and identification of mycobacteria from soils at an illegal dumping site and landfills
inJapan \YWang ¥, Qgawa M, Fukuda K, Miyvamoto H, Taniguchi H Microbiol Irmmmunal, 2006;50(7:513-24

Anotador: Priscila Costa

Classificacao do Termo

Classificacan: Pouco especifico
Consideracoes:
Anotador: Priscila Costa

FIG. 6.6 Busca na literatura para o termo ‘ATP binding’

O termo protein folding da ontologia Processo Bioldgico também foi confirmado
através de uma Busca na Literatura, como ilustrado na FIG. 6.7. Este termo foi

classificado como adequado e também nédo houve registro de consideragdes.

Relatorio para Termo Encontrado | Sm—
notes

Cluster: PSADESTO0O1HOG6.b

Ontologia: Biologica Process

Termo: protein folding

Busca na Literatura

Feferencia: Stage-specific expression of the mitochondral co-chaperonin of Leishmania donovani, CPM10
Fanny Beatriz Zamora-veyl , Manfred Kroemer , Dorothea Zander and Joachim Clos Kinetoplastid Biol Dis.

2005 &pr 29;4(10:3,
&notador: Priscila Costa

Classificacao do Termo

Classificacan: Adequado
Consideracoes:
snotador: Priscila Costa

FIG. 6.7 Busca na literatura para o termo ‘protein folding’

Para a ontologia Componente Celular ndo foi encontrado termo. Contudo, através da
busca manual no AmiGO com base na descri¢cdo da anotacdo semi-automatizada, co-
chaperonin CPN10, foi encontrado um termo correspondente e que pode ser utilizado.

A FIG. 6.8 ilustra estes resultados.
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Relatorio para Termo Nao Encontrado OTe‘g—"—
Cluster: PSADESTOD1HO6.b .

Ontologia: Cellular Component

Termo: --

Descricao: co-chaperonin CPMN10

Termo encontrado?

Foi encontrado termo através da busca manual.
Este termo consta no banco de dados Gene_Ontology,

Termo: chaperonin ATPase comples
Identificador: G0:0016465
Anotador: Priscila Costa

FIG. 6.8 Informac6es sobre o termo encontrado

O relatorio mostra a informacéo de que o termo foi encontrado pela busca manual e
que este consta no banco de dados de termos da ontologia que o sistema mantém.
Assim, apresenta qual foi o termo e seu identificador na ontologia. Esta informacao

representa que houve uma falha no algoritmo de busca de termos do sistema.

6.2 CONSIDERACOES

Os exemplos citados neste capitulo tiveram como objetivo ilustrar o funcionamento
do GARSA Notes. A partir desses exemplos, foi possivel validar, embora que de forma
limitada, o protétipo quanto a sua utilizacdo, colher as impressdes de um anotador sobre
0 uso do mesmo e registrar a monitoracdo da anotacdo baseada em ontologia para um
estudo gendmico. Para que este seja completamente validado o ideal seria que
experimentos controlados fossem planejados com a participacdo de diversos anotadores
envolvidos em diferentes projetos gendmicos fizessem uso do prot6tipo e observassem
os resultados gerados. Outra validacdo significante seria um anotador que ainda se
encontra em processo de analises e anotagdes das seqliéncias fazer o uso do GARSA
Notes.

A anotadora, em seu estudo sobre o organismo P.serpens revisitou suas anotacdes
para efetivar o registro sobre o uso dos termos da ontologia. Ndo havia registro das
pesquisas que ela havia feito para a confirmacdo de sua anotacdo e desta forma as
pesquisas tiveram de ser refeitas. Isto demonstra 0 quanto € importante o registro destas
informagdes no momento em que ocorrem, ou seja, N0 momento em que Se passa pelo
processo de anotacdo gendmica.

As atividades Consulta a um Pesquisador Experiente e Discussdo entre

Pesquisadores, por exemplo, apesar de serem importantes, ndo foram citadas neste
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estudo. A anotadora comentou que fez diversas interagdes com seu orientador e com
outros anotadores nos momentos de analises das sequéncias e confirmacdo das
anotacOes, principalmente as baseadas em ontologia. Porém, como ndo foram
registradas as davidas e a solugdo a qual se chegou, no momento em que ocorreram, ndo
houve como levantar este histérico, fato que também evidencia a importancia do
registro das informacoes e da existéncia de um canal disponivel para as discussoes.

Para os termos que ndo foram encontrados através da busca automatica, nenhuma
atividade foi efetuada. A anotadora achou importante a recomendacgéo de se fazer uma
verificacdo de navegacdo no site da ontologia, como a oferecida pelo GARSA Notes. O
mesmo ela disse em relacéo a possibilidade de sugestdo de um novo termo.

De forma geral, ap6s uma explicacdo do protétipo, a anotadora conseguiu utilizar e
navegar facilmente pelas funcionalidades do mesmo. Ela considerou relevantes as
atividades de cada modulo e julgou ser uma importante ferramenta para os anotadores
no sentido de que toda a pesquisa envolvida para afirmar a anotagdo baseada em
ontologia estara registrada e com detalhes. Logo, sempre que for necessario rever tal
anotacdo, todas as informacGes de como se chegou ao termo anotado ja estardo
disponibilizadas.

A partir de seus comentarios, verificou-se que o registro sobre a anotacdo baseada
em ontologia proposto no GARSA Notes, na primeira vez que for realizado por um
usuario demanda um tempo maior, devido a pouca familiaridade do mesmo em relacéo
a novidade da funcionalidade do prot6tipo. Porém, a medida que se faz uso do mesmo, e
a partir da navegacao sobre o que ja foi registrado, a tendéncia é que se ganhe agilidade.
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7 CONCLUSAO

O processo de anotacdo gendmica é parte fundamental do processo de estudos de
sequéncias gendmicas, pois através dele as regides codificantes das sequiéncias sdo
identificadas, e assim conseguimos conhecer todas as caracteristicas dos possiveis genes
contidos nas sequiéncias.

As anotagdes em geral sdo feitas através de um vocabulario préprio utilizado pelo
anotador ou pelo grupo de pesquisa, 0 que pode causar ambiglidades ou uma
compreensdo equivocada por parte de outros pesquisadores que visualizem estas
anotacOes, assim como dificultar a colaboracdo para os trabalhos deste processo e
interagdo com grupos de pesquisas parceiros e grupos de referéncias da comunidade de
Bioinformatica, como os grupos mantenedores de bancos de dados e ontologias.

Na tentativa de reverter esta situacdo e para se ter mais uma opcao de anotacao,
diversos sistemas, como GARSA, SABIA e Artemis tém utilizado a anotacdo baseada
em ontologia. Esta anotacdo garante um vocabulério controlado através dos termos
especificos voltados para o dominio da biologia molecular. Contudo, o que foi
percebido através do estudo exploratorio do sistema GARSA é que esta anotacdo pode
ndo estar completamente adequada, devido a termos que sdo encontrados para cada
regido codificante ndo representarem com exatiddo o gene. Logo, com termos ndo
adequados, fica também dificultada a colaboracdo e completa compreensdo dos
resultados por parte de outros pesquisadores.

Ao encontrar problemas com os termos da ontologia, fica a critério do anotador
reportar estes erros ou ndo aos curadores das ontologias, constituindo assim uma tarefa
dissociada do processo de anotacdo gendmica. Entdo, quando esta informacgdo é
repassada, em geral ndo € feita no momento em que o problema ocorreu, 0 que pode
causar a perda de informacdes importantes.

De modo a sugerir solucbes de apoio a colaboragdo para ampliar o uso e a evolugao
de ontologias no dominio da biologia molecular, o processo de anotacdo genémica foi
caracterizado sendo identificada cada atividade, os papéis participantes e a colaboragéo
inerente a ele. Entendemos entdo que para facilitar e promover a colaboracgéo, o uso da
ontologia para anotar possui extrema relevancia.

Dado que os grupos de pesquisa estudados ndo utilizam mecanismos que permitam

a monitoracdo do uso dos termos da ontologia encontrados e o registro de todos os

127



problemas envolvendo seu uso, este trabalho propds uma extensdo do processo de
anotacdo genémica para englobar os estudos sobre os termos das ontologias encontrados
e sugestdes de atividades que podem ser feitas para quando um termo nédo € encontrado.
Os anotadores, realizando estes estudos podem aumentar seus conhecimentos sobre 0s
termos das ontologias e desta forma tornar mais amplo o compartilhamento de
conhecimento, bem como o estimulo a anotacdo baseada em ontologia.

Outro ponto a comentar se refere a colaboracdo para a evolugdo da prépria ontologia
no sentido em que todo o estudo realizado pode ser reproduzido através de um
documento formal a ser remetido aos curadores das ontologias informando problemas,
solicitando atualizacbes e passando sugestdes. Desta forma, com as atualizacdes das
ontologias e seu banco de termos, a tendéncia a cada anotacdo € que mais termos serdo
encontrados e estes por usa vez estardo adequados.

O prot6tipo GARSA Notes foi desenvolvido para apoiar o desenvolvimento deste
estudo, em especifico para o grupo de pesquisa da FIOCRUZ. Desta forma seu
desenvolvimento baseou-se nas tecnologias adotadas pelo grupo para o
desenvolvimento do sistema GARSA. Devido a limitagdes de tempo para conclusédo
deste trabalho e a falta de disponibilidade de anotadores que estivessem em estudos
ainda para entrar na fase de anotacdo, nao foi feito um estudo de caso sobre o protétipo
a fim de melhor valida-lo. Apresentou-se desta forma, um exemplo (com dados reais) de
uso do mesmo e as validacGes referentes a observacdo do uso do protétipo por um
anotador.

Em linhas gerais, o prototipo apresentou-se como sendo relevante no apoio ao
anotador para monitorar a anotacdo baseada em ontologia, registrando todas as agdes
realizadas pelo mesmo e desta forma ndo perdendo contetdos importantes ao processo
de anotagdo. Este contelido, a partir da geracao de relatérios, apdia os anotadores intra e
inter projetos na realizacdo de suas anotacdes e no compartilhamento deste
conhecimento, assim como também a colaboragdo extra-projeto, como ocorre com 0sS
curadores das ontologias.

Uma das limitagdes dessa proposta esta relacionada com a adesdo ou ndo por parte
dos anotadores. E importante que eles compreendam a necessidade dessa monitoragio
para o beneficio das proprias anotacdes.

Outra limitacdo refere-se a dificuldade de implantar o protétipo em outros sistemas,
devido a este ter sido desenvolvido apoiando-se em um sistema especifico. Sendo
assim, had a necessidade de adaptagdes de acordo com a linguagem de programacao
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utilizada, tecnologias, padrdes e outros. Contudo, essas adaptaces tornam-se mais
facilitadas, devido a existéncia do modelo de expansdo do processo e da especificacao
através do protétipo de telas e da navegacdo entre elas.

Cabe ressaltar que um novo sistema, denominado STINGRAY (WAGNER et al.,
2007), o qual € uma evolugdo do sistema GARSA, estd na fase de término de seu
desenvolvimento. O novo sistema incluira as funcionalidades do prototipo desenvolvido
neste trabalho, e esse serd denominado de STINGRAY Notes (BELLOZE et. al, 2007).

7.1 CONTRIBUICOES

A expansdo do processo de anotacdo gendmica para englobar os estudos a serem
feitos sobre a anotacdo baseada em ontologia € a principal contribuicdo deste trabalho.
Tendo estes estudos associados ao processo, todas as agdes realizadas pelos anotadores
em relacdo a anotacdo baseada em ontologia sdo registradas no momento em que
ocorrem, e assim, evita-se a perda de importantes informagdes. O ciclo produtivo de
anotacdo que se cria, ao fazer esses estudos, ao enviar informacdes relevantes aos
curadores das ontologias, e ao obter termos atualizados das ontologias implicam na
melhoria da qualidade da anotacéo.

Uma tendéncia que tem surgido nas organizacGes é a necessidade de evidenciar o
desenvolvimento de seus processos, sendo detalhadas as atividades dos mesmos, bem
como descrevendo cada papel participante e suas responsabilidades sobre cada
atividade. Assim, outra contribuicdo refere-se a modelagem do processo do estudo de
seqliéncias gendmicas e de seus sub-processos de forma genérica, e também a
identificacdo dos cenarios de colaboracdo e a caracterizacdo de novos papéis nestes
cenarios. Essa contribuicdo para a comunidade de Bioinformatica acontece no sentido
de mostrar que diversos grupos de pesquisas gendomicas, desempenham atividades
semelhantes, mesmo diferenciado-se no organismo estudado, e assim formas de
colaboracéo entre os grupos podem ser sugeridas.

O prototipo GARSA Notes é uma contribui¢cdo no sentido de visualizar como o
estudo da anotacdo baseada em ontologia pode ser feito. Devido ao estudo, espera-se
que os anotadores possam inferir anotagcdes de maior qualidade por conhecerem melhor
os termos das ontologias e facilitar as anotacGes futuras com base no registro ja
existente. Para novos anotadores, o registro pode servir como base e espécie de um guia
para seus estudos. Os registros também permitirdo identificar quando o banco de dados
de termos do sistema esta desatualizado, bem como se houve alguma falha nos
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algoritmos de busca automatica de termos e ineditismos de genes. Seus relatorios
facilitardo a passagem das informacdes sobre os termos e sugestdes para os curadores
das ontologias, contribuindo assim para a evolucdo das mesmas.

Por ser um protétipo funcional, outra contribuigdo se refere ao GARSA Notes estar
disponivel através do sistema GARSA para utilizacdo do grupo de pesquisa do
IOC/FIOCRUZ assim como para todos os pesquisadores que fazem parte do Consorcio
BioWebDB.

Por fim, esta proposta evidencia que o compartilhamento de conhecimento e o
trabalho colaborativo ficam facilitados através do uso de ontologias, devido ao
vocabulario comum imposto por estas. Contudo, as ontologias podem apresentar
problemas nos seus termos. Este fato ocorre para os diversos dominios, ndo somente
para o de biologia molecular. Como exemplo, pode ser citado o uso das ontologias na
Web Semantica, que surge como um apoio computacional importante para prover o
contetido semantico exigido (FERNANDES et al., 2006). Na inteligéncia artificial, o
uso de ontologias vem trazendo beneficios com sua utilizacdo, como por exemplo, 0
compartilhamento e estruturacdo do conhecimento através de vocabularios controlados,
descricdo exata, entre outros (GUIMARAES, 2002). Logo, os termos também podem
apresentar problemas e assim ndo representarem corretamente o contetido semantico ou
a descricdo exata, como citados nos exemplos anteriormente.

Desta forma, a proposta do estudo dos termos, de acordo com a aplicacdo de cada
ontologia, pode ser estendido para 0s outros dominios, de modo que a partir destes
estudos, trabalhos colaborativos e compartilhamento de conhecimento tendem a serem

melhorados, assim como também a evolucdo das ontologias.

7.2 MELHORIAS E TRABALHOS FUTUROS

7.2.1 MELHORIAS NA PROPOSTA

Como melhoria na proposta, sugere-se analisar o processo de estudo de seqliéncias
gendmicas obtido, e em especial 0 de anotacdo gendmica, seguindo propostas que
sistematizam a identificacdo de requisitos de apoio computacional a colaboragdo
(MAGDALENO, 2006), (MIRANDA, ARAUJO E BORGES 2007), buscando ampliar
ainda mais o apoio a colaboracédo oferecido pelo GARSA Notes.
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Outra melhoria seria avaliar a colaboragdo existente sendo verificados os quatro
principios da area de trabalho colaborativo apoiado por computador: coordenacéo,
comunicacdo, percepcdo e memdria de grupo. Dessa maneira, novas atividades para a

expanséo do processo de forma a ampliar a colaboragéo existente podem ser sugeridas.
7.2.2 MELHORIAS NO GARSA NOTES

Para 0 GARSA Notes, foram citadas diversas melhorias no final do capitulo 5, como
a padronizacdo de acordo com o sistema GARSA, em itens como: a exibicdo de alguns
relatdrios e a lingua utilizada. Outra melhoria é anexar a0 GARSA Notes um sistema de
notificacdo de (re) anotacéo.

Outra questao diz respeito a melhorias que podem ser feitas, mas somente apds o
uso do GARSA Notes pelos anotadores, pois desta forma serdo identificadas, como: a
melhor navegacdo entre as funcionalidades do protétipo e geracdo de outros relatdrios
qgue atendam outras necessidades dos anotadores e para envio aos curadores das
ontologias.

7.2.3 TRABALHOS FUTUROS

Como trabalho futuro sugere-se a descri¢do de como é feito 0 processo de curagem
dos bancos de dados secundarios, pois devido a dificuldade de encontrar essa
informacdo disponibilizada, a modelagem deste processo ndo foi contemplada neste
trabalho.

Outro trabalho refere-se ao retorno dos curadores das ontologias sobre os problemas
encontrados nos termos ou sugestdes de novos termos e atualizagBes. Para isso é
necessario o trabalho por parte de alguns anotadores no uso do GARSA Notes, para que
se possa gerar relatorios e assim efetivar a colaboragcdo com os curadores das ontologias.

Aponta-se também como trabalhos futuros, estudos de casos sobre 0 GARSA Notes,
os quais devem englobar a utilizacdo do protétipo por diferentes anotadores e
envolvendo os cenérios intra e inter-projetos. O estudo pode ser feito sobre projetos que
tém as suas anotagcbes concluidas e também por projetos que ainda irdo entrar no
processo de anotacdo gendmica.

Outro trabalho seria generalizar a solucdo, ou seja, desenvolver um ou varios
maodulos para atender a proposta, tal que possa ser integrado(s) em outros sistemas e

também em plataformas como o GUS.
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Por fim, outro trabalho futuro é fazer a monitoracdo do uso de ontologias em outros
contextos. Para que isso seja possivel deve ser levado em consideracdo o dominio do
trabalho, e a partir de um levantamento de requisitos para este novo contexto, as

atividades devem ser repensadas e/ou adaptadas.
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9.1 ANEXO 1: REQQRSOS COMPpTACIONAIS DE APOIO AO PROCESSO DO
ESTUDO DE SEQUENCIAS GENOMICAS

Os programas referenciados para cada processo ndo sdo 0s Unicos que realizam as
fungdes em questdo. Diversos outros existem na comunidade de bioinformatica, porém,
para exemplificar, somente alguns serdo citados, os quais sdo em geral, 0s mais
utilizados.

Pré-analise: neste processo, diversos programas com finalidades diferentes apdiam

a realizacéo das atividades. Para a limpeza de contaminacgdo de vetores e avaliacdo da
qualidade da seqiéncia, sdo utilizados os programas Crossmatch (EWING et al., 1998a)
e PHRED (EWING et al., 1998b) respectivamente, e para 0 agrupamento/clusterizagédo
das seqliéncias, € utilizado o programa CAP3 (HUANG et al., 1999). Outros programas
para montagem de sequéncias ainda incluem o Gap4 (Bonfield et al, 1995), e TIGR
Assembler (SUTTON et al., 1995). Com a execucdo destes programas de acordo com
cada atividade do processo de pré-analise, 0 conjunto de sequéncias ndo redundantes ou
sequéncias alvo € montado e entéo levado para o processo seguinte.

Analise da Sequéncia: neste processo outros programas sdo executados, com o

objetivo de identificar caracteristicas presentes nas sequiéncias, de acordo com:

« Predicéo de genes: utilizados para encontrar genes codificantes de proteinas, como
FrameD (SCHIEX et al, 2003), Genscan (BURGE et al, 1997), GeneMark
(BORODOVSKY et al., 1993), Glimmer (DELCHER et al, 1999), Twinscan
(KORF et al, 2001), YACOP (TECH et a., 2003);

. Buscas por similaridade: fazem buscas por similaridade com seqiéncias ja
estudadas e armazenadas em bancos de dados publicos. Os principais programas
sdo da familia BLAST. Outros como WU-BLAST (LOPEZ et al, 2003) e Scanps
(BARTON, 2002) sdo também utilizados. Programas como o Interpro (MULDER
et al, 2005), ScanProsite (CASTRO et al, 2006), MotifScan (YUSIM et al, 2003)
que fazem busca de dominios e familias, e HMMER (EDDY, 1998) que busca
homologia entre clusters possuem fungdes semelhantes e sdao também utilizados.
Uma outra especializacdo da busca por similaridade é a busca de dominio
conservado. Para esta modalidade é utilizado um dos programas da familia
BLAST, o RPSBIlast (ALTSCHUL et al, 1997) que faz a busca em bancos como:
CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER et al, 2001), Pfam
(FINN et al, 2006), COG e KOG (COG, 2007). Os dominios conservados
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designam motivos geralmente funcionais que se repetem numa mesma proteina ou
em proteinas diferentes;

. Alinhamentos multiplos: ap6s todas as buscas por similaridade serem feitas, o0s
clusters sdo alinhados utilizando os programas ClustalwW (THOMPSON et al,
1994), Muscle (EDGAR et al, 2004), Probcons (DO et al, 2005), RevTrans
(WERNERSSON & PEDERSEN, 2003) e outros;

. Analise filogenética: o programa mais comum utilizado para esta finalidade € o
Phylip (FELSENSTEIN, 2005), contudo existem outros como MEGA (KUMAR
et al, 2003) e Phylo_win (GALTIER et al, 1996). A andlise filogenética depende
dos alinhamentos multiplos para ser realizada.

Em especial, os programas que buscam similaridades entre sequéncias sao 0s que
geram resultados mais significativos. Portanto, diversas buscas por similaridades contra
sequiéncias de diferentes bancos de dados sao realizadas.

Os programas para a predicdo de genes podem ser executados em paralelo com 0s
programas de busca por similaridade, pois um ndo depende do resultado do outro. Ja
para a execucdo dos programas para alinhamentos multiplos e posteriormente os de
andlise filogenética, sdo necessarias que as execugdes das analises de similaridade ja
tenham ocorrido, pois os alinhamentos multiplos dependem de tais resultados.

Apbs a execucdo dos programas de analise, as sequéncias alvo estdo analisadas de
acordo com as caracteristicas presentes em cada uma. Essas caracteristicas devem ser,
portanto identificadas e anotadas.

O processo de anotacdo é o que mais exige trabalho por parte do anotador e curador,
pois cabe a eles interpretar os resultados dos programas de analise e desta forma fazer as
anotacOes de cada seqiiéncia. Neste processo, as ontologias sdo recursos computacionais
bastante importantes, pois seus termos representativos para as sequéncias irdo
complementar os resultados anotados.

Para o processo de consolidacdo da seqiiéncia, 0s recursos computacionais de apoio
utilizados sdo as disponibilizados pelos centros de pesquisas mantenedores dos bancos
de dados publicos para a submissdo de seqiiéncias. Em geral, a submissao é feita através
de uma interface na Web, onde podem ser enviados 0s arquivos que contém as

informacdes.
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GLOSSARIO
DE TERMOS TECNICOS E EXPRESSOES USADAS

- ANOTACAO BASEADA EM ONTOLOGIA. Obtida através da busca automatica
por termos de ontologias.

- ANOTACAO SEMI-AUTOMATIZADA. Obtida através da execucdo dos
programas de andlise nas seqiiéncias. Os anotadores observam os resultados e fazem a
anotacdo correspondente.

- BLAST. Programa que busca similaridade entre as seqiiéncias.

- BLASTN. Modalidade do programa BLAST que compara seqliéncias de nucleotideos
contra um banco de dados de nucleotideo.

BLASTX. Modalidade do programa BLAST que compara sequéncias de nucleotideos
contra um banco de dados de proteinas.

- CEPA. Conjunto de individuos de uma espécie existente em uma colénia ou cultivo.

- CLUSTER. Segmentos de seqiiéncias gendémicas sobrepostas.

- CONTIGS E READS. Para ser feito o sequenciamento, o DNA é subdividido em
varias partes denominadas contigs, que por usa vez sdo também subdivididos em parte
menores chamadas reads. Estas subdivises sao feitas para que o estudo da sequéncia
possa ser realizado em partes.

- FRAMEPLOT. Programa que analisa presenca de provaveis regides codificadoras de
proteinas.

- GENE. Cada molécula de proteina constitui um gene Os genes guardam as
informacdes para a sintese de proteinas do nosso corpo que vao desde simples
substancias reagentes a hormonios reguladores de complexos sistemas vitais. O
conjunto de genes de um individuo recebe o nome de genoma.

- GENES ORTOLOGOS: genes provindos de um gene ancestral presente em uma
espécie ancestral das espécies e ndo necessariamente possuem a mesma funcéo.

- GENES PARALOGOS: genes encontrados numa mesma espécie originados a partir
de um evento de duplicacdo e ndo possuem a mesma funcéo.

- GENSCAN. Programa utilizado para a identificacdo e o mascaramento de regides
repetitivas frequientemente encontradas em genomas.

- PROCESSOS DE TRANSCRICAO E TRADUCAO. O processo de transcri¢do

envolve a copia da sequéncia de uma das fitas do DNA na forma de um acido
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ribonucléico mensageiro (MRNA). Esta molécula, que é bastante similar ao DNA,
possui também quatro tipos de bases nitrogenadas, porém a base (U) uracila substitui a
(T) timina. No processo de traducdo a informacdo no mRNA é traduzida com a ajuda de
moléculas de RNA de transferéncia (tRNA), utilizando uma tabela de cédigo genético
para determinar a seqliéncia de aminoécidos. Na traducdo, cada grupo de trés
nucleotideos, ou cddon, especifica um aminoacido em particular.

- PROTEINA. S&o moléculas grandes (macromoléculas) formadas por aminoacidos.
Existem diversos tipos de proteinas entre elas as enzimas (que aceleram e regulam os
processos Vitais), os horménios (que levam informagdes quimicas que regulam os ciclos
vitais), os anticorpos (que defendem o organismo contra substancias invasoras), além de
proteinas de reserva (albuminas), transporte (hemoglobina) e contracdo de musculos
(actina e miosina).

- REGIAO CODIFICANTE. Regido da seqiiéncia em que é encontrado um gene.

- SEQUENCIA ALVO. Seqiiéncia esta sendo estudada no momento.

- SEQUENCIA CONSENSO. Seqiiéncia tedrica de nucleotideos ou de aminoécidos
representativos em que cada unidade nucleotideo ou aminoacido é a que ocorre com
mais frequéncia naquele sitio nas diferentes sequiéncias onde ocorrem na natureza.

- SEQUENCIA GENOMICA. Em geral é uma seqiiéncia de DNA, que é formada por
nucleotideos ou bases, que podem ser de quatro tipos: (A) adenina, (C) citosina, (T)
timina e (G) guanina. A sequéncia linear destes nucleotideos na molécula de DNA é a
fonte basica da informacdo genética. Apds passar por processos de transcrigdo e
traducdo, a seqliéncia passa a ser de aminoacidos.

- SEQUENCIA HIT. A seqiiéncia que obteve maior similaridade com a seqiiéncia
alvo.

- SIMILARIDADE. Presenga de trechos idénticos entre duas ou mais seqléncias, 0
que pode significar presenca de caracteristicas comuns entre elas.

- VETORES. S&o organismos onde € inserido o DNA cortado em pedacos, e estes sdo

introduzidos em células hospedeiras onde o DNA pode ser produzido em quantidade.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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