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Resumo: A descodificagdo de genomas, em particular do genoma humano,
constituiu um marco cientifico extremamente importante nas Gltimas décadas
e veio abrir caminho a novas areas de investigacdo como a gendmica e a
protedmica. Espera-se que os avancos de conhecimento introduzidos por estas
areas tragam novas perspectivas sobre a forma como sdo diagnosticadas e
tratadas muitas das doengas actuais, nomeadamente as que tém uma
associacdo clara com disfuncdes ao nivel do genotipo.

Neste artigo, apresentamos uma aplicacdo computacional que permite estudar
associacOes anormais de coddes em orfeomas, i.e. em sequéncias responsaveis
pela construgdo de proteinas. Os resultados biolégicos ja obtidos mostram
claramente a utilidade préatica do sofwtare desenvolvido, que é disponibilizado
de uma forma publica para a comunidade cientifica.
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1. Introducéo

A sequenciacdo e anotacdo de genomas tem sido das areas de investigacdo na
biologia molecular em que mais se tem investido nos Ultimos anos. As bases de
dados de genomas crescem diariamente, dando origem, como em muitas outras
areas, ao mesmo problema: perante tantos dados, como extrair informacao
relevante? Para responder a essa questdo sdo necessarias ferramentas de
bioinformética e de bioestatistica cada vez mais eficazes e também cada vez mais
especificas. Implicita estd também a utilizagdo de técnicas de descoberta de
conhecimento em base de dados, nomeadamente com recurso a mineracdo de



dados. Assim, cabe as aplicagdes informaticas resolverem parte do problema. Por
fazer fica ainda muita trabalho de analise e interpretacdo dos resultados.

Os genomas sdo originalmente representados em ficheiros de texto, no formato
FASTA, onde cada oligonucleotido (base do DNA) é representado por uma letra (A
— Adenina, C — Citosina, T — Timina e G — Guanina). O genoma € por sua vez
subdividido em genes que representam regifes que podem expressar proteinas.
Uma Open Reading Frame é uma sub-regido do gene que € sujeita ao processo de
traducdo. Existem regras biologicamente estabelecidas que nos indicam se um
gene, constituido por centenas ou milhares de bases é ou nao valido, ajudando a
confirmar a validade dos resultados experimentais de sequenciacao.

A associacédo de cada trés bases constitui um coddo sendo cada coddo do orfeoma
traduzido para um aminoacido que é o elemento base da proteina. Existem 64
combinacgdes diferentes de coddes (43) existindo somente 20 amindacidos pelo que
existe redundéncia do cddigo genético, ou seja um mesmo amindacido pode ser
traduzido por diferentes coddes. Isto levanta a questdo de saber se existem coddes
preferenciais no processo de tradugao.

A traducdo dos genes em proteinas é realizada através de um mecanismo biolégico
designado por ribossoma. As consequéncias de eventuais erros de traducgdo sdo
inimeras, algumas com pouco impacto ou mesmo sem efeito no organismo, outras
mais graves tais como o envelhecimento precoce, diversos tipos de cancro ou
doencas raras.

No dltimos anos temos vindo a estudar com sucesso as associagdes estatisticas
entre pares de coddes (Moura G., et. al. 2005). Na sequéncia destes trabalhos, e
tendo em conta que o ribossoma se liga sequenciamente a 3 coddes, a analise de
associacfes entre tripletos surgiu da necessidade de responder a novas questdes,
nomeadamente associadas a evolucéo das espécies.

Neste contexto, e perante a existéncia de um grande ndmero de genomas ja
descodificados, entre os quais o humano, desenvolvemos uma ferramenta de
software que permite o estudo das relacGes estatisticas entre codes consecutivos,
nomeadamente tripletos. Esta aplicacdo, denominada por GeneSplit, € composta
por dois mddulos independentes, mas que se complementam: GScore — a parte de
backoffice, que permite o processamento de genomas isoladamente ou em larga
escala; GSWeb — a componente de disponibilizacdo on-line das ferramentas para
extrair a informagdo nas bases de dados produzidas pelo GScore, com a
possibilidade de importacéo total ou parcial dos dados, em diversos formatos.

2. Metodologia

A aplicacdo utiliza os orfeomas (parte codificante dos genomas) que sdo
disponibilizados em bases de dados publicas. Estas sequéncias sédo pré-analisadas,



sendo ignorados os genes que ndo verificam as condi¢des de validade. Para esse
efeito, basta que ocorra no gene uma das seguintes condic¢des de rejeigdo:

e Na&o iniciar por ATG;

Comprimento ndo multiplo de 3;
Nao terminar com TAA ou TAG ou TGA;

Conter TAA ou TAG ou TGA sem ser no fim do gene;
e Conter nucleétidos desconhecidos, indicados pela letra N.

O algoritmo de contagens de tripletos de coddes e de respectivos aminoacidos para
cada organismo, efectua essa filtragem, sendo exibido no final o niimero de genes
contados, o nimero de genes considerados e 0 n°® de genes que foram ignorados,
mostrando nesse caso, quais as condicBes pelas quais foram excluidos. E
contemplada ainda a degeneragdo do cédigo genético para alguns organismos. Por
exemplo em Candida Albicans e Debaryomyces Hansenii o coddo CTG, que
normalmente codifica o0 aminoacido Leucina, nestes organismos codifica o
aminoacido Serina (Santos M.A., et. al., 1997). Este tipo de variacdo esta previsto
no processamento de acordo com as evidéncias cientificas correntes. A
representacdo dos tripletos de coddes € obtida pelas trés posi¢bes em que cada
coddo aparece, pelo organismo de origem e pela contagem de ocorréncias do
tripleto. Os cod@es do inicio foram excluidos da contagem, iniciando-se esta no
segundo codado e terminando no penultimo codao, sendo portanto ignoradas as
contagens em que estao incluidos os coddes de finalizacéo.

Durante o processo sdo criadas varias matrizes tri-dimensionais, cuja dimenséo
individual é dada por 61x61x61 (sdo ignorados os coddes de terminacéo da regido
codificante), sendo usadas para armazenar os dados resultantes nas contagens
cod(i,j,k), onde i, j, k representam os coddes que se encontram na 128, 22, e 32
posicdo respectivamente, sendo o valor armazenado o n° de vezes que um
determinado tripleto aparece no orfeoma (Figura 1). Analogamente, para
armazenar as contagens de aminoacidos, é criada uma matriz tridimensional cuja
dimensdo ¢é dada por 20x20x20.

De forma a facilitar o processo de contagens, recorre-se a programacédo dinamica,
sendo criados dois arrays contendo um todos os codfes (64), e outro todos os
aminoacidos (20), assim como um terceiro array contendo os aminoacidos, nas
posi¢ctes dos respectivos coddes.
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Figura 1 — Representagdo matricial (4-D Cubo) dos dados resultantes das contagens de
tripletos de coddes

Uma vez armazenados os resultados das contagens, o sistema incorpora varias
consultas de pos-processamento dos dados, para que posteriormente possam ser

aplicados em software de analise de dados (Figura 2).
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Figura 2 — Workflow do projecto, desde o processamento do orfeoma até a disponibilizacdo
de resultados.



3. Algoritmos

3.1. Algoritmo Contagem Global de Tripletos

O algoritmo para contagem de tripletos de coddes, inicia-se com a leitura gene a
gene, sendo aplicados os critérios de filtragem referidos anteriormente. Se o gene
lido for considerado valido, é separado em tripletos, sendo criado um array
contendo todos os codBes do gene. A contagem inicia-se no 2° cod&o, sendo assim
ignorados o 1° e o Gltimo coddes.

Simulando o processo de traducdo do ribossoma, o apontador do cod&o inicial
posiciona-se na 42 posicdo do array de coddes e identifica os codfes anteriores
adjacentes & posicao n, ou seja posi¢des n-2 e n-1, sendo armazenado o respectivo
tripleto no cubo respectivo de valor acumulados. Em seguida o apondador desloca-
se um codao e 0 processo repete-se.

O processo de contagem de aminoacidos é analogo, utilizando para o efeito a matriz
de contagem dos tripletos de aminoacidos.

As contagens sdo efectuadas em duas passagens e com dois resultados distintos. Na
segunda contagem s&o ignoradas as cadeias contendo coddes iguais em namero
superior ou igual a 4, sendo apenas contada uma ocorréncia sempre que estas
repeticdes de cadeias longas se verifiquem. O objectivo é permitir também o estudo
sem o enviesamento causado por estas sequéncias.

O algoritmo aplicado para efectuar as contagens é, de uma forma simplificada, o
seguinte:

OPEN sourcefile

WHILE NOT Sourcefile.EOF
gene=Sourcefile_Readgene()
IF ClearGene(gene) THEN
WITH gene DO

Codgene=SPLIT(gene, 3)

FOR i=4 to UBOUND(Codgene)-1
xcod=poscodon(Codgene(i-3))
ycod=poscodon(Codgene(i-2))
zcod=poscodon(Codgene(i-1))
matrix(xcod, ycod, zcod) = matrix(xcod, ycod, zcod) + 1

END FOR

END WITH
ELSE
PRINT TO FILE “Excluded..”
END IF
END WHILE
PRINT TO FILE DataMatrix()

A partir daqui, desencadeia-se todo o processo de analise estatistica e
probabilistica.



Neste artigo apresentamos uma aplicagdo de software que foi desenvolvida
especificamente para anélise de associacdo entre tripletos de coddes consecutivos.
Este trabalho permitiu ja& a obtencdo de alguns resultados cientificos
nomeadamente através da analise comparativa de 11 genomas, foi possivel detectar
um padrdo particular da espécie “Candida Albicans” relativamente a outras
bactérias (Moura, G., et al., 2007).
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