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Resumo da Dissertacdo apresentada ao LNCC/MCT como parte dos requisitos

necessarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

CNVIEWER: APLICATIVO BASEADO EM NAVEGADOR WEB
PARA ANALISE DE VARIACOES DE NUMERO DE COPIAS (CNV)

DO GENOMA HUMANO

Cintia Cristina Palu

Julho, 2010

Orientadora: Ana Tereza Ribeiro Vasconcelos
Co-orientador: Jonas S. Almeida

As variagdes de nimero de copias (CNVs) caracterizam regidoes gendmicas cujo
numero de copias pode ser diferente de dois, podendo ter como principal consequéncia
alteragdes da expressao génica. Apenas recentemente, o surgimento de ensaios
moleculares em larga escala, permitiu o melhor entendimento da distribuicdo e
ocorréncia das CNVs, ampliando o interesse em seu estudo e refor¢cando o seu uso
potencial em diagndsticos e prognosticos.

Nesta dissertacao ¢ apresentado um aplicativo para analise exploratéria de CNV,
capaz de comparar perfis moleculares, além de representar graficamente diversas
amostras simultaneamente. Através de uma interface dindmica, o usuario pode delimitar
quaisquer regides gendOmicas para a analise, e pode também exibir dados
complementares as CNVs. O uso de ferramentas de analise e visualizagdo de dados ¢
essencial para a pesquisa, porém nem sempre estd ao alcance de todo o meio cientifico

devido a restri¢des de acesso ou por requerer conhecimento avangado de informadtica.
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Portanto o desenvolvimento de interfaces amigédveis e acessiveis ¢ essencial para a
pesquisa.

Utilizando somente os recursos oferecidos pelos navegadores Web (JavaScript e
HTML), o CNViewer ¢ capaz de processar dados e executar tarefas rapidamente, com
independéncia de servidor, pois mantém os dados em memoria durante seu uso,
aperfeicoando a interatividade com o usuario. Além disso, foi criado um moddulo de
exportagdo, que permite ao usuario salvar e recuperar suas analises, servindo também
para compartilhamento de dados. O CNViewer ¢ um aplicativo que supera os limites
dos programas baseados em Web classicos, comportando-se como um aplicativo
desktop, com a vantagem de ser acessado diretamente, sem requerer instalagdo ou

atualizacdo.
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Abstract of Thesis presented to LNCC/MCT as a partial fulfillment of the requirements

for the degree of Master of Sciences (M.Sc.)

CNVIEWER: WEB BROWSER BASED APPLICATION FOR COPY

NUMBER VARIATION ANALYSIS (CNV) OF HUMAN GENOME

Cintia Cristina Palu

Julho, 2010

Advisor: Ana Tereza Ribeiro Vasconcelos
Co-advisor: Jonas S. Almeida

The copy number variations (CNVs) characterize genomic regions whose copy
number may differ from two, which could causes changes in gene expression as main
consequence. Recently, the emergence of high-throughput techniques has allowed a
better understanding of the distribution and occurrence of CNVs, increasing interest in
their study and enhancing its potential use in diagnosis and prognosis.

This dissertation presentes an application for exploratory analysis of CNV that
is able to compare molecular profiles, and graphically represent several samples
simultaneously. Through a dynamic interface, user can define any genomic regions for
analysis, and can also display additional data on CNVs. The use of tools for analysis
and visualization of data is essential for the research, but they are not always accessible
to the entire scientific world due to access restrictions or because they require advanced
knowledge of computers. Therefore the development of accessible and friendly
interfaces is essential for research.

Using only the features native to the Web browsers (JavaScript and HTML),

the CNViewer is able to process data and perform tasks quickly regardless of server,

X



because it manages data in memory during its use, enhancing the user interactivity. In
addition, an exportation module was created, which allows users to save and retrieve
their analysis, also serving for data sharing. The CNViewer is an application that
overcomes the limitations of traditional Web-based programs, behaving like a desktop
application, with the advantage of being accessed directly, without requiring any

installation or upgrade.
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Capitulo 1

Introducao

As pesquisas na area biologica estdo fortemente interligadas a tecnologia,
principalmente nas andlises médicas e moleculares. Os avangos alcangados permitem
cada vez mais obter dados com maior velocidade e precisdo, ampliando as
possibilidades de pesquisa. O volume de dados gerados trds como consequéncia a
necessidade de novos métodos para analise e interpretacdo, sendo necessario otimizar a
interpretagdo dos dados biologicos. Deste modo, hda uma demanda constante de
desenvolvimento de novas metodologias para integragdo de dados e sistematizacao das
analises, bem como aplicativos que permitam a manipulagdo, processamento e
representacao deste conjunto de informacgoes.

Foi o aprimoramento das pesquisas gendmicas que levou a detec¢ao de
variagoes do nuimero de copias (CNV), alteragdes que influenciam a variabilidade
humana e de outras espécies. CNVs sdo regides genomicas com numero de copias (NC)
variavel, que consistem de segmentos que podem estar repetidos ou até mesmo
ausentes. Acreditava-se que organismos diploéides normais portassem apenas duas
copias das sequéncias de DNA, e que alteragdes no NC estariam associadas a
patologias, tais como sindromes e desenvolvimento de cancer. Nos ultimos anos foram
criados recursos capazes de analisar o genoma com melhor precisao e foi descoberto
que as CNVs ocorrem com maior frequéncia do que se esperava e que, na verdade, sao

uma variagdo presente em todos os individuos.



Essas descobertas ampliaram o campo de andlises de CNV, buscando
compreender suas origens e seu papel bioldgico. Em consequéncia, pesquisas em
diferentes dominios vém sendo realizadas, tais como estudos de associagdo com
doengas e perfis clinicos, além do estudo em individuos normais. A CNV possui um
grande potencial para ser utilizada em diagndsticos e prognosticos, especialmente com o
avanco da medicina personalizada.

A pesquisa das CNVs s6 € possivel com os recursos da bioinformatica e sendo
um alvo de estudos relativamente recentes, muito ha para ser explorado no contexto de
ferramentas para analise de CNV. Inumeros recursos ja foram desenvolvidos, mas ainda
existem caracteristicas a serem aprimoradas. As dreas a serem desenvolvidas sdo varias,
desde as técnicas para deteccdo de variantes até metodologias para andlise dos
resultados finais. O presente trabalho explorou o ambiente de navegadores Web para
desenvolver um novo tipo de ferramenta, buscando solucionar problemas de
acessibilidade, portabilidade e visualizagao.

Os principais pontos trabalhados nesta dissertacdo foram desenvolver uma
ferramenta de acesso irrestrito, que também permitisse o compartilhamento de dados e
principalmente, fornecesse recursos para a exploragdo simultdnea do conjunto de dados.
O problema de acessibilidade foi abordado desenvolvendo um aplicativo Web livre, o
qual ¢ acessado via URL através de qualquer méquina com acesso a internet. A segunda
etapa, a portabilidade, envolveu o uso de repositério Web de arquivos e a criagdo de um
moédulo de exportacdo, oferecendo duas formas distintas de armazenar dados e
inclusive, salvar as andlises. A visualizagdo de toda a populacdo de amostras foi
atingida com a representagdo dos segmentos € NC por mapa de calor. Foram
adicionadas a este grafico, ferramentas que permitem comparagdes entre amostras e

combinagdes ilimitadas de regides genOmicas. Nao obstante, considerando a



importancia de estudos associados, foi criado um grafico contendo dados
complementares, paralelos as CNVs.

E importante ressaltar que muitos dos aplicativos ndo permitem a visualizagio
do conjunto de dados, gerando graficos individuais, ou perfis do conjunto de amostras.
Além disso, em grande parte, estes programas nao exibem dados complementares
relativos aos espécimes. Um dos desafios de permitir a visualizagdo de conjuntos de
CNVs esté justamente no volume de dados a ser veiculado simultaneamente, exigindo o
processamento imediato de todas as amostras. Ainda, enquanto um aplicativo desktop
(programas executados localmente) costuma processar os dados no mesmo local onde ¢
executado (méaquina do usuério), um aplicativo Web por padrao usa um servidor remoto
para processa-los, o que representa um consumo de tempo maior devido a transferéncia
de dados. Assim, visando evitar transferéncias de dados repetitivas, o CNViewer foi
implementado de tal forma a ser processado inteiramente na maquina cliente, isto &,
suas fun¢des sdo executadas no navegador, independentes de servidor.

Até recentemente os navegadores Web ndo poderiam suportar tais
funcionalidades, com o desenvolvimento da Web 2.0, passou a ser possivel o processar
os dados no navegador. A internet, bem como as demais tecnologias relacionadas a
informatica, sofre um desenvolvimento acelerado e existe um grande investimento em
seu aperfeicoamento. Assim, existem navegadores Web capazes de suportar o
armazenamento e processamento de dados do porte das CNVs, capacidades que

certamente serdo expandidas.



1.1 Objetivos

1.1.1 Gerais

Um requerimento bésico para pesquisas genOmicas em larga escala ¢ a
visualizacdo de dados, a qual facilita a andlise, interpretacdo estatistica e identifica¢do
de padrdes de interesse bioldgicos. Considerando estes aspectos, o presente trabalho tem
como objetivo explorar os recursos Web para produzir um aplicativo de livre acesso,
para analise exploratdria de CNV, capaz de integrar dados clinicos e que seja acessivel a

pessoas sem conhecimento avancado de informatica.

1.1.2 Especificos

Desenvolver um programa:
e voltado a usuarios pouco familiarizados com bioinformatica;
e para visualizagdo interativa de CNV
e que possibilite inser¢do de dados complementares;
e que seja flexivel quanto a metodologia de obtencdo de dados brutos de
CNV;
e capaz de armazenar analises;
e de fAcil acesso

e de facil manutengao.

1.2 Organizacdo da Dissertacao

O Capitulo 2 apresenta uma revisao sobre os principais aspectos da biologia das
CNVs, levando em consideragdo as recentes descobertas sobre o assunto. Como o

CNViewer oferece suporte para o processo de andlise das CNVs, ¢ importante



compreender como sdo obtidos os dados de CNVs e quais sdo as ferramentas de analise
ja existentes, assuntos abordados pelo Capitulo 3.

O aplicativo ¢ desenvolvido utilizando recursos Web, os quais s3o descritos
brevemente no Capitulo 4. Os detalhes especificos de sua implementagdo sdo descritos
no Capitulo 5, seguido pelos resultados e discussdo no Capitulo 6 e conclusdes e

perspectivas futuras, no Capitulo 7.



Capitulo 2

Biologia das CNVs

A deteccao de ganhos e perdas de segmentos gendomicos em tumores € possivel
desde 1992, porém somente em 1998 a técnica aCGH (do inglés array comparative
genomic hybridization) permitiu acessar estes dados em larga escala e com melhor
resolucdo. Ainda assim, foi em 2004 que a perspectiva do estudo dos CNVs comecgou a
ser alterada, passando a serem reconhecidos como parte da variabilidade genética
normal do ser humano. Nos tltimos cinco anos muitos avangos abrangendo este topico
foram alcangados (Lee e Scherer, 2010), mas ha um longo caminho a ser cursado até se
conhecer os mecanismos que envolvem as CNV e suas consequéncias.

As CNVs foram inicialmente caracterizadas como segmentos gendmicos com
numero de copias variavel, que possuiam tamanho igual ou maior que 1 quilobase (kb)
(Feuk et al., 2006). Com mudangas na precisao das técnicas de detecgao de CNV, foi
possivel observar eventos de variagdes de NC em regides mais curtas € assim muitos
estudos passaram a incluir em suas andlises de CNV sequéncia menores que 1 kb
(Conrad et al., 2010).

As CNVs podem ser herdadas e assim estarem presentes em praticamente todas
as c¢lulas do organismo, ou podem ter origem somatica, variagdes adquiridas que vao
estar limitadas a um conjunto especifico de células (Lee e Scherer, 2010). O termo CNV
pode ser usado de forma abrangente, porém alguns autores preferem denominar as CNV

adquiridas “alteragdes do numero de copias”, ou mesmo “variagdes do numero de



copias somaticas”. O presente trabalho refere-se as CNVs de humanos, incluindo
alteracdes adquiridas e varia¢des herdadas. Os diferentes NC de uma mesma regido sao
denominados “variantes”.

Catalogar a natureza e o padrao da varia¢ao do genoma da populagdo em geral é
fundamental para o entendimento da diversidade fenotipica humana (Pinto et al., 2007).
CNVs s2o comuns no genoma humano (Carter, 2007, Stranger et al., 2007) e podem ter
consequéncias drasticas no fendtipo (Stranger et al. 2007) motivando ainda mais sua
pesquisa.

Este capitulo traz uma visao geral das variagdes do numero de copias génicas,
revisando as mais recentes e relevantes descobertas. Visa apresentar as principais
perspectivas e importancia do estudo das CNVs. Sao apresentas evidéncias da relacao
das CNVs com doengas de forma resumida, permitindo contextualizar posteriormente a
utilizagdo do CNViewer, o qual prové ferramentas para a exploragdo combinada de

fenotipos e CNVs.

2.1 Ocorréncia

As CNVs ocorrem em uma fracdo significativa do genoma humano (Figura 2.1),
apesar de representarem uma por¢ao pequena do conteudo genético individual (Conrad
et al., 2006, Cooper et al., 2007, Wong et al., 2007). Elas sdo comuns e de distribui¢ao
heterogénea no genoma (Redon et al., 2006). As variantes costumam ter frequéncia
baixa, elas sdo raras em sua maioria, mas a cobertura de parte significativa do genoma ¢
garantida pela diversidade de variantes (de Smith et al., 2007).

E importante considerar que, as estatisticas referentes a presenca de CNV ndo
sdo precisas devido a limitagdes das técnicas (Cooper et al., 2007). O tamanho e
distribui¢do das CNVs encontradas em cada estudo dependem da tecnologia utilizada
para analisd-las e sua variedade ¢ limitada ndo apenas ao numero de individuos

7



acessados, mas também a diversidade de origens étnicas (de Smith et al., 2007). Em um
estudo envolvendo 2.026 individuos norte americanos saudaveis (65,2% caucasodides e
34,2% afro-descendentes), Shaikh et al., (2009) encontraram 3.272 regides com CNV
recorrente, compreendendo 5,9% do genoma. Esta porcentagem tende a aumentar se

incluidos mais individuos € um maior nimero de etnias.
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Figura 2.1: Cobertura de CNV por cromossomo (adaptado de Redon et al., 2006).
Dados do total de CNV encontrados em estudo de quatro populagdes, num total de 270

amostras.

As regides portadoras de CNVs coincidem com a presenca de genes (Figura
2.2), estima-se que 2,7% delas contém éxons, em comparagdo com uma frequéncia
média de 2,1% no genoma inteiro (Cooper et al., 2007, Wong et al., 2007). Em estudo
mais recente, usando técnicas com melhor precisdo para de identificacdo de CNVs,
Conrad et al. (2010) encontraram 38,8% das CNVs coincidindo com 13,4% dos genes
registrados no RefSeq, porém neste estudo foram contabilizados também segmentos

maiores que 443 pares de base.
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Figura 2.2: Relagdo entre ocorréncia de genes e CNVs no cromossomo 16 (adaptado de
Cooper et al., 2007). O cixo X corresponde as coordenadas da hgl7 assembly; a
heterocromatina estd representada em cor cinza. A primeira linha contém em vermelho
os éxons de todos os genes conhecidos em 2007. A segunda linha apresenta os CNVs
provenientes do levantamento realizado no referente trabalho, sendo que em azul escuro
estdo CNVs com frequéncia maior que 3%, ¢ em azul claro os demais.

As CNVs podem conter partes de genes, muitos genes e elementos regulatorios
ou mesmo ndo conter elementos conhecidos. Assim, sua ocorréncia pode interromper
regides funcionais do genoma, ou gerar novas combinagdes de sequéncias, produzindo

novas moléculas (Lee e Scherer, 2010).

2.2 Importancia

As CNVs alteram os transcritos génicos e sequéncias codificadoras dos mRNAs
(Conrad et al., 2010). Estima-se que as CNVs contribuam em 17,7% para as alteragdes
de expressdo génica ocasionadas por variagdes genéticas — a maior contribui¢do ¢ feita
pelos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), contabilizando 83,6% (Stranger et
al., 2007).

Considerando-se que existem CNVs frequentes sobrepondo regides de
transcricdo de microRNAs, bem como genes relacionados ao sistema sensorial, sistema
imune, a doengas, adesdo celular e proteinas estruturais, este tipo de variagdo deve estar
envolvida com determinagdo de fenotipo, predisposicdo a doencas e etiologia de

patologias (Freeman et al., 2006, Cooper et al., 2007, de Smith et al., 2007, Wong et al.,



2007). Dentre os genes associados a doengas destacam-se oncogenes, genes supressores
de tumor entre outros envolvidos na susceptibilidade e progressdo do cancer (Wong et
al., 2007). Existem também genes associados a diabetes mellitus, distrofia muscular,
atrofia muscular espinhal, esquizofrenia, Alzheimer, Parkinson, dependéncia de
nicotina, obesidade e doencas corondrias que se encontram em regides de CNV (Wong
et al., 2007). A secdo 2.4 trata dos mecanismos e patologias conhecidas relacionadas a
esta variacao.

As CNVs s3o responsaveis nao apenas pelas variagdes interindividuais, mas
contribuem também para as diferencas entre os tecidos do mesmo organismo. Chaignat
et al. (2009) comprovaram que, em camundongos (género Mus), os genes com maior
variagdo de expressdo entre tecidos e entre espécies ocorriam em regides de CNV. Os
genes contidos por essas regides eram expressos em menos tecidos — neste estudo foram
comparadas a expressdo de genes autossomicos do cérebro, pulmdes, coragdo, figado,
rins e testiculos. Os autores evidenciaram também que a influéncia das CNVs nao ¢
restrita aos elementos de seu conteudo: genes distantes até 450 kb também apresentam
maior variacdo de expressdo. Assim CNVs afetam a transcricdo alterando a dosagem
dos genes e causando efeitos de longa distancia nas regides vizinhas (Henrichsen et al.,
2009).

Portanto, interferindo de tantas formas no genoma, as CNVs podem contribuir
substancialmente para a diversidade humana — normal ou patologica, bem como
divergéncias entre espécies.

Estudos genéticos comumente analisam os perfis de expressdo génica, porém a
instabilidade dos RNAs restringe a pesquisa em alguns tipos de amostra. A andlise de
CNV permite o estudo de um maior numero de amostras pois o0 DNA ¢ uma molécula

mais facil de ser isolada e mais estavel (Lockwood et al., 2006).
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2.3 Tipos de CNV

As formas mais simples de CNVs sdo as delegdes (Figura 2.3 A), duplicagdes
consecutivas (Figura 2.3 B) e insercdes de duplicagdes (Figura 2.3 C). As variagdes
mais complexas sdo ocasionadas por combinagdes destes eventos ou até mesmo
translocagoes (Figura 2.3 E). Em uma populagdo, pode ser encontrada mais de uma
variante, isto ¢, o nimero de segmentos repetidos pode variar entre individuos (Figura

2.3 D) e por isso, em alguns contextos sdo denominadas “alelos” (Lee e Scherer, 2010).

A Delecio D Replicacdo de maior oredem: CNV multialélico
N | I  — T 1 | I I 1
—  (Genoma de referéncia “r Genoma de referéncia
[ - ]
F—— Exemplos

B Duplicacdo: tandem :
[ T II =T |

]
! 3 i
" Genoma de referéncia
L T T | o I 1
Ex

; emplo

E Complexo: segmento invertido com duplicacio

e delecdo nos pontos de quebra

C Duplicagdo: inser¢do ndo-contigua s

o — I ] . . =" Genoma de referéncia
— Genoma de referéncia e —cati

s R | I ] — | - —
. Exemplo L Exemplo

Figura 2.3: Exemplos de formas de CNV (adaptado de Lee e Scherer, 2010). Um trecho
do genoma de referéncia ¢ apresentado para identificacdo dos variantes. As diferentes
cores simbolizam segmentos de DNA com sequéncias idénticas. Pode ocorrer (A) perda
de segmentos (cinza e azul), duplicacdo de trechos (em marrom) em tandem (B) ou em
regides distintas do genoma (C). Os segmentos (roxo) também podem ocorrer em
quantidades diferentes em genomas distintos ou ainda as CNVs podem ser decorrentes
de uma série de eventos (E). O exemplo mostra uma inversdo, somada a duplicagdo
(parte do segmento verde) e delecdo (segmento lilas).

A maioria das CNVs ¢ decorrente de uma a trés mutagdes. A ocorréncia de
regides proximas contendo CNVs, leva em muitos casos a interpretd-las como um tnico
CNV, aparentando ser uma variagdo com origem complexa (McCarroll et al., 2008).
Estima-se que a taxa de mutagdo dos CNVs seja aproximadamente 10°, semelhante a
dos SNPs (Pinto et al., 2007).
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2.4 Associacao Entre CNV e Doencas

as

As primeiras observacdes de CNV foram realizadas ha 50 anos, quando houve

primeiras descobertas de aneuploidias ocasionando sindromes. As células

aneupldides sdo caracterizadas por apresentarem um numero de cromossomo diferente
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Figura 2.4: Formas pelas quais CNV pode ocasionar doengas (adaptado de Lee e
Scherer, 2010). (A) As CNVs podem alterar o nimero de copias funcionais dos genes
por duplicagdes/delecdes totais os parciais dos genes. (B) Um alelo recessivo (marca
vermelha) pode passar a ser expresso caso seu homologo seja deletado. (C) A deleg¢do
de genes continuos pode eliminar (verde) ou interromper (azul e vermelho) genes
funcionais, enquanto duplica (verde) outro gene. (D) A regulacdo génica pode ser
alterada pela delecdo de regides regulatorias (roxo) ou pela sua interrupgao.
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do normal da espécie. Apenas recentemente verificou-se que a presenga de CNVs nado

necessariamente estava relacionada a um perfil patolégico e que podiam ocorrer em

sequéncias gendomicas menores (Lee e Scherer, 2010).

Tabela 2.1: Fenotipos ilustrativos de patologias associadas a CNV (adaptado de Lee e

Scherer, 2010). Estao citadas algumas das patologias e respectivas regides gendmicas

nas quais a presen¢a de CNV provoca alteragdes desencadeando ou participando da

ocorréncia da patologia. (*) Os numeros citados como referéncia correspondem a

bibliografia do artigo do qual esta tabela foi extraida.

(continua)

Caracteristica

genotipica da CNV

Patologia

Referéncias*

Apenas um gene ocasionando fenotipo
(nome do gene)

¢ Distrofia muscular de Duchenne/Becker (DMD)

Neurofibromatose 1 (NF1)

Esclerose tuberosa (TSC1 ou TSC2)
Sindrome de Soto (NSD1)

Sindrome de CHARGE (CHD?7)

Doenga de Pelizacus-Merzbacher (PLP1)
Inicio precoce do Mal de Alzheimer (APP)
Autismo 22q (SHANK3)

Psoriase (LCE3C/LCE3B)

Aniridia (PAX6)

Sindrome da plolisindactelia trifalangel (ZRS)
Doenga de Crohn (IRGM)

Predisposi¢ao a doenca de Crohn (DEFB4)

Predisposi¢ao a autoimunidade sistémica
(FCGR3B)

Mal de Parkinson (SNCA)
Susceptibilidade a HIV/AIDS (CCL3L1)

Susceptibilidade a doenga de Kawasaki
(CCL3LY)

Predisposi¢do a artrite reumatdide (CCL3L1)

173,174
175-177
87,133
35,178, 179
143

28, 180
181 - 183
146, 184 - 186
58,59

88, 187

188, 189

126

190, 191
124,192, 193
194

127,128, 130
195

130
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Tabela 2.1: Fenotipos ilustrativos de patologias associadas a CNV (adaptado de Lee e

Scherer, 2010).

(conclusao)

Caracteristica

genotipica da CNV

Fendtipo llustrativo

Referéncias*

Maultiplos genes potencialmente envolvidos no fenotipo
(Coordenadas cromossdmicas)

Sindrome velocardiofacial / Sindrome de
DiGeorge (delecao de 22q11,2)

Sindrome de Williams-Beuren (duplicagao de
7q11,23)

Sindrome de microdele¢ao/microduplicagdo de
17921,3

Neuroblastoma (1g21,1)

Sindrome da microdele¢ao de 15q13,3
Sindrome da microdelegdo de 15q41q42
Sindrome da microdelegdo de 16p11,2-p12,2

Sindrome(s) da microdelecao/microduplicagdo
de 16p11,2

Sindrome(s) da microdelecao/microduplicacao
de 3q29

Sindrome de Potocki-Lupski (duplicagao de
17p11,2)

Sindrome de WAGR (11p13)
Autismo

Desordem Bipolar
Esquizofrenia

Degeneracao macular relacionada a idade
Teratologia de Fallot

Sindrome da auséncia do radio
trombocitopenia (1q21,1)

Atrofia muscular espinhal (SMN1/SMN2)
Sindrome de Silver-Russell (duplicagao de
11p15)

Sindrome de Rubinstein-Taybi (CREBBP,
EP300)

Esclerose tuberosa (TSC1, TSC2)

Aniridia (11p13)

Sindrome de Li-Fraumeni
Neurofibromatose

74,75, 196,
197

36,37,67,96,98,
100, 198, 199

32-34, 200,
201

61

105-109

202

203

145-149, 204

205, 206

207

88

47,118, 144-
147, 208-212

213-215

47,89,106,113,
149,214 -218

219, 220
90, 221
77,78

79,222,223
80

84-86

87,133
88

60, 133
224
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As CNVs influenciam na propensdo a doengas de diferentes formas, podendo
interferir de forma quantitativa ou disruptiva (Figura 2.4 A). Genes cuja expressdo ¢
determinada pelo numero de copias (dependentes de dosagem) terdo sua expressiao
diretamente alterada pelas CNVs, sendo que cdpias completas extras aumentam a
transcri¢do, enquanto a inser¢do de segmento no gene e delegdes completas ou parciais
levam a inativag¢ao da copia do gene afetado (Figura 2.4 A). A delecdo ou inativagio de
um gene pode também levar a expressao de um homoélogo mutante (Figura 2.4 B), o
qual pode gerar moléculas com fungdes alteradas ou ndo funcionais. A predisposicao a
doengas pode ser determinada também quando dele¢des ou duplicagdes alteram genes

(Figura 2.4 C) e as regides de regulacdo génica (Figura 2.4 D) (Lee e Scherer, 2010).

2.4.1 CNV em cancer

A ocorréncia do cancer estd relacionada com alteragdes genéticas da linhagem
germinativa que, assim como mutagdes somadticas, podem influenciar na propensdo a
doencas (Futreal et al., 2004, Stuart e Sellers, 2009). Durante seu desenvolvimento uma
série de novas alteragdes genéticas € acumulada, as quais podem modificar os niveis de
expressao dos genes envolvidos. Dentre as alteracdes desencadeadas pela progressao do
tumor encontram-se CNVs e outras delecdes/amplificacdes de segmentos genéticos
menores, bem como mutagdes de ponto e translocagdes (Stuart e Sellers, 2009).

Os perfis de ganhos e perdas de segmentos gendomicos sdo particulares de cada
tipo de cancer (Figura 2.5), porém algumas alteracdes sao comuns entre eles, indicando
que diferentes tipos de tumores podem ter alguns mecanismos moleculares semelhantes
envolvidos no seu desenvolvimento (Mertens et al., 1997). Distinguir entre mutagdes
causadoras de cancer daquelas que sdo consequéncia de sua progressao ¢ um desafio
complexo (Beroukhim et al., 2010), mas alteracdes em regides especificas ja permitiram

a descoberta de oncogenes, sugerindo inclusive técnicas terapéuticas (Stuart e Sellers,
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2009). Em estudo de cancer de ovario, observou-se correlagdo entre o NC e nivel de
expressdo génica, sendo que os genes de loci com alteragio de NC frequente

apresentavam maior correlacdo com sobrevivéncia que quaisquer outros (Kingsley et al.

2007).
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Figura 2.5: Quantidade média de CNV somadtico em 27 tipos de canceres (adaptado de
Beroukhim et al., 2010). Os tumores representados individualmente sao aqueles para os
quais havia mais de 20 amostras no estudo, exceto pelo histocarcinoma fibroso maligno
(*), com apenas quatro amostras. (**) Além dos tumores representados no grafico,
foram contabilizados dados de outras 161 amostras, as quais incluiam outros tipos de
tumores hematopoiéticos, sarcomas, epiteliais e neurais, totalizando a média de CNV
somatico de 3.131 amostras de cancer.

Outro aspecto do cancer ¢ o desenvolvimento de novos tumores apds o

aparecimento de um primeiro. Muitas vezes o tumor adquire a capacidade de colonizar
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regides distantes no corpo do paciente, gerando tumores secundarios, evento conhecido
como metastase, em outros casos, tumores novos (primarios) passam a se desenvolver.
A distingdo da origem de um cancer ¢é parte importante para determinar a abordagem de
tratamento, estabelecendo qual metodologia ¢ mais apropriada, tratamento local
(cirurgia) ou sistémico por exemplo. A investigagdo da origem pode ser feita
comparando o perfil das mutagdes entre dois tumores do mesmo paciente, inclusive
avaliando-se exclusivamente o padrao das CNVs (Ostrovnaya et al., 2010).

A CNV tem papel importante no surgimento e progressdo de neoplasias
(Heidenblad et al. 2005), em média 16% do genoma de uma amostra de tumor sofre
delecdo e em torno de 17% duplicacdo, enquanto a média de um tecido normal ¢
respectivamente 0,35% e 0,1% (Beroukhim et al. 2010). Regides com alto numero de
copias estdo correlacionadas com a superexpressdo génica em grande parte dos casos
(Heidenblad et al. 2005), assim despertam interesse ndo apenas para compreender a
tumorigénese, mas também como possiveis alvos para terapias com drogas (Stuart e
Sellers 2009). A inspira¢do para o desenvolvimento de terapia baseia-se ndo apenas em
genes super expressos, mas também na observacdao de que a baixa expressao de certas
proteinas influéncia a susceptibilidade ou resisténcia a tratamentos (Stuart e Sellers

2009).

PERFIL DE DISTRIBUICAO GENOMICA DE CNV EM CANCER

Em um estudo referéncia de CNV em cancer, Beroukhim et al. (2010)
analisaram 3.131 amostras cancerosas e¢ 26 tipos de tumor, caracterizando o perfil
comum entre eles. Em sua maioria, as CNVs sdo focais (segmentos curtos) ou tao
grandes quanto o tamanho do brago do cromossomo em que se encontram, cobrindo 10

e 25% do genoma respectivamente, com apenas 2% de sobreposicdo. As CNVs focais
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tétm em média 1,8 megabases (variando entre 0,5 kb a 85 Mb), e sua frequéncia ¢
inversamente proporcional ao seu tamanho.

Notoriamente, os bragos cromossomicos tém diferentes tendéncias a ocorréncia
de delegdes e duplicagdes, porém esta caracteristica varia conforme o tipo de cancer,
possuindo um padrdo mais parecido em canceres de linhagens semelhantes.

Em busca dos genes atuantes no processo desencadeador da neoplasia, as
variagOes focais sdo os alvos mais adequados. Beroukhim et al. (2010) selecionaram
158 regides independentes com CNVs significativos, das quais 76 eram amplificagdes e
82 delecdes. Em 25 das 76 regides foram encontrados oncogenes comprovadamente
ativados por amplificacdo. As dele¢des continham menos genes, das quais apenas nove
possuiam genes supressores de tumor e duas eram relacionadas a translocagdes que

geram oncogences.

2.5 Outras Perspectivas

O padrdo de variagao entre individuos oferece uma extensa fonte de informagdes
para entender a histdria de uma espécie, permitindo a inferéncia de migragdes e
interpretacao das adaptacdes ocorridos ao longo do tempo (Jakobsson et al. 2008). Estes
aspectos, tratados pela genética de populagdes, ainda estdo sendo explorados sob a
perspectiva das CNVs (de Smith et al. 2007) e somam-se aos diversos fatores que
colocaram as CNVs em evidéncia.

Além do aspecto historico, ¢ essencial caracterizar e catalogar as CNVs em
individuos saudaveis, para haver uma referéncia e para permitir a posterior identificagdo
de aberragdes envolvidas em distarbios genéticos, bem como reconhecimento das
variaveis neutras (de Smith et al. 2007), Shaikh et al., 2009). Conhecendo as regides
especificas envolvidas em determinado fendtipo, serda possivel criar plataformas de
acesso a CNVs com alvos especificos (Lockwood et al. 2006).
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Os polimorfismos genéticos sao a chave do estudo de genética de populacdes,
pois pressupdem que os padroes genéticos de um individuo serdo perpetuadas em parte
para os seus descendentes. Assim estudando as aquisicdes de mutagdes, pode-se
reconstruir a historia da espécie. Conhecendo a variabilidade genética e relacionando-a
com aspectos fenotipicos, pode-se descobrir tendéncias e predisposi¢cdes a doenca que
um individuo possui, fatores que em muitos casos afetam inclusive o tratamento.

O polimorfismo genético mais estudado em genética de populagdes ¢ o SNP.
Estudos da populagdo mundial sob a perspectiva de CNV, com analise paralela de SNP
(Jakobsson et al. 2008), mostraram similaridade parcial entre a estrutura populacional
inferida por CNVs em relacdo a inferida por SNPs. Assim, as caracteristicas da
distribuicdo destas variagdes sdo distintas quando se trata de populacdes evolutivamente

proximas.
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Capitulo 3

Deteccao de CNVs

3.1 Técnicas de Acesso a CNV

Alteragdes cromossomicas sdao observadas desde o inicio da citogenética
humana (Carter, 2007, Lee ¢ Scherer, 2010), tradicionalmente utilizando a técnica de
coloracdo de cromossomos. Em algumas metodologias, como o bandeamento-G, o
padrao de bandas coradas no caridtipo ¢ usado para a identificacdo dos cromossomos e
suas partes, permitindo a visualizagdo de grandes alteracdes gendmicas (Monni e
Hautaniemi, 2009). A hibridiza¢do fluorescente in situ (FISH) ¢ uma técnica de
coloracdo surgida em 1980 (Lee e Scherer, 2010), na qual sondas com marcadores
fluorescentes ligam-se as sequéncias complementares dos cromossomos (hibridizacao),
permitindo a deteccdo de alteragdes em nivel génico. Nesta técnica, ¢ necessaria a
escolha de regides especificas para serem estudadas, pois poucas regides podem ser
analisadas simultaneamente (Dhawan e Padh, 2009).

As técnicas de coloragdo utilizam células em processo de divisdo celular
(mitose), pois 0s cromossomos estdo mais condensados e, para serem coradas na fase
correta da mitose, as células precisam ser cultivadas in vitro. Esta caracteristica ¢ um
fator limitante, pois alguns tumores, principalmente os sélidos, sdo de dificil cultivo
(Dhawan e Padh, 2009, Monni ¢ Hautaniemi, 2009).

No inicio dos anos 90 a técnica CGH revolucionou a pesquisa de cancer, por nao

necessitar de cultivo celular, permitindo o acesso as alteracdes de NC em uma maior
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gama de tumores — inclusive os so6lidos, nos quais as alteracdes de NC sdo mais comuns.
A CGH tem como principio a marcacdo molecular diferencial dos DNAs da amostra
teste e de uma referéncia, seguida de hibridizagdo em cromossomos normais (por
exemplo, a amostra teste ¢ corada com vermelho fluorescente e a referéncia em verde
fluorescente). A hibridizagdo consiste da ligacdo das sequéncias do DNA corado com
suas complementares pré-fixadas em uma lamina. Os DNAs teste e referéncia estardo
competindo pela ligacdo e as variagdes de copias serdo identificadas pelas cores, no
exemplo sugerido, os segmentos do DNA teste que estiverem amplificados apresentarao
maior intensidade de cor vermelha, enquanto que as delegdes estardo evidenciadas em
verde (Monni e Hautaniemi, 2009).

A resolugdo oferecida pela CGH est4 entorno de 2 a 10 Mb, identificando apenas
grandes alteracdes no genoma e foi muito utilizada para acessar genes candidatos a
estarem envolvidos na tumorigénese. Estes estudos partem do principio que delecdes
podem conter genes envolvidos na manutengdo celular, sinalizagdo de dano, apoptose e
regulacdo do ciclo celular, enquanto os genes amplificados estariam relacionados ao
crescimento celular e inibi¢do de apoptose (Monni e Hautaniemi 2009). Anos mais
tarde, durante seu desenvolvimento, o Projeto do Genoma Humano disponibilizou
bibliotecas gendmicas, permitindo aprimorar a técnica de CGH, iniciando a pesquisa em
larga escala de CNV (Carter 2007).

O surgimento de técnicas do tipo arranjo, em especial aCGH abriu as portas para
o estudo das CNVs ao longo do genoma, pois permitiu a quantificacdo da presenca de
segmentos gendmicos menores. Os primeiros arranjos utilizavam como sondas
segmentos clonados em cromossomos artificiais bacterianos (BACs), os quais eram
relativamente grandes. Com o tempo, o tamanho dos segmentos diminuiu e o nimero de

sondas aumentou, permitindo maior cobertura do genoma com mais precisdo. Arranjos
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inicialmente desenhados para deteccdo de SNPs também passaram a ser utilizados,
quantificando trechos gendmicos com base na intensidade de sinal das sondas (Lee e
Scherer 2010).

As sondas contidas nos arranjos resultam em uma colecdo de pontos com
intensidade de sinais diversa. Programas especificos para cada plataforma convertem
estes sinais em NC e posteriormente mapeiam no genoma. O reconhecimento de
variagdes no NC ¢ possivel apds analise estatistica (Lockwood et al., 2006).

O sequenciamento completo também permite a identificacdo de CNVs, através
da comparacdo de resultados contra um genoma de referéncia. Porém seus custos sdo
mais elevados, além de consumir maior tempo, impedindo sua utilizacdo em larga
escala (Lockwood et al., 2006, Lee e Scherer, 2010). O consumo de tempo e gastos,
também impedem o uso em larga escala de PCR quantitativa, hibridiza¢do de sondas

amplificaveis multiplex e hibridizagdo alelo-especifica dindmica (Carter 2007).

3.1.1 Contexto atual

Com o Projeto Genoma Humano, foi possivel criar sondas de sequéncias cuja
posi¢ao genOmica era conhecida e ligd-las em laminas de vidro (microarranjos) para
fazer a hibridizagdo das amostras teste e referéncia, devidamente marcadas, através do
mesmo principio utilizado na CGH. A este ensaio denomina-se aCGH ou microarranjo
CGH. Sua sensibilidade ¢ maior que a da CGH, variando de acordo com o tamanho e
numero de sondas contidas no microarranjo (Carter 2007). Com intuito de atingir
melhor precisdo, replicas de uma mesma sonda estdo presente no microarranjo. Apos
hibridiza¢do, a lamina ¢ escancada e sao medidas as fluorescéncias relativas de cada
sonda, média ou mediana entre réplicas e em seguida elas sdo mapeadas no genoma,
permitindo uma quantificacao dos segmentos ao longo do genoma (Figura 3.1) (Carter,

2007, Chari et al., 2007). Em 1997 foi publicado o primeiro artigo no qual a aCGH foi
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aplicada. Devido as suas qualidades e eficiéncia, esta técnica se popularizou

rapidamente, abrindo as portas para a analise de CNVs em larga-escala (Carter 2007).

Amostras Microarranjo Genomico Perfildo

Segmentos selecionados Numero de Copias
deum mapa fisico (sondas)

DNA referéncia com DNA teste com
marcador vermelho ~— marcador verde
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Figura 3.1: Acesso a CNVs por aCGH (adaptado de Chari et al., 2007). Utilizam-se a
amostra teste ¢ uma amostra referéncia, cada uma com um marcador fluorescente
distinto. As amostras sao misturadas e co-hibridizadas em um microarranjo, no qual irdo
competir pela ligacdo com sondas complementares. Estas sondas provem de sequéncias
cuja posicdo gendmica ¢ previamente conhecida, costuma-se utilizar replicas da mesma
sonda e/ou sondas sobrepostas para aumentar a precisdo do resultado. A lamina ¢
escaneada para acessar a intensidade do sinal de cada sonda e estimar o ntimero de
copias relativo, baseado na razdo dos sinais dos marcadores fluorescente. Com a posi¢ao
e sinal (representado em razdo de logy) de cada sonda determinados, ¢ possivel
identificar regides de perdas e ganhos de sequéncia, gerando um perfil.

Os segmentos ligados a lamina de vidro ou outra superficie rigida, podem ter

origens distintas, variando a sensibilidade do teste. Os arranjos podem ser construidos
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com clones grandes (40-200 kb), clones pequenos (1,5-4,5 kb), clones de cDNA (0,5-2
kb), produtos de PCR gendmica (100 pares de base — 1,5 kb) e oligonucleotideos (25-80
pares de base — pb) (Carter, 2007, Monni e Hautaniemi, 2009). A variacdo entre
tamanho das sequéncias utilizadas determina o tamanho minimo das regides de CNVs
que podem ser detectadas, e cada técnica tem uma razao entre qualidade de sinal e ruido
distinta. Ainda ndo existe uma técnica que favorega todas as caracteristicas necessarias,
oferecendo boa resolucdo, com razio sinal/ruido alta e orgcamento razoavel. Segmentos
provenientes de clones de cromossomos artificiais de bactéria (BAC) oferecem a melhor
cobertura e razdo sinal/ruido, porém sdo longos, detectando CNV de no minimo 50 kb
(Lockwood et al., 2006, Carter, 2007).

Diferentes técnicas visando aprimoramento da aCGH sao aplicadas. Comumente
se realiza uma segunda hibridizagdo, porém trocando os marcadores das amostras teste e
referéncia, para detecg¢do de sinais falsos (Dhawan e Padh 2009). Outro procedimento ¢
a andlise de microarranjo de oligonucleotideos representacional (ROMA), que através
da digestdo do DNA gendmico com enzimas de restrigdo seguida de PCR, seleciona
segmentos de até 1,2 kb. Esta estratégia diminui a complexidade do DNA, otimizando a
hibridizacdo de modo a diminuir o ruido — porém metodologias que utilizam segmentos
curtos estdo sujeitas a erro, pois a probabilidade de ocorréncia de sequéncias
semelhantes em diferentes regides gendmicas ¢ maior, € neste caso, podem ser
interpretadas como CNVs. O uso de enzimas de restricdo para a digestdio do DNA
também pode gerar erros, pois cada individuo possui um padrao diferente de digestao,
devido as variagdes genéticas especificas de cada um. Com o objetivo de precisar NC,
muitos arranjos estrategicamente usam segmentos sobrepostos (Figura 3.1) — espera-se
que sondas que ndo possuam sequéncias semelhantes no genoma e estejam sobrepostas

tenham mesma intensidade de sinal (Lockwood et al., 2006, Carter, 2007).
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A tecnologia dos arranjos ¢ também utilizada para a genotipagem de SNPs.
Neste método, as laminas contém sondas de poucas bases as quais se hibridizam
somente o DNA teste, pré-digerido. Estas sondas sdo especificas para cada um dos
alelos dos SNPs. O nimero de copias ¢ identificado com base na intensidade do sinal de
cada sonda, em comparagdo a outras amostras de referéncia (Carter, 2007, Dhawan e
Padh, 2009).

Como foi desenvolvida inicialmente para a identificacdo de SNPs, a cobertura
do genoma dos primeiros ensaios nao era uniforme. Os arranjos atuais oferecem sondas
além daquelas usadas para genotipar SNPs, permitindo a identificacdo de mais CNVs
(Lockwood et al., 2006, Carter, 2007). Além de permitir a analise simultinea de SNPs e
CNVs, as variagdes genéticas mais presentes no genoma humano, o arranjo de SNPs
oferece vantagens semelhantes a aCGH, pois ambas utilizam tecnologias dos arranjos,
possuindo uma grande cobertura a custos razoaveis (Winchester et al., 2009).

Curtis et al. (2009) realizaram um amplo estudo comparativo de quatro
plataformas lideres em ensaios de CNV em larga escala — os arranjos de SNP
Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 5.0 e Illumina HumanCNV370-Duo
DNA Analysis BeadChip; e os aCGH Agilent High-Density CGH Human 244A array e
Nimblegen 385 K oligonucleotide array. A metodologia utilizada por estes arranjos sdo
bem distintas e conforme explicado anteriormente, elas variam quanto ao tamanho e
distribuicdo das sondas, além de outros fatores mais especificos, como quantidade de
DNA necessaria. Apesar das diferencas, todas foram capazes de identificar grandes
aberracdes, porém nem sempre alteragdes menores foram encontradas por todas. Foram
também observadas variacdes no sinal das sondas, o que influencia na estimativa da

magnitude da variagdo (estimativa do NC).
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Devido as variagdes das medi¢des das técnicas de hibridizacdo (aCGH e arranjo
de SNP) falsos positivos sempre sdo gerados. Visando evitar a inclusdo destes dados
erroneos, muitos estudos aplicam uma segunda técnica para validar as CNVs
encontradas (Carter 2007), por exemplo o uso de arranjo SNP para identificagdo de
regides candidatas a portarem CNVs, seguido por confirmagdo com aCGH, com sondas
especificas para as candidatas. Outra estratégia ¢ o uso de mais de uma plataforma
(multiplataforma), com o objetivo delas se complementarem, porém a variacdo da
distribuicdo das sondas e a magnitude das alteragdes de NC que ocorre entre ensaios de
fabricantes distintos (Figura 3.2) dificultam atingir um consenso entre os dados gerados
(Zhang et al., 2010).

As caracteristicas das amostras também possuem fatores que influenciam na
precisdo do resultado. Especificamente estudos de cancer, cujo alvo ¢ alteragdes
somaticas, as amostras costumam conter células normais, interferindo na identificagdo
das alteragoes (van de Wiel et al., 2010).

Assim, apesar dos grandes avangos nos métodos, ainda ¢ necessario o
aperfeigoamento das técnicas, para melhor delimitar os segmentos, bem como
determinar a magnitude dos CNVs. Considerando as limitagdes das técnicas utilizadas,
principalmente no inicio das pesquisas com foco em CNV, Lee e Scherer, 2010
sugeriram que a definicdo do termo seja revisada, de forma a englobar segmentos com
NC variavel de tamanho menor que 1 kb. Neste contexto, seriam contabilizadas mais de
11.700 CNVs conhecidas, maiores que 443 pares de base (Conrad et al. 2010).

E necessario precisar qual é a ocorréncia de CNVs em populagdes saudaveis,
para se estabelecer uma referéncia, permitindo inferir com mais precisdo quais sdo as

variagdes candidatas a associagdo com patologias (Lee e Scherer, 2010). Existem
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diversos trabalhos neste sentido, mais ainda a muito a ser desvendado (McCarroll

2010).
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Figura 3.2: Comparagdo entre trés plataformas para acesso de CNV (adaptado de Zhang
et al., 2010). Resultado da andlise de uma mesma amostra, utilizando trés plataformas
de fabricantes distintos. Os circulos cinza indicam o NC medido em cada sonda, a
magnitude esta representada em razao de log2 (eixo y). Os resultados apresentados se
referem ao cromossomo 7, cuja posi¢do estd indicada em pb (eixo x). As linhas
vermelhas representam os segmentos com mesmo NC, identificados utilizando a
segmentagdo circular binaria (CBS). A amostra ndo identificada provém do projeto The
Cancer Genome Atlas (TCGA) que utilizou um método multiplataforma para identificar

CNV em pacientes com cancer.

Ainda ndo existe ensaio em larga escala capaz de identificar haplotipos, apenas

alguns algoritmos para inferéncia (Su et al. 2010). Em estudos de associacdo, a analise
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haplotipica ¢ mais eficiente do que o estudo de um unico marcador molecular — isto pois
o fenotipo € resultado da combinagdo da expressdo de mais de um gene ou de diversas
variagdes do mesmo gene. Os haplétipos também contribuem para a analise da histéria

evolutiva dos CNVs, porém foram pouco explorados.(Su et al. 2010).

3.2 ldentificacdo de Regides com Mesmo Numero de Copias

Os resultados gerados pelos arranjos sdo valores de intensidade particulares de
cada sonda, por isso sdo chamados de dados brutos. A interpretagdo destes resultados ¢
possivel apenas apods processamento, pois o sinal das sondas ¢é variavel, sendo
necessaria a utilizacdo de algoritmos estatisticos para inferir quais sdo os trechos
genodmicos com variacdo no NC (Lockwood et al., 2006, Carter, 2007, van de Wiel et
al., 2010).

Estes algoritmos geralmente utilizam a estratégia de segmentacdo, a qual divide
o genoma em regides de mesmo NC. Assim, estes métodos visam delimitar a magnitude
e o limite de cada segmento — denominado ponto de quebra (Carter, 2007, van de Wiel
et al., 2010). Os graficos da Figura 3.2 permitem uma melhor compreensdo dos
resultados obtidos: podem ser observados os dados brutos (circulos cinza), cujo sinal ¢
bem variavel, e os dados segmentados (linhas vermelhas) para os quais ha um NC
preciso.

O desenvolvimento de algoritmos de segmentacdo em sua maioria assume que a
presenga de CNV acarretard uma mudanca brusca de sinal das sondas. Lai et al. (2005)
e Willenbrock e Fridlyand (2005) analisaram o desempenho dos diversos algoritmos
para analise de aCGH desenvolvidos até entdo e identificaram a segmentacdo binaria
circular (CBS) como a mais eficiente. Varias abordagens estatisticas sdo usadas para
identificar os pontos de quebra, mas a CBS demonstrou ser a metodologia mais sensivel
e com menor indice de erro, apesar de demorar e ndo detectar variagdes pequenas
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(segmentos com cobertura de uma unica sonda) (Lai et al., 2005, Willenbrock e
Fridlyand, 2005, Hofmann et al., 2009).

Desde sua divulgagdo (Olshen et al., 2004) a CBS ¢ a escolha metodoldgica de
inimeros estudos e em 2007, foi apresentada uma versao mais veloz da CBS, superando
um dos seus pontos falhos (Venkatraman e Olshen, 2007). Desde a analise comparativa
realizada por Lai et al. (2005) e Willenbrock e Fridlyand (2005) mais de 30 novos
métodos foram criados € uma nova comparagdo conjunta dos mesmos ainda nao foi
feita (van de Wiel et al. 2010).

Existem algoritmos especificos para arranjos SNP ou aCGH, alguns foram
adaptados para serem aplicados a ambos, como o algoritmo para detec¢do de alteragdo
genomica (GADA) e o CBS. Os fabricantes oferecem também aplicativos para detec¢ao
de alteracdes de NC (Winchester et al. 2009). Em estudo comparativo de técnicas para
arranjos de SNP Winchester et al. (2009) recomendam o uso de dois algoritmos
distintos num mesmo conjunto de dados para uma analise com maior confianga, sendo
indicado que um deles seja o oferecido pelo fornecedor do microarranjo.

Conforme explicado na se¢ao 3.1.1, uma estratégia para maior cobertura e
precisdo de resultados, sdo as analises multiplataforma. Apenas recentemente Zhang et
al. (2010) desenvolveram um método robusto para estes casos, a Segmentagdo Circular
Binaria Multiplataforma (MPCBS), a qual normaliza os resultados das diferentes
plataformas, gerando resultados mais precisos, com o poder de deteccao da CBS.

Usudrios com interesse em explorar diferentes métodos de segmentacdo, podem
a ferramenta CGHweb. Com intuito de auxiliar na escolha dos algoritmos de
segmentacdo, Lee e Kim (2009) criaram uma  aplicativo  Web
(http://compbio.med.harvard.edu/CGHweb), na qual o usuario submete seus dados

brutos para comparar os resultados de até dez métodos de segmentagdo. Além da
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visualizagdo comum sob forma de grafico (posicao genomica x NC), mapas de calor das
amplificacdes e delegdes detectadas por cada um dos softwares sdo gerados. A interface
¢ amigavel, porém ¢é necessario aguardar alguns minutos para acessar o resultado, pois
sdo processados em servidor remoto. Um endereco Web ¢ destinado ao resultado
gerado, e o usuario recebe um hyperlink via e-mail, podendo acessar o resultado por

sete dias.

3.3 Aplicativos para Exploracao

A técnicas baseadas em microarranjo sdo as mais populares para a identificagao
de CNVs, assim a grande maioria dos softwares e algoritmos para andlise sdo voltados
para os ensaios aCGH e arranjo de SNP. Portanto esta se¢do traca um perfil geral dos
aplicativos capazes de processar dados provenientes de microarranjos.

O primeiro processamento computacional ao qual o microarranjo ¢ submetido ¢é
0 escaneamento para capturar o sinal dos marcadores e alinhd-los no genoma.
Posteriormente, seguem as etapas de normalizacdo, deteccdo de alteragdes de NC,
determinagdo do NC e demais analises (para extragdo de informagdes e elaboragao/teste
de hipoteses), as quais sdo realizadas também com suporte de aplicativos (Chari et al.,
2007, Kingsley et al., 2007, Hofmann et al., 2009).

Os programas que realizam os processamentos iniciais dos dados costumam ser
plataforma-especificos, atendendo as particularidades de cada ensaio (Chari et al.,
2007). Assim, softwares que oferecem recursos para o processamento e analise
completos de CNV podem ter seu uso restringindo pelo formato dos dados de entrada
(Shankar et al., 2006). Foram desenvolvidos alguns aplicativos capazes de aceitar dados
de plataformas distintas, mas geralmente as diferentes etapas da analise se encontram

em programas separados.
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Existe um grande nimero de programas para visualizagdo e analise estatistica
sendo disponibilizado. Suas funcionalidades e requerimentos s3o bastante
diversificados, variando quanto ao ambiente de execugdo, arquivos de entrada,
algoritmos disponiveis, custo e modo de visualizagdo (Lockwood et al., 2006, Chari et
al., 2007). A Tabela 3.1 compara diversos programas envolvidos nas analises de dados
p6s normalizacdo de sinal, os quais foram avaliados com base na literatura disponivel,
sendo acessados principalmente softwares académicos com acesso livre.

Sdo comuns os softwares que oferecem algoritmos para segmentacdo e outras
analises de dados (ver Tabela 3.1 para referéncias), porém sua utilizacdo costuma
requerer um bom conhecimento de bioinformatica e programacao (Chari et al., 2007,
Kotliarov et al., 2010). Um exemplo sdo os pacotes do projeto Bioconductor, que retine
uma colecdo de métodos e algoritmos para andlise de dados gendmicos, inclusive
diversos métodos para cada um dos passos da analise de CNV. Estes recursos sdo
executaveis em ambiente R, uma plataforma estatistica de acesso livre, cross-plataforma
(Hofmann et al. 2009).

Dentre os trinta softwares citados, dezenove permitem a visualizagdo de
multiplas amostras, porém trés ndo puderam ser encontrados on-line e alguns dos outros
oferecem exibi¢do simultanea de um numero limitado de amostras. O SnoopCGH
apresenta as amostras no mesmo grafico de dispersdo (posi¢do gendmica x NC),
sobrepondo os pontos, de forma pouco esclarecedora, os demais representam resultados
individuais ou consenso entre o conjunto de amostras.

Em sua revisdo de aplicativos para andlise de CNVs obtidas por aCGH, Chari et
al., 2007 concluem que s3o necessarios programas capazes de realizar meta-analise
entre plataformas, principalmente para estudo conjunto de outros tipos de informagao,

como dados epigenéticos e transcriptomas. Afirmam também que pesquisadores com
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Tabela 3.1: Aplicativos para Visualizacao e Analise de CNV

. (*) L- Linux, M — Mac OS, U — Unix, W — Microsoft Windows. (**) Analises de dados pos normalizagdo ou segmentacao. (-) Informacao nao

disponibilizada
(continua)
Sistema Disponi- Detecgdo de Visualiza-
Aplicativo . «| Requerimento | . P Linguagem | pontos de ~ Andlises** | Pagina Web Referéncia
operacional bilidade cao
quebra
aCGH- P 1 Jong et al., Lockwood et
W Excel 97 Livre C++ indisponivel | individual | disponivel L EWVULA al., 2006, Chari et al.,
Smooth /~vumarray/ 2007
aCGHViewer J2SE 1.3,
/ Overlay W Microsoft NET | Livre Java indisponivel | individual | disponivel falco?'g)é‘ﬁel.l P ar/k (Shankar elt a;()zo(;%)’ Lo
Tool Framework 2.0 OB DEIEW etal,
ArrayCyGHt Bas;a;;lg em - Livre R, Perl, PHP | indisponivel | individual | indisponivel g;?ﬁ;ﬁa;acﬂgﬁ/c Kim et al., 2005
compilador C/C++,
. Baseado em | C/C++, MPI, . JavaScript, MPL,| . , e . www.bioinformatics , .
Asterias Web PHP, Python, Livre Perl, PLIP, disponivel | individual | integrada org/asterias/wiki/ Diaz-Uriarte et al., 2007
R, Web server Python, R, shell
Cancer .
Genome LM, W MHX),?EKB Livre MigLﬁB’ indisponivel | multipla | disponivel Freire et al., 2008
Browser 4
Awad et al, 2004,
Caryoscope U, w J2SE 1.4.2 03 Livre Java disponivel | individual | integrada Sizlrl};gfgoe%i/ Lockwood et al., 2006,
' Chari et al., 2007
Vg:ﬂ“;ﬁlﬁg}ij‘rgoléﬁ:{; Agilent Technologies,
- u
CG|_|| . L, M, W nenhum Pago - disponivel | multipla | integrada | /software/lifescienc é“ho Cl.(wtoold 62%2617 2(?1?6 "
Ana ytics esinformatics/pages/ arl et al., , Lare
gp35719.aspx al., 2008
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Tabela 3.2: Aplicativos para Visualizacao e Analise de CNV

(continuagao)
Sistema Disponi- Detecgao de Visuali-
Aplicativo - «| Requerimento | . P Linguagem | pontos de ~ Analises** | Pagina Web Referéncia
operacional bilidade zacéo
quebra
Margolin et al., 2005,
CGHAnalyzer U, W JRE 14.1 Livre Java indisponivel | multipla | disponivel | ndo encontrado Lockwood et al., 2006,
Chari et al., 2007
CGH- ifi.uio.no/ Lingjeerde et al., 2005,
L MW JRE 1.4 Livre Java disponivel | multipla | disponivel bioinf/Paners/CGH/ | Lockwood etal., 2006, Chari
Explorer omf/Papers et al., 2007, Chi et al., 2008
peiwang.thcrc.org/ Wang et al., 2005,
CGH-Miner U, W Excel 2000, R Livre Excel, R indisponivel | multipla | indisponivel| internaltemp/CGH- | Lockwood et al., 2006,
Miner-1.0.exe/view Chari et al., 2007
www.diss.fu-berlin.
JRE 1.4 de/diss/servlets/MC
CGHPRO LW MvS L ,R Livre Java, SQL, R | disponivel | multipla [indisponivel| RFileNodeServlet/ Chen et al., 2005
ySQL, FUDISS derivate 0
00000002359/
Sob . , —_p function.princeton.e
ChARM L, M, W JRE 1.4.2 requisicio - disponivel | multiplo - 4 u/ClE) ARM/ Myers et al., 2004
CHESS ?;Z%a(ioy ein JRE 1.6 Livre Java disponivel | multipla | integrada biosugﬁggg‘/ac'kr/ Lee e Kim, 2009
CNAG W - Livre C++ disponivel | individual | disponivel Www‘ge‘}‘;me‘“mi“- Nannya et al., 2005
MATLAB
L,M,S, U, MATLAB, . , e . , gforge.nci.nih.gov .
CNAReporter W éggzg;tf»::i 53 % - Perl disponivel | individual | disponivel Jprojects/cnareport Kotliarov et al., 2010
dCHIP \'Y - Livre C++ disponivel | multipla | disponivel | www.dchip.org Li, 2008
S:eGWI\:ﬁP Independente JRE 1.3 Livre Java indisponivel | multipla | integrada fg:fgﬁf gf/r&g;z; Yi et al., 2005
ECN-tool/ . - . 1 . ~ .
CGH-Plotter LM,W MATLAB 6.1 Livre MATLAB | indisponivel | multipla | integrada |nao encontrado Autio et al., 2009
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Tabela 3.3: Aplicativos para Visualizacao e Analise de CNV

(conclusao)
. . . Detecgdo de |  ,. .
Aplicativo Slstqma «| Requerimento D_|_spon| Linguagem | pontos de V|su~aI|za(; Analises** | Pagina Web Referéncia
operacional bilidade quebra ao
Baseado em . _ ’ o . 3 Chari et al., 2007, Conde
ISACGH Web - Livre - disponivel | multipla | integrada |ndo encontrado | etal., 2007, Chietal.,
© 2008, Lee e Kim, 2009
individual,
Magellan Bz{;gidovsm - - C, Jsagi’ R, - mapa integrada | ndo encontrado Kingsley et al., 2007
) consenso
. . , Ce . . , folk.uio.no/junbaiw/ Wang etal, 2004’ Lockwood
M-CGH Independente | MATLAB 6.1 Livre MATLAB disponivel | individual | disponivel mogh/ etal., 2006, Chari et al., 2007,
Chi et al., 2008
MD-SeeGH w MySQL Livre C++, SQL disponivel | multipla | integrada | www.arraycgh.ca/ Chi et al., 2008
Nexus LM,W - Pago - disponivel | multipla | integrada ngg%g;‘;;ﬁrsy BioDiscovery
] www.Nimblegen.co .
N_|mblegen \W% nenhum Pago - indisponivel | multipla | disponivel | m/products/software NimbleGen Systems,
SignalMap /signalmap.html 2006, Chari et al., 2007
JRE 1.6, R, . . , e . ~ .
SIGMAZ2 W MySQL Livre | Java, R, SQL | disponivel | individual | integrada | ndo encontrado Chari et al., 2008
SnoopCGH | Independente Java Livre Java disponivel | maltipla | anotagdo Snmpigilf;?mefor Almagroé((_)}g;ma ctal,
people.genome.
SNPexpress | Independente Java 1.5 Livre Java disponivel | multipla | integrada | duke.edu/~dg48/ Sanders et al., 2008
SNPExpress/
Baseado em HTML pevsnerlab.kennedy
SNPscan Web nenhum Livre Perl R’ indisponivel | multipla | integrada | krieger.org/snpscan. Ting et al., 2006
(Independente) ’ htm
Spectral Baseadoem | JRE 1.4.2 05 P di wvel | individual ‘i’i‘;vvcv(;fg/escizfaeﬁs ;rl Lockwood et al., 2006,
Ware Web plugin ago i isponivel | mndivicua ) ' s Chari et al., 2007
VAMP U, w Java 1.4.2 reqiiosli)gﬁo Java, PHP disponivel multipla | integrada blom\f;;';fle'ﬂ/ La Rosa et al., 2006
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conhecimento computacional limitado ndo podem usufruir prontamente destas analises.
Apontam que o desenvolvimento de programas Web com interfaces amigaveis que
permitam integracdo de base de dados multidisciplinares permitirdo a mineragdo de
dados gendmicos e correlagdo com dados clinicos. Além disso, prevéem que com o
avanco dos estudos de associacdo de aCGH com dados clinicos, surgiriam problemas
relacionados com seguranga ¢ automagao, entre outros.

Desde entdo, alguns programas para analise integrada foram criados (Tabela 3.1,
categoria “integrada” da coluna “Analises”). Os softwares CGHviewer/Overlay Tool,
Asterias, Caryoscope, CHESS, CGH Analytics, DIGMAP Viewer, ISACGH, Magellan,
MD-SeeGH, Nexus, SIGMA®, SNPexpress, VAMP permitem analise conjunta com
expressdo génica, além de outras fungdes, como por exemplo suporte para estudo caso-
controle (CHESS, ISACGH, SNPscan) ou meta-analise de dados clinicos (Asterias,
Magellan).

A grande maioria dos aplicativos ainda ndo ¢ voltada para Web, necessitam de
instalacdo na maquina do usudrio. As linguagens de implementa¢do mais populares sdao
R, MATLAB, C e Java (Lockwood et al., 2006). Uma das vantagens do
desenvolvimento de softwares baseados em Web esta na flexibilidade de execugdo entre
sistemas operacionais ¢ a potencial independéncia de instalacdo. Ainda assim,
programas Web como o Caryoscope, CHESS, Magellan e Spectral Ware, requerem
carregamento de applets, por serem implementados em Java e s3o restritos a
plataformas computacionais especificas. Outros programas, como o Asterias fornecem o
software baseado em Web, porém este deve ser instalado e mantido pelo usuario, o que

requer a instalacdo de diversos componentes para suporte.
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CHESS ¢ versatil, pois pode ser executado localmente, como os programas
desktop, pois sua implementacdo ¢ independente de servidor e outros recursos de rede,

necessita somente do aplicativo Java (Lee e Kim 2009).
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Capitulo 4

Web e Recursos Oferecidos

A World Wide Web surgiu como uma tecnologia para compartilhar texto e
imagem estaticos através da Internet, mas suas fungdes foram estendidas muito além do
objetivo inicial. Ela tornou-se um meio para conectar usudrios remotos e aplicativos,
bem como permitiu integrar programas pela Internet, sendo atualmente também uma
plataforma para criagdo de sistemas operacionais interativos (Alonso et al., 1998,
Goodman e Morrison, 2007, O'Reilly, 2007). A Web tem seu nucleo no protocolo de
transferéncia de hipertexto (HTTP), linguagem de marcagdo de hipertexto (HTML),
servidores Web e navegadores Web. A informagdo ¢ trocada sob o HTTP em forma de
documentos identificados pelo identificador-padrao de recursos (URI). O conteudo
destes documentos pode ser estatico ou dinamico — isto €, gerado ao ser requisitado.
Todo recurso disponivel na Web pode ser acessado através de seu localizador padrao de

recursos (URL) (Alonso et al., 1998).

4.1 Tecnologias para Desenvolvimento Web

A principio os navegadores Web foram desenvolvidos apenas para exibi¢ao de
documentos estaticos, provenientes do servidor e enviados ao usudrio via HTTP, nao
sendo possivel construir programas sofisticados. A primeira solu¢dao foi literalmente
embutir no navegador aplicativos Java (maquina virtual Java — JMV), os quais ficaram
conhecidos como ““applets”, gerando interfaces dinadmicas. O proximo passo foi o
surgimento do Common Gateway Interface (CGI), tecnologia que permite gerar paginas
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dinamicamente, pois torna possivel que o navegador passe parametros para um SCript
(conjunto de passos pré-programados) alojado num servidor web, que os interpreta e
gera uma pagina apos processamento (Alonso et al., 1998).

O uso de JMV era mais popular no final da década de 90, e diminui por razdes
técnicas e corporativas. Os demais aplicativos para navegador, como o popular Flash,
exigem a instalacdo da versdo compativel, bem como certo tempo para carregar os
arquivos do proprio programa, demandando por vezes mais tempo do que o usuario
pode aguardar (Goodman e Morrison 2007).

O desempenho de programas CGI ¢ dispendioso, pois geralmente ¢ criado um
processo separado para cada solicitacdo submetida. Este processo requer certo tempo
para ser executado e em caso de multiplas requisi¢des, 0s processos competirdo por
recursos ¢ memoria do servidor, limitando a escalabilidade do sistema. Assim, foram
criados Servlets, programas Java que oferecem os mesmos recursos do CGI, sem gerar
processos paralelos. Outras tecnologias surgiram neste sentido, porém mantendo o
paradigma de gerar novas paginas num servidor remoto, em resposta a solicitacdes do
cliente (Alonso et al., 1998). Dentre as plataformas de desenvolvimento em servidor
mais utilizadas estdo PHP, ASP, .Net, JSP e ColdFusion, sendo também muito comum
as linguagens Perl, Python, Java, C++, C# e VisualBasic (Goodman e Morrison, 2007).

Por mais robusta e util que possa ser a execugdo de SCripts no servidor, sua
eficiéncia € pouca quando se trata de interatividade com usudrio, pois qualquer mudanca
a ser feita na pagina precisa ser processada no servidor. A real interatividade com o
usuario foi atingida com a linguagem JavaScript em 1995, que ao ser incorporada no
navegador, possibilitou o processamento de requisicdes no proprio computador do

usuario, sem necessidade de submissdo as bases remotas. A inovagdo consiste na
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programacdo no navegador Web, isto ¢, com o JavaScript parte da execucao de tarefas
pode ser deslocada para a maquina do usudrio (Goodman e Morrison, 2007).

Além de desempenho, outro aspecto a ser considerado ao trabalhar com recursos
Web ¢ a seguranca. A defesa basica do JavaScript contra codigos maliciosos ¢ sua
incapacidade de leitura/escrita de arquivos no servidor ou maquina do usuario. Dessa
forma, ndo ¢ possivel implantar virus ou apagar os dados. O JavaScript também nao
permite o estabelecimento do contato com servidores diferente do seu proprio e a
manipulagdo de contetido estd restrita aos elementos gerados pelo codigo a que
pertence. Isto é, a linguagem nao pode ler ou alterar propriedades e elementos de
paginas cuja origem difere da sua. Assim, as limitagdes embutidas na linguagem
provém o mecanismo bésico de seguranga contra os principais tipos de ataque (Flanagan
1998).

Por outro lado, a leitura/escrita de arquivos ¢ uma fun¢do necessaria. O Ajax
(Asynchronous JavaScript e XML) é um recurso que permite a comunicagdo com o
servidor no background, portanto com seu uso, a troca de informac¢des com o servidor
pode ser feita sem a necessidade de alterar a interface com o usudrio (Goodman e
Morrison 2007). Desta forma, os dados XML (eXtensible Markup Language, método
estruturado para descricdo de contetido) obtidos do servidor sdo examinados pelo
JavaScript, o qual pode entdo alterar por¢des especificas da pagina Web (Macedo, 2004,
Goodman e Morrison, 2007). Esta ¢ a metodologia empregada por muitos programas,
principalmente em interfaces de correio eletronico e na exploracdo de mapas do Google
Maps (http://maps.google.com) (Goodman e Morrison 2007).

Trabalhando em conjunto com as demais tecnologias Web, o JavaScript
possibilitou a criacdo de paginas dindmicas e com varios recursos, pois utilizando o

Document Object Model (DOM) é capaz de manipular os elementos HTML e definir a
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aparéncia da interface (Flanagan, 1998, Goodman e Morrison, 2007). Assim, as paginas
passaram a parecer cada vez mais com aplicativos desktop, surgindo o conceito da Web
2.0, na qual além de processar dados no navegador, o usuario pode editar documentos ¢
realizar alteragcdes nas paginas, como observado nos populares blogs e wikis (O'Reilly

2007).

4.2 Estrutura Web

Os servicos Web sdo uma forma de sistema de informacao distribuido e sua
estrutura de implementacdo clédssica pode ser dividida em trés camadas: apresentagao,
logica da aplicagdo e gerenciamento de recursos. A camada de apresentacdo é a
responsavel pela interacdo com o cliente. O termo cliente refere-se as entidades que
utilizam os servigos oferecidos pela aplicagdo, especificamente, o navegador Web
(Alonso et al., 1998).

O cliente utiliza a camada de apresentagdo para solicitar informacdes que sdo
processadas pela camada de logica da aplicagdo. Esta camada ¢ a responsavel pelo
processamento de dados e execucdo de tarefas. Normalmente, as paginas Web mantém a
camada logica num servidor remoto, executando apenas pequenos processamentos
localmente. Os dados por sua vez sdo administrados pela camada de gerenciamento de
recursos, a qual define também a fonte de dados e sua organizagdo. Em programas
baseados em Web, os dados geralmente provém de arquivos na maquina cliente ou
bancos de dados que podem estar em servidores locais (méquina do usuério) ou remotos

(dados transmitidos via Web) (Alonso et al., 1998).

4.3 Simple Sloppy Semantic Database - S3DB

Tim Berners-Lee, considerado o criador da Internet, aposta que o proximo

grande passo da Web serd permitir que os computadores, ndo apenas apresentem
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informagdes, mas interpretem e processem as informagdes contidas nos bilhdes de
paginas disponiveis — o que atualmente s6 pode ser executado por humanos. A essa
nova Internet denominou-se “Web Semantica” ou Web 3.0. Seu principio baseia-se em
atribuir informacdo aos dados (metadado) contidos nas paginas de forma a permitir
extragdo de conhecimento automaticamente (Breitman, 2005).

Motivado por esta proposta foi criado o S3DB, um repositorio no qual os dados
sdo representados de forma flexivel, em oposi¢do as bases de dados classicas, com
objetivo de extrair informagdes com mais facilidade. No S3DB a representacdo dos
dados utiliza triplas sujeito-verbo-objeto, enquanto as bases relacionais armazenam os
dados como tabelas. O S3DB ¢ um software livre e pode ser instalado localmente ou em
servidores remotos (Almeida et al., 2006, Deus et al., 2008).

Entre os recursos oferecidos pelo S3DB, destacam-se a capacidade de controle
de acesso as informacdes, possibilidade de consulta e alteragdo da base utilizando
comandos JavaScript em combinagdo com s3ql (a linguagem de manipulaciao de bancos
S3DB). O controle de acesso ¢ feito por identificacdo/senha e as autorizagdes de uso das
informagdes (leitura, alteracdo e escrita) podem ser controladas em diferentes instancias
do banco de dados, isto é, cada usudrio possui um conjunto de permissdes para as
subdivisdes do banco S3DB (Deus, Deus et al., 2008).

Ao acessar uma base de dados, o usuario obtém uma palavra-chave (key) e com
ela pode trabalhar com o banco S3DB de acordo com suas autorizagdes. Utilizando a
Interface de Programacdo de Aplicativos (API) do S3DB estas tarefas podem ser
executadas através de programas Web. Por comandos JavaScript, podem ser enviadas
solicitagdes ao banco de dados remoto ¢ assim, realizar leitura, alterag¢do, criagdo ¢

delecdo de informacgodes (Deus).
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Capitulo 5

Metodologia

Inspirada nos recursos oferecidos pela Web 2.0 e no rapido desenvolvimento dos
navegadores, foi proposta a implementagdo de uma ferramenta que explorasse ao
maximo os recursos oferecidos pelo ambiente de navegadores de Internet. A ferramenta
em questao seria empregada na analise exploratéria de CNV humano.

Dados  genOmicos  humanos sdo  caracteristicamente  volumosos,
consequentemente costumam gerar arquivos grandes, exigindo certo tempo para serem
processados. O CNViewer teve o desafio de representar ndo apenas dados de uma
amostra, mas sim de um conjunto de individuos simultaneamente. O modelo de
representacao utilizado baseou-se em uma das ferramentas do programa Cancer
Genome Browser (CGB), a qual foram acrescentadas novas caracteristicas, oferecendo
maior flexibilidade para o usudrio e aprimorando as formas de exploragao.

O desenvolvimento do CNViewer foi feito em parceria com a University of

Texas — M. D. Anderson Cancer Center.
5.1 Implementacgdo

5.1.1 Arquitetura do sistema

Visando usufruir da praticidade oferecida pelos programas baseados em Web,
com as vantagens dos aplicativos desktop, o CNViewer foi desenvolvido no ambiente

de navegador Web, utilizando sua linguagem de programacao nativa, o JavaScript, para
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tornd-lo independente de carregamento de aplicativos suporte (como ocorrem com
programas Java) e evitando processamentos externos. Infelizmente, algumas opg¢des do
CNViewer ainda sdo dependentes do servidor, porém foram criadas solugdes opcionais
para realizar as mesmas tarefas localmente.

Os navegadores Web naturalmente unem o cliente ¢ a camada de apresentagao
do programa Web (Alonso et al., 1998). No caso do CNViewer, a camada légica
também foi deslocada inteiramente para o navegador, bem como a estrutura de dados a
ser utilizada, evitando assim problemas de laténcia e performance associados com a
transferéncia de dados. Uma das prioridades no desenvolvimento do CNViewer foi criar
um aplicativo de facil acesso e utilizagdo. O desenvolvimento baseado em Web
potencialmente torna o software disponivel para qualquer plataforma computacional
sem necessidade de instalagdo, facilmente acessivel via URL e com a versao mais
recente pronta para uso.

Com a Web 2.0 ¢ possivel também criar interfaces dindmicas e amigaveis. Por
outro lado, o modelo de anélise exploratério que deveria ser suportado pelo CNViewer
exige o acesso frequente aos mesmo dados e portanto, se utilizado o padrdo comum de
aplicativos Web, o tempo consumido em cada processo de andlise e representagdo
grafica seria invidvel devido ao volume de dados. Isto ocorre pois os programas Web
costumam acessar dados em servidores remotos a cada requisi¢do. Portanto, apesar de
os dados serem provenientes de diferentes fontes (secdo 5.2), durante a execucdo do
programa uma coOpia deles estard armazenada temporariamente no navegador e o
CNViewer se comportara de forma semelhante a um aplicativo desktop.

O aCGHViewer ¢ um exemplo de programa que foi implementado como um
aplicativo desktop para evitar problemas de performance e laténcia, porém ¢ restrito a

Windows e exige instala¢do (Shankar et al., 2006). Desde 2006 as proprias companhias
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aprimoraram o desempenho de seus navegadores e¢ assim dependendo da forma de
implementagdo, o uso de navegadores pode ser mais vantajoso em relagdo aos
programas desktop.

O JavaScript ¢ linguagem de programacao leve com capacidade para orientagao
a objeto (Flanagan 1998). A implementacdo fez uso de bibliotecas Dojo (The Dojo
Foundation, 2009) para a realizacdo de algumas fungdes. O CNViewer possui trés
formas de inclusdo de dados para andlise, a primeira, acessa um repositério de arquivos
semantico, do tipo S3DB (ver se¢do 4.3), através de comandos s3ql . A segunda é mais
simples, pois o usudrio insere manualmente os dados, que sdo imediatamente
interpretados no navegador. O terceiro modo de entrada de dados depende de um script
PHP para poder ler arquivos da maquina do usudrio, devido as restrigdes impostas ao
JavaScript abordadas na secdo 4.1. Pelas mesmas razdes, este Script deve estar
localizado junto ao arquivo HTML para poder acessar as propriedades do DOM da
interface.

Um dos problemas observados em softwares académicos ¢ seu curto prazo de
disponibilidade, conforme ocorrido com alguns dos aplicativos citados na Tabela 3.1.
Geralmente o programa fica disponivel na pagina de uma institui¢do enquanto o seu
desenvolvedor ¢ vinculado a ela e depois perde-se o acesso. Existem algumas paginas
de internet que oferecem hospedagem gratuita de programas de distribuigdo livre, sendo
possivel em alguns casos como o Google code, realizar controle das versdes
submetidas, permitindo o acesso de versdes anteriores caso haja interesse.(Google
Project Hosting 2010).

Desta forma o codigo do CNViewer foi submetido ao Google code, passando a
estar disponivel indeterminadamente para uso. Os servicos oferecidos pelo Google code

ndo abrangem o uso de servidores para execugdo de tarefas e processamentos em geral.
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Assim os arquivos PHP e consequentemente uma versdo do HTML, estao localizados
num servidor remoto (http://odin.mdacc.tmc.edu/~ccpalu/CNViewer/, pertencente ao M.
D. Anderson Cancer Center) enquanto os SCripts em JavaScript e imagens estio no
Google code (http://www.googlecode.com/). Apesar de o Dojo utilizar a linguagem
JavaScript, seu método de localizagdo de bibliotecas se baseia no enderego da URL da
pagina de internet e portanto todos os arquivos Dojo também foram armazenados no
servidor do M. D. Anderson Cancer Center. Uma segunda versdo do CNViewer, sem as
opgdes dependentes de PHP, foi disponibilizada também no Google code (em

http://www.cnviewer.googlecode.com/hg/cnviewer.html).

5.1.2 Representacdo de cromossomos

Um dos recursos oferecidos pelo CNViewer ¢ a escolha de regides gendmicas,
as quais devem ser delimitadas nos cromossomos de interesse. Para tanto, foi
implementado um idiograma no qual o usuario especifica as regides a serem analisadas
com marcadores. Estes marcadores moéveis foram feitos utilizando a biblioteca Dojo
“Movable” com alteragdes para atender as necessidades do CNViewer, tais como
capturar a posicao final do marcador e movimentar-se apenas horizontalmente.
Posteriormente, quando o resultado da andlise ¢ exibido, as regides escolhidas sao
destacadas nas imagens dos cromossomos, identificando-as.

Os cromossomos estao ilustrados de acordo com o padrao de bandas-G e foram
criados através do software Idiographica 2.0 (Kin e Ono, 2007). As bandas-G sdo o
padrao de coloracao assumido pelos cromossomos ao serem corados com Giemsa,
corante que se liga as regides ricas em adenina e timina gerando um perfil de bandas
comum entre individuos de uma mesma espécie.

As regides genOmicas sdo estimadas com base no Human Genome Assembly

Information montagem 36. Através da razdo entre a imagem do cromossomo 1 e seu
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tamanho em pares de base, calculam-se as posi¢des no genoma a serem utilizadas na

analise, bem como as marca no grafico com resultados.

5.1.3 Acesso ao UCSC Genome Browser

Outra caracteristica implementada, é o acesso ao University of California Santa
Cruz Genome Browser (UCSC Genome Browser), um portal para acesso aos dados
contidos na UCSC Genome Browser Database,uma fonte de dados de sequencias
genomicas de diversas espécies e respectivas anotagdes. A interface do UCSC Genome
Browser oferece recursos como alinhamentos, predicdo de genes, elementos
regulatorios, dados de expressdo génica, repeticdes no genoma, SNPs e outras
variagoes, além de diversas ferramentas de analise (Kuhn et al. 2009)

O UCSC Genome Browser aceita submissao de requisi¢des via URL, permitindo
o envio de pesquisas a partir de outros programas. Assim ¢ possivel ao usudrio do
CNViewer consultar informagdes sobre regides de interesse automaticamente. O
CNViewer acessa a posicdo do trecho genomico selecionado e submete ao UCSC
Genome Browser, informando também a montagem do genoma e a espécie, gerando
uma consulta. E entdo criada uma janela para cada regido gendmica submetida.

O acesso desta forma ao UCSC Genome Browser usa uma chave alfanumérica,
gerada através de requisicdo a pagina. Devido as limitagdes de seguranca do JavaScript,
esta requisicgdo ¢ feita por um script PHP, armazenado no servidor

http://odin.mdacc.tmc.edu/~ccpalu/CNViewer/.

5.2 Entrada de Dados

O conceito fundamental do CNViewer ¢ oferecer ferramentas para os dados
fornecidos para o usuario. Conforme explicado previamente (se¢do 3.2), os dados brutos

costumam ser segmentados antes de serem interpretados, assim os dados brutos sao
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utilizados poucas vezes ¢ as diversas andlises sdo feitas com base nos resultados da
segmentacdo. Os arquivos brutos sdo grandes, pois possuem os resultados do conjunto
de sondas utilizadas no microarranjo, ja o resultado da segmentagdo possui tamanho
mais compacto € consequentemente otimiza processamentos posteriores. Outra
motivagdo para utilizar estes dados estd nos valores de NC. Uma vez realizada a
segmentacdo, espera-se que os ruidos da técnica empregada sejam suavizados,
permitindo a obtencdo de um NC mais proximo ao real. Portanto, o CNViewer
interpreta dados segmentados, sob formato texto delimitado por tabulagdo. Além de
tornar o formato de entrada independente da plataforma utilizada para acessar CNV, o
usuario tem a flexibilidade de escolher entre um maior numero de algoritmos de
segmentacdo. Procedimento semelhante ao utilizado no desenvolvimento do
aCGHyviewer (Shankar et al. 2006). Assim, ¢ possivel analisar dados provenientes de
plataforma distintas, com o intuito inclusive de comparar as diferencas entre as técnicas
ou tendo o cuidado e conhecimento das variagcdes normais geradas pelas caracteristicas
de cada plataforma.

A CBS ¢ um algoritmo popular, que pode ser utilizado para segmentacdo de
dados provenientes tanto de plataformas aCGH quanto de SNParray (ver Se¢do 3.2).
Portanto o CNViewer foi desenvolvido com base nos arquivos gerados por CBS, através
do programa estatistico R, mas atentando para ndo restringir a um modelo padrdo de

entrada.

5.2.1 Dados-modelo

Conforme mencionado anteriormente, o CNViewer ¢é baseado em uma
ferramenta do CGB, aplicativo desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa, porém
feito em MATLAB. O CGB acessa principalmente dados brutos e segmentado do

projeto TCGA, alvo de pesquisas realizadas no M. D. Anderson Cancer Center,
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instituicao parceira no desenvolvimento de ambos os aplicativos. Por essas razoes, foi
utilizado um conjunto de dados segmentados previamente, para uso no CGB.

O conjunto de dados usados para modelar o CNViewer foram de Glioblastoma
multiforme primario, constando de 210 amostras, provenientes da Harvard Medical
School e do Brigham and Women’s Hospital, obtidas no portal do projeto TCGA
(http://tcga-data.nci.nih.gov/) e posteriormente filtradas utilizando a CBS. O algoritmo
para esta segmentacao esta implementado em linguagem R, no pacote DNAcopy; foram
utilizados os parametros padrdo. Regides com ocorréncia normal de CNV foram
eliminadas para ndo desorientar a interpretacdo, de acordo com a versio 18vl da
Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) e das anotagdes de
variantes estruturais do UCSC Genome Browser.

Estes dados s3o os mesmos acessados pelo programa CGB, exceto pelas
amostras TCGA-06-0208-01B e TCGA-06-0211-01B que foram incluidas no
CNViewer. Este conjunto de dados foi armazenado em um repositéorio S3DB
(http://ibl.mdanderson.org/CNViewer), com estrutura distinta a acessada pelo CGB. Os
arquivos de dados segmentados estdo disponiveis publicamente utilizando a palavra
“public” como usuario e senha.

No portal TCGA estao disponiveis também dados clinicos, complementares aos
dados brutos de CNV; ambos os tipos dados foram utilizados para ilustrar o uso do
CNViewer neste trabalho. Todas estas informagdes provém do banco de dados publico
do TCGA e estdo sujeitas as politicas de privacidade de doadores e confidencialidade de
dados. Estas politicas permitem acesso minimo aos dados clinicos, oferecendo um perfil
de informagdes unico para cada um dos individuos, porém contendo poucas

informagdes para evitar re-identificacdo do paciente.
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O PROJETO THE CANCER GENOME ATLAS (TCGA)

Este ¢ um projeto dos Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of
Health — NIH) do governo dos Estados Unidos da América (EUA), iniciado em
dezembro de 2005, que visa compreender a base molecular do céncer, através de
analises gendmicas, para no futuro aperfeigoar os métodos de diagndstico, tratamento e
prevencao de cancer.

Os procedimentos incluidos no projeto iniciam-se desde a coleta e
processamento de amostras de tecidos cancerosos e controle até o sequenciamento e
outras caracterizacdes genOmicas, bem como a andlise de resultados. As principais
caracteristicas estudadas incluem CNV, aberragdes cromossomais, perda de
heterozigosidade, alteracdes epigenéticas,mudancgas na expressao génica e de micro
RNAs, além da analise de mutagdes por sequenciamento.

O TCGA financia também o aprimoramento ou desenvolvimento de novas
técnicas de larga escala e metodologias com melhor relagao custo-beneficio. Objetivam
também o desenvolvimento de técnicas eficientes para correlacdo entre o perfil
molecular e clinico, além de criar interfaces amigaveis para divulgagao de dados.

O projeto pretende analisar mais de vinte tipos de tumor e inicialmente, para a
realiza¢ao de um projeto piloto, foram escolhidos o glioblastoma multiforme, cancer de
ovario e cancer de células escamosas de pulmao. Esta escolha foi feita com base em
uma pesquisa realizada, que avaliou as cole¢des de espécimes quanto a sua qualidade e
quantidade. Destes trés o Glioblastoma Multiforme foi o primeiro a ser pesquisado € os
primeiros resultados foram divulgados em setembro de 2008, mas a pesquisa deste
tumor prossegue até hoje (National Cancer Institute e National Human Genome

Research Institute n.d.)
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5.2.2 Dados mantidos com o usudrio

Praticamente todos os programas de segmentacao sdo capazes de gerar arquivos
texto delimitados por tabulagdo. O CNViewer ¢ flexivel quanto ao formato de entrada,
requerendo apenas que o arquivo contenha dados de um segmento em cada linha, com
as informagdes sobre a amostra a que ele pertence, cromossomo, NC, posi¢do gendmica

de inicio e fim (Figura 5.1). Estes arquivos podem conter inimeras amostras.

sample. ID chromosone seqment.start seqment. end sSegment.mearn
exenplel 1 1018584 74674800 Z.3068

exenplel 1 75010081 123000895 1.7863

exenplel 1 123002455 154638762 2.0785

exenplel 10 216098 133432567 Z.30z4

exenplezil 1 1018584 5478935 Z.8759

Figura 5.1: Modelo de dados de CNV

Ao carregar o arquivo, ¢ solicitado ao usudrio que seja feita a correspondéncia
entre as colunas identificadoras de seus dados e as informagdes exigidas, tornando
assim o CNViewer independente de um formato padrdo, palavra-chave ou ordem no
arquivo de saida. Nao ha impedimento de leitura de arquivos que possuam colunas com
outros, elas sao simplesmente ignoradas. O arquivo pode ser carregado via formulario,
para ser lido com auxilio de scripts PHP ou seu conteudo pode ser colado em uma area
de texto e lido diretamente pelo programa (Figura 5.2).

Ao carregar dados via formulario, o usudrio informa a localizacdo de seu
arquivo, a qual ¢ submetida para o script PHP que 1€ o contetido e remete a uma
estrutura  do DOM, para entdo ser acessivel ao JavaScript, que continua
automaticamente com o processamento. Este processo ¢ otimizado, quando o usuario
realiza o procedimento de inserir o contetido de seu arquivo numa estrutura DOM,

copiando e colando os dados numa caixa de texto.
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Maquina do Usuario Interface CAViewear
(conteido o arquivo)

id er inicin fim ne

saan e 1 23500 48795 233

. : 1 50348 100789 1.87

A4 10078 1 100935 130651249

100935 130651249 _ 3 '
1

or ipicic fim ne

131879 2002762.32 L

i ¢ 200543 239023 1.96
200342 copiar/colar

Miquina do Usuario

Interface CANTViewer

C:\Usuano' Documentos WMeuCNV txt [

id er inicio fim mne
Exl 1 13500 48795 2133
Exl 1 350348 100789 1.87
Exl 1 100935 1306351249

Figura 5.2: Metodologias para acessar o contetido de arquivo mantido pelo usuario. O
método A consiste de um procedimento simples, no qual o usudrio esta encarregado de
executar a tarefa de inserir no programa o conteudo do arquivo. O método B, exige que
o usuario localize o arquivo através da interface do CNViewer, para entdo este enderego
ser enviado (1) a um script no servidor, que entdo acessa (2) o arquivo ¢ faz uma copia
(3) no servidor, que envia (4) o conteudo a um elemento da interface.

5.2.3 Dados em repositorio S3DB

Manter dados em simples arquivos texto ¢ mais simples, porém nao

necessariamente mais pratico. Frequentemente ocorre o armazenamento desnecessario
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de dados, devido a criagdo de multiplas cdpias, ou mesmo perda ou alteragdo de
informagdes. Uma maneira segura e pratica de manter estes dados € utilizar um banco
de dados. Assim foi implementado no CNViewer métodos para acesso de dados em
bases do tipo S3DB.

Este tipo de banco oferece diversas vantagens explanadas na se¢do 4.3 ¢ ¢ usado
em varios projetos do M. D. Anderson Cancer Center, inclusive ¢ a Gnica forma de
incluir dados no CGB. Assim, a implementagdo de um banco de dados emprega certo
esforgo, mas oferece vastos beneficios, inclusive compartilhamento de dados.

Os dados mantidos no S3DB estdo sob forma de arquivos individualizados por
amostra. Neste modelo o administrador do banco de dados pode oferecer senhas de

acesso aos dados a quaisquer usudrios e inclusive conceder acesso publico.

Dados Segmentados Mapa de Sondas

Figura 5.3: Estrutura de dados de repositério S3DB compativel com CNViewer. Mapa
adaptado com base na representagao gerada pela interface do S3DB. Os elementos do
banco sdo vinculados por verbos, este relacionamento estd representado em cinza, sendo
que a extremidade espessa da linha indica o sujeito da relagdo e a outra ponta, o objeto.
Um Projeto possui diversas cole¢des (caixas vermelhas), as quais estdo armazenando os
dados (caixas verdes) sob forma de texto ou arquivo.
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CNViewer oferece uma interface grafica para entrada de usuario, senha e
endereco do banco de dados. Quando o usudrio ¢ reconhecido, uma palavra-chave ¢
gerada e ¢ utilizada para carregamento automatico das informagdes contidas no
repositorio. O CNViewer reconhece os verbos de ligagdo entre as colegdes de
informagdes no S3DB, identificando os tipos de dados, assim apds o carregamento, o
usuario ja pode explorar os dados.

As informagdes contidas num repositorio S3DB tém formato restrito,
representado pela Figura 5.3. Todas as informacdes estdo distribuidas em colegdes,
separadas em nome, dados de CNV e mapa de sondas. Uma quarta colegdo contém os
verbos utilizados para relacionamento dos elementos do banco. Cada amostra possui
uma identifica¢@o na cole¢do “Amostras” e um arquivo texto em “Dados Segmentados”,
com seus CNVs, seguindo o modelo da Figura 5.4. Nao possuindo cabegalho, cada linha
deste arquivo deve conter o cromossomo, posi¢ao gendmica de inicio e fim do
segmento e seu NC, sempre nesta ordem. Este formato deve ser seguido para garantir

que os dados possam ser interpretados corretamente pelo CNViewer.

1 1013591 580865351 £.043651359771643

1 S5093497 74674749 £.13006375655443
1 T4683681 T457T559 1.55606E49133981
1 74555033 74852090 1.24444286960325
1 74961547 751102580 1.589825765081566
1 751484351 109266600 2.13657505519862
1 109467543 154039686 Z.06322334190196
9 28145093 136964425 2.17015787514697

Figura 5.4: Modelo de dados de CNV para repositério S3DB
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5.3 Métricas de Dissimilaridade

Os estudos frequentemente buscam descobrir subtipos de um grupo de amostras,
tendo como principio que a semelhanga entre um conjunto de fatores especificos possa
estar refletindo em outras caracteristicas. Os perfis de CNV sdo um dos critérios que
podem ser utilizados para estabelecimento de subtipos, aplicacdo bem sucedida na
identificacdo de subtipos moleculares de tumores de um mesmo tecido (van de Wiel et

al., 2010).

5.3.1 Conceito de métrica

Uma métrica em Algebra Linear ¢ definida como uma fungio (d: M x M — [R)
que associa a cada par ordenado de elementos (p, q) pertencentes a um conjunto (M) um

numero real (produto interno de p e (), chamado de distancia de p a g, de modo a

satisfazer as seguintes condi¢Oes para quaisquer p, ¢, r € M (Lima, 1975, Rolewicz,

1985):

a) d(p,p)=0;

b) Se p#q entdo d(p,q) > 0;

c) d(p,a) = d(,p)

d d@p,n <d(q + d@n.

Os postulados a e b dizem que d (p, ) >0 e que d (p, g) = 0, se, ¢ somente se,
p= g. O postulado ¢ afirma que a distancia d (p, ) ¢ uma fungao simétrica das variaveis
P, g. A condigdo d, chamada “desigualdade do tridangulo”, baseado no fato de que, em
um plano euclidiano, o comprimento de um dos lados de um triangulo nido excede a
soma dos outros dois (Lima, 1975), portanto d (p, r)=d (p, q) +d (q, r), se , ¢ somente

se, ( estiver contido na reta que intercede p e .
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A distancia entre dois pontos geométricos, pertencente ao conjunto IR dos reais é
dada por d (p, r) = d |p, |, chamada de “métrica usual” da reta. Ha trés maneiras
naturais de se medir a distancia entre dois elementos — elementos podem ser pontos,

conjuntos, fungdes, etc (Lima, 1975). Dados p= (pa, ..., Pn) € 4= (Q1, ..., On):

(5.1)
d(ma) =+ — @ P+ ot (P — )7 = L= (7 d(p, Q) =
Vo1 —q)? + .o+ (pn — q)? = V2 — 40)?,
dp.q) =Ip1—qil + . + |pn—qul = 21lpi —
il d'(pgi =l —qy + o + lpy — gl = Tyl (5.2)
d"(p, q) = max{lpl - qlli ) |pn - qnl} =
15i=nlPi — qil - d'(p.q) = max{lp, — q b wnlpy — qul} = %l (5.3)

As trés fungdes acima sdo métricas, sendo que a métrica dada pela Equagdo 5.1 ¢
chamada de “euclidiana”. Ela provém da férmula para menor distancia entre dois pontos
em um plano cartesiano, a qual é provada por Teorema de Pitagoras. A métrica
euclidiana ¢ considerada uma métrica natural pois fornece a distancia da Geometria
Euclidiana. As outras duas métricas sdo “equivalentes” a euclidiana, porém

formalmente mais simples (Lima 1975).

5.3.2 Meétrica selecionada

O estudo de perfis gendmicos ou moleculares envolve a andlise de fatores

complexos e necessitam de estudo a parte para o desenvolvimento de métodos
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especificos. Nesta proposta inicial de analise comparativa exploratoria entre perfis de
CNV, optou-se por utilizar a métrica euclidiana, por ser uma métrica natural

O objetivo de inserir a DE ¢é dar suporte a analise exploratoria da relagdo de uma
amostra de CNV e um conjunto. Considerando cada amostra um elemento e cada uma
dos n segmentos um componente deste elemento, a DE pode ser utilizada para comparar
quais amostras sdo mais proximas e portanto mais similares. Por exemplo, as amostras p
e  compostas respectivamente pelos segmentos (pi, ..., Pn) € (Q1, ..., n) cujos valores
correspondem ao NC. Se p = q a DE calculada ¢ 0 (postulado a, secdo anterior),
portanto nao ha dissimilaridade — elas sdo idénticas. Caso p # (, o valor da DE calculada
sera tdo grande quanto for a diferenca de cada par (pi, (i), medindo a dissimilaridade
entre os NC das amostras.

Os pontos utilizados na métrica para dissimilaridade de CNV sdo os pontos de
quebra, pois representam exatamente as regides nas quais ocorrem as mudancas de NC
(Figura 5.5 A). Cada amostra possui um padrao diferente de segmentos assim, antes da
realizacdo do cdlculo intercalam-se os pontos de quebra do par de amostras (Figura 5.5
B) e posteriormente ¢ obtida a DE comparando os valores de CNV em cada uma destas

regioes.
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A s N N4 Segmentos gendmicos

representados por
mapa de cor

Amostraalvo

Outras amostras

— Pontos de quebra --- Pontos de medida

Figura 5.5: Locais utilizados nas medidas de dissimilaridade . (A) Exemplo de
segmento gendmico, no qual diferentes cores representam valores distintos de NC. As
regides delimitantes dos segmentos sao os pontos de quebra. (B) A sobreposicao destes
pontos ¢ feita antes do calculo da DE e a medigdo ¢ realizada com base nos segmentos
gerados por essa sobreposicao.

O caélculo da DE realizado desta forma ndo inclui a regido gendmica selecionada
de forma continua, pois os intervalos entre as variagdes ndo sdo contabilizados. Assim,
¢ uma medida cumulativa das diferencas entre pontos do genoma, chamada de distancia
euclidiana (DE) em pontos de quebra (Breakpoint Euclidean Distance). Considerando-
se estes trechos que ndo foram medidos, foram criadas duas metodologias de DE
ponderada.

Antes de detalhar como o célculo ponderado ¢ realizado, ¢ importante notar a
metodologia de calculo em relacdo a sua implementacdo. Os dados de CNV sdo
armazenados sob forma de segmentos, para os quais se tem o valor de NC e posicao das
sondas que delimitam seu inicio e fim; portanto o acesso aos pontos de quebra ¢
favorecido pela arquitetura dos dados. Ainda, para as medidas baseadas em sondas, o
calculo da distancia sonda a sonda seria redundante, podendo ser substituido pelo
calculo nos pontos de quebra multiplicado pelo numero de sondas, o qual consome

menos tempo e recursos computacionais.
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A ponderacdo (Equagdo 5.4) multiplica o quadrado da diferenca entre dois
pontos (p e () por um peso (W), resultando numa dissimilaridade entre os segmentos.
Cada segmento de uma amostra ¢ obtido através da normalizacdo de um conjunto de
sondas. Portanto, se W é o numero de sondas do segmento, multiplicar por w, é
equivalente a somar o quadrado das diferencas obtidas para cada uma das sondas de um

segmento.

VIR wi(p: — q1)? (5.4)

A DE ponderada por sondas (Probe Weighted Euclidean distance) utiliza este
principio. Porém, como o niumero de sondas ¢ muito grande, o W utilizado ¢ um valor
relativo, entre o segmento e o cromossomo (Equagdo 5.5). E calculado através da
contabilizacao do total de sondas no intervalo em questao (S) dividido pelo valor total

de sondas (S) do cromossomo (C). (5.5)

w; = Si/S,:

A implementacao desta medida, depende da disponibilizagdo de um mapa de
sondas, que infelizmente nem sempre esta disponivel. Foi desenvolvida assim a DE
ponderada por tamanho (Size Weighted Euclidean distance) na qual o w é obtido com
base no tamanho dos segmentos, medido em pb. O comprimento do i-ézimo segmento é
obtido pela subtracdo entre os pontos de quebra que o delimitam, isto ¢, a diferenca
entre as posicdes gendmicas das sondas final e inicial. Posteriormente este valor
(Equagdo 5.6 variavel ) é dividido pelo tamanho total (L) do cromossomo (C), medido
em pares de base de acordo com a montagem 36 do Human Genome Assembly

Information.
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wi=",

(5.6)

54 Representacdo por Mapa de Calor

O mapa de calor permite a visualizagdo das CNVs de multiplas amostras, pois
diferentes perfis podem ser exibidos lado a lado, com seus NC representados em cores.
Esta estratégia ¢ utilizada nos softwares CGH Analyzer, CGB, Magellan, MD-SeeGH ¢
VAMP.

Foi implementado no CNViewer um mapa de calor com intervalo fixo de
valores, com gradiente de cores variando uniformemente entre 0 e 4 (Figura 5.6),
destacando com clareza delegdes (azul escuro em caso de delecdo de duas copias, azul
claro para uma copia) e duplicagdes (amarelo para NC entorno de trés e vermelho para
mais copias). No caso de valores superiores a 4, apenas a intensidade do vermelho ¢

aumentada, até 100. Valores superiores recebem a cor equivalente a 100.

I S

d 1 = F & [ L

Figura 5.6: Correspondéncia de cores do mapa de calor

Ao carregar o arquivo com dados segmentados, o programa calcula a cor
correspondente aos NC de cada amostra e armazena junto com as demais informagoes,

para otimizar o processamento das futuras analises.
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5.5 Exportacdo e Recuperacdo de Analise

Uma caracteristica importante do CNViewer € a exportagdo da analise, de forma
a incluir ndo apenas o resultado, mas também permitir que novas exploracdes de dados
sejam realizadas. Uma propriedade intrinseca dos navegadores ¢ a op¢ao de salvar uma
pagina, porém s3ao armazenados os diversos arquivos relacionado ao site, mas o
conteudo que consta em memoria destinada ao navegador (como os dados acessados
pelo CNViewer) ndo sdo salvos. Além disso, os arquivos armazenados ocupariam um
espaco desnecessario na memoria ¢ a cada novo arquivo salvo, haveria uma série de
arquivos repetidos. Assim foi criado um moédulo de exportagdo, que armazena apenas 0s
dados necessarios para recuperacdo da analise.

O modulo de exportagdo consiste de uma nova pagina gerada pelo CNViewer, a
qual ¢ povoada com os dados de CNV e complementares. A interface do mddulo
contém informagdes relevantes sobre a Ultima analise realizada pelo usuario e um link,
apontando para a URL do aplicativo, acrescida de uma estrutura contendo todos os
dados utilizados na analise. Estes dados contidos na URL estdo no formato de notagdo
de objetos do JavaScript (JavaScript Object Notation — JSON), uma forma leve para
transferéncia de dados, facilmente interpretada.

Os dados sdao submetidos via URL pois ¢ atualmente a tnica forma de envio de
informagdes a uma pagina, utilizando somente JavaScript. O CNViewer verifica o
contetdo da URL primeiramente e em seguida gera a interface utilizando os dados

submetidos, e recriando a analise salva.

5.6 Teste de desempenho

A forma de implementac¢do utilizada requer que os navegadores possuam uma
boa capacidade de armazenamento. Foram realizados testes do desempenho do

CNViewer em quatro navegadores populares (Google Chrome, Mozilla Firefox 3.5.9,

60



Opera 9.80 ¢ Apple Safari 4.0.3), excluiu-se o Internet Explorer por ndo oferecer as
funcionalidades padrao, impedindo o desenvolvimento de interface com qualidade. Sete
rotinas foram testadas: carregamento da interface; carregamento dos dados modelo
armazenados no S3DB; plotagem da andlise utilizando as trés métricas e os 22
cromossomos; carregamento do médulo de exportagdo; e recuperagao da analise.

Com o objetivo de comparar o desempenho de uma implementagdo em
navegador com uma stand-alone, mediu-se também o desempenho do CNViewer em
relacdo ao CGB, por ser o aplicativo a oferecer a funcionalidade mais proxima a do
CNViewer, além de ter acesso aos mesmos dados utilizados. A estrutura do CGB é
distinta, assim comparou-se especificamente a plotagem do conjunto de amostras sob a
forma de mapa de calor. No CGB a visualizacdo ¢ feita cromossomo a cromossomo e
consequentemente foram feitas medi¢cdes para cada um dos autossomos. Apenas o
CNViewer solicita a escolha de uma amostra alvo, assim, os testes foram feitos
utilizando a amostra TCGA-02-0001-01C como alvo por ela ser a primeira na listagem
de amostras. Os testes foram realizados no Mozilla Firefox 3.5.9, devido ao fato de ser o
ambiente de desenvolvimento do CNViewer e para execu¢do do CGB versdo 12, foi
utilizado o MATLAB 7.4.0 (R2007a).

O objetivo destes testes foi fazer uma comparagdo qualitativa, para estimar a
eficiéncia deste modelo de implementagdo. Assim, foi realizado um teste empirico com
cinco tomadas de tempo para cada condicdo, no qual as mediadas foram feitas de forma
intercalada, uma por ambiente, para criar condigdes de teste mais proximas possiveis. O
tempo foi medido com cronometro simples. Os testes foram realizados em sistema
operacional Microsoft Windows 6.0 (Home Premium) 32 bit, com processador Intel

Core 2 Duo 1.50GHz e memoria RAM com 2038 MB.
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Capitulo 6

Resultados e Discussao

Diferentemente dos programas baseados em Web, o CNViewer executa as
solicitacdes do usuario no préprio navegador, enquanto os outros processam muitas das
funcdes no servidor externo. Devido a esta caracteristica descrevemos o CNViewer
como um aplicativo baseado em navegador.

Essa abordagem de implementacdo ¢ interessante pois os dados bioldgicos
costumam ser volumosos, assim a troca de informacgdes via rede consome tempo € o
processamento em servidores externos, demanda maior manutencao e suporte.

Mover programas de analise para o navegador torna a integracdo de dados mais
facil, e as vantagens da acessibilidade de programas online possui diversas
ramificagdes. Por exemplo, o compartilhamento/divulgaciao de resultados geralmente ¢
feito através de graficos estaticos, mas com a criacdo do modulo de exportacdo, ha uma
mudanca nesta perspectiva: o envio do mddulo ou publicagdo de um link, levam a uma
interface dindmica, ampliando as possibilidades de interpretacdo e permitindo a

realizacdo de mais analises.

6.1 Fluxo de Trabalho

O Capitulo anterior descreveu individualmente as caracteristicas implementadas
no CNViewer, mas para compreender o fluxo de trabalho do aplicativo, os principais

passos de execugdo estdo representados na Figura 6.1.
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Figura 6.1: Diagrama de fluxo simplificado do CNViewer

O acesso direto do CNViewer (sem envolver o médulo de exporta¢do) gera uma

interface com todas as ferramentas, mas sem dados, requerendo a entrada de dados.
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Estes dados devem estar no formato de texto limitado por tabulagdo, em posse do
usuario ou num banco de dados (local ou remoto). Uma vez verificado o formato dos
dados, eles sdo processados, e armazenados em uma estrutura JavaScript do navegador.
Posteriormente ¢ oferecido ao usuario a possibilidade de inserir dados complementares,
ou mais dados de CNV.

Apoés estes procedimentos, o CNViewer esta pronto para realizar a analise,
sendo necessario apenas que o usuario escolha os pardmetros a serem utilizados. O
aplicativo entfo executa a comparagdo entre as amostras, gerando um grafico com os
resultados obtidos. Caso haja interesse, um modulo de exportagdo ¢ gerado e
independente disso, o usudrio pode iniciar uma nova analise alterando os pardmetros ou
simplesmente finalizar o uso do programa.

Com o modulo de exportacdo disponivel, o usudrio sempre podera enviar
automaticamente para o CNViewer os dados necessarios para recuperacao da analise.
Quando a recuperacgao ¢ solicitada, o aplicativo primeiro recupera os dados submetidos,

para entdo gerar a interface e os graficos para visualizagdo. Novas andlises continuam

podendo ser feitas e salvas.

6.2 Dados de Entrada

6.2.1 Dados mantidos com o usuario

Assim que o CNViewer ¢ iniciado, ¢ exibida uma janela com as opg¢des de
carregamento (Figura 6.2 A), levando a caixa de texto para inser¢ao manual de dados
(Figura 6.2 B) ou ao campo para carregamento de arquivos (Figura 6.2 C). Em ambos
os casos o formato dos dados submetidos ¢ verificado e, se compativel, uma nova

interface ¢ apresentada.
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Figura 6.2: Inser¢do de dados mantidos com o usuario. Trés opg¢des de insercdo de
dados sao oferecidas ao usuario (A), duas delas permitem que sejam carregados dados
mantidos em arquivos texto. A primeira op¢ao, copiar e colar (B), exibe uma caixa de
texto para colocar o contetido do arquivo. A segunda opg¢ao (C) permite o carregamento
do arquivo. Uma vez que os dados estdo disponiveis no CNViewer, uma nova interface
surge (D), listando opg¢des do grafico (titulo e espessura de segmento) e também
solicitando ao usuario que identifique quais sdo as colunas que correspondem aos
campos necessarios para uso do programa. O usuario deve também informar a escala
que o valores de NC estdo representados.

Esta nova janela, possui uma lista com as informagdes requisitadas pelo
programa: identificagdo da amostra, nimero do cromossomo, posi¢ao de inicio e fim do
segmento em pares de base e o0 NC (Figura 6.2 D). Ao lado de cada um destes campos,
sdo listados os identificadores das colunas dos dados submetidos. O usuario deve

correlaciond-los, e informar a notagdo utilizada para representagdo dos NC (Figura 6.2
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E). O CNViewer verifica se ndo ha repeticdo de colunas selecionadas para entdo o
processamento de dados ocorrer. Em caso de erro, o usudrio ¢ solicitado a corrigir a
correspondéncia de colunas e campos ou a inserir um novo arquivo.

O procedimento de inser¢ao de dados pode ser repetido inumeras vezes e, ao
final deste processo, os dados complementares podem ser adicionados. O carregamento
de dados complementares utiliza a mesma metodologia, porém ndo existem campos
obrigatdrios, basta apenas que os tipos de dados estejam identificados na primeira linha
do arquivo e que as demais linhas correspondam apenas a uma amostra. E imperativo
que os dados complementares estejam ordenados com correspondéncia aos dados de
CNV.

Os dados segmentados podem ser obtidos de inimeros programas, cujo arquivo
gerado pode ter variagdes no posicionamento de colunas e escala dos valores de NC. A
possibilidade de indicar a correspondéncia das colunas com as informacgdes requisitadas,
assim como a escolha da escala dos dados, amplia a quantidade de formatos de arquivos
compativeis com o uso do CNViewer.

Apesar disso, alguns detalhes do formato do arquivo devem ser considerados
com cuidado, por exemplo, os nlimeros decimais devem ser demarcados com pontos e
ndo virgulas, pois a maioria do algoritmos de analise de CNV utilizam esta notagdo. O
usuario deve evitar o uso de espago e anotar os cromossomos omitindo o caractere zero
a esquerda. Uma particularidade observada em alguns tipos de arquivos de saida, ¢ o
uso de numero neperiano para denotacdo dos NC, neste caso o CNViewer esta apto a

processar este tipo de entrada automaticamente.

6.2.2 Dados em repositorio S3DB

Os repositorios S3DB ao serem criados recebem um endereco que localiza o

banco de dados e o servidor no qual estdo instalados. Independente de estar num
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servidor local ou remoto, este endereco ¢ uma URL ¢ deve ser indicada todas as vezes
que for solicitado o acesso ao banco. Deste modo, ao escolher a op¢do “S3DB” na
interface inicial do CNViewer (Figura 6.3 A), o usuario deve preencher um pequeno
formulario de acesso (Figura 6.3 B), no qual insere sua identifica¢do, senha e dominio
do banco, que ¢é exatamente a URL. O par usuério/senha pode estar sob autoridade do
S3DB ou do Google, assim também deve ser informada qual destas duas autoridades

validara esses dados.

Choose a Data Source

el . = @ choose a Project

(S5 ¢

TCGA GBM CNV - Primary Tumor ~
q Loginat S3DB Model for CNViewer browser-based
application
UserID: public
Password: seeses
Authonty: s308B -
Domain:  http://ibl mdande¢ (& @ Choose & Proiedt [ 4

{ TCGA GBM CNV - Primary Turnor| ]
Config
TCGA GBM CNV - Primary Tumor

Figura 6.3: Inser¢do de dados em repositorio S3DB. A primeira opgdo da interface
inicial (A) leva o usuério ao formulério (B) para conexdo com um repositério do tipo
S3DB. Depois de validados os dados enviados, o CNViewer recebe uma lista dos
projetos vinculados aquela conta (C). E exibida uma breve descricdo do projeto
selecionado (D) e uma vez escolhido um projeto, o usuario solicita o acesso.

Os dados sao enviados ao dominio informado e, se reconhecidos, sdo listados
todos os projetos a que o usudrio tem acesso. Apenas um projeto deve ser escolhido e se
ele tiver o formato compativel ao CNViewer, o carregamento de dados ¢ iniciado,

levando alguns minutos para finalmente o usudrio poder iniciar suas analises.
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6.3 Representacdo dos CNVs

Uma vez estando com os dados para analise, o usudrio precisa apenas determinar
os parametros que serdo utilizados, escolhendo a métrica, a amostra alvo e as regides
genOmicas. A analise ¢ rapidamente executada e exibida em forma de grafico. Os CNVs
sdo retratados em um mapa de calor (Figura 6.4 E) no qual o eixo X possui a posi¢ao
gendmica e o eixo Y, as amostras. Em cada linha horizontal consta uma amostra, a qual
¢ identificada por pontos do lado esquerdo do grafico (Figura 6.4 C) — ao colocar o
cursor sobre estes pontos, o nome da amostra ¢ exibido. Os segmentos das amostras
estdo presentes ao longo do eixo y e os NC sdo representado em cores, assim, cada
mudanca de cor observada, indica um segmento diferente (Figura 6.4 B). Regides para
as quais ndo ha dados, tais como trechos gendomicos sem cobertura de sondas ou como

aquelas regides excluidas da analise(ver secdo 5.2.1) aparecem em branco.
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Figura 6.4: Representacao grafica

. (A) Parametros da andlise; (B) escala de cores e correspondéncia com o valor dos NC.
(C) Eixo contendo as amostras (representadas pelos pontos azuis), em detalhe a
identificacdo da amostra. (D) Regides gendmicas separadas por cromossomo — apenas
os cromossomos selecionados em (A) sdo mostrados. (E) Segmentos exibidos através de
mapa de calor; (F) as regides gendmicas analisadas (em azul) relacionando a posi¢dao no
cromossomo com os segmentos plotados. (G) Grafico com a distancia calculada.
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Apenas as regides gendomicas dos cromossomos selecionados para andlise sdo
plotadas. O grafico é separado em autossomos (Figura 6.4 D), nos quais sdo demarcados
os intervalos analisados do genoma (Figura 6.4 F). Decidiu-se exibir todo o conjunto de
segmentos de um cromossomo ¢ apenas indicar a regido analisada (Figura 6.4 F), pois
assim, o usuario sempre visualizara o cromossomo completo e caso deseje observar com
mais detalhe uma determinada regido, pode utilizar o zoom do proprio navegador (teclas
de atalho “ctr]” + “+”, zoom out “ctr]” + “”). E possivel também plotar outros
cromossomos sem inclui-los na andlise, por exemplo o cromossomo 1 na Figura 6.4,
para tanto basta eliminar os marcadores de regides cromossomicas (abordado na se¢io
6.4).

O ordenamento dos segmentos ¢ feito de acordo com a dissimilaridade
calculada. A primeira amostra listada ¢ a selecionada como alvo (Figura 6.4 A, amostra
TCGA-02-0106-01A) e as conseguintes sdo ordenadas crescentemente, de acordo com a
dissimilaridade calculada. Em caso de empate, a ordem ¢ estabelecida pela posi¢do na
lista de amostras (Figura 6.4 A). E possivel alterar a espessura dos segmentos,
permitindo flexibilidade na sua visualizacdo, além de poder modificar a qualquer
momento, o titulo do grafico, basta pressionar o botdo “Chart Options”, conforme
demonstrado na Figura 6.5.

O CNViewer oferece uma forma pratica para analise exploratoria de populacdes,
pois além de possibilitar a visualizacdo do conjunto completo de amostras, oferece
métodos de comparagdo entre elas (abordado na secdo 6.5). A visdo global dos dados
permite a busca por padrdes caracteristicos de uma amostra, indicando regides
candidatas a andlise detalhada.

Com o auxilio destas ferramentas, usuarios também podem buscar alvos

especificos, selecionando regides gendmicas. Finalmente, podem-se entrar dados de
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uma nova amostra para ser comparada com um conjunto pré-existente. A analise do
perfil novo no contexto de um conjunto ja conhecido, tem como objetivo a inferéncia de
caracteristicas desconhecidas na amostra nova, com base no conhecimento prévio das

caracteristicas das amostras com perfil molecular semelhante.

MIYAN JERSON
SANCER CENTER 1 =y
o e i 3 CNViewer

......

TGGA GBM CNV - Primasy Tumor segmented GNV data

Sarled by Sire Weighled Evcldean disfance

Configurations

Chart Title  TCGA GBM CNV - Primary Tumor se

Segment
thickness

Figura 6.5: Configuracdo do grafico . Durante o uso do CNViewer, o titulo e espessura
de segmentos podem ser alterados. A interface ¢ acessivel pelo botdao “Chart Options”.

Um dos principais aspectos do CNViewer ¢ a visualizagdo de multiplas
amostras, mas nao h4a impedimento para a exibicdo de uma uUnica amostra. A
visualizagdo de um perfil de tnico também ¢ importante para o diagndstico e tratamento
de algumas doencas. Um exemplo ¢ a distingdo entre os gliomas do tipo
oligodendroglioma maligno e o glioblastoma. A identificacdo deles ¢ essencial para o
tratamento, pois o primeiro € menos agressivo e pode ser tratado apenas com drogas na
maioria das vezes, ja o glioblastoma precisa de quimioterapia e radioterapia.

Infelizmente a abordagem diagndstica padrdo, baseada em histologia, nem
sempre permite a distingdo entre estes tumores. Por outro lado, eles sdo facilmente

identificados por perfil genético: o oligodendroglioma caracteristicamente possui
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delecdo dos bragos cromossdomicos 1p e 19q e o glioblastoma costuma apresentar
amplificagdes no cromossomo 7, principalmente na regido do EGFR, dele¢do no 10 e
dupla-delecao no 9 (Kotliarov et al. 2010). Portanto, o CNViewer pode ser utilizado
também para andlise de perfis individuais, funcionalidade que possui inclusive
aplicagdo em diagnostico, além da comparagao de perfis ter potencial para sugestdo de
outros diagnodsticos baseado em tratamentos bem sucedidos com padrao de alteragdes de

NC similar.

6.4 Regides Genbmicas
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Figura 6.6: Sele¢ao de regides-alvo para analise. (A) Menu de selecao de regides
autossomicas, os 22 autossomos sdo representados com o padrido de bandas G. (B)
Marcadores moveis, sdo usados aos pares (C) para delimitar regides genomicas (D).
Delimitam-se estas regides para serem analisadas no CNViewer e também exploradas
no UCSC Genome Browser (E). (F) Podem ser adicionados mais pares de marcadores;
(E) removidos ou (F) resetados. Ao resetar ou adicionar, o novo par de marcadores ¢
adicionado nas extremidades do autossomo. (I) Area de selecio de cromossomos para
os quais as agdes dos botdes (E-H) serdo executadas. (J) A andlise serd executada
apenas nas regioes dos cromossomos selecionados neste menu.



A importancia da escolha de regides genomicas ¢ ressaltada por diversas vezes
nesta dissertagdo. O mapeamento das posigdes gendmicas estd de acordo com o Human
Genome Assembly Information, montagem 36 ¢ ¢ medido em pares de bases. O
CNViewer permite um numero ilimitado de combina¢des de regides do genoma para
analise, pois podem ser escolhidos quaisquer autossomos, nos quais diferentes trechos
podem ser selecionados (Figura 6.6).

A flexibilidade de regides a serem analisadas € essencial para os usudrios com
um alvo especifico no genoma e pode ser também aplicada para correlacionar dois ou
mais trechos de interesse. Durante a exploragdo de resultados, quer seja uma analise do
genoma global ou ndo, o usudrio pode explorar qualquer regido que lhe chame atengdo
usando o menu de selecdo para especifica-la (Figura 6.6) e acessar o UCSC Genome

Browser (Figura 6.6 E) em paralelo a utilizagdo do CNViewer.

6.4.1 Explorando UCSC Genome Browser

O UCSC Genome Browser permite explorar de forma pratica dados de vérios
genomas. Apresenta anotagdes de genes conhecidos e preditos, SNPs, além de comparar
dados de outras espécies com o trecho genomico escolhido (Figura 6.7).

A anélise apresentada na Figura 6.7 usou os recursos ¢ selecado demonstrados na
Figura 6.6. As coordenadas gendmicas marcadas no cromossomo 7 foram exportadas
para o UCSC Genome Browser — a area do genoma escolhida pode ser visualizada em
ambas as imagens. A vinculacdo do CNViewer a esta aplicacdo enriquece a analise,

provendo dados informativos com precisao.
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UCSC Genome Browser on Human Mar. 2006 (NCBI36/hg18) Assembly
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Figura 6.7: Consulta ao UCSC Genome Browser. Imagem da anélise no UCSC Genome
Browser submetida através do CNViewer. A regido apresentada corresponde a selecao
mostrada na Figura 6.6. Na regido superior, o ideograma indica a regido cujas anotagdes
estdo sendo exibidas. Estdo indicadas na imagem os diversos genes contidos neste
intervalo gendmico, o alinhamento com alguns animais (em preto as regides similares) e

regioes de SNP.
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6.5 Meétricas de Dissimilaridade

A comparagdo entre amostras ¢ uma das caracteristicas mais importantes do
CNViewer. A (DE) foi disponibilizada com diferentes métodos de ponderagdo,
fornecendo trés formas de explorar as relagdes de uma amostra e seu conjunto. CNVs
sdo potenciais classificadores gendmicos para uso em diagndsticos e prognosticos.
Atualmente sdo utilizados com sucesso classificadores com base em mRNA, a
perspectiva de classificadores baseado em CNV ¢ vantajosa pois a molécula de DNA ¢
mais estavel que a de RNA, além de ndo estar sujeita a variacdes ambientais e
circadianas (van de Wiel et al. 2010).

A comparagdo dos perfis de CNV oferecida pelo CNViewer somada a
flexibilidade de escolha de regides gendmicas, oferece um ambiente excelente para
aplicacio de classificadores. E possivel armazenar uma colegdo de perfis moleculares,
para os quais o quadro clinico ja esta estabelecido, e comparar com a CNV de um
paciente, permitindo estabelecer um prognostico/diagndstico com mais seguranca e
eficiéncia.

Poucas estratégias para andlise de predi¢do utilizando CNV foram
desenvolvidas, basicamente aplicando classificadores ja conhecidos, mas ainda ndo esta
estabelecida uma metodologia satisfatoria de comparacao entre perfis de CNV (van de
Wiel et al. 2010). Este fator foi considerado durante a implementacdo do aplicativo,
assim futuramente, quando forem criadas melhores técnicas comparativas para este
caso, novas métricas de dissimilaridade poderdo ser implementadas de forma pratica.

Conforme descrito na se¢do 5.3, o CNViewer realiza as comparagdes com base
nos pontos de mudanca de NC. Duas métricas ponderam a dissimilaridade, uma de
acordo com o tamanho dos segmentos entre estes pontos e outra, conforme o niamero de

sondas contidas neles. A terceira métrica nao ¢ ponderada e apenas soma os valores das
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medidas nos pontos — DE em pontos de quebra. Com objetivo de ilustrar os diferentes
resultados obtidos com as trés métricas, serdo apresentados a seguir imagens dos
graficos gerados pelas andlises que utilizam a amostra TCGA-02-0001-01C como alvo
(escolhida simplesmente por ser a primeira da lista de amostras) e nas quais sdo
comparados todos os segmentos dos cromossomos 7, 9 e 10. Utilizou-s estes trés
Cromossomos por serem os que apresentam as mudangas mais caracteristicas do
glioblastoma multiforme.

AS CNVs da amostra-alvo estdo ilustradas na primeira linha dos graficos das
Figuras Figura 6.8, Figura 6.9 e Figura 6.10. Seu perfil ¢ caracterizado por
amplificacdes ao longo de todo cromossomo 7 (entre 3 e 4 repeticdes, denotadas pelas
cores amarelo e laranja) e dele¢do numa regido do brago p do cromossomo 9 (em azul
claro, indicando a existéncia de uma cdpias apenas). O cromossomo 10 aparentemente
possui NC estavel, porém a coloragdo do segmento ¢ verde levemente azulado,
denotando que provavelmente, algumas células do tumor sofreram dele¢do de parte do
cromossomo e portanto seu NC esté entre 1, 5 e 2.

A DE de pontos de quebra, por consequéncia da auséncia de ponderacao, tende a
calcular distancias maiores para segmentos com mais pontos de quebra, pois sdo feitos
um maior numero de medi¢des. Assim serdo classificadas como similares
primeiramente as amostras com pontos de quebra coincidentes com os do alvo, ou com
poucos pontos de quebra. O resultado pode ser observado na Figura 6.8, na qual a
amostra mais semelhante possui um NC menor para os cromossomo 7 e 10, além de ndo
possuir nenhum ponto de quebra. Observando o grafico como todo, pode ser notado que
todas as amostras na regido superior — portanto mais similares ao alvo — tem poucos
pontos de quebra, enquanto na regido inferior estdo presentes amostras com mais

variagdo de NC ou com regides com NC muito altos.
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TCGA GBM CNV - Primary Tumor segmented CNV data
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Figura 6.8: Distancia Euclidiana em pontos de quebra.

modelos, tendo como alvo os cromossomos 7, 9 10 ¢ amostra TCGA-02-0001-01C,
representada na primeira linha dos graficos.(A) Grafico com segmentos ordenados pela
DE de pontos de quebra, com valores de NC representados e cores correspondentes com
a legenda (C). (B) Dados complementares ¢ (D) detalhe da legendas dos dados
complementares e dos dados da amostra alvo e dos nove perfis indicados como mais

proximos
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Considerando-se estas caracteristicas, a DE em pontos de quebra ¢ uma métrica
para ser aplicada em casos cujo interesse esteja na quantidade ou nas regides de pontos
de mudanga de NC. Em oposi¢ao, nas distancias ponderadas (Figura 6.9 e Figura 6.10)
o numero de segmentos contido em cada amostra ndo influi no resultado, ¢ a diferenca
entre cada regido do genoma que determina a similaridade. O NC de cada segmento ¢ a
média dos valores das sondas de sua regido, assim, nesta aplicagdo, ponderar a distancia
DE seria refletir a medida obtida no ponto de quebra, em toda regido por ele
representado.

A distancia ponderada por tamanho torna a dissimilaridade calculada em um
ponto proporcional ao tamanho do segmento. Essa estratégia tem como consequéncia
suavizar os efeitos de grandes alteracdes de copias em pequenos pontos e valorizar a
semelhanca de NC, independente do nimero de segmentos contidos nas amostras.

O resultado na Figura 6.9 A ilustra bem estas caracteristicas, pois as duas
primeiras amostras mais proximas tem amplificacdo do cromossomo 7, com NC por
volta de trés, sendo que a primeira amostra mais semelhantes tem pontos de quebra
coincidentes neste mesmo cromossomo ¢ NC parecido também para o cromossomo 10.
Apesar desta primeira amostra ndo ter delecdo no cromossomo 9, a segunda amostra
mais parecida possui delecdo em regido semelhante. Assim a categorizacdo da
similaridade por DE ponderada por tamanho possui correspondéncia visual. Outra
caracteristica perceptivel ¢ que os segmentos estdo distribuidos com maior
independéncia do seu numero de pontos de quebra. Ainda assim, a DE ponderada por
sondas aparentemente consegue fazer uma melhor comparagdo de valores, devido a
aspecto particulares da analise de CNV.

As sondas ndo cobrem todo o genoma, mas estdo posicionadas de forma a

representd-lo de maneira eficiente, porém certas regides ndo sdo acessadas durante a
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obtencdo de dados, além daquelas que eventualmente sdo removidas propositalmente da
analise. A CBS usada para filtrar dados de CNV ignora estas regides, assim se oS
segmentos vizinhos as regides sem sondas possuirem mesmo NC, o resultado do CBS
ird considerar um unico segmento a regido de NC desconhecido e suas vizinhas. Caso
haja diferenca nos valores, esta regido nao ¢ representada por valor algum, ilustrada no
CNViewer como trechos em branco. Este aspecto ndo ¢ tratado pela DE ponderada por
tamanho, nem pela DE em pontos de quebra. Portanto, as medidas obtidas em locais
sem sondas alteram o resultado, pois considera-se que seu NC ¢ igual a zero.

A DE ponderada por sondas soluciona o impasse de maneira simples, tornando
as medidas nos pontos de mudanga de NC proporcionais as sondas contidas no
segmento. Os resultados das métricas ponderadas diferem levemente, no exemplo das
Figura 6.9 e Figura 6.10, as duas amostras mais semelhantes sdo as mesmas. A terceira
amostra mais proxima a alvo sugerida pela DE ponderada por sondas, ¢ visualmente
mais parecida, que a sugerida pela DE ponderada por tamanho. Mas a maior diferenga ¢
vista na distribui¢ao das amostras com grandes trechos em branco nas proximidades dos
centromero do cromossomo 9, com a nova ponderagdo (por sondas) estes perfis deixam
de estar muito concentrados na regido inferior do grafico. Portanto a auséncia de dados
para estas regides ndo influenciou na classificagdo das amostras, anteriormente, como a
amostra alvo ndo tinha intervalo nesta regido, a auséncia de dados aumentava o valor da
DE calculada. Portanto a ponderada por sondas possui as mesmas caracteristicas
descritas para a ponderada por tamanho, apenas os resultados passam a ser obtidos com
maior precisao.

A consequéncia do uso das sondas para ponderacdo esta no desempenho do

programa. Um mapa contendo todas as posi¢des das sondas deve ser submetido e o
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calculo demora aproximadamente o dobro das demais métricas, como discorrido na

secdo 6.9
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Figura 6.9: Distancia Euclidiana ponderada por tamanho. Resultado da analise dos
dados modelos, tendo como alvo os cromossomos 7, 9 10 ¢ amostra TCGA-02-0001-
01C, representada na primeira linha dos graficos.(A) Grafico com segmentos ordenados
pela DE ponderada por tamanho, com valores de NC representados e cores
correspondentes com a legenda (C). (B) Dados complementares e (D) detalhe da
legendas dos dados complementares e dos dados da amostra alvo e dos nove perfis
indicados como mais préximos

79



A B Complementary Data
1-GENDER & DAYSTOLASTFOLL 15

TCGA GBM CNV - Primary Tumor segmented CNV data I PRETREATMENTH S AGEATMTIALPA T o 10 TWMORFRD
> HsToLomCALTY 10 RaDTionTema T TEIRTARERRE
- Sorted by Probe Weighted Euclidean distance - 4 PRICREIONA 11 CHEMOTHERARY 13- ADDITIONALCHEM
+=e3tmE0 Of CNV segarsted by cmomosomes (107 s pairs) SUTASTATUE 13 MUNGTHERAST 1S ADCITIONALIAN

SOAYSTOBATH 13 HORMONALTHERAPIT ADDITIONALHRM
T-OAYETOOEATH 14 TARGETECHOLECUIT- ADDTIONALDRLG

13343 s 7 s $ f2 2141546 7ok g3

Samples
23uesi]

1- GENDER 8- DAYSTOLASTFOLL 15- 12345678 9 1011121314151817181920 21
2.PRETREATMENTHI 5 AGEATINITIALFA T8 CAvETETTNORREC | - mom=—_——
3 HISTOLOBICALTY  10- RADIATIONTHERA 17- ADDITICNALRADI I

4- FRIORGLIOMA 11- CHEMOTHERAPY 18- ADDITIONALCHEM

5 VITALSTATUS 12- IMMUNOTHERAFY 18- ADDITIONALIMMU -

& DAYSTOBIRTH 13- HORMOMALTHERAF 20- ADDITIONALHORM

7-DAYSTODEATH  14- TARGETEDMOLECU21- ADDITIONALORUG

Figura 6.10: Distancia Euclidiana ponderada por sondas. Resultado da analise dos dados
modelos, tendo como alvo os cromossomos 7, 9 10 e amostra TCGA-02-0001-01C,
representada na primeira linha dos graficos.(A) Grafico com segmentos ordenados pela
DE ponderada por sondas, com valores de NC representados e cores correspondentes
com a legenda (C). (B) Dados complementares e (D) detalhe da legendas dos dados
complementares e dos dados da amostra alvo e dos nove perfis indicados como mais
proximos.
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6.6 Explorando Informagdes Complementares

As informagdes complementares sdo quaisquer tipos de dados referentes as
amostras (Figura 6.11 A). Esta opc¢do foi adicionada ao CNViewer com intuito de ser

utilizada para correlagdo ou caracterizagdo das CNVs.
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Figura 6.11: Identificagdo dos dados Complementares. Imagens parciais do resultado de
analise realizada com os dados-modelos; grafico plotado ao lado do grafico com os
dados de CNV. (A) Lista de categorias presentes e seus respectivos dados representados
em cores. As linhas correspondem as amostras de mesma posi¢ao no grafico de CNVs.
Categorias: 1- sexo; 2- histérico de pré-tratamento; 3- tipo histologico; 4- glioma
prévio; 5- estado vital; 6- dias para o nascimento; 7- dias para a morte; 8- dias para a
ultima consulta; 9 — idade ao primeiro diagnostico patologico; 10 — terapia de radiagao;
11-quimioterapia; 12- imunoterapia; 13- hormonioterapia; 14- terapia molecular
marcada; 15- dias para progressdo tumoral; 16- dias para recorréncia do tumor; 17-
radioterapia adicional; 18- quimioterapia adicional; 19- imunoterapia adicional; 20-
hormonioterapia adicional; 21- terapia adicional com drogas. (B, C) Legenda de cores,
correspondente a coluna na qual o cursor esta sobre.

AT RN

Comumente os dados disponibilizados sobre as amostras sdo demograficos e
fenotipicos. Estes e outros dados informativos podem ser visualizados junto com a
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CNV. Outra possibilidade ¢ a indicacao de categorias, como diferentes tipos de tumor e
niveis de progressdo, as quais seriam facilmente traduzidas em cores no CNViewer,
identificando com clareza cada amostra.

Esta funcionalidade permite a inclusdo de dados categéricos € numéricos. Assim
dados como sexo (Figura 6.11, categoria 1) sdo representados com cores especificas
(Figura 6.11 B) e informagdes quantitativas, como idade (ou em nosso exemplo, “dias
para o nascimento” - Figura 6.11, categoria 6), podem ser visualizadas em forma de um
gradiente de cores (Figura 6.11 C). A interpretacdo desses dados deve ser feita em
conjunto com as métricas de dissimilaridade e ¢ abordada na se¢do 6.5.

Considerando-se o nimero ilimitado de informagdes que podem ser adicionadas,
optou-se por apenas identificar o tipo de dados em uma legenda simples (Figura 6.11 A)
e a legenda de cores ¢ mostrada ao cursor ser sobreposto sobre os dados (Figura 6.11 B,
O).

Conforme desenvolvido na se¢do anterior, existe uma busca por classificadores
moleculares com base em CNV e o CNViewer oferece um ambiente apropriado para
futura aplicacdo dos mesmo. Com a apresentagdo de dados extras, o CNViewer
complementa esta funcionalidade e cria também um ambiente de suporte para a
identificacdo destes classificadores, pois perfis podem ser comparados em conjunto aos

dados clinicos, indicando e testando regides candidatas.

6.6.1 Meétricas de Dissimilaridade e Dados Complementares

A interpretacdo dos dados complementares ¢ feita com base nas amostras mais
similares, pois se espera que a semelhanga entre NC se reflita nos dados
complementares. Portanto deve-se selecionar para analise as amostras com as menores

distancias calculadas e preferencialmente visualmente distinguiveis da maioria.
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Deve ser lembrado que, conforme as restrigdes explicadas na se¢do 5.2, os dados
complementares apresentados neste trabalho ndo sdo os mais adequados por serem
pouco informativos. A andlise realizada é empirica, utilizada para rapida visualizagao de
um conjunto amostral complexo, com o objetivo de sugerir potenciais focos para analise
aprofundada. E importante observar que os dados do tipo 2-5, 10-14, 17, 19-21 nas
Figuras Figura 6.8, Figura 6.9 e Figura 6.10 possuem um resultado predominante, uma
caracteristica presente em quase todos os pacientes. Portanto a coincidéncia entre estes
dados ao examinar amostras semelhantes, ndo deve ser tratada como um resultado em
potencial, mas a correspondéncia entre dados menos comuns apontaria para uma
possivel caracteristica peculiar aquele padrdo de NC. Outro fator importante para a
analise ¢ a existéncia de dados correlacionados, gerando resultados semelhantes (5, 7 e
8; 6 ¢ 9) ou excludentes (15 e 16).

O grafico da Figura 6.8 apresenta pouca diferenca entre as distancias das
amostras mais similares. Comparando os dados complementares do alvo com as das 5
amostras mais parecidas (a amostras mais proxima sera denotada apor Al e as demais
serdo denominadas sucessivamente), poucas semelhancas s3o observadas.
Desconsiderando os campos com predominancia de um tipo de caracteristica, observa-
se que trés amostras tiveram correspondéncia entre sexo (tipo 1) e que quatro pacientes
também receberam radioterapia adicional (tipo 17). Os demais dados clinicos de Al e
A4 sdo bem distintos, porém A5 possui grandes semelhangas quanto as campos 6, 7, 8 e
9, que estdo relacionados ao tempo de vida, idade de desenvolvimento e diagnostico do
tumor. A2 e A3, tem correspondéncia apenas com o tipo de dado 6 e assim, de forma
geral os resultados desta analise foram pouco informativos.

A DEs ponderadas agrupam com mais eficiéncia amostras com perfis de dados

complementares semelhantes. As cinco primeiras amostras denotadas como mais
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semelhantes foram as mesmas, assim os resultados das duas métricas serdo avaliados
em conjunto. Os dados do tipo 7 e 8 destacam-se por sua correspondéncia entre quatro e
cinco amostras, respectivamente. Por outro lado, ndo foi observado coincidéncias entre
os dados tipo 1, 6 ¢ 9 em nenhuma das cinco amostras mais similares. Além disso,
apenas A2 ¢ semelhante quanto aos dados 16 e 18, caracterizando pacientes com
recorréncia de tumor e uso adicional de quimioterapia.

Portanto, a comparag@o da amostra TCGA-02-0001-01C com este conjunto com
a DE ponderada por tamanho, obteve sucesso em agrupar amostras com sobrevivéncia
parecida. A previsdo de tempo de vida ¢ uma das informag¢des mais importantes de um
progndstico, porém esta ¢ uma andlise preliminar, ndo se pode afirmar que este perfil
molecular esté relacionado necessariamente um periodo de vida determinado (por volta
de 422 dias).

A similaridade de perfis moleculares ¢ aparentemente calculada com eficiéncia
pelas distancias ponderadas, pois a representacdo grafica dos resultados ilustra
claramente sua capacidade de agrupamento de amostras com CNVs parecidas. Porém a
relagdo entre a biologia molecular e fenotipos na grande maioria das vezes nao ¢ linear.
Uma série de fatores (aspectos genéticos, fisiologicos, ambientais, entre outros) atuam
no resultado final, que no caso do glioblastoma multiforme ¢ o tempo de vida.

Além destes aspectos, outras questdes devem ser exploradas antes mesmo de se
desenvolver um método para predicdo com base em CNV. Deve ser estabelecido qual é
o alvo ideal da andlise: variagdes pontuais ou o genoma global. Outro ponto discutido ¢
como ponderar as relagdes de perdas e ganhos gendmicos, pois delecdes variam entre 0
e 2 e amplificacdes tem teto indeterminado. Provavelmente cada um destes aspecto ira

variar conforme a caracteristica que se deseja prever.
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6.7 Exportacdo e Recuperacdo da Analise

A exportacdo ¢ uma propriedade do CNViewer muito importante pois permite
guardar os dados e a andlise. Assim, além de ndo ser necessario ao usudrio recarregar
dados na interface, ele pode salvar seus resultados sob a forma grafica. Portanto ¢
possivel o compartilhamento de andlises e dados, garantido reprodutibilidade dos
resultados.

A disponibilizacdo de tal ferramenta abrange também a divulgagdo dos dados, ja
que resulta em um arquivo HTM que pode ser vinculado em uma pagina de internet
como hyperlink. Deve ser observado que esse arquivo contém todos os dados
carregados no CNViewer e sua disponibiliza¢do sob qualquer forma, torna-os acessiveis
em forma de texto também.

O arquivo gerado pelo modulo de exportacdo tem tamanho correspondente ao
dos arquivos submetido ao CNViewer. Estes dados sdo recarregados no aplicativo
através de submissdo por URI, e a transmissdo desses dados € proporcional ao volume
de informa¢do enviada. Assim, o tempo de recuperacdo de uma andlise depende da
capacidade do servico de internet utilizado e da quantidade de dados contidos por ela,
consequentemente a memoria virtual dedicada a este servigo pelo navegador de internet
¢ também um limitante.

Considerando o volume gerado de dados bioldgicos, a recuperacdo de dados
pode nem sempre ser tdo eficiente quanto o desejado, como os servigos de internet e
produtos relacionados estdo sendo aprimorados rapidamente, brevemente a capacidade
de processamento de dados sera expandido. Enquanto isso, CNViewer demonstra que ja
¢ possivel armazenar os dados e andlise, recuperando com sucesso a informacao de 210

amostras de CNV, com tamanho aproximado de 3,5 MB.
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TCGA GBM CNV - Primary Tumor segmented CNV data
METRIC: Probe Weighted Euclidean

TARGET SAMPLE: TCGA-02-0317-01A
CHROMOSOME: 7

Recover Analvsis Tue Mar 23 2010 12:48:22 GMT-0200

Figura 6.12: Modulo de Exportacao

A criagdo do modulo de exportagdo se destaca por conter basicamente os dados
carregados. As ferramentas do CNViewer ndo estdo presentes no modulo (Figura 6.12),
tornando-o o mais leve. O arquivo gerado ¢ uma HTM simples, que ndo utiliza o DOM,
e contem informagdes sobre os dados e a analise. Quem acessa-lo sabera a data e hora
de geragdo, titulo ¢ parametros da analise. Ao clicar no link “Recover Analysis”, o
usuario estara submetendo os dados ao CNViewer que ira interpreta-los e re-apresentar
a analise.

Existem outras formas e salvar e recuperar dados, a op¢do de “Salvar como”
intrinseca dos navegadores ou o armazenamento em arquivos do tipo cookie. A geragdo
de um moddulo cria um arquivo mais leve do que salvar diretamente a pagina Web, pois
as ferramentas ndo sao salvas junto e também permite o compartilhamento e transporte

de dados, enquanto um cookie fica vinculado a maquina que o criou.

6.8 Seguranca

A seguranca de dados ¢ uma das maiores preocupagdes de usuarios de softwares,

devido a privacidade de pacientes ou confidencialidade da pesquisa, no caso especifico

86



de dados bioldgicos. Pensando no caso especifico do CNViewer e também no conceito
de utilizagdo do navegador Web como um ambiente de andlise de dados, os limites e
solugdes de seguranca também foram explorados.

Um dos passos mais sensiveis ¢ o carregamento de dados, para tanto foram
oferecidas trés alternativas, duas das quais sdo seguras. A seguran¢a dos dados em
servigos do tipo S3DB ja esta implementada no préprio banco de dados, com o controle
por senha. Essa seguranca pode ser melhorada futuramente com a implementacdo de
TLS (Transport Layer Security) um protocolo de comunicagao criptografico, garantindo
a segurancga na transferéncia de informagdes.

O carregamento via copiar e colar ndo envolve transferéncia de dados, portanto a
seguranca depende exclusivamente do ambiente da maquina do wusudrio. O
carregamento direto de arquivos precisa de suporte do servidor, com a implementagao
futura de TLS passaria a ser seguro também. Apesar desta op¢do ainda ndo oferecer
garantia de seguranca, o copiar e colar supre essa fun¢do caso o usudrio queira garantir a
protecdo de seus dados.

Conforme descrito anteriormente, os processos realizados pelo CNViewer ¢ a
geragdo do modulo de exportacdo ocorrem inteiramente no navegador, sem
comunicagdo com um servigo externo, assim a seguranga se restringe ao ambiente onde
o aplicativo estd sendo executado.

A TUnica etapa para a qual a seguranga ndo foi oferecida, ¢ a recuperagdo da
analise. Como ¢ necessario submeter os dados via URI eles sdo enviados a um servi¢o
externo, apesar de s6 serem lidos no navegador do usuério. Este envio ndo oferece
protecdo. Uma estratégia para oferecer seguranga, seria gerar um arquivo texto cujo
contetdo deveria ser copiado em uma caixa de texto, e o CNViewer interpretaria as

informagdes da mesma forma que ¢ feito o carregamento via copiar e colar.
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6.9 Desempenho

6.9.1 Execucdo em Navegadores

Os navegadores possuem caracteristicas heterogéneas assim, o comportamento
do aplicativo em cada um deles ¢ distinto, conforme demonstrado na Tabela 6.1. A
compatibilidade entre Navegadores Web ¢ um problema de longa data e, apesar de
padrdes terem sido estabelecidos, o problema persiste. Primeiramente devido ao fato de
nem todos os navegadores seguirem estes padrdes, como o caso do Internet Explorer,
mas também porque a rapidez do surgimento de novos recursos ndo demanda apenas a
incorporacdo dos mesmo em todos os navegadores, mas exige também que os usudrios
atualizem seus navegadores — procedimento comumente adiado (Goodman e Morrison,
2007).

A andlise de desempenho do CNViewer permitiu observar também outro
aspecto que torna os navegadores ainda mais distintos: a capacidade para
armazenamento e processamento de dados. Conforme discutido posteriormente nesta
se¢do, para muitos navegadores hd um limite para os dados inseridos em areas de texto,
e ultrapassar este limite pode levar a fim da execu¢do do programa em alguns casos.

Era esperado também que houvesse diferencas entre os navegadores quanto ao
desempenho durante a execugao de tarefas, mas foi possivel observar que eles oferecem
a estrutura necessaria para a computacdo satisfatoria de um grande volume de dados.
Certamente, o campo de desenvolvimento de navegadores ¢ vasto, existindo um vasto
campo a ser expandindo, permitindo a criacdo de navegadores ainda mais eficientes e

com caracteristicas novas, expandindo a interagao com o usuario.
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Tabela 6.1: Tempo médio de execugdo. Valor médio de cinco tomadas de

tempo, medido em segundos, com base nos dados-modelo (210 amostras).

Navegador Chrome Firefox Opera Safari
Carregar CNViewer 47.4 26.3 52.8 28.4
Carregar Dados no S3DB 48.1 35.7 54.2 37.6
DE ponderada por sonda 35 12.9 17.8 8.2
DE ponderada por tamanho 2.0 6.6 6.2 3.9
DE em pontos de quebra 1.8 6.8 28.0 39
gggffai;g‘éd”'o de 23 2.1 10.0 2.0
Recuperar andlise 37.4 332 49.3 42.9

CARREGAR CNVIEWER

O programa carrega a grande maioria dos SCripts ao ser iniciado, visando poupar
tempo ao longo de sua execugdo. A primeira vez que € acessado, demora em torno de 30
s para ser carregado, independentemente do navegador. Em acessos futuros, os scripts

estardo em memoria caché, diminuindo este tempo para aproximadamente 10 s.

CARREGAR DADOS DO S3DB

A obtencdo de dados do S3DB ndo ¢ imediata, pois deve ser aguardado o
download dos arquivos. Esta tarefa ¢ executada com mais eficiéncia pelo Google

Chrome e Apple Safari, enquanto o maior tempo ¢ despendido pelo Opera.

DISTANCIAS EUCLIDIANAS

Um aspecto interessante é o processamento grafico. Ao ser medido o tempo de
calculo das distancias Euclidianas, estdo envolvidos o processamento numérico e
grafico. Até recentemente seria invidvel processar no ambiente do navegador tais

graficos, esta tarefa teria que ser feita em um servidor, gerando um novo cédigo HTML
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para ser apresentado ao usudrio — estratégia ainda usada por inumeras paginas de
internet.

O processamento ¢ um dos aspectos mais heterogéneo dos navegadores. Google
Chrome executa o calculo das distancias e plotagem grafica com efici€ncia superior aos
demais, sendo aproximadamente duas vezes mais rapido que o Apple Safari e entre trés
a quatro vezes mais rapido que o Mozilla Firefox e Opera.

O navegador escolhido para modelar o CNViewer, Mozilla Firefox, ainda nao
oferece um processamento ideal, mas seu desempenho ¢ satisfatorio, plotando 210
amostras em até 16 s. Observando o tempo de execu¢do no Google Chrome, fica claro
este fator pode ser aprimorado e que os navegadores t€ém potencial para realizar tais
processos com maior eficiéncia.

E interessante notar que a DE ponderada por sonda consome em média, o dobro
do tempo que as demais medidas, e seu célculo difere somente em um aspecto principal
— a busca de do valor da posi¢cdo do ponto de quebra num vetor contendo a localizacao
das sondas. Portanto esse procedimento ¢ provavelmente o que esta levando a um maior

tempo de execucao.

MODULO DE EXPORTACAO

Ao moddulo de exportacao ser carregado, todos os dados sdo exportados para
uma nova pagina, fator que pode causar certo atraso na reposta. No caso de estudo, com
210 amostras, apenas o Opera demorou a executar a tarefa, sendo quatro a cinco vezes

mais lento que os demais navegadores.

RECUPERACAO DA ANALISE

Recuperar a andlise infelizmente ¢ uma tarefa limitada devido a restrigdes no

processamento de muitos dados na URL. A recuperacdo de dados ¢ lenta, entorno de 40
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s, mas a facilidade proveniente de seu uso deve superar este fator. Por exemplo, o tempo
de recuperacao ¢ menor que a soma do tempo de carregamento da pagina e de dados do
S3DB, e ainda traz por completo a analise salva.

As caracteristicas dos navegadores Google Chrome e Apple Safari ndo permitem
utilizar a opgao “Salvar como”, para armazenar o modulo de exportagdo gerados nestes
aplicativos deve-se copiar o endereco do link “Recover Analysis” e colar em um arquivo
vazio, salvando o como HTM. A cépia do endereco ¢ feita clicando-se no link com o

botdo direito do mouse, e selecionando a opg¢ao correspondente no menu.

COPIAR E COLAR

Outro aspecto limitante dos navegadores esta no método de copiar e colar.
Apenas o Mozilla Firefox suporta grande quantidade de caracteres, Opera permite
aproximadamente quatro milhdes de caracteres, o que seria entorno de 4 MB de dados

tabulados e Google Chrome e Safari, suportam 525 mil caracteres (525 KB).

6.9.2 CNViewer versus Cancer Genome Browser

A comparagdo do desempenho do CNViewer e aplicativos com outras formas de
implementagdo (dependentes de servidores de rede ou executados localmente) deveria
ser feita, idealmente, com um programa que oferecesse as mesmas funcionalidades.
Como nao ha um aplicativo idéntico ao CNViewer, a comparacao foi feita com o CGB,
pois tem acesso aos mesmos dados que o CNViewer, além de oferecer representagdo de
CNV por mapa de calor. Apesar da semelhanga entre os graficos,a implementacao dele
s¢ distinta e 0 CNViewer realiza adicionalmente a comparag@o entre amostras.

Os resultados obtidos deixam claro que o desempenho do CNViewer ¢ o mais
eficiente (Figura 6.13), pois na maioria dos casos a velocidade de exibi¢cdo do grafico ¢

maior e porque o tempo possui pouca oscilagdo. O processamento do CNViewer ¢

91



influenciado pelo nimero de segmentos das amostras, principalmente da amostra alvo,
mas as diferencas entre os cromossomos sao refletidas minimamente no tempo total de
execucdo, que se manteve por volta dos 4 segundos. O CGB tem o tempo de plotagem
variando proporcionalmente ao tamanho dos cromossomos, exceto pelos picos
observados nos cromossomos 7 ¢ 12, sugerindo que quanto maior o numero de
segmentos presentes nas amostras, maior tempo de processamento necessario a

plotagem.
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Figura 6.13: Tempo médio de plotagem do Cancer Genome Browser e CNViewer.
Valor médio de cinco tomadas de tempo referentes a plotagem de mapas de calor para
cada cromossomo, medido em segundos.

Esta comparagdo demonstra que o uso do navegador como ambiente de
desenvolvimento de softwares para analise de dados pode superar aplicativos locais. Os
cromossomos de maior tamanho (1-13) ao serem plotados individualmente no CGB
(Tabela 6.1) consomem mais tempo do que o processamento da dissimilaridade e
plotagem de todos os autossomos no CNViewer (Tabela 6.1), tornando evidente esse
fato. Certamente, programas escritos em outras linguagens ou utilizando outras formas

de implementagdo podem ser mais eficientes que o CNViewer, mas com este teste foi
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possivel comprovar a aptidio dos navegadores para processamento de um grande

volume de dados e representacao grafica.

6.10 Modelo de Implementacao

Até onde conhecemos, este ¢ o primeiro trabalho que reune no navegador a
interface com o usudrio, o processamento e analise de dados, com geracao de graficos e
interface dinadmica, além de permitir o armazenamento/recuperagdo de analise. Esta
implementagdo possui diversas vantagens discutidas ao longo desta dissertagdo e pode
beneficiar também o desenvolvimento de outros aplicativos.

O modelo desenvolvido esta ilustrado na Figura 6.14. Como ¢ caracteristico de
uma pagina Web, os SCripts e imagens do aplicativo estdo armazenados em um servidor
remoto e sdo carregados no navegador (Figura 6.14 A) quando o usuario acessa a
pagina. O modelo propde que todas as funcionalidades estejam implementadas em
JavaScript para serem executadas inteiramente no navegador e sem requerer
carregamento de aplicativos a parte, unindo o cliente com a camada de apresentagdo e a
camada légica do aplicativo. Desta forma, o programa fard comunicagdo com recursos
remotos, somente sob solicitagdo do usudrio, para realiza¢cdo de alguns tipos de inser¢ao
de dados ou mesmo interacdo com outras paginas Web.

Este modelo tem como principal diferencial o processamento de tarefas
localmente, sendo possivel também o processamento local de dados (Figura 6.14 B),
com colaboracdo direta o usudrio que deve inserir o contetido desejado diretamente no
navegador. A forma comum de carregamento de dados € a que utiliza scripts localizados
num servidor remoto para leitura de arquivos locais. Ela também pode ser
implementada (Figura 6.14 C) e neste caso, uma vez que o arquivo seja lido
remotamente, os dados obtidos sdo remetidos ao navegador que entdo pode processa-los
localmente durante todo o uso do programa. Finalmente, uma terceira forma de
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importag¢ao de dados ¢ oferecida, resgatando todas as informacdes de interesse contidas
num banco de dados remoto (Figura 6.14 A) ou local, que semelhante as formas

anteriores, serdo mantidas no navegador durante o uso do programa.

——p qutomatico Navegador Web
- —===u} manual

. processamento
-~ == hibrido

Servidor Web Sistema de
Arquivos

remoto
local

Figura 6.14: Modelo de transferéncia de dados para aplicativos baseados em navegador
Web.

Esses dois recursos descritos, oferecem a possibilidade unica de inclusao de
informacdes, caracteristica que pode ser suficiente para aplicativos como o CNViewer,
cuja funcionalidades se assemelham a um programa desktop pois ele oferece
ferramentas para manipulacao de dados oferecidos pelo usuario, como os pacotes para
analise de dados, editores de texto e visualizadores de imagem. Porém a Web ¢ utilizada
para a criacao de programas que vao além disso, como os sites de compra e venda de
produtos, e-mail e de relacionamento. Nestes casos, o usudrio obrigatoriamente deve

enviar informacgdes suas para um servidor que armazena dados e além disso, ¢ inviavel
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alojar no navegador toda a gama de informacgdes a que o usuario pode ter acesso.
Atualmente, sites como Amazon, Gmail e JBrowse utilizam Ajax para acessar os dados
conforme o necessario e processa-los localmente. Em nosso modelo o mesmo pode ser
feito (Figura 6.14 A e D): um banco de dados pode ser criado para uso particular, isto &,
manuten¢do de uma cole¢do de informagdes (localizagdo local ou remota), ou para
prestacdo de servigos (localizagdo remota). Com o uso de Ajax ou banco como o S3DB,
0 acesso ¢ submissdo de dados (Figura 6.14 A e D respectivamente) pode ser feito no
background, com processamento no navegador. Certamente, para estes sites que
manipulam um vasto nimero de informacgdes e que ja utilizam a Web 2.0, o uso do
modelo proposto acarretaria em pouca mudanga.

O ultimo aspecto abordado ¢ a gravacao manual de informag¢des na maquina do
usuario (Figura 6.14 E). Propdem-se a geracdo de um moddulo de exportagdo contendo
os dados e informagdes relevantes sobre a atividade recente executada no aplicativo —
este modulo ¢ uma pagina HTM, que pode ser salva pelo usudrio usando as
propriedades do navegador. A recuperagdo da atividade ¢ realizada através de um link
para a pagina original acrescida dos dados necessario para recuperar a atividade salva.
Atualmente, a Unica forma de interpretar dados submetidos a uma pagina utilizando
comandos JavaScript ¢ envia-los via URL. E importante notar que, apesar de os dados
serem submetidos a rede pela URL, sua interpretacdo sera feita no navegador, quando a
pagina for carregada.

Um aplicativo que utiliza inser¢do de dados com interacdo direta do usudrio
(Figura 6.14 B) ou que acesse uma base de dados num servidor local, oferece a
possibilidade de execugdo stand-alone, isto é, o usuario pode manter uma copia do
codigo do programa em seu computador e executa-lo sem necessidade de conectar-se a

Internet.
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Capitulo 7

Conclusoes e Perspectivas Futuras

O desenvolvimento de programas baseado em Web pode significar a
necessidade de inumeras linguagens de programagao. A implementacao por JavaScript
permite o uso eficiente dos navegadores Web, sem necessitar explorar outras linguagens
e ainda criando um aplicativo desktop ¢ independente de sistema operacional. Tem
como vantagem também, poder depositar o codigo em repositorios on-line, tornando-o
utilizavel e com manutengao dispensavel.

Apesar de o CNViewer ndo ser um aplicativo desktop, sua implementagdo
demonstrou que € possivel usar o ambiente do navegador Web para criar aplicativos que
possam ser executados localmente e satisfazendo as funcionalidades mais importantes
de um programa de desenvolvimento/analise: inser¢dao de grande volume de dados,
processamento ¢ analise matematica destes dados, representagdo grafica, geracdo de
arquivo para armazenamento de analise e dados, bem como compartilhamento de
dados/resultado. Além disso, esta forma de implementacao praticamente independe de
manutencdo de servidores, tornando a manutencdo do programa mais facil e barata.
Com base no acelerado desenvolvimento de navegadores e a propria competicao de
mercado, ¢ esperado que em breve a execugdo de aplicativos como o CNViewer torne-
se ainda mais eficiente.

O desenvolvimento do CNViewer visou abranger o maior nimero de usudrios

possivel, o que foi buscado através da versatilizagao nos formatos de entrada de dados e
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analises. Assim foi possivel atingir usudrios com dominio restrito de informatica e
aqueles com maior conhecimento, bem como usudrios interessados em andlises
genOmicas globais ou em trechos especificos, oferecendo um conjunto de recursos
distintos dos apresentados pelos outros programas para analise de CNV.

A implementagao do CNViewer foi feita com os olhos no futuro, pensando na
medicina personalizada ao implementar métodos comparativos e representacio de dados
complementares. O método estatistico ndo ¢ robusto o suficiente, para uso em
prognoésticos, mas o desenvolvimento de um algoritmo para correlagdo entre CNVs e
dados clinicos ¢ um desafio enfrentado por toda a comunidade cientifica. Enquanto isso,
a visualizagdo dos perfis de CNV ja serve de apoio para o uso em diagnosticos.

Futuramente, novas caracteristicas podem ser adicionadas ao CNViewer,
melhorando as formas de andlise e fortalecendo a seguranca de seu uso com a
implementagdo de protocolo TSL. Pretendemos futuramente inserir op¢des de escolha
de genes para andlise, além de novas métricas.

Com o desenvolvimento de aplicativos com cada vez mais funcionalidades executadas
em navegador, ¢ esperado que as companhias desenvolvam navegadores cada vez mais
aptos para processamento de um grande volume de dados e que o uso deles para a

implementagdo de programas se torne cada vez mais popular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

