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PENSAMENTO

"A imaginacao ¢ mais importante que o conhecimento”.

Albert Einstein.
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RESUMO

Com o avango das técnicas de seqiienciamento e o inevitdvel crescimento do numero de
genomas seqlienciados, torna-se necessario o uso de técnicas computacionais para analisar
e gerenciar essa grande massa de dados. Uma das andlises possiveis diz respeito a extracao
de caracteristicas funcionais e evolutivas dos organismos estudados. Assim, nesta linha de
pesquisa, este estudo preocupa-se em identificar regides comuns, em termos dos genes que
elas contém, em multiplos proteomas, que conservam a ordem e o conteiido génico. O
problema ¢ modelado com o auxilio de um grafo colorido, sendo que regides comuns entre
proteomas s3o como cliques no grafo. Aproveitando-se de peculiaridades do grafo
construido, um algoritmo para redugdo do espago de busca foi desenvolvido, possibilitando
obter resultados completos em um pequeno espago de tempo. Portanto, a contribuigdo deste
trabalho constitui numa abordagem para encontrar regides comuns em multiplos proteomas,
acrescida de uma implementacdo, que originou a ferramenta Multiple Proteome

Comparison (MPC).



ABSTRACT

With the progress of the sequencing techniques and the inevitable increasing number of
sequenced genomes, it becomes interesting studying computational techniques to analyze
these data. One of the possible analyses refers to the extraction of functional and
evolutionary characteristics of the studied organisms. Thus, in this line of research, this
study is motivated in identifying common regions, in terms of the genes that they contain,
in multiple proteomes that keep the order and the gene content. The problem is modeled
with a colored graph, and the common regions between proteomes are like clicks in the
graph. Using peculiarities of the constructed graph, an algorithm for search space reduction
was developed, making it possible to get complete results in a short time. Therefore, the
contribution of this work constitutes an approach to find common regions in multiple
proteomes, added of an implementation from which the Multiple Proteome Comparison

(MPC) tool originated.



Vi

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS ... oottt ettt sttt se s seeneensesneens viii
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt ettt ettt enaenaeenaens X
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt st s saaenens xi
1. INTRODUGAO ...ttt sttt ee s eeenenas 1
1.1, MOtivagao € ODJETIVOS ...eccuieieieiiieiieiiieetieiee et ete et esveese e eeesseesseesseeesseenseenneas 1
1.2, Organizaco da DiSSEItaCA0 ......ceevveeriiieciieiierie et etee e ete e se e e e aeesseeeseeseeeeas 4
2. CONCEITOS BASICOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.........c.cocovoiiioieeeeeeerenn 5
2. 1. ConsideracOes INICIALS ........ccoueeeieeeieeeeeeeeeeeeeetee e e ettt e e et e e e e e e e e e eeaeeeeeeeanees 5
A <1 11 1 T F RSP RUUPR 5
2.3, ACIAOS NUCIBICOS ..o 7
2.4, ReElaCOES GEIUCAS ......eeevieitieectieeetie ettt e et et e et e e et e e et e eetaeeeeteeeeteeeeesaeeeaeesenseeas 9
2.5, Sintese de Proteinas .......cocueveeiiriirieiiinieieeiee ettt sttt 11
2.6. C0n51deragoes FINAIS 1ottt et et 13
3. BIOINFORMATICA E GENOMICA COMPARATIVA.......cocovieeieeeeeeseeeeresenns 14
3.1, Considerages INICIAIS ......ccueeeieeueieeeeiieee ettt eeetee e eeettee e eeaee e e e eaeeeeenneeens 14
3.2.  Genoma: Seqiienciamento, Montagem € ANOtacao .........ccevveeereerrierieeenierieeeeenn. 14
3.3.  Banco de dados do GENOMA...........cccvvveeiiiieirieeiieeciee et ereeetreeiree e e rae e 15
3.3.1. GENBANK ..ot 16
332, EMBL oo e 16
3.3.3. SWISS-PIOT ...ttt st e 17
334, PDBoeeee ettt et eae e 18
33,50 ENZYIME ot 18
3.3.6. MBGD (Microbial Genoma Database) ................ccueeevveeeevveevcreeesieensrveennnnns 18
3.3.7. Outros Bancos de Dados........ccueeeiiiiiiiiiiiieciec et 19
3.4. Alinhamento de SEeqUENCIAS ......ccceevueriiriirieniieie ettt 19
34.1. Esquemas de PONtUAGAO ........c.eecvveviieiieieeeieeeeeeee e 20
34.2. Tipos de AIINhAMENTO ........cccuereiieeiieieeie ettt 23
3.5. Ferramentas de Bioinformatica.........cccccevuvievieieciieiiiieiie e 23
35,1, FAST A ettt ettt ettt e e e e 24
3.5.2. BLAST (Basic Local Alignment Search TOO!) .........cc.ccoovveevoenieeianeann. 24
3.5.3. EGG (Extended Genome-Genome COMPAVISON) ......cccvvveverveesireeesireensrveennnns 25
3.5.4. BAGIC ..o e e e 29
3.5.5. Outras Ferramentas ........c..eeeeeeiiieiiiiiiei ettt e et ee e eve e e e ereee e e 30
3.6. Consideragies FINAIS .......ccecieiciiriiieriieeieeie ettt 31
4.  MPC (Multiple Proteome COMPAFISON)........c.eeeerveerereeecireesirieesiseesssesssssesssesessesssseeens 33
4.1. ConsideracOes INICIALS ........ccueeeeeiiuieeeeeieieeeeceee ettt e e et e e ee et e e e eeareee e nens 33
4.2.  Obtencao de Regides Ortdlogas MUltiplas...........ccceevveeecreeiiiiieniiee e 34
4.3. Implementacdo da ferramenta MPC .........c.ccccoviiiiiiniii e 43
43,1, ATQUILETUTA .e.eeeeeieeiieciieceieeiee ettt et e et e st e et e esee s e e esseenseessaesnseenseenneennseenseenns 43
4.3.2. INEEITACE ..viiiceieieeeee e ettt et ettt 47
4.3.3.  Ambiente de Implementagdo .........ccceeeeviieeiieriiercieeiiee e 54
4.4,  Consideracoes FINQALS ........cccoieiiieiiiiiiieeiiie et et et 54
5. CONCLUSAOD ..ottt sas s 55
5.1, Consideragdes FINAIS .......cc.ccovveiieiiiiiieieeieeeee et eerae e 55

5.2, CONIIDUIGOES ...vvieeiieeiiieeiieeeeeeeette e et e e ettt e eetteeetreestteeeesaeetresetseeesseeensreseraeeeareas 55



5.3, Traballos FULUIOS .....vvveiiiiiiiieeeeeeeee ettt e e e e e e
BIBLIOGRAFTA ...ttt e et e e e et e e eeeaae e e e seeaateeeeesneeeesssaneeas

GLOSSARIO.

APENDICE A

vii



viil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Crescimento exponencial do nimero de seqiiéncias contidas no GENBANK
(GENBANK, 2000) ...ueiuiiiteiieiieiteiiniieteterie ettt ettt ettt ettt se st sbe e 2

Figura 2.1 — Organizacdo Celular. (a) Célula Procaridtica; (b) Célula Eucaridtica
(COOPER, 1990). ..ottt st 6

Figura 2.2 — Molécula de DNA. (a) Exemplo de Representacao da dupla fita de DNA; (b)
Interagdo entre duas fitas de DNA através de pontes de hidrogénio (SILVA, 2001).....8

Figura 2.3 - Pareamento de uma molécula de DNA ......c..cocciriiiiiiininineecee e 8
Figura 2.4 — Estrutura esquematica de um gene de um procarioto (MIR, 2004).................. 10
Figura 2.5— Ortologia e Paralogia (JENSEN, 2001) ....ccccociviiiiiriininiinieiineneeseeeceeeen 10

Figura 2.6 - Esquema simplificado da sintese de proteinas. A biomolécula de DNA ¢
transcrita para mRNA (RNA mensageiro), o qual por sua vez ¢ traduzido em uma
seqiiéncia de aminoacidos (proteina) (COOPER et al., 1996)........cccvvoieiiiinneene. 12

Figura 3.1 — Matrizes de substitui¢do de base (a) Matriz de Substituicdo de Bases com
matches; (b) Matriz de Substituicdo de Bases com matches, mismatches e penalidade

PATA QAPS. ettt ettt ettt ettt bbbt et bt e eab e et e bt sh bt et e bt shbe et e nate 21
Figura 3.2 — Exemplo do célculo da pontuacdo de um alinhamento através da utilizagao de

uma matriz de substituiCao de DASE. .........cccvviiiiiiiieieeeee e 22
Figura 3.3 — Exemplo de um Run anti-paralelo (ALMEIDA, 2002) ........ccccevieeiieneeneenee. 27
Figura 3.4 — Regiao OrtOlOZa.......cccuevuiiiiiiiiiiniieie sttt st 27
Figura 3.5 — Espinha DOrsal.........cocoiiiiiiiiiiiiie e 28
Figura 3.6 - RO encontrada na comparacao Leifsonia xyli subsp. xyli e

Corynebacterium GIULAMICUN................ccoeeeiiririeisisteie ettt 29

Figura 4.1 — Visdo Geral do processo para Obtengao de Regides Ortologas Multiplas....... 34
Figura 4.2 — Obtencdo de ROs: (a) RO encontrada através da comparacdo das bactérias
Leifsonia xyli subsp. Xyli e Corynebacterium glutamicum; (b) RO encontrada através
da comparagdo das bactérias Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea
SEFAIR TIN. oottt ettt ettt sttt e be e sab e et enbte et et e saee 36
Figura 4.3 — Algoritmo para agrupar RGCs similares de um proteoma P..........c.ccceevueeneee. 38
Figura 4.4 - Grafico da quantidades de RGCs pela similaridade minima para agrupamento
de Rgcs. Dados gerados através da comparagao dos proteomas das bactérias: Leifsonia
xyli subsp. xyli, Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea strain TN....38
Figura 4.5 - Grafico da quantidades de ROMs por similaridade minima para agrupamento
de RGCs. Dados gerados através da comparagdo dos proteomas das bactérias:
Leifsonia xyli subsp. xyli, Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea
SEEAIN TN Lottt ettt et st et et sa et eas 39
Figura 4.6 — Representagdo de relacionamentos de RGCs de diferentes proteomas,
utilizando um grafo colorido (a) Representagao de trés proteomas com suas RGCs; (b)

Grafo G com os relacionamentos entre as RGCS. .......coovieiiiiiiiiiiiiieeeeeee 40
Figura 4.7 - Algoritmo para redu¢ao do Espago de Busca..........cccueeeveeevieiiciie e, 41
Figura 4.8 — Reduc¢do do Espago de Busca: Quantidade de vértices do grafo antes e depois

da execugdo do algoritmo de eliminag@o de vértices do grafo .........ccecvvvevvervenvennnenne. 42
Figura 4.9 —Algoritmo para encontrar Regides Ortdlogas Multiplas...........ccceeeveviriiinennnene 43
Figura 4.10 — Arquitetura da Ferramenta MPC ..........c.ccoccviieiiiiiiii et 44
Figura 4.11 — Diagrama de Caso de Uso da ferramenta Multiple Proteome Comparison ...45
Figura 4.12 — Diagrama de Classes da Ferramenta MPC ............cccccoovvevciiiicii i 46

Figura 4.13 — Tela inicial da Ferramenta MPC............ccccooiviiiiiiiiniieeeeecee e 47



X

Figura 4.14 — Tela de Configurag@o da Ferramenta MPC. ............ccccociviniininiininecee, 48
Figura 4.15 — Interface para Cadastro de Proteomas ............ccecevverienienieeieninienieeseenn 49
Figura 4.16 - Interface para Exclusdo de Proteomas ..........ccccecevveniinienieiencnienieeceenn 50
Figura 4.17 — Tela de Calculo de Similaridades entre RGCs ..........cccceviieiienieniieieeee, 51
Figura 4.18 — Tela para Iniciar o Calculo de ROMS.........cccoiiiiiiiiiiiniieiieiee e 52

Figura 4.19 — Arquivo de Saida da Ferramenta MCP............ccoooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tabela de codons (DALTON, 2000) .......cccvveeiieiuierieeieeieesieeereereesiveseveeneenenens 11
Tabela 2 — Proteomas de Bacterias ..........eeviveeiiriiiienieie it 41
Tabela 3— Intervalos de Similaridades para agrupamento de RGCs.........cccoecvevieeiriiennnnn. 49

Tabela 4 — Testes de Desempenho da Ferramenta MPC .............cccoooiiiiiiiiiiiieiiece e 67



LISTA DE ABREVIATURAS

BBH
BLAST

BLOSSUM

DDBJ
DNA
EGG
EMBL
KEGG
MBGD
MPC
NCBI
NIH
PAM
PCDB
RGC
RNA
RO
ROM
SGBD
UNIPROT

Bidirectional Best Hit

Basic Local Alignment Search Tool

Blocks Substitution Matrix

DNA DataBank of Japan

Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
Extended Genome-Genome Comparison
European Molecular Biology Laboratory

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Microbial Genome Database

Multiple Proteome Comparison

National Center For Biotechnology Information
National Institute of Health

Point Accepted Mutation

Pairwise Comparison Database

Regido de Genes Consecutivos

Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

Regido Ortdloga

Regido Ortdloga Multipla

Sistema Gerenciador de Banco de dados
Universal Protein Resource



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1. Motivacéo e Objetivos

O genoma humano foi seqiienciado em 2000, estabelecendo o que foi denominado
“fim da era pré-gendmica”. Antes desse marco, muitos imaginavam que o trabalho
envolvendo o genoma humano seria concluido assim que o seu seqiienciamento fosse
finalizado e, conseqiientemente, os beneficios desse estudo estariam a disposi¢ao de todos.

Na realidade, a etapa de seqlienciamento de um genoma ¢ apenas um primeiro
passo, pois na era pos-gendmica faz-se necessdria a juncao de experimentos bioldgicos e
analise computacional para interpretar os dados previamente gerados, objetivando-se extrair
informagoes biologicas. A tarefa computacional é chamada de biologia computacional ou
Bioinforméatica (LENGAUER, 2000).

Além do genoma humano, outros organismos estdo sendo seqiienciados a cada dia.
Como conseqiiéncia dessa “nova” demanda, novas tecnologias de mapeamento,
seqiienciamento e analise de seqiiéncias tém sido desenvolvidas, sendo esta ultima a de
maior interesse para os bioinformatas.

Sabendo-se que os “Projetos Genoma” tém como objetivo a determinacdo das
seqiiéncias de bases do DNA de espécies bioldgicas e o mapeamento de seus genes,
seqiienciar outros organismos facilita o descobrimento de funcdes de genes e seqiiéncias do
genoma humano, pois se duas seqiiéncias sdo similares, pode-se supor que suas funcdes
também as sejam.

Com o desenvolvimento das tecnologias de seqiienciamento, bancos de dados
robustos foram construidos para armazenar e gerenciar a explosdao no nimero de seqiiéncias
obtidas pelos pesquisadores. Como exemplo desses bancos de dados, destaca-se o
GenBank, que ¢ um banco de dados publico de seqiiéncias de DNA e proteinas mantido
pelo NCBI (National Center For Biotechnology Information) e serve como referéncia para
verificar se um organismo foi seqiienciado (NCBI, 2006).

Visto o constante crescimento no numero de seqiienciamentos, como ilustrado na
Figura 1.1 o aumento exponencial do niimero de seqiiéncias contidas do GenBank e,

conseqiientemente, a grande quantidade de dados que necessita ser analisada para se extrair



significados biologicos dos mesmos, ferramentas de comparacdo de genomas sdo
construidas e aprimoradas constantemente.

Com o surgimento dos bancos de dados publicos do genoma, houve uma
disseminag¢do do conhecimento adquirido com o seqiienciamento de varios organismos,
devido ao acesso gratuito e facil por meio da web. Isto motivou o desenvolvimento de
ferramentas de bioinformatica que realizem buscas por pequenas variagdes nos genomas de
diferentes individuos e espécies, a partir de dados armazenados em grandes bancos de
dados publicos.

Crescimento do GenBank
{1982 - 2005}

Seqléncias (milhdes)
rwEnEn s BN EENEREREESERERR L

[s=20U|1q) YHO 2P S=258Q 3p saled

Figura 1.1 — Crescimento exponencial do nimero de seqiiéncias contidas no GENBANK (GENBANK,
2006)

Com uma disponibilidade maior no nimero de seqiiéncias gendmicas, a comparacao
de genomas completos com dados organizados e com a utilizacdo de diversas técnicas
computacionais, tem se tornado util ndo apenas como um mecanismo para encontrar
caracteristicas comuns entre diversos genomas, mas também como uma abordagem para
entender processos evolutivos entre multiplos genomas (CHOI et al., 2005).

Em Almeida (2002) uma ferramenta de comparacdo de genomas, denominada EGG,
foi desenvolvida. EGG proporciona encontrar, dentre outras coisas, genes ortologos' e suas
regides, através de comparagdes dois a dois. Com base nessas comparagdes € com a
necessidade de se realizar comparagdes entre multiplos genomas, foi desenvolvida a

ferramenta BAGRE (MONTERA, 2004).

' O conceito de genes ortologos sera apresentado na secio 2.4.



O objetivo de BAGRE ¢ proporcionar, através de uma interface web, a realizagdo de
comparagdes simultaneas de varios genomas, com o proposito de encontrar grupos de genes
em varios genomas que preservam a ordem e o conteudo génico. Para isso, BAGRE utiliza-
se de heuristicas para a determina¢do dos resultados, uma vez que o problema & np-
completo, o que pode provocar resultados imprecisos ou incompletos.

A justificativa para a escolha do tema deste trabalho da-se pela necessidade de
evolucdo das ferramentas existentes de comparagcdo de genomas, com atencao especial a
ferramenta BAGRE. Neste sentido, este trabalho destina-se a encontrar regides ortdlogas
miltiplas® (ROM), em termos dos genes que elas contém, através da comparagio de
proteomas® de seres procariotos, preocupando-se em buscar resultados completos e
precisos. O principal objetivo € encontrar “pistas” de funcionalidades comuns a partir de
regides ortdlogas conservadas entre os varios organismos envolvidos.

A escolha de seres procariotos deve-se a proximidade filogenética, que por
conseqiiéncia tendem a preservar a ordem e a funcionalidade dos genes. A conservagdo da
ordem de genes entre diferentes organismos ¢ utilizada na predi¢do de fungdes e também no
estudo de relacionamentos evoluciondrios (TAMAMES, 2001).

Para a modelagem da solucdo proposta, utiliza-se um grafo colorido®. Cada Regido
de Genes Consecutivos’ (RGCs) ¢é representada por um vértice no grafo, e a ortologia de
duas regides por uma aresta ligando esses vértices, sendo que os vértices referentes ao
mesmo proteoma pertencem a mesma classe de coloragdo. As Regides Ortdlogas Multiplas
(ROMs) sdo expressas no grafo através de cliques.

Aproveitando-se de peculiaridades do grafo construido, um algoritmo de
eliminacdo de vértices foi desenvolvido. Como uma RGC ¢ um conjunto de genes, utiliza-
se de uma fungdo para medir a similaridade entre conjuntos e decidir se haverd ou ndo um
agrupamento de RGCs. Para possibilitar a realizagdo de testes, outra contribuicdo do
trabalho destina-se ao desenvolvimento de uma ferramenta para a comparacdo de multiplos

proteomas, denominada MPC (Multiple Proteome Comparison).

2 0 conceito de Regido Ortéloga Multipla sera apresentado no capitulo 3.

3 Proteoma é o conjunto de genes de um genoma que codificam proteina.

* O conceito de grafo colorido ser4 apresentado no capitulo 4.

* Uma regido de genes consecutivos ¢ um conjunto de genes consecutivos de um proteoma.



1.2. Organizacgéo da Dissertacéo

O trabalho estd organizado da seguinte forma. O Capitulo 2 apresenta conceitos
basicos de biologia molecular, abordando os principais temas necessarios para a
contextualizag@o e entendimento do trabalho. No Capitulo 3 ¢é feito um levantamento dos
principais bancos de dados do genoma e de ferramentas de comparagdo de genomas. O
Capitulo 4 descreve a principal contribui¢do deste trabalho, que se trata de uma abordagem
para encontrar ROMs. Por fim, o Capitulo 5 ¢ destinado a conclusdo do trabalho,

apresentando as principais contribui¢des e propostas de trabalhos futuros.



CAPITULO 2
2. CONCEITOS BASICOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Consideracées Iniciais

Biologia molecular ¢ o ramo da biologia que trata da formacdo, estrutura e funcao
de macromoléculas essenciais a vida, como acidos nucléicos (DNA e RNA) e proteinas
(ANSWERS, 2006). A biologia molecular apresenta uma multidisciplinaridade por se

relacionar diretamente com outras areas da biologia, como genética e bioquimica.

2.2. Células

Todos os seres vivos sdo formados de células- compartimentos envolvidos por
membrana, preenchidos com uma solugdo aquosa concentrada de substincias quimicas
(ALBERTS et al., 2002a; ALBERTS et al., 2002b).

Organismos superiores, como 0os humanos, sio como cidades celulares nas quais
grupos de células performam tarefas especializadas e sdo ligadas por um complexo sistema
de comunicagdes. Nelas sao realizadas a maior parte dos processos metabdlicos dos seres
vivos e nelas esta contido o material genético. A membrana celular contém poros que
permitem a interagdo com o ambiente. Dessa forma, a célula recebe nutrientes necessarios
para desenvolver-se e expele substancias.

Um aspecto importante na evolucdo dos organismos deve ter ocorrido ha 1,5 milhdo
de anos, quando houve a transicdo de células pequenas com estruturas simples — os
procariotos — para células eucaridticas com estruturas mais complexas (ALBERTS et al.,
2002a, ALBERTS et al., 2002b).

Os seres procariotos incluem os diversos tipos de bactérias. Estas sdao células
esféricas ou em forma de bastonetes curtos de tamanhos que variam de 0,1 a 600 um
(ABEDON, 2006). Na maioria dessas espécies, a protecao da célula ¢ feita por uma camada
altamente resistente: a parede celular. Logo abaixo encontra-se a membrana citoplasmatica,
que delimita um Unico compartimento contendo DNA, RNA, proteina e moléculas. Um

exemplo de célula procariotica pode ser visto na Figura 2.1(a).



Em contraste com as células procaridticas, as células eucaridticas possuem um
nucleo, que contém a maioria do DNA celular, envolvido por uma membrana de dupla
camada, sendo que os outros componentes celulares encontram-se no citoplasma. No
citoplasma, organelas distintas podem ser reconhecidas, dentre elas as mitocondrias, o
complexo de Golgi e os cloroplastos, este no caso de células capazes de fotossintese. Um

exemplo de célula eucaridtica pode ser visto na Figura 2.1(b).

Nucléolo

Parede Mem'brqna |
Celular Plasmatica Rihossomos )

(@)

-

Nucleo

Ribossomos

Mitocondria

Reticulo
Endoplasmatico
Rugoso Membrana
Plasmatica
Complexo de Golgi Lisossomo

(b)

Figura 2.1 — Organizacio Celular. (a) Célula Procaridtica; (b) Célula Eucariética (COOPER, 1996).



A propriedade fundamental de uma célula estd na sua capacidade de crescer e
replicar-se, gerando células descendentes contendo copias do seu material genético (através
das biomoléculas de acidos nucléicos, ou DNA). Isso é resultado de uma série de processos

metabdlicos intrinsecos e complexos desencadeados dentro da célula.

2.3. Acidos Nucléicos

Na natureza ha dois tipos de 4cidos nucléicos: DNA, ou 4cido desoxirribonucléico,
e RNA, ou 4cido ribonucléico. A composicdo dos acidos nucléicos da-se por uma longa
cadeia de nucleotideos, sendo que cada nucleotideo ¢ composto de um agucar, um fosfato e
uma base nitrogenada.

Existem quatro tipos de bases nitrogenadas no nucleotideo, as purinas: adenina (A)
e guanina (G), e as pirimidinas: citosina (C), timina (T) e uracila (U). No DNA sao
encontradas as bases A, G, C e T e no RNA encontram-se as bases A, G, C e U. Cada
conjunto de trés bases, denominado cddon, na seqiiéncia ao longo da fita de DNA, sinaliza
as células um determinado aminoacido a ser usado na sintese de proteina (descrita na secao
2.5).

O DNA esta representado na Figura 2.2(a). E a molécula base do material genético
encontrado em todas as células, sendo responsavel por carregar as informacdes genéticas de
uma geracdo para a proxima. Trata-se de uma molécula muito longa e fina, formada por
uma dupla fita de orientagdes opostas. A interacdo entre as duas fitas ¢ feita através de
pontes de hidrogénio, sendo que as guaninas pareiam-se com as citosinas através de trés
pontes de hidrogénio, enquanto as adeninas pareiam-se com as timinas através de duas,

como ilustra a Figura 2.2(b).
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Figura 2.2 — Molécula de DNA. (a) Exemplo de Representacio da dupla fita de DNA; (b) Interaciao
entre duas fitas de DNA através de pontes de hidrogénio (SILVA, 2001).

Nas fitas do DNA, segue-se uma regra de pareamento, sendo as orientacdes
classificadas de extremidade 5’ e extremidade 3°, na qual cada fita ¢ o complemento

reverso da outra, conforme ilustra a Figura 2.3.

5 .. ATTTCCGAT GC .. 3’

NN NI
3 .. TARAAGGCTACG .. &

Figura 2.3 - Pareamento de uma molécula de DNA

As moléculas de RNA sdo compostas por uma fita simples, e possuem tamanho
reduzido se comparadas as moléculas de DNA. As células possuem trés tipos diferentes de

RNA: RNA mensageiro (mRNA), RNA transportador (tRNA) e RNA ribossomal (rRNA).

= mRNA: Contém a informagao para a sintese de proteinas;
= tRNA: Transportam aminoacidos para que ocorra a sintese de proteinas;
= rRNA: Componentes da maquinaria de sintese de proteinas presente nos

ribossomos.



Cada tipo tem um papel especifico a desempenhar, juntamente com o DNA, nas

reacoes de sintese protéica (secdo 2.5).

2.4. Relacbées Génicas

Sob o ponto de vista da aparéncia exterior, a evolugdo transformou o universo dos
seres vivos em tal grau que eles ndo sdo mais reconhecidos como parentes. O ser humano,
uma mosca, uma margarida, uma levedura, uma bactéria parecem tao diferentes que parece
inconcebivel compara-los. Ainda assim, todos descendem de um ancestral comum, e quanto
maior a profundidade de investigacdo, mais e mais evidéncias de uma mesma origem ¢
encontrada (ALBERTS et al., 2002a; ALBERTS et al., 2002b).

Genes evolucionariamente relacionados e sua existéncia revelam uma estratégia
basica pela qual, organismos mais complexos surgiram, ou seja, genes ou porcoes de genes
duplicaram-se e as novas copias divergiram das originais por mutagdes e recombinagdes,
para se ajustar a tarefas adicionais.

Comegando com uma cole¢do de genes nas células primitivas, para se adaptar a
tarefas adicionais, as formas de vida mais complexas foram capazes de desenvolverem mais
de 50.000 genes, hoje presentes em uma célula de um animal ou vegetal (ALBERTS ef al,,
2002a, ALBERTS et al., 2002b).

Um gene pode ser classificado como uma pequena parte codificante do genoma,
responsavel pela determinagdo dos tragos hereditarios dos organismos vivos, € um genoma
pode ser entendido como o material hereditario total de uma célula de uma determinada
espécie (SILVA, 2001).

Uma Regido de Genes Consecutivos (RGC) ¢ um conjunto de genes consecutivos
num genoma. Sendo que o proprio genoma consiste em uma RGC. O conjunto de genes de
um genoma que codificam proteina denomina-se proteoma (ALMEIDA, 2002).

O genoma de uma célula pode ser facilmente visualizado em longas seqiiéncias de
DNA que sio compactadas durante o final da mitose na forma de cromossomos
individualizados (SILVA, 2001).

Uma diferenga notavel entre seres eucariotos e procariotos acontece também entre
seus genes. O material genético de um eucarioto ¢ dividido em regides codificadoras
(exons) alternando-se com regides nio-codificadoras (introns). No caso dos procariotos, o

material genético ¢ conhecido como genes codificadores de proteinas sem introns. Assim,
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genes de bactérias sdo consideravelmente mais simples do que genes de organismos mais
complexos, como € o caso dos seres humanos.

Os genes de bactérias que codificam proteinas podem ser descritos conforme a
Figura 2.4. Existem trés seqiiéncias em um gene: (i) promotora; (ii) codificante e; (iii)

terminadora (Stop codon) (MIR, 2004).

Inicio de Final de
Traducdo traducio

ii ..
i Regidio Codificadora [B = s
L~

Terminador
— Promotor

Figura 2.4 — Estrutura esquematica de um gene de um procarioto (MIR, 2004).

Toda relag@o entre genes pode ser classificada como ortologia ou paralogia. Essas
relacdes dizem respeito a eventos de evolucdo génica. Genes que descendem de um mesmo
ancestral sdo homologos. Ja os genes ortdlogos, sdo genes que além de homologos,
pertencem a genomas diferentes. Por fim, os genes paralogos sdo genes que além de

homologos, pertencem a um mesmo genoma.

Especiacac 1 .-""~_
.-"" l‘."-\.
=T ""...

Cuplicacdo
génica 1
A I §

Especiacan %J, a8

LY
- - h .

A ., . Duplicacdo
geénica 2

-

Figura 2.5- Ortologia e Paralogia (JENSEN, 2001)

Deve-se perceber também, que ¢ possivel que um dado gene em uma espécie tenha

mais do que um ortélogo em outra. Além disso, detectam-se genes paralogos em espécies
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diferentes. Isto pode ser constatado na Figura 2.5, pois Al tem trés ortdlogos na espécie C,
mas somente C1 ¢ ortélogo de B1. J& B2 tem dois ortélogos na espécie C (C2 e C3), onde

C1 e B2 sdo paralogos (JENSEN, 2001).

2.5. Sintese de Proteinas

Proteinas sdo biomoléculas longas, formadas por combinacdes dos 20 diferentes
tipos de aminoacidos (Tabela 1) ligados por cadeias polipeptidicas. S@o moléculas
extremamente versateis que podem possuir dezenas ou centenas de aminoacidos.

A sintese das proteinas inicia-se pela transcrigdo do DNA para mRNA no nucleo da
célula. Os nucleotideos adequados pareciam-se (DNA:mRNA= A:U, T:A, C:G ¢ G:C).
Dessa forma, a molécula de RNA formada copia a mensagem contida no DNA (intervém
nessa copia uma enzima, a RNA-polimerase), processo conhecido como transcrigao.

O mRNA migra do nticleo para o citoplasma, onde interage com um ou mais
ribossomos, formando um molde para a sintese de proteinas. O proximo passo ¢ a “leitura”
(traducdo) do mRNA para a proteina, intermediado por diversos tipos de tRNA, que se
encontram ligados a aminoécidos simples que estdo no citoplasma. Cada aminoécido
interage com um tipo especifico de tRNA, que o encaixa no cddon adequado do mRNA.

Genericamente, o mRNA indica qual a seqiiéncia de aminodcidos terd uma
determinada proteina. Apds a sintese, as novas moléculas de proteina recém-sintetizadas
separam-se do ribossomo ¢ sdo direcionadas para a sua localizacao especifica na célula. A
Figura 2.6 ilustra, sucintamente, como ocorre a expressao génica.

Desse modo, as mensagens do DNA servem para que a célula fabrique proteinas
especificas, processo este que repete continuamente. Em resumo: DNA “produz” RNA e

RNA “produz” proteina.

Tabela 1 - Tabela de cédons (DALTON, 2006)

Nome Abreviagdo | Abreviagdo | Codons de DNA para cada Aminoacido
(3 letras) (1 letra)
Alanine Ala A GCA, GCC, GCG, GCU
Cysteine Cys C UGC, UGU
Aspartic Acid Asp D GCA, GAU
Glutamic Acid Glu E GAA, GAG
Phenylalanine Phe F UUC, UUU
Glycine Gly G GGA, GGC, GGG, GGU
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Histidine His H CAC, CAU

Isoleucine Ile I AUA, AUC, AUU

Lysine Lys K AAA, AAG

Leucine Leu L UUA, UUG, CUA, CUC, CUG, CUU
Methionine Met M AUG

Asparagine Asn N AAC, AAU

Proline Pro P CCA, CCC, CC@G, ccu

Glutamine Gln Q CAA, CAG

Arginine Arg R CGA, CGC, CGQG, CAU, AGA, AGG
Serine Ser S UCA, UCC, UCG, UCU, AGC, AGU
Threonine Thr T ACA, ACC, ACG, ACU

Valine Val A\ GUA, GUC, GUG, GUU

Tryptophan Trp W UGG

Tyrosine Tyr Y UAC, UAU

Stop Codons UAA, UAG, UGA

Expressao génica

DNA

fita molde —-

MRNA

Proteina
(cadeia de
aminoacidos)

~ Met
Metionina Prolina Leucina Alanina Arginina
Figura 2.6 - Esquema simplificado da sintese de proteinas. A biomolécula de DNA ¢é transcrita para

mRNA (RNA mensageiro), o qual por sua vez é traduzido em uma seqiiéncia de aminoacidos (proteina)
(COOPER et al., 1996).
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2.6. Consideracées Finais

Sucintamente, descrevemos neste capitulo os principais conceitos de biologia
necessarios para a compreensao desse estudo.

No Capitulo 3, inicialmente sdo discutidos aspectos relativos ao seqiienciamento de
genomas. Logo apos, faz-se um levantamento dos principais bancos de dados de genomas e
de ferramentas de comparacgdo de seqiiéncias de DNA e proteinas, destacando as principais

caracteristicas.
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CAPITULO 3
3. BIOINFORMATICA E GENOMICA COMPARATIVA

3.1. Consideracées Iniciais

O mapeamento de genomas gera diariamente um volume elevado de informagdes
que sdo sistematicamente armazenadas em bancos de dados computacionais6, que servem
de fontes de estudo para biologia e medicina. Para analisar estes dados surgiu uma area de
pesquisa chamada Bioinformatica.

Sucintamente, pode-se dizer que a Bioinformatica ¢ a utilizagdo de computadores
para tarefas de biologia. Numa definicdo mais ampla, bioinformética consiste em um
conjunto de técnicas advindas da matemadtica, da estatistica e da computagdo, aplicadas a
problemas de biologia molecular, em particular aos problemas de genémica (MIR, 2004).

A Bioinformatica ¢ uma area da informatica que auxilia os pesquisadores em
biologia a criar, melhorar, desenvolver e manipular os bancos de dados de biologia
molecular e outras ferramentas computacionais para coletar, organizar e interpretar os
dados experimentais obtidos em laboratorios.

O proposito deste capitulo resume-se em apresentar de forma objetiva conceitos

relativos a Bioinformadtica, com um enfoque maior na comparacdo de genomas.

3.2. Genoma: Seqlienciamento, Montagem e Anotagdo

Os dados existentes em bancos de dados do genoma sdo, em grande parte,
provenientes de seqiienciamentos. Uma das formas de seqiienciar um genoma ¢ fazé-lo por
completo, ou seja, determinar a sua seqii€éncia de bases, podendo entdo ter seus genes
identificados.

O seqiienciamento do genoma se da por meio de clonagem de fragmentos de DNA
extraidos do nucleo das células. Existem diferentes métodos para o seqiienciamento, um
dos mais utilizados, ¢ conhecido como shotgun (ADAMS, 2000).

O método de seqiienciamento shotgun caracteriza-se pela constru¢do de uma

biblioteca genomica. Para isso, utiliza-se o0 método de fragmentacdo aleatoria do DNA, que

% Os principais bancos de dados serdo apresentados na se¢do 3.3.
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gera fragmentos de 500 a 800 pares de base. A seguir, os fragmentos de DNA sdo clonados
em plasmideos (onde sdo inseridos material genético, no processo de clonagem) e
seqiienciados massivamente, garantindo um grau minimo de confiabilidade nos resultados,
sendo este processo conhecido como cobertura. Logo ap6s o seqiienciamento, é preciso
determinar a ordem dos fragmentos, sendo esta etapa denominada montagem.

A etapa de montagem ¢ puramente computacional. Nela utilizam-se as seqiiéncias
individuais de cada fragmento, chamadas de reads, na reconstrugdo da seqiiéncia completa
da molécula original ou dos fragmentos longos. No entanto, o processo de montagem de
fragmentos ndo ¢ simples, ¢ comum ocorrerem erros no seqlienciamento e problemas
durante a quebra e clonagem de reads. Quando os reads sdo agrupados formam-se os
contigs e a unido de todos os contigs constitui 0 genoma.

Tendo em maos a seqiiéncia completa de DNA de um cromossomo ou de um
genoma, pode-se dar inicio ao processo de andlise e determinagdo dos genes dessa
seqiiéncia, processo conhecido como anotagao.

O primeiro passo da anotag¢do, denominado “identificacdo”, pode ser realizado com
o auxilio de ferramentas computacionais, que t€ém o proposito de automatizar o processo de
reconhecimento dos genes em uma seqiiéncia. O segundo passo, denominado “descri¢do”,
pode ser parcialmente automatizado, pois necessita de muita interven¢do humana para

julgar e atribuir a cada seqiiéncia sua fun¢@o bioquimica.

3.3. Banco de dados do Genoma

Inicialmente, as seqiiéncias gendmicas ou bioseqiiéncias eram armazenadas em
formato texto, pois a principal fonte de dados eram publica¢des em artigos cientificos. Com
o aumento do volume de dados, as bioseqiiéncias passaram a ser gerenciadas por meio de
Sistemas Gerenciadores de Banco de dados (SGBDs).

Com uma quantidade significativa de dados oriundos de seqiienciamentos
armazenados em bancos de dados, o proximo passo foi disponibiliza-los na web, o que
proporcionou um acesso facil por parte da comunidade cientifica e interessados. Assim, os
bancos de dados de genoma representam hoje uma ferramenta de suporte indispensavel
para bidlogos e geneticistas. Nesta secdo serdo enumerados alguns dos principais bancos de

dados do genoma.
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3.3.1. GenBank

O GenBank (BENSON, 2002) ¢ um banco de dados mantido pelo National Institute
of Health (NIH), o qual armazena dados de seqiiéncias genéticas € uma cole¢do de
anotagdes relacionadas as seqiiéncias de DNA disponiveis. E um banco de dados publico,
que tem sua atualizagdo realizada por pesquisadores ao redor do mundo.

O Genbank mantém-se sincronizado com o European Molecular Biology
Laboratory (EMBL, 2004) e o DNA DataBank of Japan (DDBJ, 2006). Desta forma, os
pesquisadores podem consultar qualquer uma destas fontes para obter o mesmo conjunto de
dados como resposta.

A submissao de dados no GenBank pode ser feita de duas formas:

= Banklt

Banklt ¢ uma ferramenta para submissdo de dados, tendo o seu uso recomendado
para as submissoes simples. Pode-se indicar regides que codificam as proteinas no mRNA e
o nome do gene. Genericamente, a ferramenta transforma os dados submetidos pelo usuario
para o formato do GenBank. Além disso, o usuario tem a opgdo de adicionar anotagdes
sobre a fonte da seqiiéncia e as caracteristicas biologicas da mesma utilizando suas proprias
palavras, através de uma interface.

=  Sequin

Sequin ¢ uma ferramenta apropriada para submissdes muito longas e complexas, ou
para quando for necessario um controle sobre as anotagdes feitas. E um programa gréfico,
que guia o usudrio através de formularios com um controle de vocabulario a ser utilizado
durante o processo de submissdo de seqiiéncias e o fornecimento de anotagdes bioldgicas e
bibliograficas. Possui também uma funcionalidade que tem como objetivo detectar

possiveis erros.

3.3.2. EMBL

Similar ao GenBank no que se refere ao armazenamento de seqiiéncias, o EMBL ¢
parte integrante do consodrcio internacional que retine o GenBank e o DDBJ (EMBL, 2004).
Os principais contribuintes do EMBL sdo autores e grupos individuais de projetos
de pesquisa genémica, sendo que a troca de dados acontece diariamente entre os bancos de

dados colaboradores.
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Devido a sincronizacdo com o GenBank e o DDBJ, o formato dos dados do EMBL
possui compatibilidade com esses bancos e muitas ferramentas de analise sdo comuns. Para
a analise das seqiiéncias tém-se ferramentas de alinhamentos multiplos, pesquisas por

palavras-chave, identifica¢do de padrdes especificos etc.

3.3.3. Swiss-Prot

O SWISS-PROT ¢ um banco de dados de proteinas que também possui integragao
com o EMBL, disponibilizando dominios, descri¢des de funcdes e estruturas de proteinas.
Seu armazenamento iniciou-se em 1986 ¢ vem sendo mantido de forma colaborativa desde
1987 pelo Departament of Medical Biochemistry of the University of Geneva e a EMBL
Data Library (SWISS-PROT, 2006). Esforcos sdo concentrados para manter um nivel
minimo de redundancia no Swiss-Prot.

Nesta base de dados, assim como na maioria das outras, os dados podem ser
divididos em duas classes, a principal e a de anotacdes. A primeira diz respeito a seqiiéncia
em si, nas informacdes de citagdes, ou seja, referéncias bibliograficas e, por fim, nos dados
taxondmicos que se referem a descricdo da fonte biologica da proteina. A ultima consiste
numa série de informagdes enumeradas a seguir:

»  Fungdes da proteina;

* Dominios e sites: sdo agrupamentos de proteinas que compartilham fungdes ou sdo
derivadas de um antecessor comum;

» Estrutura secundaria: ¢ a estrutura que diz respeito aos padrdes regulares e
repetitivos (BIOPROJECT, 2006);

» [Estrutura quaternaria: muitas proteinas sdo constituidas por mais de uma cadeia
polipeptidica. A estrutura quaternaria descreve a forma com que as diferentes
subunidades se agrupam e se ajustam para formar a estrutura total da proteina
(BIOPROJECT, 2006);

* Similaridades com outras proteinas;

= Doengas associadas com a deficiéncia dessa proteina;

= Conflitos de seqiiéncia, variagdes etc.
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3.3.4.PDB

O Protein DataBank (PDB) (PDB, 2006) ¢ um banco de dados que armazena
estruturas tridimensionais de macromoléculas biologicas. Contudo, com o passar dos anos
e, conseqiientemente, com o avango da tecnologia e mudangas na questdo de
compartilhamento de conhecimento na comunidade cientifica, fez com que o banco
crescesse.

Atualmente, o PDB ¢ o maior repositéorio do mundo para o processamento e
distribuicdo de dados da estrutura tridimensional de grandes moléculas de proteinas e
acidos nucléicos. As estruturas tridimensionais de macromoléculas biologicas do PDB
foram determinadas experimentalmente, sendo que a disposi¢@o espacial dos aminoacidos
que formam as proteinas ¢é relacionada a fung@o das mesmas. A submissdo dos dados ao
PBD ¢ realizada pela web, e os resultados de pesquisas realizadas neste banco de dados sdo

facilmente acessiveis.

3.3.5. Enzyme

Enzyme ¢ um repositorio de dados que contém informagdes relacionadas a
nomenclatura das enzimas. Além do numero de identificacdo da enzima sdo armazenados
outros dados como, por exemplo, nome recomendado, nomes alternativos, atividade
catalitica, cofatores, ponteiros para as entradas no Swiss-Prot, ponteiros para o ProSite
(SIGRIST, 2002), que descreve a familia da proteina que a enzima pertence.

Enzyme ¢ fortemente acoplado ao Swiss-Prot, estabelecendo grande beneficio para
ambos, pois se permite que correcdes e atualizacdes sejam propagadas eficientemente

(ENZYME, 2006).

3.3.6. MBGD (Microbial Genoma Database)

O banco de dados MBGD ¢ um sistema para a analise comparativa entre genomas
microbianos que tenham sido completamente seqiienciados. A funcao central do MBGD ¢
criar uma tabela usando a classificacdo de genes ortdlogos, comparando todos contra todos,
relacionando as similaridades entre genes em multiplos genomas (UCHIYAMA, 2003).

A criagdo da tabela ¢ feita utilizando-se de um algoritmo de classificagdo
automatizado. Desta forma, cada usuario pode criar uma tabela de classificacdo propria,

especificando os organismos e parametros. A tabela de classificacdo gerada ¢ armazenada
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num banco de dados, e pode ser explorada com a combinagcdo de dados de genomas
individuais para descobrir relacdes de similaridade entre genomas.

O usuario pode analisar os dados de varios pontos de vista, como a analise de
padroes filogenéticos, a comparagdo da ordem dos genes ¢ a comparagdo detalhada da

estrutura dos genes.

3.3.7. Outros Bancos de Dados

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ¢ um exemplo de banco de
dados funcional, ou seja, que permite a analise das fungdes dos genes. E utilizado na
comparagdo de genomas, ¢ pode-se obter mapas metabdlicos e identificar quais enzimas
estdo presumidamente codificadas por um determinado genoma. Possibilita encontrar
também grupos de genes ortdlogos e mapas genomicos (KANEHISA e GOTO, 2000).

COG (Clusters of Orthologous Groups) ¢ um banco de dados de clusters de grupos
de proteinas ortélogas, que provém do seqiienciamento de genomas de seres eucariotos e
procariotos. Essa colecdo de conjuntos de proteinas ortdlogas consiste em uma plataforma
util na anotacdo de genomas seqiienciados recentemente e, em estudos evolucionarios
(TATUSOV et al., 2003).

Por fim, um banco de dados que merece destaque € o UniProt (Universal Protein
Resource)(APWEILER, 2004). Trata-se de um repositorio central de seqiiéncias de
proteinas e suas fung¢des, criado através da junc@o de informagdes de trés bancos de dados

protéicos: Swiss-Prot, TTEMBL, and PIR (PIR, 2006).

3.4. Alinhamento de Seqliéncias

Em algumas ferramentas de compara¢do de seqiiéncias bioldgicas como BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool)(se¢do 3.5.2) e FASTA (se¢do 3.5.1), descritos adiante
neste capitulo, faz-se uso de alinhamentos de seqiiéncias para a analise de similaridades.

Um alinhamento ¢ uma forma de se comparar seqiiéncias bioldgicas (DNA ou
proteina). Ao se estabelecer um alinhamento entre essas seqiiéncias, ¢ possivel descobrir se

elas estiao evolutivamente relacionadas ou nao.
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Uma seqiiéncia biologica ¢ representada através de uma cadeia de caracteres escrita
: 7 - A i .
com um determinado alfabeto’. Assim, comparar duas seqiiéncias biologicas € equivalente

a comparar duas cadeias de caracteres. Exemplo:

ACCTATGCAC
ACCATGCAC

Neste exemplo as seqiiéncias possuem tamanhos diferentes. Por isso, € preciso

(Y32

igualar os tamanhos usando um caractere nulo conhecido como gap ou espaco. Com a

inser¢do do caractere nulo obtém-se:

ACCTATGCAC
ACC-ATGCAC

A seguir, alinhamento ¢ formalmente definido, de acordo com Almeida (2002).

3.1 Definicao de Alinhamento

Dadas as seqiiéncias s = s;...s, et =1 ... t, com simbolos pertencentes ao
alfabeto 2, e com m, n > 0, um alinhamento de s ¢ f ¢ um mapeamento de s € ¢ nas
seqiiéncias s’ e t’, respectivamente, cujos simbolos pertencem ao alfabeto 2" =23 U { -},

onde o simbolo ’-’ ¢ chamado de espaco, tal que:

Lls’| =1t =1
2. aremogao dos espagos de s’ e ¢’ leva a s e ¢, respectivamente; e

3.ndo ¢ permitida a condigdo s;” =-=1¢", [ <i <[

3.4.1. Esquemas de Pontuagao

No alinhamento entre duas seqiiéncias, o pareamento (de bases no caso de DNA ¢
de aminoacidos no caso de proteinas) ¢ estabelecido com base em um esquema de
pontuacdo, onde se procura alinhar a seqiiéncia com o objetivo de obter a pontuacdo mais

alta para medidas de similaridade.

7 A . I3 . \ .

Uma seqiiéncia de DNA ¢ escrita com um alfabeto de quatro letras, referentes as bases nitrogenadas. Uma
seqiiéncia de proteina € escrita com um alfabeto de vinte letras, sendo que cada letra corresponde a um dos
vinte diferentes aminoacidos existentes na natureza.
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Considerando as seqliéncias s =s;... S, €t =1;...t,, com simbolos pertencentes
ao alfabeto 2, um esquema de pontuagdo ¢ dado por uma tupla (p, g) onde a fungdo p : 2'x
2— R determina a pontuagdo de cada par de caracteres alinhados e g é usado para penalizar
gaps (g < 0 na maioria das vezes). O esquema de pontuacdo fornece um valor numérico a
cada alinhamento possivel. Sendo (s’, #’) o alinhamento das seqiiéncias s e 7, se adiciona
p(a, b) cada vez que um caractere a de s’ esta pareado com um caractere b de #’. Quando
um caractere de s’ ou ¢’ esta alinhado a um gap, g ¢ agregado a pontuagdo. A pontuagio
total denotada como score (s’, ) € a soma de todas as pontuacdes em todas as posi¢des do
alinhamento (s’, ).

Sendo y o conjunto dos possiveis alinhamentos, a semelhanca entre s e ¢ ¢ dada por:

sem(s,t) = max score(s',t')
(s')ey

Para uma seqiiéncia de DNA, a pontuacdo de um alinhamento ¢ ditada por uma
matriz de substitui¢do de base. A matriz apresentada na Figura 3.1(a) se preocupa apenas
com os matches (equivaléncia entre duas bases de seqiliéncias diferentes), enquanto que a
matriz apresentada Figura 3.1(b) leva em consideracdo matches e mismatches (ndo

equivaléncia entre duas bases de seqiiéncias diferentes), além de uma penalidade para gaps.

AlG[c]T
A[T [0 ][00
GO [1]0 [0
clo|o[1]0
T[0 [0 [0 |1

(a)
AlGlc [T -

I |-1|-1]-1]-2
-2
111 ]-1]-2
-1 -1 1]-2

= Q| Ql»

(b)

Figura 3.1 — Matrizes de substituicdo de base (a) Matriz de Substituicio de Bases com matches; (b)
Matriz de Substituicio de Bases com matches, mismatches e penalidade para gaps.
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Um exemplo de utilizacdo da matriz da Figura 3.1(b) ¢ apresentado a seguir na

Figura 3.2.

G A A - G G A T T A G
G A T C G G A - - A G
Total de matches: 7

Total de mismaiches: |
Total de paps: 3

Pontuagio: Tx1 + Ix(-1)+ 3x(-2) =0

Figura 3.2 — Exemplo do calculo da pontuacio de um alinhamento através da utilizacio de uma matriz
de substituicao de base.

Na comparagdo de seqiiéncias de DNA, as matrizes de substituicdo sdo
relativamente simples, sendo que o mesmo ndo ocorre quando se deseja comparar
seqiiéncias de proteinas. A comparagdo destas seqiiéncias leva em conta critérios
evolutivos, por isso, ¢ preciso um esquema de pontuacdo mais elaborado. As matrizes de
substituicdo PAM (Point Accepted Mutation) e BLOSUM (Blocks Substitution Matrix) sdo
muito utilizadas para a comparacao de proteinas.

As matrizes PAM (DAYHOFF, SCHWARTZ e ORCUTT, 1978) estabelecem
esquemas de pontuagdo para grupos de seqiiéncias relacionadas. Foram construidas
observando-se substitui¢des de aminoacidos através de alinhamentos. Para isso utilizou-se
de um amplo conjunto de proteinas relacionadas, as quais tinham sofrido uma certa
divergéncia evolucionaria.

Cada matriz PAM ¢ determinada por um niimero que indica o grau de divergéncia
entre as seqiliéncias usadas. Dessa forma, uma matriz PAM1 ¢ uma unidade de divergéncia
evolutiva na qual ocorreu 1% de substituicdo dos aminoacidos.

As matrizes BLOSUM (HENIKOFF e HENIKOFF, 1991) foram construidas
através da extracdo de segmentos sem gaps, chamados blocos, de multiplos alinhamentos
de familias de proteinas, envolvendo seqiiéncias com pouca relacdo (diferentemente das
matrizes PAM, nas quais foram usadas seqili€ncias relacionadas), e entao agrupados com
base na porcentagem de identidade. Da mesma forma como nas matrizes PAM, as matrizes
BLOSUM sao seguidas de numeros que se referem ao nivel maximo de identidade entre as

seqiiéncias.
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3.4.2. Tipos de Alinhamento

Existem dois tipos de alinhamento, o global e o local. O primeiro se estende por
toda seqiiéncia, ja o segundo localiza fragmentos de seqiiéncias que sdo mais similares. A

definicdo de ambos os alinhamentos é apresentada a seguir:

3.2 Definicao de Alinhamento Global

Dado um alfabeto 4 com uma matriz de substituicdo M, o alinhamento global para
duas seqliéncias s={s;5253...5n | i € A} e t={tjt>t3...t, | t; € A} sendo [ <i <me I <j <n,
consiste em encontrar cadeias de caracteres « e f, as quais sao obtidas de s e ¢ inserindo

espacos no inicio ou no final de s e ¢, e cuja pontuacdo calculada usando M ¢ méaxima

(GUSFIELD, 1997) apud (XU et al., 2003).

3.3 Definicao de Alinhamento Local

Dado um alfabeto 4 com uma matriz de substitui¢do M, o alinhamento local para
duas seqliéncias s={s;5:83...5m | S;i € A} e t={tit>t3...t, | t; € A} sendo | <i <m e I <j <n,
consiste em encontrar subcadeias de caracteres de s e ¢, cujo valor da similaridade

(alinhamento global 6timo) ¢ méximo (GUSFIELD, 1997) apud (XU et al., 2003).

3.5. Ferramentas de Bioinformatica

O grande volume de dados gerados pelos diversos projetos de seqilienciamento de
genomas torna necessaria a utilizagdo de ferramentas para analise computacional destas
informagdes. As ferramentas de bioinformatica sdo os programas de software projetados
para extrair informagdes significativas da grande massa de dados biologicos.

A existéncia de uma grande quantidade de ferramentas disponiveis para andlise
gendmica mostra a necessidade de se atender a diferentes objetivos e a dificuldade que se
tem em englobar varias funcionalidades em uma tunica ferramenta. E nesse sentido que
esforcos sdo gastos continuamente, pensando em atender cada vez mais e melhor a
necessidade de bidlogos e afins, desenvolvendo novas ferramentas e integrando as ja

existentes.
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3.5.1. FASTA

FASTA (PEARSON, 1985; PEARSON e LIPMAN, 1988) foi o primeiro programa
utilizado em larga escala para busca de similaridades. E um método heuristico, utilizado
para realizar alinhamentos locais de seqiiéncias.

O algoritmo utilizado por FASTA pesquisa primeiro por alinhamentos exatos e sem
insercdo de gaps entre subseqiiéncias de tamanho k, k-tuplas, comuns a seqii€éncia de
consultada e a seqii€éncia do banco de dados de seqiiéncias.

Ap0s identificar as k-tuplas comuns, o programa constroi regides. Uma regido ¢
formada por uma ou mais k-tuplas. Posteriormente, as regides recebem uma pontuacao
conforme uma matriz de substituicdo utilizada, como BLOSUM ou PAM. Este processo ¢
repetido para cada seqiiéncia do banco de dados.

Finamente, as regides de maior pontuacdo sdo utilizadas para produzir um
alinhamento usando um algoritmo de programac¢ao dindmica restrito a uma banda ao redor
das regioes.

Existem diferentes programas que utilizam FASTA. Abaixo segue uma descri¢ao de

cada um deles:

» Fasta3 - Faz uma varredura numa biblioteca de proteinas ou de seqiiéncias de DNA
por seqiiéncias similares;

» Fastx/y3 - Compara uma seqiiéncia de DNA com um banco de dados de seqiiéncias
de proteinas, comparando a seqiiéncia traduzida do DNA em frames para diante e
tras;

* Tfastx/y3 - Compara uma proteina com um banco de dados de DNA traduzido;

» Fasts3 - Compara fragmentos de peptideos com um banco de dados de proteinas ou
DNA;

» Fastf3 - Compara uma mistura de peptideos ordenados com um banco de dados de
proteinas ou DNA.

3.5.2. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST ¢ uma ferramenta de comparacdo e alinhamento local de seqiiéncias de
nucleotideos ou de aminoéacidos depositadas em bancos de dados. E de muita importancia

para quem trabalha com bioinformadtica, pois possibilita realizar analises de similaridades
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de seqiiéncias como DNA, RNA e proteinas. Como utiliza métodos heuristicos, consegue
resultados significativos em um tempo satisfatorio.

Essencialmente, a partir de uma seqiiéncia de consulta (query) introduzida pelo
usuario, BLAST tenta achar todas as seqiiéncias em bancos (subject) que possuem
alinhamentos locais estatisticamente significativos. O usuario pode especificar também um
limiar para o alinhamento, denominado score.

As seqiiéncias similares retornadas de uma pesquisa sdo conhecidas como Aits e sdo
acompanhados de alinhamentos, juntamente com o score, ¢ de uma estimativa de
significancia, denominada de e-value. O e-value ¢ proporcional a probabilidade de um hit
com o seu alinhamento ser encontrado ao acaso. Assim, quanto menor o e-value, mais
significante € o hit.

A estratégia usada no BLAST para a determinagao dos hits ¢ a busca de "sementes",
que consistem em pares de seqiiéncias muito curtas entre as seqiiéncias em estudo, as quais
sdo estendidas em ambos os lados. A extensdo prossegue até o alcance dos escores
maximos. Nem todas as extensdes sdo investigadas porque o programa compara os escores
destas extensdes com um limiar cuidadosamente escolhido. Assim, extensdes significativas
podem ndo ser localizadas. Contudo, ¢ uma margem de erro aceitavel.

De acordo com o tipo de seqiiéncia de entrada (nucleotideo ou aminoacido) e com o
tipo de resultado esperado, existe um programa BLAST especifico:

= BLASTP: Compara uma seqiiéncia query de aminoacidos contra um banco de

dados de seqiiéncias de proteinas;

= BLASTN: Compara uma seqiiéncia query de nucleotideos contra um banco de
dados de seqiiéncias de nucleotideos;

= BLASTX: Compara uma seqiiéncia query de nucleotideos contra um banco de
dados de seqiiéncias de proteinas;

* TBLASTN: Traduz uma seqiiéncia de aminoacidos para nucleotideo e compara
com o banco de dados de genes;

= TBLASTX: Traduz uma seqiiéncia de nucleotideo para aminoacidos € compara
com o banco de proteinas.
3.5.3. EGG (Extended Genome-Genome Comparison)

Basicamente, EGG (ALMEIDA, 2002) compara o conjunto de genes de dois

proteomas utilizando resultados do BLAST (secdo 3.5.2), com o proposito de identificar



26

relacionamentos entre esses genes. Para realizar a comparagdo entre os proteomas, EGG
utiliza-se do programa BLASTP, que pertence a familia BLAST, um dos programas mais
populares de busca em bases de dados biologicos.

A ortologia entre dois genes, também chamada de match, ¢ definida por EGG
seguindo alguns parametros. Por exemplo, um match entre os genes g; ¢ h; ocorre se g;
encontrou /; como Ait, sendo o e-value encontrado menor que 107 e um alinhamento de no
minimo 60%, e vice-versa. Esses valores sdo sugeridos pelo EGG, mas podem ser alterados
pelo usuario.

Com o propdsito de encontrar pares de genes ortdlogos, EGG compara cada gene g;
de um genoma G com todos os genes de um genoma H, sendo a proxima etapa a
comparacdo de todos os genes /; de H com todos os genes de G.

As ortologias resultantes da comparacdo de dois genomas G e H que possuem o
numero de genes igual a m e n respectivamente, sdo armazenadas em uma matriz binaria
A, tal que 4,;= 1 se, e somente se, g; € ; formam um match.

O passo que segue apos a definicdo da matriz de matches ¢ investiga-la para
encontrar os runs, as regides ortdlogas (ROs) e a espinha dorsal de dois proteomas. Os runs
(definicdo 3.4) sdo a base para se encontrar as outras estruturas e consiste basicamente de
uma seqiiéncia contigua de matches. A existéncia de muitos runs caracteriza um alto grau

de relacionamentos e, portanto, alta similaridade.

3.4 Definicao de Runs

Sejam dois genomas G e H. Para uma RGC « de G formada pelos genes g;, ..., gx €
uma RGC p de H formada pelos genes 4;, ..., h,taisque k-i+ 1 =[1-j+ 1, k>iel>],
dizemos que « e S formam um run se uma das seqiiéncias de pares de genes ortdlogos

acontece:

° (gi, hj); (gi+l, hjﬂ), ey (gk, ]’ll), ou
. (gi ), (giv1, hii), .., (2o ).

A primeira opgao caracteriza um run paralelo e a segunda um run anti-paralelo.
Para cada run encontrado, EGG gera automaticamente um codigo. Os primeiros
quatro simbolos do cddigo identificam o par de genomas comparados, logo em seguida

tem-se o ano, 0 més ¢ o dia (dois digitos para cada um) e um ntimero seqiiencial do run,
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naquela comparag@o gendmica. Finalmente aparece a descri¢do se o run € paralelo ou anti-

paralelo. Um exemplo de um run ¢ ilustrado na Figura 3.3.

tegionz WFCIO10929-2-Ac - Anti-Parallel

#Fooze AFON0ZE3
wF
CI

CIz25864. 1 CIZo3532.1

Figura 3.3 — Exemplo de um Run anti-paralelo (ALMEIDA, 2002)

Com a definigdo de runs, é possivel definir o conceito de regido ortéloga.

3.5 Definicao de Regido Ortologa

Segundo Almeida (2002), uma regido ortdloga R consiste em um run isolado com

pelo menos M pares de ortdlogos, ou uma unido de runs com um total de pelo menos M

pares de ortdlogos cuja distancia entre os genes extremos do runs ndo ultrapasse um valor

fixo k em numeros de genes.

Em uma regido ortdloga, a unido de rums faz-se necessaria devido a possivel

existéncia de inser¢des, remogdes ou substituigdes de genes ao longo do tempo, € que pode

acarretar em “buracos”. O nimero minimo M de pares de ortdlogos reduz a possibilidade

de run ter sido encontrado ao acaso.

Como ilustra a Figura 3.4, uma regido ortéloga pode ser representada com o auxilio

de um grafo bipartido®, sendo os genes representados pelos pontos e as arestas do grafo

representando a ortologia entre os genes.

g gix1 g2 g3
Genoma G {} ) {2
(Genoma H {_} {_} )
h? h?d h?ﬂ h}G h?ﬂ

Figura 3.4 — Regidao Ortoéloga

¥ Um grafo G = (V,E), onde V é o conjunto de vértices e £ o conjunto de arestas, ¢ bipartido se V' pode ser

particionado em dois conjuntos X e Y tais que qualquer aresta (u, v) étal que:ouu € Xeve Y,ouue Yev

e X.
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g i) 8ia S
- i N .
Genoma H {— 1}
h’-_ e+l h’-:—] h:-:—_:'- h’-:—4

Figura 3.5 — Espinha Dorsal

A espinha dorsal de dois proteomas considera apenas genes fortemente ortdélogos.
Para isso, EGG usa o conceito de BBH (Bidirectional Best Hit). Dois genes formam um
BBH se um encontrou o outro como melhor Aif, menor e-value, € vice-versa. Com isso, a
interferéncia de genes pardlogos ¢ reduzida, e o objetivo consiste em encontrar o maior
alinhamento possivel sem que haja cruzamentos, como ilustra a Figura 3.5.

E possivel visualizar as ROs encontradas por EGG através de arquivos texto, como
ilustra a Figura 3.6, referente a uma RO encontrada na comparacao de Leifsonia xyli subsp.
xyli e Corynebacterium glutamicum, contendo 5 matches. Para cada RO encontrada, EGG
disponibiliza um cédigo, a quantidade de matches, o numero aproximado de bases em cada
genoma na regido e quais genes participam dela. Sobre os genes sdo informados o
identificador no genoma, o identificador (gi), o tamanho e o produto. Por fim, matches da
RO. A respeito do codigo, os primeiros quatro simbolos identificam o par de genomas
comparados, logo em seguida tem-se o ano, o més e o dia (dois digitos para cada um) e um
numero seqiiencial da RO, naquela comparag¢do gendmica. Finalmente aparece o simbolo

R, de regido, seguido de c (consistente) ou i (inconsistente).
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>[ECE030825-1-Rc
5 matches
T¥e in le - Tkb in cg

Gene (le) gi gize product

+I210.1 1011 472aa chromosomal replication initistor protein

+I1E20.1 2011 380ae DR polymerase IIT, beta subunit

+I1=30.1 3011 2%z &phosphogluconete dehydrogenase

+I1=40.1 4011 384z DA replication and repair protein RecF

+IE50.1 5011 157z conserved hypothetical protein

+I=80.1 e01l geZze A gyrase subunit B

Gene (ocg) gi size product

+Cgl00a1 15551251 524z COG0533:ATPase imvolved in A replication initiation

+Cglodaz 15551252 354z COE0532:DMA polymerase sliding clamp subunit (BPCMA homologq)

+Cgl10003 19551253 3594z COF1155:Recorbinations]l MR repair ATPase (HecE pathweay)

+Cglo0o4 15551254 17822 conserved hypothetical protein, predicted by GeneMark hmm

+Cgl0005s 13551255 cB4zs COGO1E7:DMA gyrase (topoisomerase II) B subunit

metches

Fene Stert size evaluel best hit 1 product

+I=80.1 55314 @82 0 [best 1 M2 gyrase sulumit B

+Cgl10005 5435 @54 0 [best ] COED1ET:DMA gyrase (topoisomerase II) B subunit
+I=50.1 5314 157 2e-20 [best 1 conserved hypotheticel protein

+Cgl0004 478 178 Ze—Z0 [best ] conserved hypotheticel protein, predicted by FeneMark
hrm

+I1=40.1 4120 384 5e-B8Z [best ] INA replication and repair protein RecF

+Cgl0003 3585 354 4e-82 [best 1 COE1155Recorbineticon=]l MR repeir ATFese (RecF pathway)
+I220.1 2083 380 5e—-el [best ] @A polymersese ITIT, beta subunit

+Cgloooz 22592 3534 4de-gl [best 1 COG0532 :DMA polymerase sliding clemp subunit {BCHR
homolog)

+I=Z10.1 Z2Z5 472 le-1325 [best ] chromosomal replicetion initistor protein

+Cgl0001 1l 524 le-125 [best ] CDE0593:ATPese inmvolwved in IMA replicetion initistion

Figura 3.6 - RO encontrada na comparagao Leifsonia xyli subsp. xyli e Corynebacterium
glutamicum

A ferramenta EGG ¢ muito util no estudo de relacionamentos entre genes. No
entanto, limita-se a encontrar semelhangas entre apenas dois proteomas. Assim, utilizando-
se das comparacdes dois a dois realizadas por EGG surgiu a ferramenta BAGRE (secao
3.5.4), que realiza a comparagao entre multiplos proteomas, com o objetivo de se encontrar

regides de genes que se conservam entre €sses organismos.

3.5.4. Bagre

A ferramenta BAGRE compara varios genomas com o propdsito de encontrar
regides que se mantém conservadas, ou seja, Regides Ortdlogas Multiplas (ROMs). A

definicdo de ROMs segundo Montera (2004) sera apresentada a seguir.
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3.6 Definicao de Regido Ortologa Miiltipla
Uma regido ortéloga multipla R ¢ um conjunto de RGCs de dois ou mais proteomas

distintos, tais que qualquer par de RGCs deste conjunto forma uma regido ortdloga.

O processo utilizado por BAGRE para obter ROMs inicia-se com a realizagdo de
comparagdes dois-a-dois entre todos os pares possiveis de proteomas, utilizando a
ferramenta EGG (secdo 3.5.3) para realizar tais comparacdes. A etapa seguinte consiste na
construcao de um grafo, com base nas comparacdes realizadas anteriormente. O problema ¢
modelado considerando cada vértice do grafo uma RGC que tenha participado de uma RO.
Assim, uma aresta no grafo corresponde a ligagdo de duas RGCs, ou seja, uma RO.

No momento da criacdo dos vértices do grafo, ¢ preciso atentar para o fato de que
pode haver sobreposicdo entre duas RGCs distintas de um mesmo genoma. Neste caso ¢
preciso decidir se estas duas RGCs serdo representadas por um ou dois vértices no grafo.

A sobreposicdo ¢ tratada na ferramenta BAGRE considerando-se o tamanho da
menor RGC, ou seja, caso a sobreposi¢do seja maior ou igual a P% do tamanho da menor
RGC, tem-se que as duas RGCs serdo representadas por um unico vértice no grafo, caso
contrario, um vértice sera criado para cada uma das RGC. Sendo que P ¢ um parametro
definido pelo usuario.

Com o grafo construido, a estratégia para obtencdo de ROs existentes entre os
diversos genomas consiste na obtencao de cliques maximais (clique com maior nimero de
vértices em um grafo) presentes neste grafo. Assim, uma clique de tamanho k representa
uma ROM entre k& genomas envolvidos na comparacao.

Encontrar clique maxima em um grafo ¢ um problema NP-Dificil. Para solucionar o
problema optou-se pela implementa¢do de uma heuristica, mesmo ndo se garantindo que
todas as cliques maximais sejam encontradas (MONTERA, 2004). O resultado ¢
apresentado através da constru¢do de uma alinhamento multiplo entre RGCs pertencentes a

ROM, sendo todo o processo apresentado num sistema via web.

3.5.5. Outras Ferramentas

A colecdo de ferramentas destinadas a comparagdes de genomas € extensa.
Constantemente novas ferramentas sdo construidas ou aprimoradas, sempre se preocupando

em atingir um objetivo em especial. As ferramentas criadas sempre visam realizar uma
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analise cada vez mais minuciosa dos dados provenientes de seqiienciamentos de seqiiéncias
de DNA e proteinas.

GenomeComp ¢ uma ferramenta de comparacdo gendmica que utiliza a saida
textual do BLAST. Com a ferramenta pode-se visualizar variagdes entre genomas, como
regides repetidas, insergdes, remogdes ¢ reagrupamentos de segmentos de genomas entre
espécies ou entre culturas de um determinado microorganismo (YANG et al., 2003).

GenomeBlast ¢ uma ferramenta que foi desenvolvida para realizar a analise
comparativa multipla de pequenos genomas. E utilizado o programa BLASTP para
comparagdo de seqiiéncias similares e 0 método maximum parsymony baseado no contetido
dos genes para inferir na filogenia dos genomas. Dentre outros objetivos desta ferramenta, ¢
possivel encontrar: genes homodlogos candidatos entre genomas comparados; uma tabela
informativa de presenca ou auséncia de genes; e uma filogenia de genomas.

Outra ferramenta para analise multipla de genomas denomina-se M-GCAT
(TREANGEN e MESSEGUER, 2005). Constitui-se de um pacote de comparacdo de
genomas que pode analisar, agrupar e alinhar multiplos genomas, e em muitos casos produz
alinhamentos consistentes com BLAST.

Para realizar comparacdes entre genomas de seres eucariotos, pode-se utilizar uma
ferramenta denominada Procom (Proteome Comparison) (LI, 2005). E uma ferramenta
destinada a encontrar genes que desempenham funcdes especificas em um organismo.
Através de comparacdes de genomas, genes que ocorrem em organismos sem as
caracteristicas de interesse, sdo removidos da cole¢cdo de genes em comum entre
organismos com as caracteristicas. Esta comparacdo ¢ 1util quando genes codificam

proteinas associadas a uma caracteristica especifica somente a uma cole¢do de organismos.

3.6. Consideragées Finais

Neste capitulo, inicialmente explicou-se todo o processo que envolve o
seqiienciamento de genomas. A seguir, foram enumerados os principais bancos de dados
que armazenam informag¢des provenientes de seqiienciamentos. As principais
caracteristicas desses bancos foram destacadas e quais tipos de dados (proteinas,
seqiiéncias, enzimas, etc) sao armazenados em cada um.

Foram enumeradas também ferramentas que envolvem comparagdes de genomas. O
objetivo de cada ferramenta foi colocado de forma simples, abordando as principais

caracteristicas e peculiaridades de cada uma.
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O proximo capitulo tem o objetivo de apresentar a principal contribuicdo deste
trabalho. Trata-se de uma abordagem para encontrar regides ortdlogas em multiplos
proteomas. A modelagem do problema é semelhante a da ferramenta BAGRE, no entanto,
utiliza-se de um grafo colorido, o que possibilitou a constru¢do de algoritmos mais

precisos, garantindo um conjunto de respostas confiavel e completo.



33
CAPITULO 4
4. MPC (Multiple Proteome Comparison)

4.1. Consideracées Iniciais

O objetivo deste trabalho, como ja foi descrito anteriormente, volta-se para a
extragdo de caracteristicas funcionais e evolutivas, através da comparagdo de proteomas de
seres procariotos, com o objetivo de encontrar regides em multiplos genomas, em termos de
seus genes, que conservam a ordem e o conteudo génico.

Como pode ser visto no Capitulo 3, existem varias ferramentas para analisar dados
provenientes de seqiienciamentos de genomas. A preocupacdo em se construir a ferramenta
MPC deve-se a busca de melhorias no resultado com relacdo as regides encontradas e
também a diminui¢do de tempo de processamento.

A seguir sdo apresentadas algumas defini¢des sobre conceitos utilizados na

implementagdo do projeto.

4.1 Definicao de Grafo
Um grafo G(V, E) ¢ definido pelo par de conjuntos V' e E, onde ¥V € um conjunto
ndo vazio de vértices ou nodos do grafo; e £ ¢ um conjunto de pares ordenados a = (v,w), v

ew €V, tal que vew sdo arestas do grafo.

4.2 Definiciao de Grafo Colorido

Uma coloragdo para um grafo G = (V,E) ¢ uma fungdo sobrejetora ¢ : V' — {1, ...,
k}, na qual o conjunto imagem constitui-se das cores utilizadas no grafo. Se um grafo G
esta associado a uma coloragdo ¢, diz-se que este ¢ um grafo colorido, e denota-se por G,
Dois vértices u e v € G, tém a mesma cor se ¢ (1) = ¢ (v). Uma classe de coloracdo c(j) de

G, ¢ o conjunto constituido por todos aqueles vértices cuja cor € j. Formalmente, c(j) = {v

eView) =jt

4.3 Definicao de Clique
Uma clique de um grafo G = (V, E) ¢ constituido do subconjunto C < V, tal que

para todo par (v, w) de vértices distintos em C, existe a aresta (v,w) € E. Uma clique C ¢
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maximal quando o acréscimo de qualquer vértice a C faz com que C deixe de ser clique.

Uma clique C ¢ maxima se nao existir clique no grafo contendo mais vértices que em C.

Na secdo 3.5.3, o conceito de regido ortdéloga foi definido em termos de runs. A

seguir o mesmo ¢ redefinido para uma melhor interpretagdo nas proximas segoes.

4.4 Definicao de Regido Ortologa (ALMEIDA, 2002)
Em uma comparacdo entre dois proteomas G ¢ H, uma regido ortdloga (RO) é um par (/)
tal que:

* « ¢umaRGC em G;

* S éuma RGC em H;

* e fsdo descendentes de uma mesma regido ancestral; e

» e f contém aproximadamente o0 mesmo nimero de genes.

Nas secdes seguintes sera apresentado todo o processo seguido para a obtencdo de

ROMs, bem como a ferramenta MPC que o engloba.

4.2. Obtencéao de Regibes Ortélogas Mdltiplas

O conceito de ROMs utilizado pela ferramenta MPC ¢ o mesmo da definig¢ao 3.6. O
objetivo desta se¢do ¢ apresentar a abordagem utilizada pela ferramenta MPC na obtencao

de ROMs. A Figura 4.1 ilustra uma visdo geral do processo.

o AGRIZAMEN:D (I8 ConstiugAc de um
?;::Eﬁaﬂﬁalr';: HiL.8 uhilizancn ums Srale Suleide,
prideoriz envolido :> ngda ca :> mp'_asrantandu
na comparagao Firnilancace: gy teilgdes e g
RnN|nkaE, Ao

M %) 3)

il

Elirninzigzso de nos da

Lateimindgde das Grale para oo’ o
[Sha] L ety es e A
papl de bosca
() @)

Figura 4.1 — Visao Geral do processo para Obtencao de Regides Ortologas Miiltiplas
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Passo 1

A ferramenta MPC ¢ alimentada com os dados oriundos do EGG (se¢do 3.5.3).
Como EGG realiza comparagdes de dois proteomas apenas, € preciso executa-lo diversas
vezes. O numero de comparagdes € obtido utilizando-se de combinagdo simples, onde 7 € o

numero de proteomas e k£ o numero de elementos dos grupos.

ny_ n!
k) kl(n—k)!

Como a comparagdo ¢ sempre feita dois a dois, a formula para encontrar o nimero

ny n!
2] 2(n-2)!

Ao final desta etapa, tem-se um conjunto de arquivos referentes a similaridade dois

de comparagdes é:

a dois dos proteomas envolvidos. Dos arquivos gerados pelo EGG, ¢ utilizado aquele que
mostra as regides ortdlogas encontradas; um exemplo desse arquivo ¢ ilustrado na Figura

3.6.

Passo 2

Nesse passo, o objetivo ¢ explicar como RGCs similares de um mesmo proteoma
sdo agrupadas. Além disso, discute-se a importancia do agrupamento de RGCs para a
determinagdo de ROMs.

A Figura 4.2 ilustra parte do resultado de comparagdes de proteomas realizadas
utilizando o EGG. Na figura, cada elipse representa um gene de um proteoma, sendo que
genes de um mesmo proteoma estdo sobre uma mesma linha vertical. O nimero dentro de
cada elipse ¢ a identificagao do gene, fornecido pelo BLAST, ¢ a linha ligando duas elipses

de proteomas diferentes representa uma ortologia entre dois genes.
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RGC B2 <

RGC C

RGC A
>RGC B1

19551944

O eecceecee-

0 ===ccee==

(a) (b)

Figura 4.2 — Obtencédo de ROs: (a) RO encontrada através da comparacio das bactérias Leifsonia xyli
subsp. Xyli e Corynebacterium glutamicum; (b) RO encontrada através da comparacio das bactérias
Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea strain TN.

Pode-se perceber na Figura 4.2 a presenga de quatro RGCs e de duas ROs. A RO
formada pelas RGCs 4 = {481011, 480011, 481511, 483011, 485011} e Bl = {19551937,
19551938, 19551939, 19551940, 19551941, 19551942, 19551943, 19551944}, ilustradas
na parte (a) da figura, sdo resultantes da comparagdo entre as bactérias Leifsonia xyli subsp.
Xyli e Corynebacterium glutamicum. Na parte (b) da figura, ilustra-se uma RO formada
pelas RGCs B2={19551930, 19551931, 19551932, 19551933, 19551934, 19551935,
19551936, 19551937, 19551938, 19551939, 19551940, 19551941, 19551942, 19551943,
19551944} e C={13092853, 13092854, 13092855, 13092856, 13092857, 13092858,
13092859, 13092860, 13092861, 13092862}, resultantes da comparacdo entre as bactérias

Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea strain TN.
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Alguns dos genes das RGCs BI e B2 sdo iguais, 0 que caracteriza uma sobreposicao
de RGCs. A mecanica utilizada para decidir se estas RGCs devem ser agrupadas ou nao, ¢
baseada na similaridade entre elas, e sera discutida logo a seguir.

Para medir a similaridade entre duas RGCs, utilizou-se uma fun¢do que mede a
similaridade entre conjuntos. Sendo RGC, e RGC, as RGCs que se deseja estimar a
similaridade, a similaridade S ¢ medida da seguinte forma:

S(RGCa, RGCh) = [ RGCa N RGCD|
| RGCa U RGCb |

A decisdo de se agrupar RGCs toma como base a similaridade S e uma similaridade
minima m, definida pelo usuario, sendo 0 <m < 1. Logo, duas RGCs 4 e B sdo agrupadas

caso S(4,B) >m. Como mostra o exemplo logo abaixo.

Exemplo 4.1: Deseja-se agrupar RGCs similares, tendo como base as comparagdes
duas a duas das bactérias Leifsonia xyli subsp. Xyli, Corynebacterium glutamicum e

Mycobacterium leprea strain TN, considerando apenas as RGCs da Figura 4.2.

Na Figura 4.2, as unicas RGCs que possuem genes em comum sdo as RGCs B/ e

B2. A similaridade entre estas RGCs ¢ dada da seguinte forma:

| RGCBINRGCB2| _ 8

S(RGCB1,RGCB2) = =
| RGCBLURGCB2| 15

=0.53

Assim, de acordo com a decisdo de agrupar RGCs similares, caso 0.53 > m, as
RGCs serdo agrupadas.

Para que ocorram agrupamentos de RGCs, caso seja preciso, todas as RGCs de um
mesmo proteoma precisam ser comparadas entre si, a fim de se descobrir similaridades.
Esta tarefa ¢ a que consome mais tempo na determinacdo de ROMs, como pode ser
visualizado no Apéndice A. Isto acontece devido a elevada quantidade de RGCs de um
proteoma, que faz com que o nimero de comparagoes seja elevado.

Na Figura 4.3 a seguir, tem-se a descri¢ao do algoritmo, criado neste trabalho, para

agrupar RGCs similares de um proteoma P, considerando uma similaridade minima para
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agrupamentos de RGCs m. A similaridade entre duas RGCs ¢ conseguida pela funcao

getSimilarity.

Inicio Algoritmo

|. para cada Rgc|i] do proteoma  faca
2. para cada Rgc|j] do proteoma £, sendo j=1 faca

Se getSimilanty(Rge[1],Racli]) = m faca

Criar uma nova Rgc atraves da fungiio:
JomRges(Rac|1].Rec|])

3. Eliminar da colecio de Rges do Proteoma £ as Rgcs que
foram agrupadas, através da fungio:
removeRge{Rac)

4. Adicionar na colegio de Rges do Proteoma F, as Rges que

foram criadas através de agrupamentos, usando a fungio:
addRgc{Rec)

Fim Algoritmo

Figura 4.3 — Algoritmo para agrupar RGCs similares de um proteoma P
Quanto maior a similaridade minima m para agrupar RGCs definida pelo usuario,
menor ¢ o nimero de agrupamentos e, conseqiientemente, maior ¢ a quantidade de RGCs

de cada proteoma, como pode-se perceber na Figura 4.4.

450

400

350
_,_a—'—'_'-'_'_*—'_
300 ———
242
250 284

| 381

310

Quantidade de RGCs

0 20 40 G0 80 100

Similaridade Minima para Agrupamento de RGCs

Figura 4.4 - Grifico da quantidades de RGCs pela similaridade minima para agrupamento de Rgcs.
Dados gerados através da comparacio dos proteomas das bactérias: Leifsonia xyli subsp. xyli,
Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea strain TN.



39

O paramentro m nao se limita em influenciar a quantidade de RGCs de um
proteoma, mais do que isso, quanto maior o m, menor € a quantidade de ROMs encontrada

(Figura 4.5). Isto mostra a grande influéncia do parametro m na determinacdo de ROMs.

20 -

Cuantidade de ROMs
]
3]

.

0] 20 40 G0 80 100

Similaridade Minima para Agrupamento de RGCs

Figura 4.5 - Grifico da quantidades de ROMs por similaridade minima para agrupamento de RGCs.
Dados gerados através da comparacio dos proteomas das bactérias: Leifsonia xyli subsp. xyli,
Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium leprea strain TN.

Apds o agrupamento de RGCs similares, a etapa que se segue diz respeito a

construcao de um grafo colorido, tarefa que sera apresentada no Passo 3.

Passo 3

Neste trabalho um grafo colorido ¢ utilizado para representar relacionamentos entre
RGCs de diferentes proteomas. A escolha por um grafo colorido deveu-se a necessidade de
particionar os vértices do grafo em conjuntos independentes, com o intuito de dividir um
grupo em subgrupos que contenham apenas elementos compativeis.

O conceito de coloragdo utilizado aqui difere da defini¢do de k-coloracdo, no qual
exige-se que vértices adjacentes tenham cores distintas, sendo £ o numero de cores, € o
menor k possivel denominado nimero cromatico.

Como exemplo, tem-se na Figura 4.6(a) a ilustragdo de trés protecomas com suas
respectivas RGCs, e na Figura 4.6(b), o grafo que ilustra como esses proteomas se
relacionam. Cada vértice do grafo corresponde a uma RGC que participa de uma RO, sendo

que existe uma aresta ligando dois vértices se existe ortologia entre essas regides.
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Pb —@——&——®—
G,

(b)

Figura 4.6 — Representacio de relacionamentos de RGCs de diferentes proteomas, utilizando um grafo
colorido (a) Representacio de trés proteomas com suas RGCs; (b) Grafo G com os relacionamentos
entre as RGCs.

Formalmente, na Figura 4.6(b) tem-se um grafo G, = (V,E), onde V = {1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8 e ¢:V— {Amarelo, Azul, Cinza}, constituindo 3 classes de colora¢do, uma para
cada proteoma. Assim, ¢ possivel separar conjuntos de RGCs de cada proteoma. E
importante verificar também, que vértices de uma mesma classe de coloragdo nao possuem
arestas entre si.

A modelagem do problema utilizando um grafo colorido foi essencial para a criacdo
de um algoritmo de redugdo do espago de busca, que sera apresentado logo a seguir no

Passo 4.
Passo 4

Esta etapa do processo de obtengdo de ROMs constitui basicamente de um
algoritmo de refinamento desenvolvido neste trabalho. No algoritmo, iterativamente, sdo
eliminados os vértices do grafo construido no passo anterior, que ndo participardo de

cliques com uma quantidade de vértices n, sendo #» o niimero de proteomas selecionados
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para comparacao. Isto é possivel, pois se busca ROMs entre todos os proteomas envolvidos
na comparagao.

Na Figura 4.7 a seguir, tem-se a descri¢dao do algoritmo utilizado para eliminagao de
vértices do grafo e, conseqiientemente, reducdo do espagco de busca. No algoritmo, a
quantidade de vértices adjacentes a um vértive v e pertencentes a classes de coloragdo
distintas, ¢ conseguida através da funcdo getQtAdjColor, e a varidvel qtComparePtrm

refere-se a quantidade de proteomas selecionados para comparagao.

[nicio Algornimo

|. para cada vértice v do grato (7 faca

Se getQtAd)Color(v) < (qtComparePtrm -1) faca

Apagar o vértice v do grafo (7 através da funciio:
removeMNode(v)

2. Caso algum wértice tenha sido eliminado, retorna para o
passo 1.

Fim Algoritmo

Figura 4.7 - Algoritmo para reducio do Espaco de Busca

Na Tabela 2 a seguir sdo exibidos os proteomas cadastrados na ferramenta MPC

com suas respectivas siglas, os quais sdo a fonte para a execu¢ao mostrada na Figura 4.8.

Tabela 2 — Proteomas de Bactérias

Sigla Proteomas de Bactérias

le Leifsonia xyli subsp. Xyli

cg Corynebacterium glutamicum

ml Mycobacterium leprea strain TN

mt Mycobacterium tuberculosis H37Rv

sc Streptomyces coelicolor A3

bi Bifidobacterium longum NCC2705




42

G600
510
o]
‘™ 500 4 ] 466
5 i
Q
T 400 - 71
@ 371
3 300
S 300 4 287
Q)
>
€
T 200 |
S 119 121
o ag 100
[
©
=
G ':I T T T T
le.,cgeml  le,cgemt ml mtesc cg.mlemt ml scebi
Organismos Comparados
O Antes da Eliminacédo de Veértices
B Depois da Eliminacédo de Veértices

Figura 4.8 — Reducéo do Espaco de Busca: Quantidade de vértices do grafo antes e depois da execucio
do algoritmo de eliminacio de vértices do grafo

A Figura 4.8 ilustra exemplos reais de reducao do espaco de busca. Os dados foram
conseguidos através da comparagdo dos organismos da Tabela 2, utilizando a ferramenta

MPC.

Passo 5

Com o espaco de busca reduzido consideravelmente, o ultimo passo da abordagem
para encontrar ROMs consiste na execu¢do de um algoritmo para este fim, o qual ¢

apresentado na Figura 4.9.
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Inicio Algoritmo
1. para cada vértice v do grafo (7 faca
2. para o conjunto 4 de vértices adjacentes a v faca

3. para todo B 4, sendo que 5 possul apenas um representante
de cada classe de coloragio do grafo (7 faga

5e existe higacio entre todos os vertices de 5 faca
B veé uma ROM

4. Eliminar as ROMs repetidas.

Fim Algoritmo

Figura 4.9 —Algoritmo para encontrar Regides Ortologas Miiltiplas

Nesta secdo descreveu-se todo o processo utilizado pela ferramenta MPC na busca
por ROMs, além dos trés principais algoritmos utilizados para este fim. O algoritmo que
realiza o agrupamento de RGCs similares ¢ o que consome mais tempo, pois todas RGCs
de um mesmo proteoma precisam ser testadas entre si. O tempo gasto pelo algoritmo para
encontrar regides ortdlogas multiplas ¢ reduzido, pois o numero de vértices no grafo ¢
diminuido consideravelmente apos a execugdo do algoritmo de reducdo do espaco de busca.
Isto pode ser constatado no apéndice A, o qual mostra varios testes realizados pela
ferramenta MPC.

A secdo seguinte apresenta detalhes da implementacdo da ferramenta MPC.

4.3. Implementag&o da ferramenta MPC

4.3.1. Arquitetura

A arquitetura definida para a ferramenta ¢ ilustrada na Figura 4.10, e cada modulo
participante serd definido a seguir.
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Usuario

Interface com o | Configuragdo do
Usuario Sistema

Modulo de Processamento dos
Arquivos

Arquive de

Saida

Modulo de Leitura das Fontes

aly

Fonte de Dados
(Arquivos do EGG)

Figura 4.10 — Arquitetura da Ferramenta MPC

* Modulo de Leitura das Fontes: Na camada inferior encontram-se os arquivos
oriundos da ferramenta EGG, que informam o relacionamento entre dois proteomas
e, servem como fonte de dados. O mddulo de leitura das fontes € responsavel pelo

pré-processamento desses dados de entrada;

* Médulo de Processamento dos Arquivoes: Este modulo ¢ responsavel por colocar
em pratica a execucdo dos principais algoritmos, dentre eles, algoritmo de

diminui¢do do espacgo de busca e o algoritmo para encontrar ROMs;

= Modulo de Interface: Basicamente o modulo de interface fornecera duas

funcionalidades:

e Configuragdo do Sistema: disponibiliza meios que permitem ajustar
parametros para encontrar ROMs; definir os conjuntos de dados que servirdo
de fonte para o sistema; definir a similaridade minima para o agrupamento
de RGCs; e especificar o local de saida dos dados.

e Processamento e visualizagdo de dados: permite a realizacdo do
processamento dos dados de entrada e disponibiliza os resultados em

formato texto.
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A linguagem escolhida para modelar as demais metodologias de captura e racionalizagdo de
processo da ferramenta € a Unified Modeling Language (UML) a qual é adequada para especificar,
visualizar, construir, € documentar artefatos de sistemas de softwares, bem como para modelagem
de negobcios e outros sistemas que ndo sdo softwares. Ela representa uma cole¢do das melhores
praticas de engenharia que tém sido aprovadas com sucesso na modelagem de sistemas complexos
e de grande escala (BOOCH, RUMBAUGH e JACOBSON, 2005; OMG, 2006).

A seguir tem-se a Figura 4.11 apresentando o diagrama de Caso de Uso geral da

ferramenta.
Multiple Proteome Comparison
@sﬂar Proteomas na ferranD
Usuérin\
Ajusta Paramentros para Busca d@
\< Buscar ROMs >
Pesqyuisador de Bioinformética Bidlogo

Figura 4.11 — Diagrama de Caso de Uso da ferramenta Multiple Proteome Comparison

Esse diagrama mostra um conjunto de atores e seus relacionamentos, ilustrando uma
visdo estatica global da ferramenta. Outra visualizacdo de modelagem importante ¢ um
diagrama de classes da ferramenta MPC, ilustrado na Figura 4.12. Esse diagrama ¢
mostrado de maneira simplificada e contém alguns detalhes de implementacao,
representando bem a visdo estatica e os relacionamentos das classes da ferramenta, com as

principais funcdes.
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Figura 4.12 — Diagrama de Classes da Ferramenta MPC
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4.3.2. Interface

Nesta secdo serd apresentada a interface da ferramenta MCP. Resumidamente, trata-
se de uma ferramenta destinada a encontrar ROMs entre diversos proteomas previamente
cadastrados, com base em comparagdes dois a dois feitas pelo EGG.

A Figura 4.13 ilustra a tela inicial da ferramenta. A parte de cima ¢ destinada a
exibi¢do do estado atual dos parametros de configuragdo; para altera-los ¢ s entrar no
menu “Configuragdes” e depois em “Ajustar Pardmetros”. Na parte de baixo estdo os

proteomas cadastrados e passiveis de se realizar comparacdes.

rl-ﬂ‘z MPC - Multiple Proteome Comparison E]@1

Configuracdes Proteomas  Sair

Configuracio Atual
Arquivo de Configuragao: C:\prateomehconfhoonfi cfg

Diretdrio de Entrada: C:\prateometarquivos de entrada

Diretdrio de Saida: C:\proteomebarguivos de zaida
Grau Minimo de Similaridade para fusao de Mos: 83%

Quantidade de Proteomaz Cadastrados: B

Prateomasz Cadazstrados

viLeitzoma will subzp, wll

v| Cornnebactenium alutamicum

| hycobacterium leprea strain TH
Mycobactenum tuberculosizs H37Rw
Streptormyces coelicolor A3
Bifidobacternium longum MCC2705

Fara encontrar az ROMz zelecione no minimo 2 proteomas.

£ Canegar Arquivos

Figura 4.13 — Tela inicial da Ferramenta MPC.

Uma etapa muito importante antes da execugdo da ferramenta diz respeito ao ajuste

dos parametros de configuragdo que ¢ realizado com a ajuda da interface exibida na Figura
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4.14. Logo no topo da tela existe um espaco reservado para o ajuste do “Arquivo de

Configuracdo”. Este arquivo nada mais ¢ que uma lista contendo todos os proteomas

cadastrados, juntamente com um identificador e uma sigla. Assim que o programa ¢

iniciado, este arquivo ¢ lido, e os proteomas sdo mostrados na tela inicial. Nao ¢ preciso se

preocupar com o contetido deste arquivo, a ferramenta MPC disponibiliza de uma interface

para gerenciar os proteomas cadastrados, que sera vista mais adiante nesta secao.

i Configuracao

=]

Aquivos

Arquivio de Configuracao:

|E:'xprcutenme'xu:u:unf'xcu:unfig.u:fg

Direténio de Arquivos de Entrada:

o

= C:A
= protecme
= arquivos de entrada

C:hproteomeharquivos de entrada

Diiretrio de Argquivos de Saida:

(= C:A
[= proteome

= arguivos de zaida

C:hprateomeharquivos de saida

Similaridade Minima para agrupamento de RGCs

o

" Muito Baixa
1 (" Baixa
- (" Média
-l - (+ Alta
_]_‘_ 1005 " Muita &tz
Similaridade:  88%

Figura 4.14 — Tela de Configuracio da Ferramenta MPC.

Apbs ajustar o arquivo de configuragdo, ¢ preciso especificar o diretério onde os

arquivos do EGG, referentes a comparagdes dois a dois dos proteomas, estdo depositados.
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O espaco reservado para este fim esta descrito como “Diretorio de Arquivos de Entrada”.
Logo abaixo, encontra-se o local disponibilizado para especificar o diretério de saida de
dados da ferramenta MPC, denominado “Diretério de Arquivos de Saida”.

O usuario também precisa calibrar a similaridade minima necessaria para agrupar
RGCs, e a escolha pode ser feita de duas formas. A primeira através da barra vertical, o que
possibilita escolher um valor de similaridade mais preciso. Na segunda forma, o usudrio
pode escolher diretamente a intensidade minima de similaridade. Neste caso, o valor médio
do intervalo de similaridade ¢ escolhido como a similaridade minima necessaria para

realizar um agrupamento de RGCs, como pode-se observar na Tabela 3.

Tabela 3— Intervalos de Similaridades para agrupamento de RGCs

Intensidade de Minima | Intervalo de Valor Médio
de Similaridade Similaridade

Muito Baixa 10,20[ 10

Baixa [20,40[ 30

Média [40,60[ 50

Alta [60,80] 70

Muito Alta [80,100] 90

Como dito anteriormente, a ferramenta MPC disponibiliza meios para gerenciar os
proteomas cadastrados. Para cadastrar o proteoma de um organismo na ferramenta, basta
entrar no menu “Proteomas” e depois em “Cadastrar”. A tela exibida € ilustrada na Figura

4.15 abaixo.

-

(i Cadastro de Proteomas E]@

Id: Sigla:  Mame dao Organizma:

|'IEI |Ie |Leifsu:unia sl zubszp. wyli

Carregar Arquivos de Comparagdes dois a dois

Mome do Organizmo
|M_l,lu:u:ubau:terium leprea strain TH j

Arguivio de Comparagaon

||::'xEI3I3FiIes'xresuIts'I Thcgbibcabireg Pracurar

Figura 4.15 — Interface para Cadastro de Proteomas
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O campo “Id” ¢ identificador Unico para cada proteoma cadastrado. Apos
especificar o nome do organismo que sera inserido na ferramenta juntamente com sua sigla
e seu identificador, é preciso carregar os arquivos de comparagdes, um para cada organismo
que ja estava cadastrado na ferramenta.

A Figura 4.16 ilustra a interface destina a excluir proteomas cadastrados na
ferramenta. Para a exibi¢do da interface, basta entrar no menu “Proteomas” e depois em
“Cadastrar”. Para excluir proteomas da ferramenta, ¢ preciso seleciona-lo e pressionar o

botdo “Excluir Proteoma(s)”.

rl- ﬂ'! Excluir Proteoma E]@-\

Proteomas Cadastrados

Leifzonia =yl subsp. =yl
Corynebactenum glutamicurn
tpcobactenum leprea strain TH

| tycobactenum tuberculosis H37R
Streptomyces coelicolor A3

v Bihdobactenurm longum MCCZ2705

Ewxcluir Proteomalz]

Figura 4.16 - Interface para Exclusdo de Proteomas

Com os parametros de configuragdo ajustados e os proteomas devidamente
cadastrados, a ferramenta estd pronta para iniciar o calculo das ROMs. Para isso, o usuério
precisa escolher quais proteomas deseja investigar com o objetivo de encontrar ROMs. Isso
¢ possivel logo na tela inicial (Figura 4.13). Com os proteomas selecionados, ao pressionar
o botdo “Carregar Arquivos”, os arquivos presentes no diretério de entrada sdo lidos e

carregados na memoria. A proxima tela é a da Figura 4.17.
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'I-ﬂ‘s MPC - Multiple Proteome Comparison E]@

Configuracdes Proteomas  Sair

Configuragdo Atual
Arquivo de Configuragao: C:praoteomehconfhconfig.cfg

Diretdnio de Entrada: C:\proteomeharquivos de entrada
Diretdrio de Saida: C:\protecmeharquivos de saida
Grau Minimo de Similaridade para fusdao de Mas: 88%

Huantidade de Proteomas Cadastrados: B

186 __ 318515.384615957737% |
160 ZX_ 266-16.B66667163372%

161 Z%_ 266-60.0000023841858% < Valtar
162 Jx_ 268-34.9933934039536% -
163 2 306 70.5882370471954%
164 TX_ 279550%

167 Z%_ 295-20.0000002980232%
167 Jx_ 297-53.5714268684387%
168 T 332550%

170 2% 360-60.0000023841858%
172 ZX_ 35864.2857134342194% . @ Similaridade
172 2 35930.7692319154739% !

174 25 310527 7777791023254%

176 Z%_ 293956.25%

180 Zx_ 302-80.9523820877075%

180 J_ 344-19.0476194024086%

182 2 350-18.5185179114342%

184 TX_ 352-27.2727280855179% _
186 JX_ 350-29.5296298503876% B> Sequi

tupcobacterium leprea strain TH

Taotal

Figura 4.17 — Tela de Calculo de Similaridades entre RGCs

A tela em questdo possibilita disparar os calculos de similaridades entre as RGCs
através do botdo “Similaridade”, e agrupa RGCs similares de acordo com a similaridade
minima definida previamente pelo usuario.

Finalmente, ap6s agrupar RGCs similares, ¢ possivel encontrar ROMs entre os
organismos selecionados anteriormente. Para isso, basta pressionar o botao “Encontrar

ROMs” da tela ilustrada na Figura 4.18.
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il MPC - Multiple Proteome Comparison

Configuracdes Proteomas Sair

Configuragio Atual
Arquivo de Configuragao: C:proteomehconfhconfig.cfg

Diretdrio de Entrada: C:\proteomebarquivos de entrada
Diretdrio de Saida: Chprotecmeharquivos de saida
Grau Minimo de Similanidade para fusdo de Nas: 88%

Quantidade de Proteomas Cadastrados: 6

Informacdes Impartantes

Proteoma: 1 A
Leifzonia syl subsp. syl

[uantidade de RGCs: 112

[uantidade de Genes: 2463

Prateoma: 2
Corynebacteniumn glutarmicum
[uantidade de RGCs: 142
[Quantidade de Genes: 3040

Proteoma: 3

Mycobacternium leprea strain TH
[Quantidade de RGCs 129
[Quantidade de Genes: 1605

Total:

<1 Yoltar ﬁ Encontrar ROMz

Figura 4.18 — Tela para Iniciar o Calculo de ROMs

A Figura 4.19 ilustra parte do arquivo de saida resultante da comparagdo dos
proteomas das bactérias Leifsonia xyli subsp. xyli, Corynebacterium glutamicum e
Mycobacterium leprea strain TN, efetuados pela ferramenta MPC. O arquivo inicia-se com
a sigla de todos os proteomas envolvidos na comparacdo, seguido de um contador de
ROMs, da data de execugdo e da similaridade minima escolhida pelo usuario para
agrupamento de RGCs (no exemplo 77%). Nas proximas linhas, enumera-se o conjunto de
genes que compde a ROM encontrada, separado por proteoma. Por fim, exibem-se os

matchs dois a dois, ou seja, a relagdo dos genes pertencentes a ROM encontrada.



>LE-CG-ML-3-060702-S77

Gene (LE) gi size product

-LE2130.1 213011 617aa  ABC transporter, NBP/MSD fusion protein (pimaricin)

-LE2140.1 214011 575aa  ABC transporter, ATP-binding protein

Gene (CG) gi size product

+Cgl0928 19552178466aa  COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com
+Cgl0929 19552179530aa COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com
Gene (ML) gi size product

-ML1113 13093097 629aa  probable ABC transporter, ATP-binding component

-ML1114 13093098 584aa  probable ABC transporter protein, ATP-binding component

matches (LE-CG)

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com

ABC transporter, NBP/MSD fusion protein (pimaricin)
COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com

ABC transporter, NBP/MSD fusion protein (pimaricin)
COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com

probable ABC transporter protein, ATP-binding component

probable ABC transporter, ATP-binding component

ABC transporter, NBP/MSD fusion protein (pimaricin)
probable ABC transporter protein, ATP-binding component

ABC transporter, NBP/MSD fusion protein (pimaricin)

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com
probable ABC transporter protein, ATP-binding component

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com
probable ABC transporter, ATP-binding component

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com
probable ABC transporter protein, ATP-binding component

COG1132:ABC-type multidrug/protein/lipid transport system, ATPase com

Gene start size e-value [ besthit ] product

-LE2140.1 211987 575  2e-34 [-Cgl0940 /le-174] ABC transporter, ATP-binding protein
+Cgl0929 1010201 530  2e-34  [-LE2130.1 /2e-55]

-LE2140.1 211987 575  6e-14 [-Cgl0940 /le-174] ABC transporter, ATP-binding protein
+Cgl0928 1008664 466  4e-14 [-LE2130.1 /2e-22]

-LE2130.1 210006 617  3e-55 [-Cgl0939 /0 ]

+Cgl0929 1010201 530  2e-55 [best 1

-LE2130.1 210006 617  4e-22 [-Cgl0939 /0 ]

+Cgl0928 1008664 466  2e-22  [best ]

matches (LE-ML)

Gene start size e-value [ besthit ] product

-LE2140.1 211987 575 le-151 [best ] ABC transporter, ATP-binding protein
-ML1114 1289623 584  le-151 [best ]

-LE2140.1 211987 575  9e-60 [-ML1114 /le-151] ABC transporter, ATP-binding protein
-ML1113 1287737 629  1e-59 [-LE2130.1 /le-171]

-LE2130.1 210006 617 8e-61 [-MLI113 /le-171]

-ML1114 1289623 584  le-60  [-LE2140.1 /le-151]

-LE2130.1 210006 617  le-171 [best ]

-ML1113 1287737 629  le-171 [best ] probable ABC transporter, ATP-binding component
matches (CG-ML)

Gene start size e-value [ besthit ] product

+Cgl0929 1010201 530  3e-25 [-ML1113 /3e-45]

-ML1114 1289623 584  6e-25 [-Cgl0940 /le-164]

+Cgl0929 1010201 530  3e-45 [best ]

-ML1113 1287737 629  6e-45 [-Cgl0939 /0 ]

+Cgl0928 1008664 466  2e-09 [-ML1113 /3e-14]

-ML1114 1289623 584  4e-09 [-Cgl0940 /le-164]

+Cgl0928 1008664 466  3e-14  [best ]

-ML1113 1287737 629  Te-14 [-Cgl0939 /0 ]

probable ABC transporter, ATP-binding component

Figura 4.19 — Arquivo de Saida da Ferramenta MCP
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4.3.3. Ambiente de Implementacao

O ambiente de software utilizado para implementagdo foi o Microsoft Windows XP
Professional Edition como sistema operacional. A implementacdo em si foi realizada
utilizando-se a versao 5 do compilador Borland C++ Builder.

Como se utilizou a tecnologia orientada a objetos para a implementag@o do sistema,
houve grande preocupagdo com a utilizagdo das caracteristicas desta tecnologia, isto &,

reutilizacdo de codigo, heranga, polimorfismo, abstragdo e encapsulamento.

4.4. Consideracées Finais

Este capitulo apresentou a definicdo e a implementagdo de uma abordagem para
encontrar ROMs, que deu origem a ferramenta MPC. Sobre a ferramenta, descreveu-se a
interface, arquitetura e implementacao.

O proximo capitulo € a conclusdo do trabalho, sendo apresentadas as principais

contribuicoes e trabalhos futuros.
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5. CONCLUSAO

5.1. Consideracées Finais

Devido ao aumento no nimero de seqiienciamentos e, conseqiientemente, da grande
quantidade de dados que necessita ser analisada para se extrair significados bioldgicos dos
mesmos, ferramentas de comparacdo de genomas sdo construidas e aprimoradas
constantemente.

Este trabalho teve como foco a implementacdo de uma abordagem para encontrar
regides ortdlogas multiplas, que deu origem a uma ferramenta para a comparacdo de
multiplos proteomas, denominada MPC. A principal preocupagdo foi a busca de resultados
completos e precisos, uma vez que a obtencao de um conjunto de respostas completas pode
ser onerosa devido a quantidade de dados envolvida.

Para a modelagem da solucdo proposta, utilizou-se de um grafo colorido, que
permitiu, dentre outras coisas, a criacdo de algoritmo para reducdo do espaco de busca,

tornando a tarefa de encontrar ROMs menos onerosa.

5.2. Contribuicbes

Dentre as principais contribuicdes deste trabalho, pode-se citar:

1. Tratamento da sobreposicio de RGCs através de uma medida de similaridade
entre conjuntos

Como foi visto, pode ocorrer de RGCs compartilharem um mesmo subconjunto de genes,
o que se faz necessario, em alguns casos, agrupar essas RGCs. Como essa tarefa ¢ crucial
na resolucdo do problema, optou-se por uma medida de similaridade entre as RGCs para
inferir nos agrupamentos. Essa adocdo torna mais intuitiva, por parte do usudrio, a

decisdo de um limiar para os agrupamentos.

2. Desenvolvimento de um algoritmo de redu¢ao do espaco de busca
Como a obtencdo de ROMs ¢ uma tarefa que possui um custo elevado, devido a
quantidade de dados envolvida, optou-se por solucionar o problema de uma forma que o

espaco de busca fosse reduzido, para possibilitar trazer resultados completos em um
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tempo habil. Assim, utilizou-se de um grafo colorido, sendo as ROMs cliques no grafo.
Isso permitiu a criagdo de um algoritmo para a eliminagdo de vértices e,

conseqiientemente, redugdo do espaco de busca.

3. Desenvolvimento de um algoritmo para encontrar ROMs
O algoritmo desenvolvido para encontrar ROMs ¢ muito rapido, pois sua execugdo
acontece com um numero pequeno de vértices no grafo, devido ao algoritmo de

eliminagdo de nos.

4. Implementacio de uma ferramenta para comparacio multipla de Proteomas,
denominada MPC
A implementacdo da ferramenta MPC teve como objetivo colocar em pratica a

abordagem proposta para esse fim.

5.3. Trabalhos Futuros

A seguir sdo descritos alguns trabalhos que deverdo ser posteriormente

desenvolvidos.

1. Utilizacao de uma base de dados na Ferramenta MPC

A principal fun¢do de uma base de dados seria 0o armazenamento de resultados, visando-se
evitar reprocessamentos. Por exemplo, uma tarefa que consome um tempo consideravel na
obtencdo do ROMs ¢ o agrupamento de RGCs semelhantes, ja que todas as RGCs de um
proteoma precisam ser testadas entre si. A inser¢do de um banco de dados possibilitaria
armazenar previamente a similaridade entre todas as RGCs. Assim, o tempo total gasto na

obtengao de ROMs teria uma diminui¢ao consideravel.
2.Criacao de uma versao web da ferramenta MPC
Para facilitar o acesso e disseminar a utilizagdo da ferramenta MCP, uma tarefa interessante

consiste em desenvolver uma versao web da ferramenta MPC.

3. Adicao de novas funcionalidades a ferramenta MPC
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3.1. Criar diferentes niveis de acesso aos usudrios da ferramenta. Por exemplo, apenas o
usuario administrador teria a permissdo para cadastrar, remover ou alterar usuarios

e proteomas na ferramenta;

3.2. O trabalho aborda um mecanismo para encontrar regides ortélogas em multiplos
proteomas, mas uma tarefa importante e ndo realizada neste trabalho consiste no
estudo e desenvolvimento de mecanismos para realizar alinhamentos multiplos

entre essas regioes;

3.3. Apresentar os resultados da ferramenta graficamente, para possibilitar uma melhor

analise dos mesmos;

3.4. Uma limita¢do da ferramenta consiste na busca de ROMs que contenham todos os
organismos selecionados para comparacdo. Uma tarefa adicional seria encontrar

todas as ROMs dentre os organismos selecionados.

4. Andlise Comparativa da ferramenta MPC
Nao foram realizadas andlises comparativas com ferramentas que realizam a mesma
tarefa. Pretende-se realizar testes comparativos com a ferramenta Bagre, com o proposito

de se analisar desempenho e o conjunto resposta.
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Acido Nucléico

Molécula bioldgica composta por uma longa
cadeia de nucleotideos. O DNA é formado
por quatro tipos de nucleotideos repetidos
aleatoriamente milhares de vezes.

Adenina Base nitrogenada encontrada no DNA e
RNA.

Alelo Uma das diversas formas alternativas de um
gene especifico que ocupa uma certa regiao
do cromossomo.

Aminoacidos Unidades fundamentais de uma molécula de

proteina. Nosso corpo pode sintetizar a
maioria dos aminoacidos a partir de seus
componentes (carbono, nitrogénio,
oxigénio, hidrogénio e, algumas vezes,
enxofre). Entretanto, oito aminoacidos
(chamados aminoécidos essenciais) devem
ser obtidos através da dieta alimentar.

Arvore filogenética

Uma arvore filogenética mostra as relagdes
de origem e parentesco entre as espécies
atuais e seus ancestrais. A primeira arvore
filogenética que se tem noticia foi elaborada
pelo naturalista alemao Ernest Haeckel
(1834-1919).

Bioinformatica

E o uso de técnicas computacionais para
analises de caracterizagdo molecular,
integrando  modelos  matematicos e
estatisticos utilizados na interpretagdo e
analise dos problemas bioldgicos.

Biotecnologia

Utilizacdo de organismos vivos para
resolugdo de problemas e geracdo de
produtos de interesse. Atualmente é definido
como o conjunto de tecnologias que
utilizam células vivas e/ou moléculas
bioldgicas para resolucdo de problemas e
geracdo de produtos de interesse.

Célula

Unidade estrutural e funcional de todos os
seres vivos. De acordo com a organizagdo
estrutural, as células sdo divididas em
células procariontes e células eucariontes.

Célula Eucariotica

Caracterizada pela presenca de uma
membrana que define e protege o nucleo
celular.

Célula Procariotica

Caracterizada pela auséncia de uma
membrana individualizando o nucleo
celular.

Citoplasma

Material celular contido dentro de uma
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membrana celular e que circunda o nucleo.

Citosina Base nitrogenada encontrada no DNA ou
RNA.

Contig Conjunto de reads.

Complexo de Golgi Conjunto de bolsas ou cisternas
membranosas, achatadas e empilhadas,
tendo ao redor pequenos vacuolos ou
vesiculas que se desprendem por brotamento
(os lisossomos).

Cromossomo Componentes celulares que contém as

informacdes genéticas. Cada cromossomo
contém inumeros genes. Os cromossomos
ocorrem aos pares: um proveniente da mae e
outro proveniente do pai. Cromossomos de
casais  diferentes  sdo  visivelmente
diferentes.

DNA (4cido desoxirribonucléico)

Molécula que ¢ a base do material genético
encontrado em todas as células. O DNA
carrega as informagdes genéticas de uma
geracdo para a proxima. Como o DNA ¢
uma molécula muito longa e fina, ele €
arranjado  em  unidades, = chamadas
cromossomos. O DNA pertence a uma
classe de moléculas biologicas, chamada de
acidos nucléicos.

Dupla hélice

Termo usado para descrever a configuragado
da molécula de DNA. A hélice consiste de
duas fitas de nucleotideos, espiralizadas,
ligadas uma a outra por pontes de
hidrogénio entre as bases.

Enzima

Proteinas que aceleram a velocidade das
reagdes quimicas. As enzimas sdo
catalisadores que promovem repetidamente
as reacoes sem serem modificadas por elas.

Gene

Unidade de informacdo hereditaria que
define caracteristicas especificas de cada
individuo. Um gene ¢ uma secdo da
molécula do DNA que especifica a
produc¢do de uma proteina em particular.

Gene especifico

Um gene g de um genoma G ¢ considerado
especifico em relagdo a outro genoma H
caso nao haja nenhum gene h’ pertencente a
H ortélogo a g.

Genes homodlogos

Sdo genes que descendem de um mesmo
ancestral.

Genes ortologos

Sdao genes que além de homologos
pertencem a genomas diferentes.

Genes paralogos

Sdo genes homologos pertencentes a um
mesmo genoma.
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Genética

Ramo da Biologia que estuda os
mecanismos de transmissao das
caracteristicas estruturais e funcionais de um
organismo para as geragdes subseqiientes.

Genoma

E o conjunto de informagio genética de um
ser vivo, contido no DNA. Sindénimo de
genotipo, patrimdnio genético ou patrimonio
hereditario. Formado por um conjunto de
contigs.

Guanina

Base nitrogenada encontrada no DNA ou
RNA.

MitocOndria

Estrutura membranosa de forma variavel
(esférica ou de bastonete), constituida de
duas membranas, cristas mitocondriais ¢
matriz mitocondrial, com capacidade de
auto-reproducao.

Moléculas biologicas

Moléculas grandes e complexas, como
proteinas, lipideos e carboidratos, que sdo
produzidas somente por organismos Vivos.
As moléculas bioldgicas sdo normalmente
chamadas de macromoléculas ou
biopolimeros.

Nucleo

A estrutura dentro das células eucarioticas,
circundada por uma membrana que contém
0s cromossomos de um organismo.

Nucleotideo

Constituinte elementar dos acidos nucléicos
(DNA e RNA). E composto por quatro
bases nitrogenadas (adenina, guanina,
citosina ¢ tiamina), de um fosfato ¢ de um
acucar. A seqiiéncia de nucleotideos
constitui o codigo genético de um
organismo.

Polimero

Grande molécula formada por uma série de
ligagdes covalentes, que unem vdrias
unidades  idénticas ou  semelhantes
(mondmeros).

Polipeptideo

Polimero linear composto por multiplos
aminoacidos.  Proteinas  sdo  grandes
polipeptideos, € os dois termos podem ser
usados como sinénimos.

Proteina

Uma molécula composta de aminoécidos.
Existem muitos tipos de proteinas, todas
desenvolvem um numero diferente de
fungdes essenciais para o crescimento da
célula.

Read

Fragmento de DNA seqiienciado que
contém de 500 a 800 bases.

Regido Especifica

E considerada uma regido rica em genes
especificos comparando-se dois genomas G
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e H, por exemplo.

Regido Promotora

Uma determinada seqiiéncia de nucleotideos
onde a RNA polimerase se liga e inicia a
trabscrigao.

RGC (Regido de Genes Consecutivos)

E o conjunto de genes consecutivos num
genoma, de acordo com suas coordenadas
de inicio, independente da fita.

Ribossomo

Granulo citoplasmatico constituido por
RNA e proteinas. E o responsavel pela
sintese de proteinas.

RNA (acido ribonucléico)

Assim com o DNA, o RNA ¢ um tipo de
acido nucléico. O RNA se diferencia do
DNA em trés

aspectos: os nucleotideos do RNA contem o
agucar ribose ao invés do desoxirribose; o
RNA contém a base uracila ao invés da
timina; ¢ o RNA ¢ uma molécula de fita
simples ao invés de uma hélice dupla fita.

RNAm (RNA mensageiro)

Acido nucléico, fita simples, que carrega a
instru¢do para o ribossomo sintetizar uma
proteina em particular.

RNAt (RNA transportador)

Molécula de RNA que carrega aminoacidos
para sitios nos ribossomos para sintese das
proteinas.

RO (Regido Ortdloga):

E composta por um par de RGCs de
genomas diferentes que sdo ortélogas entre
si.Possuem aproximadamente o0 mesmo
ntmero de genes, além de serem
descendentes de uma mesma regido
ancestral.

Seqiiéncia de DNA

A ordem de bases na molécula de DNA.

Seqiienciamento de DNA

Determinacdo da seqiiéncia de bases do
DNA.

Timina Base nitrogenada encontrada no DNA.

Tradugao Processo que utiliza um RNA mensageiro
molde para sintetizar uma proteina.

Transcrigao Processo de utilizagdo de um DNA molde
para fazer uma molécula de RNA
complementar.

Uracila Base nitrogenada encontrada no RNA.
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Para a realizagao dos testes da ferramenta MPC, utilizou-se do mesmo ambiente

descrito na sec¢do 4.3. O nome de cada organismo comparado ¢ encontrado na Tabela 2, e a

similaridade minima utilizada para o agrupamento de RGCs foi de 40%.

Tabela 4 — Testes de Desempenho da Ferramenta MPC

Quantidades Cilculo de Tempo (milisegundos)
. Vértices do Vértices do
g;‘flanlsmos Grafo al}te; da Grafo ~ap:)is com Agrupar | Eliminar Cileulo
Y arados execqg:ao 0 execlfg:ao 0 > RGCs Vértices de Roms
algoritmo de algoritmo de
eliminacio eliminacio

lele glEmIlEmtl Isc[ Ibil 1 300 89 30 64189 46 30
lele glEmIl Imtlscl Ibil 1 371 119 36 135829 78 62
lele glEmIl Imtl Iscl<bil 1 409 137 26 131015 141 30
lelc glmIl Imtl Iscl Ibil=] 238 70 22 16688 14 15
leldcgl ImilEmtlscl Ibil 1 368 96 32 272906 78 30
leldcgl Imilmtl Iscl<bil 1 321 101 28 133156 78 30
lelegl ImiEmtl Iscl Thil=] 211 49 18 13530 14 13
leB<e ol Im1CImtElsclbil ] 448 126 31 242827 156 30
leB<e ol Im1CimtElscl bil<] 223 49 17 12624 15 13
leBe ol Im1Cimtl Jscldbil<] 329 124 17 87249 92 46
lelJc gfmilb<m sl Tbil ] 466 121 39 613250 124 46
lelJc gf¥m1b<mtl JsclIbil ] 393 88 27 244827 109 14
lel Icgf¥Im1bEmtl_Iscl Tbil<] 255 57 21 24187 14 15
lel e glE¥mIl Imtlscl<bil 1 533 167 44 305468 92 31
lel e gl¥mil Imtlscl Ibil=] 317 68 20 43249 78 15
lellcgl¥mIl Imtl Iscl<lbil=] 356 110 18 56296 45 15
lellcgl ImIlmtBscl<bil 1 510 100 27 324031 78 18
lel lcgl Im1bEmtl_Iscllbil<] 287 64 15 33797 15 15
lelL e gl Im1CimtElsclbil<] 396 69 12 66828 46 15
lel=lc ofkm1EEmtl=ls el Tbil ] 724 38 6 1659342 343 13
lelle gfm1tm il Isclbil ] 677 58 7 1031327 359 14
lellc gfém1bEmitl Iscl Ibil<] 464 35 9 194280 141 14
lellc ol Im1tEmt=lsclbil ] 788 56 4 969530 218 13
lellc ol Im1tEmit=lscl bil<] 504 28 5 295125 93 12
leldc gl ImilEmtl Iscl<bil=] 537 52 4 259983 109 14
leldc gl Imil ImtBscl<bil=] 634 64 3 393796 171 14
lel e glEmIlEIm s clbil 1 903 51 5 1573312 266 13
lel e glEmIlEm s cl Ibil=] 599 34 5 642734 124 13
lellcgl¥mIlImtl Iscl<bil=] 590 51 4 619187 296 15
lellcglmIlEImtscl Ibil=] 599 34 5 612438 108 15
lelc ol Im1Em s cfbil<] 688 50 2 574922 343 15
leElc ofém 1k m s cflbil ] 1344 53 1 4060264 3312 45
lel=lc gfém1tm s el bil<] 930 32 3 1380905 281 13
lelElc gfém1tEm il Isclbil<] 955 66 1 1119875 374 30
le=lc gfém 1L Im s cfbil<] 1099 81 3 1565327 516 30
lel=lc ol Im1kEm s clbil<] 1032 44 0 1576999 890 14
lel e gl 1E<m s cfxlbil] 1137 49 1 2366922 516 13
lelc glmIlEIm s clbil=] 1667 54 0 7673046 2437 62






