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4.1. Introducao

A andlise in silico das sequéncias nucle-
otidicas de cromossomo(s) de um dado orga-
nismo, ou simplesmente genoma, constitui
uma da mais importantes aplicacdes da bioin-
formatica. Tem como objetivo desenvolver e
utilizar ferramentas para identificar e carac-
terizar genes, elementos genéticos madveis e
outros elementos presentes em um determi-
nado genoma, assim como fazer intercorre-
lagbes entre diferentes genomas com o
intuito debuscaraspectos evolutivos comuns.

O primeiro organismo a ter a sequéncia
de nucleotideos de seu genoma determinado
foi a bactéria Gram negativa Haemophilus
influenzae, em um projeto liderado por J.
Craig Venter. Desde 1995, ano de publicacao
desta andlise genémica, as sequéncias de mi-
lhares de genomas de outros organismos ja
foram determinadas e analisadas, nao apenas
de espécies, mas também de variedades de
especies, racas e linhagens, entre outros.

Com a grande disseminacao de estrate-

4. Projetos Genoma

Charley Christian Staats
Guilherme Loss de Morais
Rogério Margis

gias de sequenciamento cada vez menos one-
rosas, muito tem se investido na geracao de
algoritmos e programas para analisar as se-
quéncias gendmicas geradas. Previamente as
andlises do genoma de H. influenzae, progra-
mas para montagem de genomas ja existiam,
tendo sido desenvolvidos para andlise de vo-
lumes de sequéncias relativamente pequenos,
como os dos fagos A e CMV, com tamanhos
de aproximadamente 48.000 pares de bases
(pb) e 225.000 pb, respectivamente. Para
genomas maiores, novos programas tiveram
que ser desenvolvidos em virtude da maior
complexidade e quantidade das sequéncias
analisadas. Neste capitulo, serao abordados
0s conceitos basicos e as principais ferra-
mentas para montagem e anotacdo de geno-
mas, assim como alguns programas para a
sua analise.

4.2. Montagem de genomas

Nos primeiros anos da era gendmica, o
sequenciamento de genomas era baseado na
metodologia de Sanger, ou método didedxi.
Para obtencao da sequéncia dos genomas, os
fragmentos de DNA gerados apds fragmen-
tacao quimica, fisica ou enzimatica eram sub-
clonados em vetores plasmidiais. Esta estra-
tégia, denominada sequenciamento shotgun, é
baseada na fragmentacao aleatdria dos cro-
mossomos em fragmentos de DNA com ta-
manho  relativamente  pequeno.  Estes
fragmentos, cujo tamanho geralmente varia-
va de 2.000 a 5.000 pb, eram submetidos ao
sequenciamento. As sequéncias obtidas a
partir de cada clone (chamadas de reads),
com tamanho médio de 600 a 800 pb, eram
submetidos a um processamento para retira-
da de sequéncias de baixa qualidade e, entdo,
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utilizadas na montagem de contigs e genomas
(ver abaixo).

Com o advento das metodologias deno-
minadas next-generation sequencing — NGS
(pirossequenciamento, Illumina, SOLID, dentre
outros), também ocorre fragmentacdo alea-
toria do DNA genémico, mas geralmente nao
sao necessarios o0s passos de clonagem.
Comparativamente, estes novos metodos
permitem a obtencdo de reads de maneira
muito mais rapida. Entretanto, o tamanho dos
reads € menor, variando de algumas dezenas
a poucas centenas de pares de base, depen-
dendo da metodologia. Assim como no se-
quenciamento por Sanger, os reads obtidos
passam por um controle de qualidade e entao
podem ser utilizados na montagem de geno-
mas.

Independente da metodologia de se-
quenciamento utilizada, como resultado se
tem uma grande lista de sequéncias nucleoti-
dicas - os reads - de tamanhos que podem
variar de 50 a 800 pb. Para montagem das
sequéncias genémicas a partir destes reads,
diferentes estratégias sdo utilizadas, depen-
dendo da metodologia empregada. Para o se-
quenciamento convencional (Sanger), cada

%GYCAGYCAGVCAGVCAGVCAGHC cAGTCGTACOTACGT. .. | |

AGTCAGTCAGTACTGCTGCTGCGTGG
A“nhamento I CAGTCAGTACTGCTGCTGCGTGGTGT I I
Consenso

CGTGGTGTATGCAGTCGTAC
Contig

CAGTCGTACGTACGY

TCATTCAGTCAGTCATTACTOCTOCTOCOTOGTOTUCASTEOACHTACST )
|

um destes reads é alinhado entre si na procu-
ra de regides de identidade ou de sobreposi-
cao, de maneira a construir fragmentos
contiguos (contigs), os quais podem ser defi-
nidos como a uniao de duas ou mais sequén-
cias (reads) formadas por sobreposicao de
elementos comuns a pelo menos duas se-
quéncias (Figura 1-4).

Os primeiros algoritmos para montagem de geno-
mas se baseavam no alinhamento dos reads e na con-
catenacao de sequéncias obtidas dos reads com os
maiores alinhamentos. O processo se dava de forma
ciclica, concatenando as sequéncias com o maior ali-
nhamento até que todos estes alinhamentos fossem
utilizados. Esta montagem de genomas a partir de
reads tem como base os seguintes passos:

i) cdlculo de alinhamentos aos pares de todos os
fragmentos;

ii) escolha de dois fragmentos com a maior so-
breposicao;

iii) fusao dos dois fragmentos;

iv) repeticdo dos passos anteriores até obtencdo
de uma unica sequéncia.

Para as novas metodologias de sequenciamento,
devido ao tamanho relativamente menor dos fragmen-
tos, algoritmos diferentes foram desenvolvidos. Os
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Figura 1-4: Montagem de genomas utilizando a estratégia de sequenciamento de genomas por
shotgun. O painel a esquerda ilustra um esquema utilizado para genomas de menor tamanho e
reduzido conteddo de sequéncias repetitivas. O painel a direita ilustra uma estratégia mais
complexa, usado para organismos com genoma maior.
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programas de montagem atuais utilizam grafos de so-
breposicdo ou grafos de Bruijn. Estes grafos identifi-
cam reads com possibilidade de compartilharem
trechos de sobreposicao entre si utilizando uma estra-
tégia baseada no alinhamento em sementes.

Com esta abordagem, pequenos fragmentos de
comprimento fixo obtido de cada read, os k-mers, sao
usados como um indice, e apenas pares de leituras que
partilham uma semente s&o posteriormente avaliados.
Os grafos de Bruiijn baseiam-se na decomposicao de
reads em k-mers (por exemplo dodecameros, ou seja
fragmentos de 12 nucleotideos), os quais sao utilizados
como nodos destes grafos. Uma ligac&o direta entre os
nodos indica que estes k-mers ocorrem consecutiva-
mente em um ou mais reads.

Uma série de programas foram desen-
volvidos para a montagem de genomas, utili-
zando diferentes algoritmos (Tabela 1-4). No
caso de sequenciamento de genomas proca-
ridticos, ao final do processo é esperada a
obtencao de uma sequéncia Unica, a qual re-
presenta toda a sequéncia nucleotidica do
cromossomo. Sabe-se, todavia, que plasmi-
deos podem ser encontrados em diversos
micro-organismos. Assim o numero de
contigs seré dependente do nimero de plas-
mideos e, em casos menos frequentes, do
nimero de cromossomos presentes naquela
bactéria.

Ao ser analisado o genoma de organis-
mos eucariotos, nos quais se encontra uma
grande variacdo no nimero de cromossomos,
um ndmero maior de contigs é esperado. Te-
oricamente, cada cromossomo deveria ser
representado por um contig. Entretanto, nos
passos iniciais de montagem de genomas sao
observados dezenas a centenas de contigs,
dependendo da complexidade do organismo
cujo genoma esta sendo sequenciado. Os ge-
nomas de eucariotos, em especial de eucari-
otos superiores, possuem pelo menos duas
caracteristicas que tornam o processo de
montagem mais complexo:

i) uma quantidade consideravel de se-

quéncias repetitivas que dificulta o pro-

cesso de montagem devido a

alinhamentos de alto escore com diver-

sas sequéencias;

ii) 0 seu tamanho, podendo chegar a

Tabela 1-4: Principais programas utilizados na
montagem de genomas e transcriptomas.

ABySS grandes genomas
ALLPATHS-LG
Celera WGS Assembler

grandes genomas
grandes genomas

CLC Genomics genomas e
Workbench trancriptomas
Geneious genomas
Newbler genomas e
transcriptomas
Phrap genomas e
transcriptomas
SOAPdenovo genomas e
transcriptomas
Staden gap4 package ~ genomas pequenos e

transcriptomas

Trans-ABySS transcriptomas

Velvet genomas pequenos e

transcriptomas

mais de 3 bilhdes de pares de base (ca-
so do genoma humano).

Para sobrepujar estas dificuldades, pas-
sos intermedidrios se tornam necessarios,
como a construcao de sub-bibliotecas gen6-
micas. Cada uma destas sub-bibliotecas é se-
quenciada, de forma a gerar contigs. O
conjunto de diferentes contigs oriundos de di-
ferentes sub-bibliotecas sera utilizado para a
geracao de scaffolds (Figura 1-4). Geralmen-
te, sao necessarios passos adicionais de clo-
nagens de regides especificas do genoma e
posterior sequenciamento destas para o “fe-
chamento” do genoma.

Um dos maiores desafios, entretanto, para o se-
quenciamento de genomas reside na adequada monta-
gem de regides repetitivas. No genoma humano, por
exemplo, existem pelo menos seis classes de sequén-
cias repetitivas:

i) minissatélites, microssatélites ou satélites;

ii) SINEs (elementos nucleares pequenos inter-

calados);

iii) LINEs (elementos nucleares longos intercala-

dos);

iv) transposons;
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v) retrotransposons;
vi) clusters de genes DNAr (genes responsdveis
pela sintese dos RNA ribossémicos — RNAr).

Estas diferentes classes, cujos tamanhos podem
variar de centenas de pares de base, caso de micros-
satélites e SINEs, a dezenas de milhares de pares de
base, observado em clusters de genes DNAr, podem
constituir mais de 50 % do tamanho de cada cromos-
somo humano.

O grande desafio na montagem de sequéncias ge-
némicas com alto conteddo de elementos repetitivos
se refere a correta quantificacdo e localizacdo destes
elementos nos cromossomos. Desta forma, o desafio
central da montagem de genomas reside na resolucao
destas sequéncias repetitivas, estando este desafio di-
retamente associado a metodologia de sequenciamen-
to utilizada. Por exemplo, se forem obtidos reads de
tamanho menor que uma unidade de repeticdo, todos
estes reads serao utilizados para formar um contig que
contém apenas a sequéncia de repeticdo. Entretanto,
ao serem obtidos reads com tamanho maior que a uni-
dade de repeticao, os mesmos podem ser utilizados na
resolucdo da localizacdo destas sequéncias repetitivas
em um determinado cromossomo.

Alguns programas permitem montar genomas
complexos com repeticées baseados em reads maio-
res (como os obtidos pela metodologia de Sanger ou
pirosequenciamento). Para tal, estes programas reali-
zam a montagem em duas ou mais fases distintas, nas
quais as sequéncias repetitivas séo processadas sepa-
radamente. Em um primeira fase do processo de mon-
tagem, reads contendo sobreposicao de sequéncias
ndo ambiguas sdo agrupados em contigs, cujas extre-
midades contém as regifes limitrofes das sequéncias
de repeticdo. A segunda fase se caracteriza pela mon-
tagem de contigs nao ambiguos em sequéncias maio-
res, usando dados de reads mate-pair.

Dados de sequenciamento paired-end oferecem a
possibilidade da determinacao exata de sequéncias que
flanqueiam uma determinada sequéncia de repeticao.
Em experimentos tradicionais associados ao sequenci-
amento de Sanger, um protocolo paired-end inicia-se
com longos fragmentos de DNA clonados em vetores
para sua replicacdo em Escherichia coli. As extremida-
des destes fragmentos poderiam assim ser facilmente
determinadas por sequenciamento. Protocolos paired-
end para as estratégias de sequenciamento atuais ndo
requerem passos de clonagem em E. coli. Entretanto,

0S mesmos se baseiam na circularizacdo do fragmento
de DNA do tamanho desejado, sendo as extremidades
posteriormente reconhecidas devido a etiqueta (tag)
utilizada para propiciar a circularizacdo por meio da li-
gacdo. Com a determinacao das sequéncias flanquea-
doras de uma repeticao, ha maior chance de conseguir
determinar a sua localizacdo em um genoma.

A qualidade de montagem do genoma
pode ser acompanhado por alguns indices. A
cobertura reflete a quantidade de reads as-
sociados a um determinado fragmento de
DNA. Por exemplo, uma cobertura de 10X in-
dica que, para o genoma sendo avaliado, cada
nucleotideo foi encontrado em pelo menos 10
reads.

Outro valor importante refere-se ao
N50. Trata-se de uma medida estatistica mui-
to utilizada para avaliar a qualidade da mon-
tagem, visto que revela o quanto de um
genoma e coberto por contigs grandes. Um
valor de N50 igual a » significa que 50% dos
reads estdao montados em um contig de ta-
manho » ou maior. Por exemplo, na monta-
gem do genoma de cdo domeéstico,
depositado no NCBI sob o ndmero de acesso
AAEX0O3, o sequenciamento dos 40 cromos-
somos, com uma sequéncia total de
2.410.976.875 bases gerou 27.106 contigs
com um N50 de 267.678. Isto significa que
mais de 50% dos reads estao associados a
contigs de 267.678 bases ou maiores.

4.3. Montagem de transcriptomas

Em andlises de novos genomas, um
ponto importante se refere a identificacdo de
transcritos. Além de fornecer indicios sobre
quais genes estdo sendo expressos em uma
determinada situacao fisioldgica a qual as ce-
lulas ou tecidos estao sendo expostos, o se-
quenciamento de transcritos tem uma
aplicacdo importante na procura de sequén-
cias codificantes em genomas. Esta estratégia
tem uma aplicabilidade muito grande em or-
ganismos em que o conteddo de introns por
gene € grande, como em eucariotos mais
complexos.

Ao contrario de genomas, em transcrip-
tomas o material de partida geralmente é
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cDNA, obtido a partir de transcricao reversa
de RNA. A grande maioria dos trabalhos se da
em torno de RNAmM mas, cada vez mais, RNAs
ndo codificantes, com possivel papel regula-
torio, estdo sendo avaliados por esta meto-
dologia (ver abaixo). O pool de cDNAs pode
entao ser subclonado e ser submetido ao se-
quenciamento pela metodologia de Sanger ou
diretamente fragmentado e ser submetido ao
sequenciamento NGS. Uma grande lista de
reads € entdo obtida, os quais podem ser uti-
lizados para realizar a montagem do trans-
criptoma de novo ou ser ancorados a
sequéncia de um genoma para ajudar na
identificacdo de sequéncias codificantes e de
extremidades éxon/intron.

No caso da montagem de novo, os
reads sao alinhados e aqueles que apresen-
tam alinhamento positivo sao fusionados,
dando origem a contigs. Entretanto, diferen-
temente da andlise de genomas, muitos
contigs sao gerados, cada um possivelmente
representando um mRNA maduro.

Adicionalmente, alguns programas po-
dem, além de realizar a montagem de trans-
criptomas ou alinhamento a genomas, fazer
uma analise da representatividade de cada
transcrito dentro do conjunto total de RNA
analisado, por meio do calculo da frequéncia
relativa de cada transcrito identificado. Com
estes calculos é possivel realizar analises de
expressao diferencial de genes. Dentre os pa-
cotes de programas utilizados, podem ser ci-
tados Cufflinks-Cuffdiff, DegSeq, DESeq,
EdgeR, entre outros.

A andlise desta expressao relativa de transcritos
pode ser realizada com base em duas estratégias prin-
Cipais:

i) mapeamento a uma sequéncia genémica pre-

viamente conhecida;

ii) andlise de novo, independente da sequéncia

gendémica e baseada na montagem dos transcri-

tos diretamente a partir dos reads.

Na primeira estratégia, os reads sdao mapeados ao
genoma, ou seja, as regides de identidade nucleotidica
sdo ancoradas a sequéncia genémica, sendo identifica-
das por metodologias de sequenciamento que levam
em consideracé@o o numero de reads mapeados em re-

lacdo a porcao do genoma que contém um gene. Al-
guns dos programas para este tipo de mapeamento in-
cluem Bowtie, Tophat e SOAP, dentre outros. Como
resultado, uma determinada sequéncia do genoma é
representada por um grande ndmero de reads, no caso
de genes mais expressos, ou um baixo nimero de
reads, no caso de genes menos expressos.

Deve ser levado em consideracdo, entretanto, que
quanto maior o tamanho do gene mais se espera en-
contrar reads associados a este gene. Desta forma, a
maneira mais comum para se calcular a expressao re-
lativa de um determinado gene & o RPKM (reads per ki-
lobase of transcript per million mapped reads - reads
por kilobase de transcrito por milhdes de reads mape-
ados). Esta abordagem permite uma andlise compara-
tiva baseada em uma série de andlises estatisticas para
comparacdo de transcritos com diferentes RPKMs de
diferentes amostras bioldgicas ou diferentes tempos
de tratamento, por exemplo.

Quando sao considerados organismos cujo genoma
ainda nao foi determinado, uma construcdo do trans-
criptoma a partir de dados de RNAseq é realizada (de
novo). A partir das sequéncias dos transcritos gerados,
é possivel entdo fazer o cdlculo do RPKM de cada
transcrito identificado.

4.4, ldentificacao/anotacao génica

A anotacao de genomas é o passo se-
guinte a montagem dos genomas. Trata-se de
um conjunto de protocolos e fluxos de traba-
lho utilizados para delimitar, em uma deter-
minada sequéncia gendmica, possiveis genes
e predizer a sua funcdo com base na similari-
dade com sequéncias conservadas. Basica-
mente, existem dois grande grupos de genes
avaliados nestas metodologias. O primeiro
grupo se refere aqueles cujo produto é reco-
nhecido pelos ribossomos e dara origem a
uma proteina (ou seja, RNAm). Ja o segundo
engloba os genes cujo produto tera funcdes
estruturais e funcionais dependentes da pro-
pria molécula de RNA, como RNAt e RNAr. Di-
ferentes abordagens sao utilizadas para
identificar as sequéncias de cada um destes
grupos de genes, como sera visto abaixo.
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Identificacao de regides codifican-
tes

O mecanismo de delimitacdo da se-
quéncia génica é drasticamente influenciado
pelo Dominio ao qual pertence o organismo
cuja sequéncia gendmica foi determinada. Isto
se deve ao fato de que existe uma grande di-
ferenca nas estruturas de genes procariéticos
e eucarioticos.

Genes procaridticos codificantes de
proteinas sao colineares com seus produtos
géenicos. Esta caracteristica permite inferir
que toda regido delimitada por um cddon de
inicio e um cdédon de término, regiao esta de-
nominada de ORF (Open Reading Frame), po-
tencialmente constitui uma regido codificante
de uma proteina em um genoma procarictico.

Por sua vez, genes eucaricticos codifi-
cantes de proteinas sdo mais complexos, ge-
ralmente sendo caracterizados pela presenca
de sequéncias intervenientes ou introns. Até
pouco tempo, acreditava-se que introns cons-
titulam um produto da evolucao que povoou
as sequéncias génicas com o chamado “DNA
lixo”, de modo que uma mutacao que eventu-
almente viesse a acontecer tivesse maior
possibilidade de ocorrer em regides do gene
que ndo tém capacidade codificante. Recente-

mente, contudo, determinou-se que os introns
exercem um importante papel regulatério na
expressao genica.

Introns sao elementos génicos que, du-
rante o processo de expressao génica, sao
excisados durante o processamento do RNA,
em um grande complexo de reacdes denomi-
nado splicing. Os introns podem variar em
ndmero e tamanho, dependendo da comple-
xidade do organismo. Assim, em organismos
mais simples, como leveduras e fungos fila-
mentosos, o nimero de introns por gene é
pequeno (geralmente de 1a 4 por gene), as-
sim como o seu tamanho (geralmente girando
em torno de 50 pb).

Ao contrario, em organismos mais
complexos como humanos e plantas, tanto o
numero de introns por gene quanto o seu ta-
manho aumentam significativamente, de for-
ma que grande parte do gene é constituido
por introns (mais de 90%, dependendo do
organismo). Um comparativo entre as estru-
turas basicas de genes codificantes de protei-
nas procarioticos e eucarioticos, assim como
0s seus respectivos processos de expressao,
e apresentado na Figura 2-4.

Associado ao grande nimero de introns,
genes de organismos eucaridticos mais com-
plexos geralmente sao caracterizados pelo

Genes Procaridticos

Sitio de inicio RBSe
de Transcricao Codon de Inicio

I
Regiao 5'UTR
Regulatoria
Proximal

Regiao
Regulatéria
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Figura 2-4: Esquema representando os elementos encontrados em genes procariéticos (quadro
superior) e eucaridticos (quadro inferior). Os genes estdo representados no sentido 5’-3' e
podem ser notadas as principais diferencas entre estas classes de genes, como a presenca de
introns e regides regulatdrias mais complexas em eucariotos.
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splicing alternativo. Este processo é caracte-
rizado pela incorporacao diferencial de introns
e exons no RNAm maduro, de forma a produ-
zir diferentes proteinas a partir do mesmo
gene.

Diferentes estratégias para procura de
genes em genomas foram desenvolvidas
considerando estas caracteristicas diferenci-
ais na estrutura de genes procariéticos e eu-
caridticos. A procura de ORFs em genomas
procaridticos constitui uma estratégia simples
e direta. Entretanto, é uma estratégia sujeita a
uma diversidade de erros.

Nestas predicdes, nao sao considerados
elementos canénicos classicos presentes na
estrutura de genes (isto é, sequéncias con-
servadas para ligacao do fator sigma, regiao
de ligacao do ribossomo, sitio de inicio de tra-
ducao e sitio de término de traducao) e ope-
rons, os quais poderiam auxiliar na procura ab
initio (ou seja, diretamente a partir de se-
quéncia, sem informacdes experimentais di-
retas sobre o produto génico) de genes em
genomas procaricticos. Assim, a procura de
genes baseada apenas na identificacdo de
ORFs geralmente leva a um ndmero grande
de resultados falsos positivos e falsos nega-
tivos (Figura 3-4).

Para sobrepujar estas limitacbes, me-
canismos de delimitacdo das sequéncias gé-
nicas em genomas procarioticos foram entdo
desenvolvidos e se baseiam em algoritmos
caracteristicos para detectar, na sequéncia de
DNA, dois tipos fundamentais de informacées:
sinais e conteddo. Estes mecanismos foram
entdo expandidos para procura de genes em

organismos eucarioticos.

Os detectores de sinais procuram por
caracteres funcionais especificos de genes,
tanto associados a transcricao quanto a tra-
ducao. Sinais transcricionais incluem sequén-
cias candnicas conservadas que delimitam as
regibes necessarias para que se inicie o pro-
cesso de transcricdo. Os sinais mais comu-
mente descritos em procariotos sao as
regides -35 e -10 e as sequéncias de associa-
¢ao com a RNA Polimerase. Ja os sinais pro-
curados em  sequéncias  eucaricticas
geralmente constituem a regido TATA box,
assim como o sitio de clivagem e poliadenila-
¢ao, que caracteriza o terminador.

Os sinais traducionais, por sua vez, se
referem basicamente as regiées importantes
para recrutamento de ribossomos, como o
RBS (ribosome binding site, ou sitio de ligacao
a ribossomos) em procariotos. Como este
mecanismo é diferente em organismos euca-
riéticos, uma regido conservada, denominada
sequéncia de Kozak, é utilizada como sinal
traducional em eucariotos. Estas duas regides
se localizam imediatamente a montante
(upstream) aos respectivos codons de inicio, e
desempenham um papel importante nos me-
canismos de delimitagao de genes.

Adicionalmente, a deteccdo de sinais
que delimitam os introns também sao utiliza-
dos pois, como abordado anteriormente, os
genes de eucariotos sao amplamente povoa-
dos por introns. Desta forma, a correta predi-
¢ao da posicao de introns é fundamental para
correta anotacdo do gene, sendo que os
principais sinais a serem avaliados s&o os nu-
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Figura 3-4: A simples procura de ORFs pode gerar resultados falso positivos na procura de
genes em organismos procaridticos. Como exemplo, uma sequéncia de DNA de 2357 pb da
bactéria E. coli HS (nucleotideos 3027764 ao 3030120 - Codigo de Acesso junto ao NCBI
NC_009800.1), o qual contém o gene xdhA, foi avaliada quanto a presenca de ORFs com mais
de 150 pb com o programa ORF Finder. A sequéncia anotada do gene encontra-se em vermelho,
ao passo que as possiveis ORFs estdo demarcadas em azul.
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cleotideos que compdem as extremidades
conservadas 5’ e 3’ do intron, mais comu-
mente GT e AG (ver abaixo).

Ja os detectores de conteldo classifi-
cam a sequéncia de DNA em codificante e
ndo-codificante. Como regido nao-codificante
entendem-se introns, regides intergénicas e
regides nao traduzidas dos genes. Os detec-
tores de contetdo podem ainda ser subdividi-
dos em detectores extrinsecos e detectores
intrinsecos. Os detectores de contetdo ex-
trinsecos se baseiam no fato de que regides
codificantes sao mais conservadas em rela-
¢ao as nao-codificantes propiciando, desta
forma, a identificacdo de éxons conservados
com base em procuras por homologia.

O mecanismo basico desta busca e
através do programa BLAST (ver capitulo 3).
Contudo, uma limitacao nesta metodologia se
refere a avaliacao adequada da presenca de
ortélogos diretos. Desta forma, a distancia fi-
logenética (isto &, evolutiva, ver capitulo 5)
entre o organismo cujo genoma estad sendo
analisado e aqueles organismos cujas se-
quéncias estdo depositadas nos bancos de
dados pode influenciar diretamente no resul-
tado.

Detectores de conteudo intrinseco, por
sua vez, tem como foco principal algumas
caracteristicas inatas do DNA, as quais per-
mitem a predicac do potencial de uma se-
quéncia codificar ou ndo uma proteina. Como
exemplos de caracteristicas avaliadas em de-
tectores intrinsecos podem ser citados:

i) em muitos organismos ha uma prefe-

réncia das bases G ou C em relacao as

bases A ou T na terceira posi¢ao do co-
don;

ii) a utilizacao diferencial de cddons si-

nénimos, ou seja, diferentes cédons que

codificam para o mesmo aminoacido;

iii) frequéncia de distintas sequéncias

nucleotidicas hexameéricas;

iv) a periodicidade de ocorréncia de ba-

ses, dentre outros.

Estes caracteres sao utilizados, por
exemplo, em modelos de Markov para a
construcao de modelos capazes de reconhe-

cer sequéncias codificantes. Com base nos
mecanismos discutidos acima, dois principais
sistemas para procura de genes em genomas
de eucariotos foram construidos, denomina-
dos empirico e ab initio.

Procura empirica de genes

A predicdo empirica ou baseada em evi-
déncia leva em consideracao buscas por si-
milaridade com outros bancos de dados
(gendmicos, transcritémicos ou proteémicos)
para identificar e delimitar as sequéncias gé-
nicas. Métodos de identificagao de genes ba-
seados em similaridade sao considerados de
alta confiabilidade para localizar e construir
modelos génicos, desde que existam relatos
prévios de estruturas génicas do proprio or-
ganismo (como, por exemplo, sequéncias de
RNAmM) ou baseado em analises de conserva-
¢ao provenientes de alinhamentos de geno-
mas de  espeécies  filogeneticamente
relacionadas.

Especialmente para o caso de organis-
mos eucariodticos, alinhamentos de sequéncias
oriundas de bancos de dados de proteinas ou
de transcritos contra o genoma em anotacao
permitem aferir que, geralmente, os gaps
constituem os introns. Esta premissa é fre-
quentemente acompanhada pela observacao
de que as sequéncias limitrofes dos introns
identificados constituem os dinucleotideos
consenso GT e AG, caracteristicos sitios 5" e
3’ dos introns. Estes alinhamentos geram
forte evidéncia dos componentes das estru-
turas dos genes, muitas vezes definindo
completamente a localizacao de cada éxon e
cada intron (Figura 4-4).

Procura ab initio de genes

A predicdo ab initio, por sua vez, depen-
de tanto da informacdo de detectores de si-
nais quanto de conteddo para delimitar a
sequéncia génica. Para tal, os algoritmos que
se valem desta estratégia utilizam redes neu-
rais, transformadas de Fourier e, mais comu-
mente, modelos de Markov. Para realizar
estas deteccdes, os algoritmos sao treinados
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com sequéncias conhecidas do genoma em
questdo. Por exemplo, a Figura 5-4 ilustra o
grau de conservacdo dos nucleotideos pre-
sentes na sequéncia de Kozak de Drosophila
melanogaster, perfil este que pode ser utili-
zado na predicao de novas sequéncias codifi-
cantes neste organismo. Outro exemplo pode
ser observado no grau de conservagao das
regides 5’ e 3’ provenientes de introns de ge-
nes humanos (Figura 6-4).

Dentre as limitagcbes da predicao ab
initio esta o fato de que, usualmente, o resul-
tado obtido se refere as regides codificantes,
sem informacdes sobre regides nao traduzi-
das ou transcritos provenientes de splicing
alternativo.

Assim, para sobrepujar estas limitacdes
a combinacao das duas estratégias parece ser
a mais eficaz nos fluxos de trabalho utilizados
para predicao de genes em genomas sequen-
ciados. Para tanto, alguns destes algoritmos
sao treinados com modelos génicos ja conhe-
cidos, de organismos filogeneticamente pro-
ximos e, assim, provavelmente possuem uma
estrutura génica muito parecida com a do or-
ganismo que esta em analise.

Anotacao de regides codificantes

O passo seguinte a identificacao de se-
quéncias que possivelmente constituem ge-
nes é a sua anotacdo. A anotacdo manual foi
bastante utilizada na analise dos primeiros
genomas. Entretanto, devido a complexidade

e ao alto numero de sequéncias genémicas
disponibilizadas a cada dia, ha um consenso
de que a anotacdo automatica estd se tor-
nando indispensavel.

A forma mais simples de anotacao au-
tomatica se da pela anadlise de uma série de
diferentes mecanismos de predicao e delimi-
tacao de sequéncias génicas e, entao, utiliza-
¢cao de um algoritmo de selegao, também
denominado de combiner. Este algoritmo tem
a funcao de selecionar a predicdo que melhor
represente os modelos génicos frente os al-
goritmos utilizados. Para tanto, os combiners
estimam os tipos e as frequéncias de erros
oriundos de cada programa de predicao, es-
colhendo posteriormente as combinagées de
evidéncias que minimizam tais erros. Apds as
predicbes ab initio e baseados em evidéncia,
alguns dos combiners devem ser treinados
com sequéncias ndo previamente utilizadas
nos programas de predicdes de genes.

Os combiners mais atuais utilizam téc-
nicas que combinam evidéncias nao estocas-
ticas ponderadas (nonstochastic weighted
evidence) que computam tanto o tipo quanto
a abundancia de uma evidéncia para o calculo
da sequéncia génica consenso. Uma lista dos
algoritmos mais utilizados para confeccao de
fluxos de trabalho para identificacao de ge-
nes esta disponivel na Tabela 2-4.

A anotacdo da funcao de genes é um
processo basicamente comparativo, sendo
utilizados bancos de dados de proteinas, co-
mo o NCBI ou o UniProt (trEMBL + Swiss-Prot)
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Figura 4-4: Identificacao de genes baseada em evidéncia. Utilizando BLASTh com base em dados
de transcritoma (cDNA, em azul), pode ser alcancada uma aproximacao da sequéncia do gene
(vermelho), inclusive permitindo a delimitacdo de éxons e introns. As regiGes de identidade
estao delimitadas por tracos verticais. Com base na sequéncia de introns (quadros na porcao
inferior), & possivel construir modelos para sua predicao. Modelo construido com base no gene
F10€9.5 de Caenorhabditis elegans (cédigo de acesso NCBI NC_003281).
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Figura 5-4: Padrao de conservacdo de
nucleotideos da sequéncia de Kozak, baseado
no alinhamento de 30 sequéncias de cDNA
obtidas de D. melanogaster e analisados junto
ao servidor WeblLogo. A medida de
conservacao e refletida pela altura da base.
Os numeros abaixo representam o codon de
inicio de traducao (1 a 3), o segundo cédon do
mMRNA (4 a 6) e a regiao a montante (-8 a-1).

ou de dominios proteicos (PFAM, NCBI CDD,
Interpro). Uma das vantagens da utilizacdo do
Swiss-Prot como banco de dados para identi-
ficacao dos produtos génicos se refere ao fa-
to deste ser um banco de dados
manualmente curado, ou seja, inspecionado
contra possiveis erros decorrentes da anota-
cao automatica. Com base nestas analises,
quatro grupos distintos de anotacées podem
ser realizadas:
i) a existéncia de um ortdlogo direto
previamente caracterizado, revelado
por BLAST, gerara a anotacao com base
no nome do ortdlogo;
ii) a inexisténcia de um ortdlogo direto,
mas a presenca de um dominio proteico
conservado, revelado por andlises em
PFAM ou Interpro, gerara a anotacao
“domain containing protein” ou proteina
contendo o dominio;
iii) a inexisténcia de ortdlogos diretos
previamente caracterizados ou dominios
conservados confere as anotacées pro-
teina predita (predicted protein) ou pro-
teina hipotética (hypothetical protein);
iv) quando um gene codificante de pro-
teina hipotética possui ortélogos diretos,
eles sao denominados codificadores de
proteina hipotética conservada
(conserved hypothetical protein).

Outro passo na anotagao da funcao de
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Figura 6-4: Padrdao de conservacdo de
nucleotideos nas regides 5’ (painel superior) e
3" (painel inferior) de introns humanos.
Resultado obtido pelo alinhamento de 100
sequéncias intrénicas e analisados junto ao
servidor WeblLogo. A medida de conservacao
e refletida pela altura da base. Os numeros
abaixo de cada esquema indicam o inicio e o
fim do intron (O e 1 no esquema superior; -2 e
-1 no esquema inferior), assim como as
regides adjacentes.

genes se refere a predicao da localizacao da
proteina codificada por este gene. Por exem-
plo, se uma proteina possui muitas regides hi-
drofdbicas, compativeis com sua insercao em
membrana, possivelmente esta sera uma
proteina integral de membrana. Adicional-
mente, proteinas secretadas ou enderecadas
a alguma organela geralmente apresentam
uma sequéncia sinal.

Diversas ferramentas estdo disponiveis
para localizacao de dominios transmembrana
(TMHMM, TMPred, HMMTOp), baseando-se
em metodos estatisticos para afericao da
presenca destes dominios. Métodos mais ro-
bustos para determinar a localizacao celular
de um produto génico foram desenvolvidos e
se baseiam em uma diversidade de métodos
estatisticos, geralmente treinados com se-
quéncias proteicas conhecidamente perten-
centes a algum sub-compartimento celular
(Tabela 3-4). De uma maneira geral, todas
estas ferramentas sdo utilizadas na constru-
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Tabela 2-4: Principais algoritmos utilizados na predicao de genes e a sua funcionalidade.

Algoritmo

Descricao

Aplicacao

Predicdes ab initio e baseados em evidéncia

Augustus Aceita evidéncias baseadas em transcriptomas e banco de dados de  Eucariotos
proteinas

FGNESH Arquivos para treino derivados de andlise do fabricante Eucariotos

fgenesB Predicdo de genes e operons em bactérias baseadas em padréese  Procariotos
cadeias de Markov

Genemark Arquitetura de busca baseada em self-training Procariotos e

eucariotos

Twinscan Extensao do algoritmo Genscan que utiliza homologia entre dois Eucariotos
genomas para guiar a predicao de genes

GenomeScan Extensao do algoritmo Genscan que utiliza BLASTx para guiar a Eucariotos
predicao de genes

Glimmer Utiliza modelos de Markov interpolados Procariotos

Combiners

Evidence Modeler Tem como resultado um modelo génico pela combinagao de

Eucariotos

evidéncias obtidas a partir de alinhamento de dados transcriptémicos
e proteémicos com predicdes ab initio

Evigan

Algoritmo de evidéncias probabilisticas que usa redes Bayesianas

Eucariotos

para pontuar e integrar predicdes ab initio e baseadas em evidéncia

para produzir modelos génicos.

cao de fluxos de trabalho que integram dife-
rentes ferramentas para analisar o resultado
da predicao de cada gene, conferindo uma
anotacao geral (Figura 7-4).

4.5. Identificacao/anotacao RNANc

Considerando o dogma central da biolo-
gia molecular, no processo de sintese proteica
(traducdo) ha a participacao direta de pelo
menos trés classes distintas de RNAs:

i) o RNA mensageiro, que servird de

molde para sintese da proteina;

ii) 0 RNA ribossémico que, como indica o

nome, € um componente estrutural e

funcional dos ribossomos;

i) o RNA transportador, que funciona

como adaptador, carreando aminodci-

dos para serem incorporados na cadeia
nascente da proteina durante o proces-
so de traducao.

A anotacao de genes de RNAs ndo codi-

ficantes - RNAnc (RNAt, RNAr, dentre outros)
ainda nao apresenta um grande numero de
programas quando comparada as estratégias
disponiveis para anotacao de genes codifican-
tes de proteinas. Isto se deve, principalmente,
a grande heterogeneidade e a pequena con-
servacao dos RNAnc quando comparados a
sequéncias de proteinas. Ao contrario de ge-
nes codificantes de proteinas, RNAnc geral-
mente nao apresentam conservacao de
sequéncia 192, dificultando a deteccdo destes
genes.

Um dos mecanismos mais utilizados na
busca de RNAt em genomas é o tRNAscan-SE.
Este algoritmo se baseia em uma série de
calculos estatisticos que avaliam, entre ou-
tros parametros, o potencial local para for-
macao das estruturas 2% tipicas de tRNAs
em forma de trevo, assim como a presenca
de bases invariantes que definem regides
conservadas presentes nos promotores des-
tes genes. Outro mecanismo de busca de
RNAts se refere ao algoritmo ARAGORN. A
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Tabela 3-4: Principais algoritmos utilizados na predicao da localizacao celular de proteinas.

Algoritmo Descricao Aplicacao

BaCello Com base na composi¢ao de aminoacidos e sequéncias de treino,  Plantas, animais e
prediz em 5 localizag6es (secretada, citoplasmatica, nuclear, fungos
mitocondrial e cloroplastica)

LOCtree Com base na sequéncia N-terminal, prediz a localizacdo em Eucariotos e
secretada, citoplasmatica, nuclear, mitocondrial, cloroplasticae  procariotos
organelar.

TARGETp Com base na sequéncia N-terminal, prediz a localizacdo como Eucariotos e
secretada, mitocondrial e cloroplastica, dentre outras. procariotos

Wolf PSORT  Com base na sequéncia N-terminal e regras empiricas, classifica o Animais, fungos e
enderecamento em cloroplastico, citosélico, citosesqueleto, plantas
reticulo endoplasmatico, extracelular, golgi, lisossémico,
mitocondrial, nuclear, peroxissomal, membrana plasmatica e
membrana vacuolar. Permite localizacdo multipla.

Cell-PLoc Permite realizar a localizacdo de proteinas em mais de 25 Eucariotos,

diferentes locais, baseados em treino com sequéncias cuja

proteina tem localizacdo conhecida.

estratégia deste programa para a procura de
tRNAs em sequéncias nucleotidicas se baseia
em algoritmos heuristicos para a predicao da
estrutura do tRNA baseada na homologia com
sequéncias conservadas, assim como a po-
tencialidade de formar estruturas 22 tipicas
do tRNA. Por fim, o tRNAfinder se baseia em
calculos para deteccao da estrutura 2@ do
RNA predito para identificar genes de tRNA.

Ja a predicdo de RNArs é baseada em
conservacao de sequéncias. Ao passo que or-
ganismos procariéticos possuem geralmente
trés moléculas de RNAr (23S, 165 e 55) com-
pletamente maduras e funcionais, eucariotos
possuem quatro (285, 185, 5.85 e 55). Cada
uma destas sequéncias apresenta grande
grau de conservacao com os ortélogos de di-
ferentes organismos. Desta forma, ferra-
mentas baseadas em Modelos Ocultos de
Markov, como o RNAmmer, foram construi-
das para delineamento dos genes responsa-
veis pelos RNArs. Adicionalmente, um grande
banco de dados com familias de RNA foi
construido, e a cada ano novas adices de se-
quéncias de RNAs sdo feitas ao RFam. Estas
familias podem ser classificadas em trés
grandes grupos:

i) RNAs nao codificantes (RNANc);

procariotos e virus

i) elementos estruturais regulatorios
em cis, caracteristicos de alguns RNAm
que desempenham funcao de regulacao
da expressao génica principalmente por
meio da formacao de estruturas 2°@s;
iii) RNAs que podem sofrer o processo
de auto-splicing.

Cada uma destas familias é representa-
da por alinhamentos multiplos, consensos de
estruturas 24 e modelos de covariancia. Por
meio de comparacao de sequéncias com 0s
consensos obtidos para os modelos de cada
familia, é possivel identificar genes responsa-
veis pelos rRNAs, tais como os snoRNAs, que
sdo componentes do spliceossomo. Existe
ainda, contudo, uma grande gama de outros
RNANc que nao apresentam grau de conser-
vacdo necessario para formar uma familia.

Identificacao de pequenos RNAs

O termo “pequeno RNA” &, conceitual-
mente, muito vago e acaba englobando dife-
rentes classes destes, como microRNAs,
siRNAs, TAS-siRNAs, tRFs, entre outras. Con-
tudo, existem caracteristicas dos pequenos
RNAs que podem ser utilizadas para identifi-
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car as classes distintas: ndo codificam protei-
nas (apesar de alguns serem originados de
regides codificadoras), possuem tamanho va-
riando entre poucas dezenas de nucleotideos,
suas rotas de biogénese e seus papéis funcio-
nais.

Os pequenos RNAs fazem parte de um
grupo de pequenas moléculas, sendo conhe-
cidos ha décadas, e inicial e erroneamente
creditados como produtos de degradacao de
RNA, ndo possuindo um papel bioldgico espe-
cifico. Com a identificacdo do fenémeno de si-
lenciamento génico (RNAI) foi observado que
pequenos RNAs poderiam, de fato, desempe-

Predicao de Genes

Comparacao contra
bancos de dados

l

NCBI
Uniprot

Ortélogo direto?

v

Anotacao baseada no
gene ortélogo

Proteina hipotética

¥

Predicao de dominios NCBI CDD
PFam
conservados
Interpro
TMHMM
Predicao da localizacao SI=uElly
Cell-PLoc

Figura 7-4: Um fluxo de trabalho genérico
para anotacao de genes.

nhar um papel funcional, regulando a expres-
sdo génica em varios niveis. Devido ao papel
de forte regulador da expressao génica, muita
atencao tem sido dada aos pequenos RNAs,
com um ndmero crescente de trabalhos sen-
do feitos relacionando estes com patologias e
controlando processos basicos do desenvol-
vimento.

O RNAI, algumas vezes denominado de
“silenciamento génico”, € um mecanismo que
induz a diminuicao da expressao génica de um
transcrito alvo através da clivagem do trans-
crito alvo e sua posterior degradacao, ou
através da repressao da maquinaria de tra-
ducdo. Estes mecanismos sao denominados
também de Silenciamento Génico Pdés-Trans-
cricional (PTGS - no inglés) (Figura 8-4). Exis-
tem adicionalmente alguns pequenos RNAs
que induzem silenciamento génico em nivel
transcricional, ligando-se em regides de DNA,
impedindo sua transcricdo. Este mecanismo é
denominado de Silenciamento Génico Trans-
cricional (TGS - no inglés).

As metodologias de sequenciamento de
alta eficiéncia tem auxiliado de maneira con-
tundente na caracterizacao de pequenos
RNAs, sendo que variacbes de protocolos
também possibilitaram validar alvos (técnica
de degradoma) e identificar pequenos RNAs
associados com proteinas especificas (se-
quenciamento de &cidos nucleicos associados
a proteinas imunoprecipitadas).

Existe uma grande diversidade de pe-
quenos RNAs em células eucaridticas, sendo
os principais listados na Tabela 4-4. Dentre
estas, os microRNAs sao a classe de peque-
nos RNAs melhor descrita. Caracterizam-se
por serem transcritos a partir de genes MIR,
geralmente intergénicos, por uma RNA poli-
merase I, resultando em um pri-miRNA, o
qual recebe um 5-CAP e um 3'-poli-A. Este
pri-miRNA é processado por um complexo
proteico, denominado D-body, o qual é or-
questrado por uma enzima classicamente de-
nominada DICER ou DROSHA (RNAses classe
l), resultando na liberacdo do pré-miRNA.
Este apresenta estrutura em forma de gram-
po devido a alta complementaridade que suas
extremidades 5' e 3' possuem. O pré-miRNA é
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novamente processado por uma enzima
DICER, liberando o microRNA maduro, dupla-
fita, de aproximadamente 20 nucleotideos de
comprimento, o qual é reconhecido por uma
enzima ARGONAUTA e direcionado ao PTGS
(Figura 9-4).

Outra classe bastante estudada se re-
fere aos siRNA (small interfering RNAs), os
quais tem a biogénese bastante variada, po-
dendo ser derivados de regides de sobreposi-
cdo de genes em orientagao inversa
natsiRNAs  (natural  anti-sense  small
interfering RNAs). A transcricdo de ambos
transcritos resulta em uma regido de dupla-
fita complementar, a qual é reconhecida por
uma enzima DICER que cliva o natsiRNA, re-
sultando na sua forma madura (aproximan-
damente 24 nt).

Existem também os tasiRNA (trans-
acting small interfering RNAs), derivados do
processamento do transcrito alvo de um mi-
croRNAs. Para a sintese de tasiRNA, é neces-

A - Clivagem

sario uma RNA polimerase dependente de
RNA, a qual utiliza o microRNA como iniciador
da transcricdo e a sequéncia transcrito alvo
como molde. O longo RNA dupla-fita resul-
tante é reconhecido também por uma enzima
DICER, a qual cliva o tasiRNA, resultando na
sua forma madura (aproximadamente 20 nt).
Os siRNAs sao reconhecidos por enzi-
mas argonautas e podem tanto induzir o si-
lenciamento génico por PTGS, mas também o
remodelamento de cromatina, controlando a
expressao génica em nivel trancricional (TGS).
A interacao entre microRNAs e transcrito alvo
e a melhor caracterizada, ndo sendo neces-
sario uma complementariedade perfeita entre
o microRNA e transcrito alvo, apesar disto ser
mais comum em plantas. Em animais existe
uma regiao de maior complementariedade
denominada seed a qual se localiza entre a 2°
e 72 bases no microRNA, e esta relacionada a
especificidade do microRNA com seu trans-
crito alvo. Outra caracteristica é o fato de ha-

B - Repressao da Traducao

Figura 8-4: Mecanismo de PTGS. A) clivagem: 1, uma proteina argonauta reconhece uma fita do
pequeno RNA; 2, O microRNA associado com uma argonauta reconhece um transcrito alvo; 3,
ocorre a clivagem do transcrito alvo na posicao medial do microRNA; 4, degradacao do
transcrito alvo clivado por nucleases. B) repressa@o da traducdo: 1, uma proteina argonauta
reconhece uma fita do pequeno RNA; 2, o microRNA associado com uma argonauta reconhece
um transcrito alvo; 3, ocorre repressao da maquinaria de traducdo.
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Tabela 4-4: Principais classes de pequenos RNAs com funcao regulatdria.

Tamanho (nt) Funcao

bioldgica

Mecanismo de acao

Organismos

microRNA 21-24 PTGS Clivagem e repressao Intergénica e introns  Plantas, animais,
ou miRNA da maquinaria de fungos e virus
traducao
SiRNA 21-24 PTGS, TGS Clivagem, repressao da  Intergénica, éxons e  Plantas, animais,
magquinaria de tradugao introns fungos e virus
e metilacao de DNA
tasiRNA 21-22 PTGS Clivagem Transcritos alvo de  Plantas, animais
microRNAs e fungos
natsiRNA 21-22 PTGS Clivagem Transcritos Plantas
convergentes
parcialmente
sobrepostos

ver pareamento guanina - uracila (G-U), tam-
bém denominado de wobble entre o transcri-
to alvo e o microRNA (Figura S-4).

Existem dois desafios principais no em-
prego da bioinformatica a pequenos RNAs. O
primeiro é relativo a identificacdo da regiao,
ou precursor, que da origem ao pequeno RNA.
O segundo envolve a identificacdo dos genes
alvos regulados por estes. As metodologias
de identificacdo da regiao que resulta no pe-
queno RNA variam com a classe de pequenos
RNAs e estdo intimamente relacionadas as
suas biogéneses.

Os microRNAs sao a classe melhor ca-
racterizada, de forma que h& uma maior dis-
ponibilidade de ferramentas para identificacdo
destes, como os algoritmos miRTools,
miRDeep, miRExpress, miRAnalyser e miRCat.
A funcionalidade geral destes programas se
baseia na analise de reads de sequenciamento
de bibliotecas de pequenos RNAs e na delimi-
tacdo das regides de ancoramento com o ge-
noma. Com base no conjunto de sequéncias
ancoradas, sao realizados calculos para ava-
liacdo da estabilidade da possivel estrutura
em forma de grampo gerado pelo transcrito.

Para as demais classes, nao existe uma
metodologia padrao, sendo que variacbes da
ferramenta BLAST sao geralmente utilizadas.
Para a identificar siRNAs, por exemplo, pode-
se empregar a ferramenta SiloCo. Mas é

bastante comum laboratérios que pesquisam
pequenos RNAs desenvolverem suas proprias
ferramentas.

Ja os programas de predicao de alvos de
microRNAs e siRNAs podem ser baseadas em
ferramentas como o BLAST, procurando re-
gides complementares ao pequeno RNA. O
problema é que esta técnica gera um numero
muito grande de falsos-positivos. Com isso,
algumas ferramentas comecaram a utilizar
outros aspectos envolvidos na interacao entre
pequenos RNAs e transcritos alvos, tais como
caracteristicas energéticas, a presenca da re-
giao seed (em humanos), o pareamento per-
feito entre 10-11 pares de base do microRNA
(valido somente para PTGS, por clivagem) e a
conservacao de microRNAs e transcritos alvo
em organismaos diferentes.

Mesmo assumindo estas regras, exis-
tem muitas interacdes entre microRNA e
transcrito alvo que sdo excluidas, e muitas
falsas que sao incluidas, fazendo como que
seja necessario a validagao experimental
desta interacao. Especialmente para organis-
mos modelo, existem bancos de dados pro-
prios que disponibilizam, baseados em
ferramentas de predicao, os possiveis alvos
para um determinado miRNA. Um importante
banco de dados é o microRNA.org, cujas pre-
dicdes foram realizadas pelo algoritmo
miRanda.
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Figura S-4: Modelo simplificado da biogénese
de microRNAs. A partir de um gene MIR, um
pré-miRNA é transcrito e processado num D-
body, por uma enzima DICER, liberando o pre-
miRNA, o qual é processado novamente por
uma enzima DICER, liberando a forma madura
do miRNA. Este é reconhecido por uma
enzima argonauta e direcionado ao transcrito
alvo, induzindo o silenciamento génico.

4.6. Conceitos-chave

Anotacao funcional: conjunto de abordagens que
predizem a fungdo e classificam uma pro-
teina codificada por um genoma.

Contig: conjunto de segmentos de DNA com so-
breposicdo de sequéncia que, conjunta-
mente, representam uma sequéncia
consenso de DNA

Detectores de conteldo: sistemas para delimi-
tacdo de regides codificantes baseados na
classificacdo da sequéncia em codificante
ou ndo codificantes, baseada em calculos

estatisticos ou em conservacdao de se-
quéncia. Compreendem detectores extrin-
secos e intrinsecos.

Detectores de sinais: sistemas para delimitagao
de regides codificantes baseados em ca-
racteres funcionais de genes, como ele-
mentos canonicos necessarios a
transcrigao ou traducdo.

N50: indice associado a qualidade de montagem
de um sequenciamento. Um valor de N50
igual a N significa que 50% dos reads es-
tdo montados em um contig de tamanho N
ou maior.

ORF: open reading frame ou fase aberta de lei-

tura. Refere-se a toda sequéncia nucleoti-

dica delimitada por um cédon de inicio e

um cédon de término de tradugdo.

Predicdo baseada em evidéncia: identificagdo de
sequéncias codificantes baseada em ex-
perimentos prévios, como transcriptomas.

Predicdo ab initio: identificagdo de sequéncias
codificantes baseada unicamente em cal-
culos estatisticos.

Reads: resultado obtido do sequenciamento de
um determinado clone ou fragmento de
DNA/cDNA.

Sequenciamento por Shotgun: metodologia de
sequenciamento caracterizado por frag-
mentacdo aleatéria de um grande seg-
mento de DNA, determinacao individual da
sequéncia de cada um dos fragmentos e
agrupamento dos reads obtidos em
contigs.

Sinais transcricionais: sequéncias conservadas
associadas ao processo de transcricao,
como por exemplo TATA box, Sitios de cli-
vagem e poliadenilagao, etc.

Sinais traducionais: sequéncias conservadas as-
sociadas ao processo de tradugao, como a
sequéncia de Kozak, cdédon de inicio de
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traducdo, sitio de ligacdo de ribossomo,
etc.

Transcriptoma: sequenciamento e avaliagdo ge-
ral de transcritos de uma célula/tecido
com o intuito de descrever os RNAs pre-
sentes naquele momento. Além de trazer
informagdes sobre a situacdo fisioldgica
daquele conjunto de células, permite
construir modelos para procura de genes
baseados em evidéncia.
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