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Resumo

Projetos de seqlienciamento de genomas obtém as bases que compoem seqiiéncias
biolégicas de um organismo, de tal forma que suas fungoes possam ser inferidas.
As inferéncias de fungoes bioldgicas constituem uma das tarefas mais importantes
destes projetos, as quais sao realizadas na fase de anotacao. Existem softwares
e bases de dados que podem auxiliar os bidlogos a realizar esta tarefa com uma
maior acuracia e eficiéncia. Esta etapa é chamada de anotagao automatica. Os
bidlogos decidem as fungoes bioldgicas ou classificagoes das seqiiéncias, com base
nos seus conhecimentos bioldgicos. Esta etapa é chamada de anotagao manual.

Sistemas Multiagente possuem uma arquitetura propria onde agentes inteli-
gentes ou entidades autonomas interagem entre si de maneira cooperativa, com-
partilhando um objetivo comum ou agindo de acordo com seus objetivos indivi-
duais. Neste contexto, este trabalho propoe um sistema baseado na abordagem
de Sistema Multiagente para apoiar o processo de anotagao manual. A arquite-
tura do sistema prové a combinacao de diferentes agentes, de tal forma que estes
interajam entre si e com o ambiente, cooperando de forma a sugerir anotacoes
manuais que deverao ser validadas pelos biélogos. Um protétipo, denominado
BioAgents, foi desenvolvido sob uma arquitetura multiagente com abordagem
blackboard a fim de validar a proposta. Como estudo de caso, aplicamos o Bio-
Agents em dois projetos de seqiienciamento de genomas, cujo processamento foi
realizado pelo Laboratério de Bioinformatica do Instituto de Biologia da UnB, a
saber: Projeto Genoma Funcional e Diferencial do Paracoccidioides brasilienses
(Projeto Genoma Pb) e o Projeto Genoma Funcional e Genética Gendmica de
Paullinia cupana (Projeto Genoma Guarand).

Palavras-chave: projeto de seqiienciamento de genomas, anotagao manual, sis-
temas multiagente, blackboard



Abstract

Genome sequencing projects provide the basis to form the biological sequences of
an organism, in such a away that their functions can be inferred. The biological
function inferences constitute one of the most important tasks of these projects,
which is carried through the annotation phase. There are softwares and databases
that can help the biologists through with improved accuracy and efficiency. This
task is called automatic annotation. The biologists decide the biological functions
or the classification of the sequences based on their own biological knowledge.
This task is called manual annotation.

Multiagent Systems provide an architecture where intelligent agents or auto-
nomous entities interact with each other in a cooperative way, where they can
share a common goal or act according to their own interests. This work presents
a system based on the Multiagent System approach to support the process of
manual annotation. The architecture of the system provides the combination of
different agents, in such a way that these agents must interact among themselves
and with the environment, suggesting annotations that will be later validated by
the biologists. A prototype called BioAgents was developed under a multiagent
architecture according to a blackboard approach in order to validate the proposal.
Two study cases were developed applying the BioAgents in two genome sequen-
cing projects of the Bioinformatics Laboratory of the Biology Institute of UnB
- The Paracoccidioides brasilienses Functional and Differential Genome Project
(Genome Pb Project) and The Paullinia cupana Functional and Genome Genetic
Project (Genome Guarana Project).

Keywords: genomes sequencing project, manual annotation, multiagent systems,
blackboard
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Capitulo 1

Introducao

Em 1953, os pesquisadores James Watson e Francis Crick, baseados em vérios tra-
balhos anteriores sobre o Deozyribonucleic Acid (DNA ), publicaram um trabalho
na revista Nature intitulado Molecular Structure of Nucleic Acids- A Structure for
Deoxyribose Nucleic Acid [151]. Com esta publicaco, era anunciado ao mundo
a descoberta da estrutura do DNA. Desde essa época, a comunidade cientifica
vem dispendendo grandes esforcos com o objetivo de compreender melhor a es-
trutura e o funcionamento da biologia molecular dos seres vivos, sendo que estes
esforcos tém sido os propulsores dos avancos em técnicas da Biologia Molecu-
lar e, mais recentemente, da Biologia Computacional, também conhecida como
Bioinformatica.

No inicio da década de 90, foi iniciado o Projeto Genoma Humano, que visava
mapear e seqiienciar, por completo, o genoma humano. Este projeto foi concluido
em 2001 [150, 99], e apresentou o genoma humano com 3 bilhdes de pares de
bases e aproximadamente 30.000 genes, tornando-se um marco importante para
o desenvolvimento das pesquisas genéticas em todo o mundo.

O Projeto Genoma Humano e intimeros outros projetos de seqiienciamento de
genomas surgidos em todo o mundo propiciaram grandes e rapidos avangos em
técnicas da Biologia Molecular e Bioinformatica [108]. Assim, desde a década de
90, podemos observar um crescimento exponencial no volume de dados gerados
pelos diversos projetos de seqiienciamento de genomas. Em relacao ao gerencia-
mento e andlise destes dados, a area de Computacao tem desenvolvido técnicas
e softwares que apoiam o esfor¢co dos bidlogos no armazenamento e andalise dos
dados gerados nestes projetos.

No desenvolvimento de um projeto de seqiienciamento de genomas, existem
diversas tarefas a serem realizadas, no entanto, destacamos a compreensao e in-
terpretacao dos dados resultantes do processo de seqlienciamento, que usa basica-
mente algoritmos para comparacao entre seqiiéncias biologicas. A execugao desta
tarefa é conhecida como processo de anotagao.

Comparar seqiiéncias ¢ uma das operacoes mais bésicas em Bioinformaética
e consiste em buscar regioes semelhantes entre seqiiéncias. Seqiiéncias bastante
similares entre si geralmente implicam similaridades estruturais e funcionais entre
organismos.

A comparacao de seqiiéncias é utilizada em projetos de seqlienciamento de
genomas comparando as seqiiéncias geradas no projeto com seqiiéncias de bancos
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de dados privados e/ou publicos (como o GenBank [57]) que tiveram suas fungoes
biolégicas previamente determinadas.

Algoritmos como os de Needleman-Wunsch [119] e Smith-Waterman [139], am-
bos baseados na técnica de programacao dinamica, sao classicos para a resolucao
do problema de comparacao de seqiiéncias. Outros métodos de comparacao de
sequiencias, baseados em heuristicas, sao encontrados nas ferramentas Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) [43] e o FASTA [109, 124]. A comparagao de
seqiiéncias utilizando estes métodos computacionais é conhecida como anotacao
automdtica (in silicol).

Com base nos resultados da anotacao automatica, os biélogos tém que decidir
as funcoes bioldgicas a serem associadas as seqiiéncias geradas no projeto. Esta
tarefa é conhecida como anotagao manual.

A anotacao manual garante acuracia e completude ao entendimento dos dados
biolégicos e tem como objetivo decidir fungoes de genes das seqiiéncias geradas
em um projeto de seqiienciamento, usando fungoes conhecidas de genes similares
disponibilizados em bases de dados biolégicas [102, 75]. E importante observar
que ha projetos de seqiienciamento no qual o processo de anotacao estende-se
a uma etapa conhecida como re-anotagao. De acordo com [118], a re-anotagao
consiste em obter informacoes adquiridas da anotagao original, revisando-as e
comparando-as com novos modelos e dados avaliados, a fim de se obter novas
caracteristicas e informagoes sobre as seqiiéncias originalmente anotadas. Enfim,
re-anotagoes podem ser feitas ao longo do tempo nao apenas pela disponibilidade
de técnicas computacionais mais recentes e confiaveis, mas também devido a erros
de andlise (por exemplo, anotagoes erradas de fungoes relacionadas a proteinas e
genes diferentes anotados com o mesmo nome) que podem ocorrer na tarefa de
anotacao manual [90, 148].

Este trabalho estd relacionado a anotacao manual, tarefa inserida entre a
anotacao automadtica e a re-anotacao (quando esta é executada). A hipétese do
trabalho é o fato de que os bidlogos decidem - devido ao conhecimento técito,
adquirido com a experiéncia profissional que estes possuem acerca da anotacao
de genomas - a anotacao de uma determinada seqiiéncia. No entanto, na tarefa
de anotacao manual, ha operagoes - como a anotacao de produtos biolégicos (por
exemplo, proteinas) - que podem ser automatizadas a fim de reduzir o trabalho
dos bidlogos, auxiliando-os na conclusao desta etapa. O foco deste trabalho é
utilizar a abordagem de Sistemas MultiAgente (SMA) [143, 152, 157, 129, 112]
na tarefa de anotacao manual, propondo um mecanismo automatico que proveée
anotacoes manuais aos projetos de seqiienciamento de genomas.

Observando este contexto, é proposta uma arquitetura baseada em SMA com
objetivo de auxiliar os bidlogos durante a tarefa de anotacao manual, permi-
tindo que a execucao desta tarefa seja realizada com uma maior acurdcia. A
arquitetura proposta combina diferentes agentes com algoritmos em mineragao
de dados [81, 156] e ontologias especificas [92, 50], interagindo entre si e com o
ambiente, cooperando de forma a sugerir anotagoes manuais que deverao ser va-
lidadas pelos bidlogos [105]. Para validar esta proposta, este trabalho apresenta
a implementagao do protétipo denominado BioAgents [107, 106]. Este protétipo

L Anotacao realizada por processamento computacional.
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esta sustentado em uma arquitetura multiagente conforme uma abordagem black-
board [121, 70, 71], na qual diferentes agentes trocam mensagens por meio de
vocabularios comuns de comunicacao e representagao de informacoes bioldgicas
encontradas nas bases de dados utilizadas pelo BioAgents. O ambiente de co-
municagao, bem como seus protocolos, estao sob gerenciamento do Java Agent
Development Framework (JADE) [55, 56]. O mecanismo de raciocinio utilizado
pelo BioAgents baseia-se em regras de producao, as quais foram implementa-
das utilizando a ferramenta Java Ezpert System Shell (JESS) [93]. O BioAgents
sugere uma anotacao manual com base no conjunto de resultados obtidos da
anotacao automatica de uma particular seqiiéncia do genoma analisado. Estas
sugestoes deverao ser validadas pelos bidlogos.

1.1 Contextualizacao

Existem diversos centros especializados no seqiienciamento de genomas espalha-
dos pelo mundo, tanto na esfera publica como privada. Como exemplo, pode-
mos citar o The Institute for Genomic Research (TIGR) [7] , o Sanger Centre-
Wellcome Trust Sanger Institute (SC-WTSI) [8], o European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) [67], o National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI) [9], dentre outros. No Brasil, em
1997, a Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) foi
a primeira instituicao governamental a apoiar o desenvolvimento de projetos de
seqiienciamento de genomas. Foi criado um instituto virtual conhecido como rede
Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis (ONSA).

O consércio ONSA, cujo modelo de formagao privilegiou a criacao de redes
de cooperacgao entre centros de pesquisa, integrou neste primeiro projeto diver-
sos laboratorios paulistas para seqiienciamento de DNA em larga escala, sendo
que o suporte na area de Bioinformatica encontrava-se centralizado no Instituto
de Computacao da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). O primeiro
resultado importante desse instituto, bem como o seu reconhecimento internaci-
onal, ocorreu com a publicacao do genoma da bactéria Xylella fastidiosa, agente
etioldgico, ou seja, o causador da Citrus Variegated Chlorosis (CVC'), mais co-
nhecida como praga do amarelinho. Esta doenca é capaz de destruir lavouras de
laranja, provocando perdas econdémicas consideraveis na produgao e, conseqiien-
temente, na exportagao do suco de laranja. Em ambito mundial, até o ano de
2001, o Xylella-C'VC foi o primeiro fitopatdgeno seqiienciado e anotado, o que
resultou em um marco histérico para a comunidade cientifica brasileira [137].

Apos o projeto de seqlienciamento da bactéria Xylella fastidiosa, a FAPESP
investiu em outros projetos, tais como o do mapeamento do genoma da cana-
de-agucar; do cancer humano, realizado em parceria com o Ludwig Institute for
Cancer Research; seqienciamento do genoma funcional do parasita Schistosoma
mansoni, causador da esquistossomose, popularmente conhecida como barriga
d’agua; entre outros projetos.

O governo federal, por meio do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT)
e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)
no final do ano de 2000, objetivando ampliar a competéncia nas atividades de
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pesquisa e manipulacao de genoma, langou o Projeto Genoma Brasileiro. Este
projeto teve a participacao de 25 laboratorios de Biologia Molecular, distribuidos
pelas 5 regices do pais. Como resultado, o projeto ja seqiienciou o genoma da
bactéria Chromobacterium violaceum [149]. O MCT e o CNPq induziram pro-
jetos em redes regionais de pesquisa, as quais sao: Rede Genoma do Estado de
Minas Gerais; Rede Genoma Nordeste (ProGeNe); Programa de Implantagao do
Instituto de Biologia Molecular do Parana; Programa Genoma do Estado do Pa-
rand (GenoPar); Programa de Implantacao da Rede Genoma do Estado do Rio
de Janeiro (RioGene); Ampliagdo da Rede de Genomica no Estado da Bahia;
Rede da Amazonia Legal de Pesquisas Genomicas (REALGENE); Programa de
Investigacao de Genomas Sul (PIGS); e Rede Genoma Centro-Oeste.

A Rede Genoma Centro-Oeste foi criada integrando institui¢oes de ensino e
pesquisa em Biologia Molecular dos seguintes estados: Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. O organismo seqiienciado foi o fungo Paracoc-
cidiodes brasiliensis (Projeto Genoma Funcional e Diferencial do Paracoccidioides
brasilienses - Projeto Genoma Pb) [82, 83, 61]. Foi criado o Laboratério de Bi-
oinformatica no Instituto de Biologia da UnB. Atualmente, este laboratério é res-
ponsavel pela bioinformatica do Projeto Genoma Funcional e Genética Genomica
de Paullinia cupana (Projeto Genoma Guarand) e do Projeto Andlise Genomica
Estrutural da bactéria Anaplasma marginale (Projeto Genoma Anaplasma).Os
projetos genoma Pb, Guarand e Anaplasma [10] serdo descritos neste trabalho .

Em 2002, foi criada na regiao Centro-Oeste a Rede de Pesquisa e Desenvolvi-
mento em Bioinforméatica do Centro-Oeste (BIOFOCO) que uniu a UnB, a UCB
e Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia. O projeto BIOFOCO [11] teve
seu desenvolvimento dividido em duas fases. A primeira fase, teve como objetivo
geral integrar as institui¢oes de pesquisa e ensino desta regiao e oferecer apoio aos
grupos de pesquisa genomica e protedomica, através da troca de conhecimentos,
ferramentas, sistemas e capacitacao de técnicos e pesquisadores [86]. Ja a se-
gunda fase, objetivou desenvolver um ambiente de grid computing (computagao
em grade), que consiste em compartilhar os recursos computacionais de diver-
sas maquinas distribuidas entre instituicoes de forma a executar aplicagoes em
larga escala. Nesta segunda fase, alguns trabalhos foram desenvolvidos e outros
encontram-se em desenvolvimento [140, 127].

1.2 Motivacao

A enorme quantidade de dados gerada pelos projetos de seqiienciamento resultou
em demandas que estimulam os pesquisadores a desenvolverem técnicas e softwa-
res cada vez mais eficazes para o auxilio e otimizacao da analise, interpretagao e
entendimento do significado bioldgico desses dados.

Neste contexto, a Bioinformatica possui como um dos seus grandes desafios
auxiliar os biélogos a minerar os dados, converter os dados experimentais em
informagoes biologicamente relevantes, perceber, explorar e testar suas idéias ra-
pidamente, acessar rapidamente as anotagoes armazenadas nas bases de dados ex-
ternas, executar softwares de apoio a anotacao e obter rapidamente as informacoes
geradas por eles, analisar as anotagoes existentes e gerar novas anotagoes manu-
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almente [102].

Portanto, a Bioinformatica apresenta-se como um dominio que necessita li-
dar com intimeras e volumosas bases de dados heterogéneas, bem como intimeros
softwares. Desta forma, verifica-se a necessidade de prover aos bidlogos ferramen-
tas que lhes proporcionem ganho no tempo dispendido para realizar tarefas como
a de anotacao manual.

Considerando as varias tecnologias e metdédos utilizados em Bioinformatica,
a area de Inteligéncia Artificial (IA), com énfase na abordagem de SMA, pode
ser usada como técnica computacional para o desenvolvimento e automatizacao
das tarefas de anotacao automatica, anotacao manual e re-anotacao em proje-
tos de seqiienciamento de genomas. Sua aplicagao na area de Bioinformética é
interessante por essa area ser um dominio que apresenta caracteristicas como ba-
ses de dados heterogéneas e descentralizadas, ambiente dinamico (por exemplo,
novos tipos de dados, novas bases de dados e alteracao das bases existentes sao
situagoes que podem ocorrer constantemente), a anotagdo poder ser realizada de
forma independente, entre outras.

Varios trabalhos na area de Bioinformatica utilizam técnicas de IA, através
do uso de abordagens distintas como a de SMA, Ontologias, Mineragao de Dados
(Data Mining) e Aprendizagem de Maquina (Machine Learning). Essas aborda-
gens tém sido aplicadas desde a busca e comparagao de genomas até a atualizacao
e/ou corregoes de seqiiéncias originalmente anotadas, objetivos das anotagoes au-
tomatica e re-anotacao. Assim, a grande maioria destes trabalhos possuem em
comum o apoio ao processo de anotagao. Porém, pelo tanto que sabemos, os
trabalhos da literatura que aplicam a metodologia de SMA para anotacao de
genomas nao sao aplicados exclusivamente na tarefa de anotacao manual.

1.3 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é aplicar a abordagem de SMA, através de uma
arquitetura prépria, para auxiliar os bidlogos a realizarem a tarefa de anotacao
manual em projetos de seqiienciamento de genomas, tendo como produto uma
arquitetura implementada e validada por estudos de caso. Os objetivos especificos
sao:

e Desenvolver um protétipo, baseado em uma arquitetura multiagente com
utilizacao de regras de producao, com o objetivo de prover sugestoes de
anotacoes manuais relacionadas as Expressed Sequences Tags (EST) iden-
tificadas nos projetos genoma Pb e Guarana. Estas sugestoes devem ser
confirmadas pelos bidlogos;

e Comparar as sugestoes do protétipo desenvolvido com as anotagoes manuais
ja realizadas para os projetos genoma Pb e Guarand, a fim de valida-lo;

Essa dissertagao estd organizada em seis capitulos. No Capitulo 2 sao des-
critos topicos como conceitos de Biologia Molecular e temas relevantes de Bioin-
formatica. No Capitulo 3 sao abordados topicos relacionados a conceitos e ao
desenvolvimento de SMA, bem como uma breve explanacao de temas relaciona-
dos ao SMA Proposto. No Capitulo 4 apresentaremos a arquitetura proposta
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nesta dissertacao, bem como as caracteristicas e a arquitetura do protétipo de-
senvolvido. No Capitulo 5 sao descritos topicos relacionados ao estudo de caso,
discussao dos resultados e trabalhos correlatos. Por fim, no Capitulo 6 sao des-
critas as conclusoes, bem como possiveis trabalhos futuros.

20



Capitulo 2

Bioinformatica

Desde o inicio do Projeto Genoma Humano em 1990, a Bioinformatica surge
como uma area de pesquisa com caracteristica interdisciplinar, que visa estudar,
desenvolver e aplicar técnicas e ferramentas computacionais ao processamento das
informagoes associadas as seqiiéncias bioldgicas e estruturas celulares estudadas
pela Biologia Molecular [123, 68, 94]. Estas informagoes s@o obtidas através dos
diversos e volumosos bancos de dados biolégicos existentes no mundo. Grande
parte destes bancos possuem dados incompletos e/ou com a presenga de ruidos,
o que traz a Computacao o desafio de aprimorar a corregao e eficiéncia dos algo-
ritmos desenvolvidos. Existem dois meios para se alcancar os grandes objetivos
da Bioinformatica:

e Prover um meio de gerenciar e organizar os dados biolégicos de forma a
facilitar o acesso as informacoes e a submissao de novos dados a medida que
estes sao gerados;

e Desenvolver ferramentas de manipulacao, processamento e analise dos dados
armazenados, para prover aos especialistas uma otimizagao do tempo de
trabalho e um ganho na qualidade da interpretacao dos resultados.

Sao tarefas tipicas executadas dentro da Bioinformatica: comparacao entre
seqiiéncias; encontrar todos (ou especificos) genes e proteinas de um dado ge-
noma; inferir tipos e fungoes de proteinas em uma dada seqiiéncia de aminoacidos;
determinar regides em estruturas e proteinas onde moléculas (por exemplo, de
medicamentos) podem ser ativadas [68].

Para a realizacao destas tarefas, usualmente sao investigadas as seqiiéncias
homologas que ja tiveram suas estruturas e fungoes comprovadas. Homologia
entre duas seqiiéncias (ou estruturas) sugere que elas possuem uma ligagdo em
comum (uma histéria evolucionaria em comum; compartilham um mesmo an-
cestral) e possivelmente a mesma fungao. Homologia pode ser computacional-
mente expressa pela similaridade [53]. Duas seqiiéncias sdo consideradas simila-
res, quando trechos destas seqiiéncias sao “aproximadamente iguais”, isto é, as
duas seqiliéncias tém exatamente os mesmos caracteres (por exemplo, bases nitro-
genadas), com poucas excegao de caracteres diferentes, ou inser¢oes e remogoes
de caracteres de uma das seqiiéncias em relacao a outra. Se existir similaridade
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alta entre duas seqiiéncias, observa-se um indicio que tais seqiiéncias podem ser
homologas [68].

Nesse capitulo sao apresentados conceitos basicos de Biologia Molecular na
Secao 2.1. Uma breve explanagao de como comparar duas seqiiéncias é feita na
Secao 2.3. Duas técnicas usadas em projetos de seqiienciamento de genomas,
bem como uma breve explanagao do conceito de EST, sao feitos na Segao 2.2. O
pipeline de projetos de seqiienciamento de genomas (fases de submissao, monta-
gem e anotacao) sao apresentados na Segao 2.4. Softwares utilizados na anotagao
automatica sao descritos na Secao 2.5. Por fim, a descricao de bases de dados
utilizadas processo de anotagao ¢ feita na Secao 2.6.

2.1 Conceitos Basicos em Biologia Molecular

Nessa secao apresentamos conceitos de Biologia Molecular que serao utilizados
nesta dissertacao.

2.1.1 DNA e RNA

Como repositério da informacao genética, o DNA ocupa uma posi¢ao Unica e
central entre as macromoléculas bioldgicas. As seqiiéncias nucleotidicas do DNA
descrevem as estruturas primarias de todas as seqiiéncias de Ribonucleic Acid
(RNA), proteinas celulares e das enzimas que sao capazes de controlar o tipo
e a quantidade de todos os componentes celulares. Assim, o DNA determina
caracteristicas genéticas de um ser vivo [100, 69].

O DNA é um dos dois tipos de acidos nucléicos encontrados dentro da célula
de um organismo. O DNA é composto por nucleotideos, onde cada nucleotideo é
composto por trés partes: uma pentose (agicar) denominada desoxirribose, um
grupo fosfato e uma base nitrogenada, que pode ser Adenina(A), Citosina(C),
Guanina(G) ou Timina(T) [52]. A Figura 2.1 exibe a estrutura de uma molécula
de DNA, que consiste de duas cadeias que se enrolam ao redor do mesmo eixo
formando uma dupla hélice, da direcao 5" para 3/, isto é, direcdo do carbono-5
para o e carbono-3 da pentose.

As bases A, G, C e T de ambas as fitas encontram-se ligadas dentro da dupla
hélice. As fitas sdo complementares entre si, ou seja, toda vez que aparecer
uma Adenina numa cadeia, Timina sera encontrada na outra, onde se encontrar
Guanina numa cadeia, encontrar-se-a Citosina na outra. As duas cadeias ou fitas
da hélice sao antiparalelas, isto ¢, suas ligagoes 5" e 3’ correm em dire¢oes opostas
(62, 69].

O outro tipo de acido nucléico é o RNA (Figura 2.1), que apresenta estrutura
celular similar a do DNA. A diferenca esta na pentose que compoe o nucleotideo,
que é uma ribose ao invés de uma desoxirribose, e na existéncia do nucleotideo
que possui uma base nitrogenada chamada Uracila (U), substituindo o nucleotideo
que possui a Timina [62, 52].

Varias classes de RNAs sao encontradas na célula, cada uma com uma fungao
distinta. Os RNA ribossomicos ou ribossomic RNA (rRNA) sao componentes
estruturais dos ribossomos, que sao grandes complexos envolvidos no processo
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Figura 2.1: (a) Estrutura molecular dos dcidos nucléicos DNA e RNA, e ligagao
entre bases nitrogenadas. (b) Estrutura molecular das pentoses: Ribose e Desoxir-
ribose. (c¢) Dupla hélice de DNA, mostrando a ligagao entre as bases nitrogenadas
complementares, Adenina/Timina e Citosina/Guanina (adaptadas de [1, 2, 3]).
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da sintese de proteinas. Os RNA mensageiros ou messenger RNA (mRNA) sao
acidos nucléicos que transportam a informacao de um ou de uns poucos genes até
o ribossomo, onde as proteinas correspondentes serao sintetizadas. Os RNA de
transferéncia ou transfer RNA (tRNA) sao moléculas adaptadoras que traduzem
a informagao presente no mRNA numa seqiiéncia especifica de aminoécidos [62].

O Dogma Central da Biologia Molecular

O dogma central define o paradigma da Biologia Molecular, em que a informacgao
é perpetuada através da replicacao do DNA [136]. Esta replicacao é o processo de
copia do DNA pai para formar as moléculas filhas, tendo seqiiéncias nucleotidicas
identicas, e é traduzida através de dois processos: transcricao - que converte a
informacao do DNA em uma forma mais acessivel (uma fita de RNA complemen-
tar); e tradugado - que converte a informacao contida no RNA em proteinas. A
Figura 2.2 ilustra o dogma central, de acordo com as fases de replicacao, trans-
cri¢ao e traducgao.

0 Dogma Central da Biologia Molecular
DNA
. Replicagio
.I |“f°““ﬂ‘§ﬂ°1 DHA duplicado
SERMPULRIIO LA RSCRAPNLR DT
SERRSLRNRERMRCRALSRII D RS
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Transcrigae
Sintese do RNA
RINA
mRNA
AT TP T CTTTT /37100 Miicle
™~ .
Informagao
! citoplasma
membrana *
Tradugio
! Sintese da proteina
Proteina
Ribossomo
Proteina

Figura 2.2: O Dogma Central da Biologia Molecular [136].

As proteinas sao seqiiéncias de aminoacidos produzidas no processo de tradugao
da informagao codificada no mRNA. Para especificar uma proteina, basta espe-
cificar sua seqiiéncia de aminoacidos. Os aminoécidos sao definidos por unidades
informacionais no mRNA chamadas de cédons. Os cédons para os aminodcidos
sao constituidos de trincas nucleotidicas especificas. A traducao requer moléculas
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adaptadoras, os tRNA, que reconhecem coédons e inserem aminoacidos em suas
posicoes seqlienciais apropriadas no polipeptideo [69].

Na sintese de proteinas, uma reading frame (fase de leitura) é uma das trés
possiveis formas de agrupar as bases para formar codons em uma seqiiéncia de
DNA ou RNA. Considerando o fragmento de seqiiéncia GGATCAGCGC, por
exemplo, uma possivel fase de leitura seria GGA, TCA, GCG, ignorando a tltima
base C, onde foram formados cédons a partir da primeira base; outra fase de
leitura seria feita ignorando-se a primeira base G e agrupando as demais bases
nos seguintes codons GAT, CAG, CGC. Uma terceira fase possivel ignoraria as
duas bases GG formando ATC, AGC, e desprezando as duas bases finais GC.
Dessa forma, existem trés possiveis fases de leitura da seqiiéncia de bases do
DNA, iniciando na primeira, segunda ou terceira letras da seqiiéncia. A partir da
quarta letra, as fases de leituras sao iguais a uma das trés primeiras fases, com
um ou mais cédons a menos [134, 69].

Uma fase aberta de leitura ou Open Reading Frame (ORF'), em seqiiéncias de
DNA, é uma seqiiéncia que comega no cédon inicial (geralmente ATG) e possui
comprimento multiplo de trés, sendo completamente mapeada em cédons sem
precisar ignorar nenhuma base no final da seqiiéncia [134, 62]. Procurar por ORF
que iniciam com um cédon ATG é uma forma de localizar genes [62].

2.1.2 Genes, Cromossomos e Genomas

Os organismos vivos apresentam caracteristicas observaveis tais como cor dos
olhos, cor da pele, comportamento, entre outras. A essas caracteristicas, da-se o
nome de fendétipo, que é determinado pela interacao entre genétipo do organismo
e 0 meio em que ele vive. O gendtipo é o conjunto de informagoes contidas
no material genético de um organismo. Estas informacoes determinam como o
organismo sera construido e mantido. Elas sao replicadas a cada divisao celular
e podem ser herdadas no momento da reproducao [44, 52].

Os genes sao as principais unidades de informagao bioldgica contidas no ma-
terial genético de um organismo. Um gene armazena as instrugoes para sintese
de proteinas. Na maioria dos organismos, os genes, assim como material genético
dos organismos, sao compostos de DNA. Existem alguns virus, denominados re-
trovirus, que possuem material genético composto de RNA [52].

Em geral um gene esta associado a um produto biolégico expresso. Células
diferentes e em estagios de desenvolvimento ou condicoes diferentes expressam
genes distintos e em intensidades diversas [69].

Nos organismos eucariotos, os genes sao geralmente compostos de partes cha-
madas introns e éxons, que se alternam dentro do gene. Na transcrigao, os introns
sao retirados do mRNA. Assim, os introns correspondem a porgoes que nao sao
utilizadas na sintese da proteina codificada pelo gene. A porcao do DNA que
corresponde a um gene completo é chamada DNA genomico, ja uma porcao que
corresponde ao gene sem os introns é chamada de DNA complementar ou com-
plementary DNA (¢cDNA). O ¢DNA pode ser obtido a partir do mRNA por meio
do processo chamado transcricao reversa [69].

As moléculas de DNA sao usualmente “empacotadas”’em estruturas chamadas
de cromossomos. A maioria das bactérias e virus possuem um Unico cromos-
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somo; os eucariotos usualmente possuem muitos. Um tinico cromossomo tipica-
mente contém vérios genes [44]. O conjunto completo de cromossomos de uma
célula é referido como genoma, isto é, o genoma pode ser definido como todo
o conjunto de informagoes genéticas de um organismo, sendo constituido usual-
mente por uma ou mais moléculas de DNA, na vasta maioria dos seres, ou RNA,
no caso de algumas familias de virus [64].

2.2 Seqiienciamento de Genomas

Sequenciamento é a técnica utilizada para determinar a seqiiéncia das bases que
compoem o DNA, gerando seqiiéncias que, num primeiro momento, nao possuem
nenhum significado biolégico [74, 101].

O seqiienciamento é apenas a primeira etapa de um processo cujo resultado
podera apontar, por exemplo, novos métodos de diagnéstico, formulacao de novos
medicamentos, vacinas e novos tratamentos contra pragas, o que trara beneficios
ao ambiente rural. Anualmente, sdo realizados em todo mundo milhares de proje-
tos de seqilenciamento de genomas. A Figura 2.3 mostra graficos com informagoes
estatisticas sobre o quantitativo de projetos de seqiienciamento de genomas rea-
lizados em todo o mundo, de acordo com o Projeto Genomes Online Databases
(GOLD) [108].

Nos projetos de seqiienciamento, existem dois possiveis caminhos para analisar
o DNA de um organismo: realizar um seqiienciamento genomico estrutural ou
funcional [123].

2.2.1 Seqiienciamento Estrutural

Os projetos estruturais possuem como finalidade sequienciar todo o DNA genémico
de um organismo, incluindo as partes que nao codificam proteinas (introns e
regides intergénicas) [123].

De acordo com [120], uma anélise detalhada de genomas estruturais predizem
a presenca de genes baseando-se na presenca de seqiiéncias como: codons de
inicio e finalizacao; seqiiéncias sinalizadoras de separacao entre exons e a parte
do DNA que expressard uma proteina. Entretanto, a presenca de uma regiao
codificadora nao necessariamente implica que essa seqiiéncia serd transcrita e
traduzida, na forma de uma proteina, com funcao bioquimica e biolégica. A
seqiiéncia promotora de um gene, assim como a presenca de outras seqiiéncias
reguladoras, é que ira regular quando, onde e como um gene serd transcrito na
forma de uma molécula de mRNA e, posteriormente, traduzido em uma proteina.

A seguir, descreveremos de forma resumida, dois projetos genoma estruturais,
um envolvendo um consércio internacional e outro no Brasil.

O seqiienciamento estrutural do genoma humano (Projeto Genoma Humano)
foi formalmente iniciado em 1990, tendo durado treze anos. O término do projeto
aconteceu em 2003, sendo que o seqiienciamento do genoma foi finalizado em abril
de 2001. A coordenacgao deste projeto foi feita pelo United States Departament of
Energy (USDE) e o National Institutes of Health (NIH) [150, 99]. Os principais
objetivos do projeto foram:
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Figura 2.3: (a) Quantidade de projetos de seqiienciamento completos e incomple-
tos. (b) Distribuicao de projetos entre os principais centros de seqiienciamento
do mundo (adaptados de [4]).
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e Realizar a identificacao completa dos aproximadamente 30.000 genes pre-
sentes no DNA humano;

e Determinar a seqiiéncia dos cerca de 3 bilhoes de bases que constituem o

DNA humano;
e Armazenar todo o volume de informacoes em base de dados;
e Prover ferramentas computacionais para a analise dos dados;
e Permitir a transferéncia de tecnologias relatadas ao setor privado;

e Tratar das conseqiiéncias éticas, legais e sociais que surgirem durante o
desenvolvimento do projeto.

O Projeto Genoma Humano é de fundamental importancia para a colaboragao
com a descoberta de véarias doencas que atigem os seres humanos, como o cancer.

Na regiao Centro-Oeste temos varios projetos genoma em andamento. Ci-
tamos particulamente o Projeto Genoma Anaplasma, que consiste do seqiienci-
amento estrutural da bactéria (organismo procarioto) Anaplasma marginale. O
foco é a doenga anaplasmose bovina, que ocorre em areas tropicais e subtropicais
do mundo, acarretando em consideraveis prejuizos traduzidos por sintomas que
refletem anemia, perda de peso, aborto e podendo levar o rebanho de gado a
morte. O seqiienciamento e categorizagao funcional do genoma possibilitarao a
descoberta acelerada de proteinas envolvidas em processos biolégicos da riquétsia,
potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas, para a agao de drogas e para
utilizagdo em imunodiagndstico [10]. A andlise computacional do projeto é re-
alizada no Laboratorio de Bioinformatica da UnB. Os principais objetivos do
projeto sao:

e Seqiienciar o genoma de um isolado brasileiro de Anaplasma marginale;
e Realizar a anotacao funcional das ORF identificadas no genoma;

e Avaliar a antigenicidade celular e humoral in vitro de proteinas recom-
binantes de Anaplasma marginale, previamente selecionadas segundo sua
categorizacao funcional,

e Identificar antigenos promissores para imunizacao contra anaplasmose e
imunodiagndstico desta riquetsiose, bem como “proteinas-alvo” para a acao
de drogas contra Anaplasma marginale.

2.2.2 EST

O EST foi um conceito criado no final dos anos 80, que constitui seqiiéncias obti-
das do mapeamento de uma por¢ao do DNA complementar (¢DNA ), gerado pela
transcricao reversa do mRNA citoplasmatico e pode ser feito pela extremidade 5’
(EST 5') e/ou da extremidade 3' (EST 3') [53, 123].

Os ¢DNAs, quando seqiienciados, sao chamados de EST (Figura 2.4). Os EST
sao seqiiéncias obtidas de forma aleatoria, geralmente incompleta, de uma porcao
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de DNA que representa um gene expresso e que pode ser utilizado para identificar
genes do organismo que estd sendo seqiienciado [101]. Genes expressos sao genes
cujo produto é uma proteina ou um RNA que esta sendo produzido em um dado
momento em uma célula. Geralmente, EST possuem tamanho pequeno variando
em aproximadamente de 50 a 1000 bases e representam fragmentos de genes e nao
sequencias completas. Muitos centros de pesquisa que realizam seqiienciamento
tém automatizado o processo de geracao de EST, obtendo sua produgao em taxas
rapidas. Geralmente EST sao seqiienciadas uma tnica vez.
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Figura 2.4: Visdo geral de como um banco EST é construido [53, 123].

Desde a descrigao original do projeto de seqiienciamento de 609 EST, em
1991, tem havido um acentuado crescimento no ntimero de EST depositadas
nos bancos publicos de seqiiéncias [53]. Em meados de 1995, o ntimero de EST
no GenBank [88] ultrapassou o nimero de ndo-EST. Em Junho do ano 2000, os
registros chegaram a 4,6 milhdes de EST, constituindo 62% do total de seqiiéncias
depositadas no GenBank. Apesar do fato das EST originais serem de origem
humana, o banco dbEST do NCBI contém aproximadamente 43.376.488 de EST
(dados referentes a maio de 2007) de 1330 organismos [9)].

De acordo com [101], considerando que os custos de projetos de seqiiencia-
mento genomico completo (projetos estruturais) sdo elevados e que a quantidade
de seqiiéncias nao codificadoras em organismos eucariotos sao maiores que em
organismos procariotos, os projetos de seqiienciamento genomico funcionais, com
énfase em EST, sao mais comuns para eucariotos, enquanto que os completos sao
mais comuns para procariotos, quando o objetivo é obter somente as seqiiéncias
codificadoras. Para exemplificar, em organismos eucariotos, 90% do DNA nao
codifica para proteinas, tornando mais direta a obtencao das seqiiéncias dos ge-
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nes que as codificam. Porém, as vezes torna-se necessario o conhecimento de uma
seqliéncia genomica completa, pois esta prové informacgoes especificas as quais
nem sempre podem ser obtidas apenas com o seqiienciamento de EST [123].

2.2.3 Seqiienciamento Funcional

Os projetos funcionais possuem enfoque no seqiienciamento de £ST do organismo
estudado, isto é, nas regides génicas cujos transcritos efetivamente sao parte do
mRNA final que serd traduzido nos ribossomos [123, 96].

Em seguida, descreveremos dois projetos de seqiienciamento funcional reali-
zados no Brasil.

O Projeto Genoma Pb tem como objetivo geral o mapeamento do genoma
funcional e diferencial entre as formas de micélio e levedura do Paracoccidioides
brasiliensis, um fungo (organismo eucarioto) dimdrfico que causa a Paracocci-
dioidomicose (PCM), micose endémica de alta prevaléncia na América Latina
(82, 83].

O Projeto Genoma Pb baseou-se na identificagao das EST de micélio e leve-
dura dos genes de expressao diferencial, que potencialmente exerceriam funcoes
relacionadas a adaptacao do fungo ao hospedeiro, a manutencao do estado dife-
renciado, bem como com a viruléncia e/ou patogenecidade deste fungo, o qual
sofre o processo de transigao celular para infecgdo do hospedeiro humano [10].
Alguns dos principais objetivos do projeto foram:

e Identificacao e seqiienciamento de 19.718 EST de micélio e levedura do
fungo;

e Mapeamento do Genoma Funcional e Diferencial, por identificacao das EST
diferenciais, entre as suas formas de micélio e levedura;

e Realizagao da avaliacao dos padroes expressos diferencialmente através da
andlise Northern Blot nas formas estagio-especificas e durante o dimorfismo,
além de experimentos de microarray (microarranjo)!;

e (Caracterizacao e anotagao funcional dos genes diferencialmente expressos.

O Projeto Genoma Guarana sera apresentado conforme [10]. Esse projeto
estd organizado dentro de uma rede de laboratérios na Regiao Amazonica (rede
REALGENE), visando o seqiienciamento do genoma funcional do guaranazeiro.
O guaranazeiro é uma das plantas (organismo eucarioto) nativas da Amazonia, de
grande potencial economico e estd entre as mais estudadas tanto biolégica como
agronomicamente. A partir da realizacao desse projeto, os estudos realizados
usando as técnicas modernas de genética genomica, promoverao o melhoramento
do cultivo dessa planta, propiciando o desenvolvimento sustentavel regional e
beneficios nos ambitos sociais, ambientais e economicos.

O Projeto Genoma Guarand tem um forte componente de formagao de recur-
sos humanos e criacao de infra-estrutura tanto para seqlienciamento como para

!'Em linhas gerais, microarranjo trata-se de uma tecnologia que permite testar genes dife-
renciais de milhares de genes simultaneamente.
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a area de genética genomica, que permitird a andlise da diversidade genética de
espécies da regiao amazonica tanto para orientar a conservagao como para o uso
sustentavel dos recursos da biodiversidade.

O objetivo geral do projeto é estabelecer um programa de geracgao e analise de
EST para diferentes érgaos e diferentes condigoes de cultivo e diferentes cultivares
de guaranazeiro, clonando e seqiienciando as regioes ativas do genoma além de
expandir o seqlienciamento, identificando regioes repetitivas nao codificadoras que
possam ser usadas como marcadores moleculares do tipo microssatélites.

As andlises computacionais dos projetos genoma Pb e Guarana foram realiza-
das no Laboratoério de Bioinformatica da UnB.

2.3 Comparacao de Seqiiéncias Genomicas

Do ponto de vista bioldgico, a comparacao de seqiiéncias é motivada pelo fato de
que todos os organismos vivos sao relacionados ao longo do processo evolucionario.
Este fato implica que os genes ou proteinas (aminoacidos) de espécies proximas
devem apresentar similaridades entre suas seqiiéncias moleculares, indicando que
devem possuir fungoes biolégicas semelhantes [53, 68]. Em Bioinformaética, a
comparacao de seqiiéncias ¢ uma das tarefas mais basicas a ser realizada e consiste
em buscar partes semelhantes e diferentes entre seqiiéncias.

A similaridade entre as seqiiéncias é um valor que expressa quao semelhantes
sao duas seqiiéncias. Para o cédlculo da similaridade, pesquisadores utilizam um
processo denominado alinhamento de seqiiéncias.

O alinhamento de seqiiéncias é um processo que sobrepoe as seqiiéncias a serem
analisadas afim de obter um nivel de identidade entre elas. Este nivel expressa
a similaridade entre as seqiiéncias comparadas. Um objetivo do processo de ali-
nhamento de seqiiéncias é permitir aos pesquisadores determinar a possibilidade
de inferir a homologia entre duas seqiiéncias [53, 68].

Um alinhamento de seqiiéncias pode ser classificado como local ou global. No
alinhamento local, apenas trechos (subcadeias) das seqiiéncias comparadas sao
alinhados, sendo mais utilizado na busca por seqiiéncias homologas. No alinha-
mento global as seqiiéncias sao alinhadas em seu tamanho total, ou seja, uma
seqliéncia p inteira alinhada com uma seqiiéncia ¢ inteira. O alinhamento global
é comumente mais utilizado para determinar regides “mais conservadas” (grande
similaridade) de seqiiéncias homdlogas. Usualmente, para o célculo da simila-
ridade, gaps (espagos) nas seqiiéncias sao preenchidos com o simbolo “-”. A
maxima medida obtida no alinhamento de uma seqiiéncia com as seqiiéncias de
uma base de dados, dé-se o nome de score (S) [9]. S indica o quao similar sao
duas seqiiéncias, sendo que seu valor é obtido com o somatorio do total de mat-
ches (simbolos coincidentes) e das penalidades aplicadas a mismatches (simbolos
nao coincidentes) e aos gaps. A féormula que representa o valor de S é a seguinte:

S = maz()_(matches, mismatches, gaps)) (2.1)

Na Figura 2.5 podemos observar um exemplo de alinhamento global, sendo que
o score ¢ obtido de acordo com os seguintes valores: +1 para matches, —2 para
mismatches e —1 para gaps.
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ACGATG -GAC
GAG-TAGATC
-2 -24+1-141-2-1-2-2+1=-9(score)

Figura 2.5: Exemplo de um alinhamento global.

O primeiro algoritmo utilizado para deteccao de alinhamentos em seqiiéncias é
o de Needleman-Wunsch [119, 132] que utiliza a técnica de programacao dinamica
(busca pelo alinhamento 6timo entre duas seqiiéncias). Uma melhora desse algo-
ritmo, apresentada em 1981, é o algoritmo de Smith-Waterman [139, 53|, o qual
permite que o alinhamento 6timo entre duas seqiiéncias possa ser encontrado.
Estes algoritmos requerem um tempo de execugao proporcional ao tamanho das
duas seqliéncias quem estao sendo comparadas (caso as entradas tenham tama-
nhos n e m respectivamente, a complexidade dos algoritmos fica na ordem de
O(nm)). Como os tamanhos das entradas (tamanho das seqiiéncias moleculares)
para estes algoritmos constumam ser grandes, caso nao exista recursos necessarios
para utiliza-los, a execugao torna-se invidvel (em relacao a tempo de execugao)

[132, 101].

2.4 Pipeline de Bioinformatica

Na Bioinformatica, o termo pipeline corresponde a uma seqiiéncia de processa-
mento, onde os dados de saida (resultados) de uma etapa servem como dados
de entrada para outra etapa [101, 69]. Os pipelines automatizam uma colegao
de programas, que analisam dados experimentais e que ajudam um pesquisador
a interpretar tais dados [101]. Tipicamente, os pipelines de seqiienciamento sao
executados em trés grandes fases: submissao, montagem e anotacao. A Figura 2.6
apresenta o diagrama de atividades relacionado as fases de um pipeline de seqiien-
ciamento, onde o processo de anotagao é constituido pelas atividades de anotacao
automatica e manual. O diagrama esta representado conforme a Linguagem de
Modelagem Unificada ou Unified Modeling Language (UML) [12].

As fases de um pipeline possuem o objetivo de produzir seqiiéncias de carac-
teres correspondentes aos fragmentos gerados nos laboratorios de Biologia Mole-
cular, recompor trechos do DNA original e identificar fungoes e categorias nestes
trechos de seqiiéncias identificados [69]. A seguir descreveremos, de forma re-
sumida, cada fase, bem como apresentaremos alguns exemplos de sistemas de
pipelines existentes.

2.4.1 Submissao, Montagem e Anotacao

Na fase de submissao, cada seqiiéncia de uma placa é transformada em uma ca-
deia de caracteres (string) chamada read (read e seqiiéncias serao tratados como
sinonimos). Em uma read, para cada base da seqiiéncia é associado um valor refe-
rente a probabilidade de erro na identificacao da base. Normalmente, esta tarefa
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Subrmissdo das placas (arquivos esd)

Anotagao Anotagao
Automatica Manual

Seqiiéncias com significado bioldgico (descricdo de detalhes)

Figura 2.6: Principais fases de um pipeline de seqiienciamento.

é feita pelo programa Phred, que gera dois arquivos: um contendo uma cadeia
composta por caracteres, correspondentes as bases, para cada read (arquivo de
reads) e outro que contém a probabilidade de erro associada a cada base (arquivo
de qualidade), ambos no formato phd. O programa Phd2FASTA é executado e
converte ambos os arquivos phd em arquivos tipo texto no formato FASTA [69].
O formato FASTA, contém uma linha de cabegalho (primeira linha), precedida
pelo caractere “>" seguida por linhas que apresentam a seqiiéncia. A primeira
palavra do cabecalho corresponde ao nome da seqiiéncia, e o resto da linha corres-
ponde a descricao da seqiiéncia, contendo, respectivamente, o tipo de molécula, o
nome do gene e o tamanho da seqiiéncia. A Figura 2.7 apresenta um exemplo do
formato FASTA. Neste exemplo, o nome da seqiiéncia é FOSB_MOUSE, o tipo de
molécula é Protein (Proteina), o nome do gene é fosB e o tamanho da seqiiéncia
¢ 338 bp. A unidade bp significa a quantidade de pares de bases ou base pairs
encontrados na seqiiéncia.

*FOSE_MOUSE FProtein fo=B. 338 bp
HFQAFPGDYDSGESRCSSSPSAES Y LSSVDSFGSPPTAAASOECAGLGEMPGSFYETVTA
ITTSQDLOWLYOPTLISSHAQSOGOPLASOPPAVDEYDMPGTSYSTPGLSAYSTGGASGS
GGPSTSTTTSGEVSARPARARPRRFREETLTPEEEEKRRVERERNELAAAKCENRERELT
DELQAETDOLEEEKAELESETIAELOKEKERLEF VLY AHKPGCKIFYEEGPGPGFLAEVRD
LFGETSAKEDGFGWLLPFPFFFFLEFFOSSRDAFFHLTASLF THSEVQVLGDEFEYVSERSY
TSSFVYLTCPEVSAFAGAQRTSGSEQPSDPLHSPSLLAL

Figura 2.7: O formato FASTA [5].

Cada seqiiéncia é filtrada para remover porcoes que provavelmente nao perten-
cem ao organismo sendo estudado, mas que pertencem a vetores (seqiiéncias dos
organismos usados para replicar o DNA do organismo que esta sendo estudado) e
contaminantes (seqiiéncias de DNA de outros organismos). As reads sao filtradas
utilizando-se programas tais como o Crossmatch. Os trechos identificados como
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sendo de outros organismo sao mascarados com o caractere X [69].

Podem existir casos onde possam ser feitas andlises de redundancia entre as
seqiiéncias de uma placa. Para tanto, pode-se executar um programa de monta-
gem de seqiiéncias, como o CAP3. Os agrupamentos gerados pelo CAPS3 indicam
seqiiéncias muito similares e provavelmente redundantes dentro da placa subme-
tida [69].

A fase de montagem consiste em gerar agrupamentos de seqiiéncias similares,
isto é, seqiiéncias que tém prefixos e sufixos “aproximadamente iguais”[69]. Duas
seqiiéncias sao semelhantes se hé similaridades entre o sufixo de uma e o prefixo de
outra. Esta correspondéncia é conhecida como alinhamento. Estes agrupamentos
buscam unir fragmentos que potencialmente pertencem a mesma regiao do DNA.
Grupos formados por mais de uma seqiiéncia sao chamados contigs e grupos
formados por uma unica seqiiéncia sao chamados singlets. Para cada contig, uma
seqiiéncia consenso é gerada e esta representa o contig.

Para a montagem das seqiiéncias, normalmente sao utilizados os programas
Phrap e CAP3. Ambos geram arquivos contendo dados sobre a montagem, os
alinhamentos e as qualidades das seqiiéncias que compoem um contig, € um outro
que contém as seqiiéncias dos singlets em formato FASTA. Apesar de outros
arquivos também serem gerados, apenas os arquivos de contigs e singlets sao
utilizados nos processamentos seguintes [69].

A identificagdo de possiveis genes nas seqiiéncias (seqiiéncias contigs ou sin-
glets) é feita através de programas como o Glimmer, que identifica posigoes iniciais
ou finais de uma regiao que possivelmente identifique um gene. No caso dos pro-
jetos estruturais, deve-se identificar os genes dentro do DNA. Como o Glimmer
pode gerar resultados falsos positivos e falsos negativos, os biélogos analisam ou-
tras informagoes para identificar um gene, como por exemplo a presenca de tRNA
(um outro tipo de gene, nao detectado pelo Glimmer), terminadores e sitios de
ligacao ribossomal. Neste caso, programas como tRNAScan-SE (busca de tRNA)
[111, 110], Transterm (busca de terminadores) [13] e RBSFinder (busca sitios
de ligagao ribossomal) [142] sdo exemplos de softwares que podem vir a serem
utilizados [101]. As posi¢oes de cada “candidato”a gene (ORF') sdo armazenadas
em um banco de dados, juntamente com as seqiiéncias contigs e os singlets.

Nos projetos de seqiienciamento de EST, nao é necessario identificar genes,
uma vez que as EST representam porgoes do DNA que sao expressas (ja corres-
pondem, portanto, a genes). Neste caso, apenas as seqiiéncias contigs e os singlets
sdo armazenados diretamente no banco de dados [69].

Por sua vez, a fase de anotagao tem por objetivo agregar significado bioldgico
as seqiiéncias geradas na fase de montagem. A anotagao gendémica é o processo de
interpretar os dados do seqiienciamento de genomas, tornando-os informacoes bio-
logicamente relevantes, ou seja, saber o que representa cada seqiiéncia encontrada
no seqiienciamento [90]. Embora a anotagdo de um genoma completo, conhecida
por anotagao estrutural, forneca uma perspectiva geral ela nao descreve detalha-
damente todos os genes, sendo que estd descricao detalhada consiste da anotagao
funcional.

A tarefa de determinar funcoes de genes e proteinas nos organismos, também
conhecida como anotacao funcional, foi e continua sendo uma das principais tare-
fas realizadas em Bioinformatica. Nos tultimos anos, muitas metodologias compu-
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tacionais foram desenvolvidas para auxiliar a solucao desta tarefa pelos pesqui-
sadores. Para um melhor entendimento, o desenvolvimento destas metodologias
computacionais é abordado em trés niveis, levando em consideracao a quantidade
e o tipo de informagao utilizada [104]. No primeiro nivel, estdo métodos para com-
paracao e busca de similaridade entre pares de seqiiéncias (BLAST [14] e FASTA
[15], sdo exemplos de softwares utilizados); no segundo nivel, estao métodos utili-
zados para lidar com multiplas seqiiéncias, com objetivos de, por exemplo, coletar
estatisticas para prover maior acurdcia as anotagoes (por exemplo, o método profi-
les Hidden Markov Models (perfis HMM) [126, 98]); finalmente, no terceiro nivel,
encontram-se métodos que buscam informacoes além das fornecidas através de
busca de similaridade. Em [94], temos alguns exemplos de métodos utilizados
neste nivel, como DNA Microarray gene expression data (Expressando dados de
genes em Microarranjos de DNA), phylogenetic profiles (perfis filogenéticos) e
genetic networks (redes genéticas).

A anotacao de genomas é geralmente dividida em dois passos. Primeiro, a
anotacao automatica em que devem ser comparadas todas as seqiiéncias do pro-
jeto com seqiiéncias de bancos de dados publicos e/ou privados. As fungoes e ca-
tegorias das seqiiéncias estudadas sao inferidas por comparagoes com seqiiéncias
semelhantes que tiveram suas funcoes e categorias previamente determinadas. O
segundo passo, a anotacao manual, a qual este trabalho estd relacionado, é feita
pelos bidlogos que utilizam as informagoes da anotagao automatica, bem como
seus conhecimentos para decidir, por exemplo, genes, os produtos e suas funcoes
associada a seqiiéncia.

Os passos basicos envolvidos em uma anotagao estrutural ou funcional incluem

[53]:
e uma busca de seqiiéncias similares ao do organismo estudado;

e identificar motivos ou motifs e dominios estruturais por comparacao de

sequiéncias protéicas, a partir de bancos de dados, como por exemplo, o
Pfam [51] e o Simple Modular Architecture Research Tool (SMART); [133];

e predizer caracteristicas de estruturas protéicas;

e gerar predicoes acerca de estruturas secundarias e, se possivel, terciarias das
proteinas.

2.4.2 Exemplos de Anotagao Automatica

Como descrito anteriormente (Segao 2.4.1), a anotagao automaética usa softwares e
bases de dados disponiveis na web, a fim de inferir funcionalidades de seqiiéncias
estudadas a partir de anotacoes ja conhecidas das seqiiéncias das bases de da-
dos publicas. A seguir, apresentaremos de forma esquematica trés processos de
anotacao automatica dos projetos genoma Pb, Guarana e Anaplasma. Alguns
softwares relacionados, bem como as bases de dados, estao descritos, respectiva-
mente, nas Secoes 2.5 e 2.6.

No Projeto Genoma Pb os softwares utilizados para a anotacao automaética
foram o BLASTX [14], FASTA, InterProScan [5] e Prediction of Protein Sorting
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Signals and Localization Sites In Amino Acid Sequences (PSORT) [117], e as
bases foram as seguintes: non-redundant (nr) [9]; zyva - Clusters of Orthologous
Groups of proteins (COG) [147]; bases dos organismos (fungos) Saccharomyces
cereviseae [16] e Schizosaccharomyces pombee [17]; projeto Gene Ontology (GO)
[47]; base Interpro (base de familias protéicas) [5]. A Figura 2.8 exibe o processo
de anotacgao automética do Projeto Genoma Pb.

Pipeline de Anotagéo Automatica e Manual

Anotagio automatica;
Projeto Genoma Pb

|
I |
| |
| |
|
| |
BilastX + xyva
I ::> |
|
|
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I ::} BlastX +nr :}M: |
|
| |
| Resultado Gerar Aml@péﬂ
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| [ ﬁnofaq;ao
| R
esullzdo |
: " InterproScan InterproScan |
Resultadoda | |
| Anotagio Anoh .io Manuar
I ::> BlastX + go Automatica |
|
| |
|
—  PSORT !
I |
|

Figura 2.8: A anotagao automatica do Projeto Genoma Pb (adaptada de [123]).

No Projeto Genoma Guarand o software utilizado foi o BLASTX, aplicados
as bases nr [9], FuKaryotic Orthologous Groups (KOG) [146], projeto GO [47]
e Swiss-Prot [18]. Foram identificados dominios de familias proteicas, sendo uti-
lizado para este propdsito a base Pfam [6]. A Figura 2.9 exibe o processo de
anotacao automatica do Projeto Genoma Guarana.

O Projeto Genoma Anaplasma, diferente dos projetos genoma Pb e Guaran4,
utilizou o software BLASTP [14] do pacote de ferramentas BLAST. Os outros trés
sistemas utilizados pelo projeto foram o InterProScan, PSORT e o tRNAscan-
SE [111, 110]. Em relacao as bases de dados, as utilizadas pelo BLASTP foram
cog, nr, Swiss-Prot. As bases comumente utilizadas pelo InterProScan, PSORT
e pelo tRNAscan-SE sao, respectivamente, Interpro, PSORTdb, Sprinzl tRNA,
GenBank tRNA e a The Genomic tRNA database (GtRNAdb). A Figura 2.10
exibe o processo de anotagao automatica do Projeto Genoma Anaplasma.

2.4.3 Sistemas de Pipeline

Nessa secao descreveremos alguns sistemas de pipeline para projetos de seqiien-
ciamento. A maioria destes trabalhos estd disponivel para uso em pesquisas me-
diante autorizacao dos autores. Caso o uso seja comercial, ha a disponibilidade
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Figura 2.9: A anotacao automatica do Projeto Genoma Guarana.

Pipeline de Anotagio Automatica e Manual
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Figura 2.10: A anotagao automatica do Projeto Genoma Anaplasma.
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de obter licengas especificas. Nestes projetos, a anotagao manual é de Unica res-
ponsabilidade do especialista humano (anotador), nao estando disponibilizadas,
em geral, software de apoio que sugira anotagoes aos anotadores.

A ferramenta Genomic Analysis Resources for a Sequence Annotation (GARSA)
é um sistema web e foi desenvolvido para analisar dados genomicos, usando um
pipeline composto por alguns pacotes de softwares para Bioinformética [77]. Na
versao atual da ferramenta, o sistema permite analisar EST, Orfs EST sequen-
ces (Orestes) e dados Genome Survey Sequence (GSS), aceitando como entradas
cromatogramas (arquivos onde cada base da seqiiéncia esta representada por um
pigmento colorido), downloads de seqiiéncias do GenBank, arquivos FASTA ar-
mazenados localmente ou a combinacgao de todas essas entradas.

A ferramenta BioNotes é um sistema para anotacao de bioseqiiéncias com o
objetivo de auxiliar os pesquisadores a buscar bases de dados externas, execu-
tar programas de analise, analisar anotacoes e adicionar novas anotagoes para
registrar interpretacoes dos dados [101]. O sistema BioNotes possui dois tipos
basicos de pipelines definidos: um para projetos de seqiienciamento de genomas
completo e outro para projetos de seqiienciamento de genomas de EST, isto é,
projetos de seqiienciamento de genomas funcionais. O BioNotes foi desenvolvido
para ambiente web, utilizando uma arquitetura cliente servidor, permitindo aos
usuarios o compartilhamento de suas anotagoes na web. Para ilustrar e oferecer
um melhor entendimento, a Figura 2.11 mostra como funciona o pipeline para
projetos de seqiienciamento de genomas de EST.

O System for Automated Bacterial Integrated Annotation (SABIA), é um pipe-
line para seqiilenciamento de genomas de procariotos, considerado um software de
referéncia desenvolvido no pais [42]. A ferramenta SABIA foi desenvolvida, para
ambiente web, pela equipe do Laboratério Nacional de Computagao Cientifica do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (LNCC) e pela Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) e realiza tarefas autométicas de montagem, andlise e identificagao
de ORF e analise de regioes extragenicas. O SABIA compreende um conjunto
de scripts Perl/CGI que manipulam os dados armazenados em uma banco de
dados relacional (MySQL). Os scripts geram relatérios HTML e formularios que
permitem aos usuarios acessarem informagoes bioldgicas e carregar os resultados
de suas anédlises no banco de dados [42]. Os mddulos de anotagao e montagem
podem ser executados pelos usuérios de forma independente. O software foi de-
senvolvido para ser executado nas plataformas Linux e Solaris e é distribuido sob
licenga proprietaria. Executa rotinas diarias de monitoramento de execucao de
seqiienciamentos, montagem e atualizacao de copias locais de bancos de dados
publicos [42].

O software GenDB fornece suporte a estratégias de anotacao manual bem
como anotagao automatica. O sistema é do tipo pipeline e foi desenvolvido para
prover a anotagao de genomas procariotos [115]. O GenDB foi utilizado em
dezenas de projetos de anotagao de micrébios, sendo também utilizado como um
framework para avaliacao, em larga escala, de diferentes estratégias de anotacgao.
A funcionalidade central do sistema é oferecer aos pesquisadores funcgoes simples
para prover anotacao automatica. O GenDB é open source, esta sob licenca
GNU General Public License (GPL) e no caso de uso comercial existem licengas
especificas.
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O sistema Timina [69] é um framework desenvolvido no Laboratério de Bioin-
formatica da UnB, capaz de suportar as fases de submissao, montagem e anotacao
em projetos de seqiienciamento de genomas. O framework foi desenvolvido para
ambiente web. Atualmente o Timina da suporte ao pipeline do Projeto Genoma
Anaplasma. O framework Timina foi completamente implemetado em software
livre e esté disponibilizado sob licenca GPL.

2.5 Ferramentas para Anotacao

Nessa secao sao apresentados alguns softwares freqiientemente utilizados em pro-
jetos de Bioinformatica.

FASTA

A ferramenta FASTA possui método heuristico para realizar comparacao de strings
[109, 124]. Incialmente, o algoritmo de Wilbur-Lipman [155] foi proposto para
analisar similaridade entre seqiiéncias de proteinas e entre seqiiéncias de DNA.
Em 1985, [109] criaram a ferramenta FASTP, que pesquisa bases de dados de
aminoacidos utilizando uma técnica de busca de identidades compartilhadas en-
tre duas seqiiéncias e explorando restricoes bioldgicas relacionadas a evolugao
molecular. Em 1988, [124] aperfeigoaram a ferramenta FASTP criando a ferra-
menta FASTA, cujo algoritmo aumenta a sensitividade com pequena perda de
seletividade [140].

Na Bioinformatica, a sensitividade é medida pela taxa de falsos negativos.
Falso negativo é um resultado, por exemplo, um alinhamento que o programa de
comparacao deixa de reportar, apesar dele ser biologicamente verdadeiro. Quanto
menor a fracao de falsos negativos, maior é a sensitividade de um programa. Em
relacao a seletividade, esta é medida pela taxa de falsos positivos. Falso positivo
pode ser, por exemplo, um alinhamento retornado por um programa mas que nao
corresponde a um resultado biologicamente verdadeiro (pode ter sido um acaso).
Quanto maior a taxa de falsos positivos, menor é a seletividade de um programa
[135].

FASTA pode ser vista como uma combinagao do programa FASTP (proteinas)
com FASTN, sendo este 1ultimo um programa projetado especificamente para
analisar seqiiéncias de nucleotideos [123].

Uma melhoria apresentada por FASTA, em relacao ao FASTP, relaciona-se
com a computacao das pontuacoes iniciais. O programa FASTA executa um
passo adicional depois que as melhores regioes foram selecionadas: tenta juntar
seqiiéncias que estejam em regioes vizinhas, mesmo que elas nao pertencam a
mesma diagonal na matriz de substitui¢ao (PAM ou BLOSUM) [53, 132, 123].
Com isso, as pontuagoes iniciais melhoram signicativamente para as seqiiéncias
relacionadas. Além disso, as dez melhores regides sao escolhidas em FASTA,
enquanto que no FASTP eram apenas cinco.

A partir da versao 2.0, o programa FASTA prové uma estimativa estatistica
significativa para cada alinhamento encontrado, que é a possibilidade de fazer
embaralhamentos locais nas seqiiéncias [15]. Observou-se que freqiientemente um
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alinhamento nao significativo biologicamente apresentava uma pontuacao alta.
O embaralhamento local amenizou esse problema ajudando a detectar os alinha-
mentos aleatorios. Outras melhorias no FASTA incluem a flexibilidade de escolha
da matriz de substituicao e a possibilidade de computar mais de uma pontuacao
para cada seqiiéncia embaralhada [132].

BLAST

A familia de ferramentas BLAST [43], desenvolvida pelo NCBI, esté entre os
softwares para andlise de seqiiéncias nucléicas, ou proteicas, mais utilizados no
mundo [114]. Sua funcdo é realizar anélises de similaridades entre duas seqiiéncias
em bancos de DNA ou proteinas, com base em um algoritmo heuristico, podendo
ser utilizado através de uma plataforma distribuida ou como uma aplicacao stand
alone?. O BLAST pode também ser utilizado para inferir relacionamentos fun-
cionais e evoluciondarios entre duas seqiiéncias bem como auxiliar a identificar
membros de familias de genes.

A primeira versao foi desenvolvida em 1990 e tinha por objetivo pesquisar
similaridades locais entre seqiiéncias sem levar em consideracao os gaps. A mo-
tivagao para seu desenvolvimento foi a necessidade de melhorar o desempenho do
algoritmo utilizado na ferramenta FASTA, por meio de busca de k-tuplas (sub-
seqiiéncias idénticas) em menor nimero e de maior valor qualitativo. A idéia era
integrar o uso de matrizes de substituicao na primeira etapa do algoritmo, onde
eram buscados as k-tuplas [140].

Ao realizar uma anadlise, a ferramenta BLAST retorna uma lista de alinha-
mentos - lista de hits® - ou seja, fragmentos de uma sequéncia, com o score entre
a seqiiéncia que estd em analise e as seqiiéncias contidas no banco de dados pes-
quisados.

No que refere-se ao funcionamento da ferramenta, dadas duas seqiiéncias
quaisquer (observando que o BLAST pode fazer pesquisas em diversas bases
de seqiiéncias), sao computados todos os possiveis pares de segmentos cujos sco-
res estejam acima de um certo limite que pode ser definido pelo usuario. Ao
par que possui o score maximo é dado o nome de Par de Segmento Maximo ou
High-Scoring Segment Pair (HSP), e é este score que indica a similaridade entre
as duas seqiiéncias [14].

O BLAST, ao realizar uma busca por seqiiéncias similares a passada como
parametro, fornece algumas informacoes estatisticas, sendo que as informacoes
mais importantes sao o score, expectation value (e-value) e o probability-value
(p-value). O score é a medida correspondente ao quanto duas seqiiéncias sao
similares. O e-value corresponde a possibilidade de um determinado alinhamento
acontecer por acaso. Quanto menor o e-value, menor a chance de que o alinha-
mento tenha acontecido por acaso, e portanto, maior a chance do alinhamento
evidenciar uma similaridade real (maior significancia) [135]. A relacao entre o e-
value e o score é inversamente proporcional, isto é, quanto mais significante for o
score menor sera o e-value. O p-value é a probabilidade de um alinhamento HSP

2 Aplicacdes isoladas, desktop
3530 seqiiéncias coincidentes ou similares aquela informada como parametro de busca [65].
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ocorrer com valor maior ou igual a um determinado score. Sua interpretacao é
semelhante a do e-value (quando o e-value < 0.00001, p-value e e-value sdo apro-
ximadamente idénticos). A relagdo do p-value com o e-value é determinada pela
seguinte férmula [14]:

P — value = 1 — e~ (E—vatue) (2.2)

O conjunto de programas do BLAST compreende as ferramentas BLASTN,
BLASTP, BLASTX, TBLASTN e TBLASTX. A Tabela 2.1 descreve resumida-
mente os objetivos de cada ferramenta.

Tabela 2.1: Conjunto de programas BLAST.

Programa Base de Dados Consulta (Query)
BLASTN Nucleotideo Nucleotideo
BLASTP Proteina Proteina
BLASTX Proteina Nucleotideo transfor-
mado em proteina
TBLASTN Nucleotideo transfor- | Proteina
mado em proteina
TBLASTX Nucleotideo transfor- | Nucleotideo transfor-
mado em proteina mado em proteina
PSORT

O PSORT ¢ um pacote de programas, desenvolvido na Universidade de Tokyo
em 1991, utilizado para a predigao da localizagao de proteinas nas células [117].
De acordo com o tipo de organismo ao qual a proteina pertence, um conjunto de
localizagoes possiveis é testado.

No caso das bactérias Gram-negativas®, PSORT verifica se a proteina per-
tence ao citoplasma, a membrana interna, a membrana externa ou ao periplasma
da célula®. Apds a andlise dos dados (por exemplo, seqiiéncia de aminodcidos e
seqiiéncias da bactéria Gram-negativa), o programa fornece, no arquivo de saida,
uma predicao da localizacao da proteina e a sua probabilidade de ocorréncia. Ori-
ginalmente, o PSORT foi desenvolvido para predigao de proteinas em bactérias
Gram-negativas, mas o pacote de ferramentas PSORT, PSORT II, iPSORT,
PSORT-B e WoLF PSORT ja foi expandido para realizar a predigao em diversas
classes de organismos [19].

HMMER

4Bactérias Gram-negativas sdo bactérias que nao retéem a tintura cristal violeta de acordo
com o protocolo de classificagao Gram. As bactérias Gram-negativas possuem uma parede
celular dupla, em que a interna é uma fina camada de peptidoglicanos (responsavel pela forma
das células e protegao do citoplasma; confere rigidez ao corpo bacteriano), enquanto que a
exterior 4 formada por carboidratos, fosfolipidos e proteinas [http://pt.wikipedia.org/wiki/
Bactria,http://www.forp.usp.br/restauradora/calcio/citolog.htm]

®Corresponde a um espaco situado entre a membrana externa e membrana citoplasmética
das células Gram-negativas.
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O HMMER é um software que implementa perfis HMM para anélise de seqtiéncias
biolégicas. Hidden Markov Models (HMM) sao modelos baseados em célculos
probabilisticos [98, 76, 80]. Uma das vantagens de utilizar HMM para a cons-
trucao de perfis é que eles sao considerados um bom método para tratar com gaps
encontrados em familias protéicas [138].

O software HMMER é utilizado para buscas “sensiveis”’em bases de dados
usando alinhamento multiplo de seqiiéncias. O usudario fornece como entrada
para o programa um alinhamento multiplo de seqiiéncias. Entao um HMM é
construido afim de que o usudario possa utiliza-lo como uma consulta dentro da
base de dados de seqiiéncias para encontrar (e/ou alinhar) homologias adicionais
de uma familia protéica. O software HMMER é comumente utilizado com a base
Pfam, que esta descrita posteriormente. O HMMER é disponibilizado sob licenca
publica GPL [20].

INFERNAL

O INFERNAL é um pacote de programas que permite ao usudrio criar perfis de
estruturas secunddrias® de RNA, e utiliza-los para procurar por RNAs homdélogos
em bases de seqiiéncias de acidos nucléicos, ou criar novas estruturas baseadas
em alinhamentos multiplos de seqiiéncias [79].

O pacote de ferramentas INFERNAL é o resultado da implementacao de mo-
delos probalisticos para representar perfis de estruturas secundarias de RNA, os
quais sao chamados de Modelos de Covariancia (MC) [78]. Os MC s@o andlogos
aos perfis obtidos por HMM, utilizados em anélise de seqiiéncias protéicas, sendo
utilizados para inferir segmentos nao codificadores na estrutura de RNA nao-
codificadores (ncRNA)". Este fato permite o INFERNAL ser compardvel A ferra-
menta HMMER. Entretanto, os MC incluem informagoes de consenso das estru-
turas secundarias de RNA e da seqiiéncia.

De acordo com [78], a complexidade de um algoritmo de programagao dinamica
para alinhamento de um MC com uma seqiiéncia de RNA de tamanho N é O(N3),
tornando-o prético apenas para tamanhos pequenos de seqiiéncias de RNA. O al-
goritmo utilizado pelo INFERNAL é uma variante, utilizando como idéia central
a estratégia “dividir para conquistar”, analoga aos eficientes algoritmos de ali-
nhamento linear de seqiiéncias de Myers/Miller [116] e possui uma complexidade
na ordem de O(N?log N), o que torna possivel obter alinhamentos 6timos de
estruturas em sequiéncias de RNA.

O pacote INFERNAL disponivel para uso contém programas, dentre outros,
que permitem que os usuarios criem MC de estruturas secundarias de RNA, ali-
nhem novas seqiiéncias com um MC e busquem seqiiéncias homélogas de RNA
para um MC [20]. A base de dados freqiientemente utilizada em conjunto com o
INFERNAL ¢ a base Rfam [91], a qual descreveremos na Secao 2.6.

SEstruturas espaciais do RNA, i.e, a forma apresentada pela estrutura de RNA. Alguns
exemplos sao as formas de “grampo”e “dupla-fita”

"RNA nio codificadores sdo seqiiéncias que foram transcritas mas nao participaram da
sintese protéica, ou seja, nao foram traduzidas em proteinas [http://en.wikipedia.org/wiki/
Non-coding_RNA].
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O INFERNAL esta passando por uma fase exaustiva de testes. O software
- observando a ultima versao da ferramenta (versao 0.72), disponibilizada em
janeiro de 2007 - gera saidas robustas, porém com falta de dados ou missing va-
lues acerca de caracteristicas relevantes aos especialistas. E importante ressaltar
que os algoritmos base do INFERNAL requerem um enorme tempo de processa-
mento. Portanto, esta ferramenta é lenta e os projetos que venham a utiliza-la
provavelmente vao requerer o uso de vérios processadores [79].

tRNAscan-SE

O tRNAscan-SE é um software utilizado para identificar tRNA em seqiiéncias
de DNA [20]. A ferramenta possui uma probabilidade de acerto na identificagao
de tRNA na ordem de 99-100%, com uma taxa de falsos positivos menor que 1
por 15 gigabases (10° bases). Em conjunto com o tRNAscan-SE, sao utilizados
dois outros programas para deteccao de tRNA, sao eles: FufindtRNA e COVE.
Em uma primeira etapa, os programas tRNAscan-SE e FufindtRNA identificam,
nas seqiiéncias, regioes “candidatas”’a tRNA. Estas regides (subseqiiéncias) sdo
entao passadas para a analise da ferramenta COVE, visando a confirmacao da
predicao inicial de tRNA. Em relacao ao tempo de busca nas bases de tRNA, a
ferramenta busca aproximadamente 30.000 bp por segundo [111, 110].

2.6 Bancos de Dados para Anotacao

Com os diversos projetos de seqiienciamento espalhados pelo mundo, o cresci-
mento das bases de dados bidlogicos, principalmente as bases publicas, tém apre-
sentado crescimentos exponenciais em seus tamanhos. Nessa secao serao apresen-
tadas algumas das principais bases de seqiiéncias utilizadas por pesquisadores em
todo o mundo.

GenBank/EMBL/DDBJ

O GenBank [9] é a principal base de dados do consércio International Nucleotide
Sequence Database Collaboration (INSDC), o qual é formado pelas bases Gen-
Bank (USA), European Molecular Biology Laboratory-EMBL (Europa) e DNA
DataBank of Japan-DDBJ (Japao). O GenBank contribuiu muito para a marca
de mais de 100 gigabases de seqiiéncias de DNA disponibilizadas pelo INSDC
[57]. O INSDC fornece acesso livre e irrestrito aos dados, bem como mantém
permanentemente registros das bases. A Figura 2.12 ilustra a dimensao das bases
de dados GenBank, EMBL, DDBJ e a interacao entre elas.

O GenBank, como visualizado na Figura 2.13, vém apresentado nos ultimos
anos um comportamento exponencial em seu crescimento. Mais de 140.000 espécies
estao representadas e novas espécies estao sendo adicionadas a uma taxa de mais
de 1.700 por ano. Depois do Homo sapiens, as principais espécies no GenBank
em termos de niimero de bases sao Mus musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus,
Danio rerio e Zea mays (dados relativos ao release 158 - fevereiro de 2007).

Cada entrada do GenBank inclui uma descrigao concisa da seqiiéncia, o nome
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Dimensio INSDC - referéncia: Margo de 2007
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Figura 2.12: (a) Dimensoes, em nimero de seqiiéncias e pares de bases, das bases
de dados, de acordo com os utimos releases disponibilizados: GenBank (release
158 - fevereiro de 2007), EMBL (release 90 - marco de 2007) e DDBJ (release 69
- margo de 2007). (b) Interagao entre as bases de dados do consércio INSDC.

45



Crescimento do GenBank - referéncia: Dezembro de 1982 até
Fevereiro de 2007
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Figura 2.13: Crescimento exponencial apresentado pelo GenBank.

cientifico e taxonomia do organismo fonte, referéncias bibliograficas e tabela de ca-
racteristicas bioldgicas tais como: regioes codificantes e sua tradugao em proteina,
unidades de transcricao, regioes de repeticao e sitios de mutacao ou modificacao.
A maior fonte de novas seqiiéncias sao EST. Em relacao aos registros armazenados
no GenBank, cada um consiste de uma seqiiéncia e sua anotagao que sao asso-
ciados em um identificador inico, o ntmero de acesso, que permanece constante
durante a “vida”do registro, mesmo quando hd uma mudanca em sua anotagao.

A base EMBL, pertencente ao European Bioinformatics Institute-EBI, tem
o proposito de coletar e apresentar seqiiéncias de nucleotideos e anotagoes, pos-
suindo uma abrangéncia mundial [67]. A cobertura da base EMBL inclui, de
modo geral, dados de projetos de seqlienciamento genomico, seqiiéncias subme-
tidas diretamente, registro de seqiiéncias suportadas por aplicacoes patenteadas,
entre outros. O principal objetivo da base é integrar as intimeras seqiiéncias de
nucleotideos e anotagoes dentro da Bioinformética. Assim como o GenBank, o
volume de dados disponibilizados pelo EMBL apresenta, considerando como re-
feréncia o tltimo release disponibilizado, crescimento exponencial. A Figura 2.14
apresenta o grafico de crescimento da base FMBL. Atualmente, a base vém
concentrado esforcos no desenvolvimento de ferramentas para submissao e recu-
peracao de dados, a fim de prover aos pesquisadores maior facilidade na submissao
e maximizar a qualidade das informagoes contidas nos dados submetidos [5].

O banco DDBJ surgiu em 1986 no Instituto Nacional de Genéticas do Japao
ou National Institute of Genetics (NIG), sendo que o seu primeiro release, con-
tendo 66 seqiiéncias e 54.485 pares de bases, foi divulgado em julho de 1987
[21]. O DDBJ é o unico repositério de seqiiéncias biolégicas no Japao que é
certificado oficialmente para coletar sequéncias de DNA e emitir o niimero inter-
nacional de identificacao aos responsaveis pelos dados submetidos. Grande parte
das submissoes de seqiiéncias sao oriundas de pesquisadores japoneses, chineses e
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Crescimento do EMBL - referéncia: Junho de 1982 até Margo de 2007
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Figura 2.14: Crescimento exponencial apresentado pelo FMBL.

coreanos [141]. Assim como o GenBank, o DDBJ contém um grande volume de
EST, sendo divido em categorias, tais como: genes humanos, primatas (exceto
os seres humanos), roedores, vertebrados, invertebrados, bactérias, virus, EST,
entre outros. Os pesquisadores do DDBJ, da mesma forma que os grupos do
GenBank e EMBL, além de outros, desenvolvem e disponibilizam softwares para
recuperagao e analise de dados biolégicos. A Figura 2.15 apresenta o grafico de
crescimento da base DDBJ.

Crescimento do DDBJ - referéncia: Julho de 1987 até Margo de 2007

40.000.000.000 - 80.000.000

35.000.000.000 + r 70.000.000
ig 30.000.000.000 + r B0.000.000 E‘
— H=}
& 25.000.000.000 4 - 50.000.000 g
] = |mmm Pares de Bazes
% 20.000.000.000 + r40.000.000 8 e
= ‘5 | —— Seqiéncias
2 15.000.000.000 r 30.000.000 @
g 10.000.000.000 + r 20.000.000 E
=8

5.000.000.000 + - 10.000.000

0+ r 0
1987 1992 1997 2002 2007
Ano
Figura 2.15: Crescimento exponencial apresentado pelo DDB/J.
Nr

47



A base nr é o mais amplo banco de dados de nucleotideos disponivel através do
NCBI. A composicao do “nr” é feita por seqiiéncias nao-redundantes, derivadas
de seqiiéncias presentes nas bases GenBank, EMBL e DDB.J. Deve-se observar,
que além do banco com seqiiéncias de nucleotideos, a base “nr” possui um re-
positorio para sequiéncias proteicas, derivadas de seqiiéncias obtidas das bases
Swiss-Prot, Swiss-Prot updates, Protein Information Resource (PIR) e Protein
Data Bank (PDB) [9, 22]. Neste trabalho, a base “nr” utilizada refere-se a base
de seqiiéncias protéicas.

Swiss-Prot

A base de conhecimento de proteinas, Swiss-Prot, pertence a um repositorio cen-
tral conhecido como Universal Protein Resource KnowledgeBase (UniProtKB),
o qual é mantido pelo consércio UniProt [48]. Este consércio é formado pelas
instutuigdes EBI, PIR e o Swiss Institute of Bioinformatics (SIB). Swiss-Prot é
conhecido por ser uma base de dados que possui caracteristicas como: anotacoes
de alta qualidade, dados nao-redundantes, nomenclaturas padronizadas e inte-
gracao com outras bases de dados, tais como GenBank, EMBL ¢ DDBJ[59].

COG/KOG

A base de dados COG tem por objetivo classificar filogeneticamente proteinas
codificadas em genomas completos de bactérias, organismos archaea (organismos
relacionados com as bactérias) e organismos eucariotos [147]. A base de dados
COG foi projetada para simplificar estudos evolucionérios de genomas completos
de procariotos, bem como de eucariotos unicelulares, e melhorar as atribuicoes
funcionais de proteinas individuais [53]. Cada COG consiste de proteinas indivi-
duais ou grupos de pardlogos presentes em pelo menos 3 linhagens de organismos.
Com o objetivo de criar uma bases para pesquisa de genes ortologos em diversos
grupos de organismos eucariotos, foi desenvolvida a base KOG. A analise desta
base reporta tendéncias presentes na evolucao dos organismos eucariotos [146].

GO

O projeto GO objetiva prover vocabularios estruturados para dominios biolégicos
especificos que podem ser utilizados para descrever genes ou produtos de genes
[47, 123]. O GO iniciou em 1998, como uma colaboragao entre trés bases de or-
ganismos, a saber: FlyBase, Saccharomyces Genome Database (SGD) e a Mouse
Genome Database (MGD) [23].

GO nao é uma base de dados com seqiiéncias de genes e nem um catalogo
com produtos de genes. GO é um projeto que descreve como produtos de genes
comportam-se dentro do contexto celular, possuindo esforcos colaborativos, ob-
servando a necessidade por descricoes consistentes de produtos de genes em bases
de dados diferentes. Em outras palavras, o Projeto GO visa definir e/ou unifor-
mizar a terminologia utilizada pelos bidlogos para descrever diferentes elementos
de Biologia Molecular que sao compartilhados entre as varias formas de vida, de
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modo a viabilizar um modo padrao e universal de anotar genes ou seus produtos.
Esta uniformizacao possibilita a andlise e o cruzamento dos dados bioldgicos dos
mais diversos organismos de forma consistente.

O projeto GO desenvolveu trés vocabularios controlados, também conhecidos
como trés ontologias GO (a defini¢ao de ontologia é apresentada na Secao 3.4.1),
que descrevem produtos de genes nos termos de seus processos biolégicos asso-
ciados, componentes celulares e funcao molecular. Em relagao a esse trabalho
realizado pelos pesquisadores do projeto GO, trés aspectos devem ser considera-
dos: (1) o desenvolvimento e a manutengao das trés ontologias; (2) a anotacao de
produtos de genes, a qual envolve fazer associagoes entre as ontologias e os genes
e produtos de genes em bases de dados colaborativas; (3) desenvolver ferramentas
que facilitem a cria¢do, manutencdo e o uso de ontologias [23].

Pfam

Pfam é uma base de dados com uma grande colecao de alinhamentos multiplos
de seqiiéncias e HMM abrangindo muitas familias comuns de proteinas, tendo
como objetivo ser uma base com defini¢oes precisas acerca de dominios protéicos
[51]. Cada familia de proteinas presente na base Pfam é representada por dois
alinhamentos multiplos de seqiiéncias e dois perfis HMM.

A quantidade de familias protéicas encontradas na base Pfam tém crescido
bastante nos ultimos anos, apresentando - no release 21 disponibilizado em novem-
bro de 2006 - alinhamentos e modelos para um total de 8957 familias, baseadas
nas bases de seqiiéncias protéicas Swiss-Prot [18] e SP-TrEMBL [24]. A base
Pfam é subdividida em duas outras bases, conhecidas como Pfam-A e Pfam-B.
As familias protéicas presentes na base Pfam-B sao aquelas nao pertencentes a
alguma familia Pfam. A Figura 2.16 exibe as porcentagens relativas as familias
encontradas nas bases Pfam-A e Pfam-B.

Base Pfam (B957 familias protéicas) - referéncia:
Novembro de 2006

13%

13% O Pfarm-A
B Ffam-B

O Jutros

4%

Figura 2.16: Porcentagens das bases Pfam-A e Pfam-B em relacao as 8957
familias em Pfam (adaptada de [6]).

Rfam
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O Rfam é uma abrangente base de dados de alinhamentos miiltiplos de seqiiéncias
e MC, cobrindo diversas familias comuns de RNA nao codificadores [91]. Para
cada familia presente na base Rfam que possui mais de 574 familias - de acordo
com o release 8.0, disponibilizado em fevereiro de 2007 - o pesquisador pode: visu-
alizar e utilizar alinhamentos multiplos de seqiiéncias, ler a anotacao e examinar
a distribuicao de espécies dos membros das familias disponiveis, entre outras fun-
cionalidades.

A base Rfam, em conjunto com o programa INFERNAL (descrito na Secao
2.5), pode ser utilizada para anotar seqiiéncias, incluindo genomas completos, a
partir de conhecidas seqiiéncias de ncRNA. Segundo [91], um dos objetivos do
Rfam é facilitar a identificacao e classificacdo de novos membros, a partir de
familias de seqiiéncias conhecidas, e disponibilizar anotacoes de ncRNA. A base
Rfam pode ser acessada em [25].

SMART

SMART é uma base de seqiiéncias utilizada para identificagdao, anotacao e analise
de arquiteturas de dominios protéicos [133, 103]. Os dados contidos em SMART
sao derivados de alinhamentos multiplos de dominios protéicos. Assim como o0s
HMM; tais alinhamentos permitem aos usuarios a identificacao de dominios em
bases de seqiiéncias. Estes dominios sao freqiientemente anotados com respeito as
distribuigoes filogenéticas, classes funcionais, estruturas terciarias (das proteinas)
e residuos funcionalmente importantes. Os dominios encontrados em bancos de
seqiiéncias nao redundantes (por exemplo, a base nr), bem como parametros de
consultas e informagoes taxonomicas, sao armazenados em sistemas gerenciadores
de bancos de dados relacionais. Dessa forma, é permitido aos usuérios fazerem
buscas a proteinas contendo combinacoes especificas de dominios em categorias
taxonomicas definidas.

A base SMART pode ser utilizada de dois modos: normal e genoémico. A
principal diferenca entre estes dois modos é a base protéica utilizada. No modo
normal, sao utilizados as bases Swiss-Prot, SP-TrEMBL e proteomas da base
Ensembl. No modo genomico, apenas proteomas de genomas completamente
seqiienciados sao utilizados [26].

KEGG

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) é uma base de conhecimento
para andlise sistematica de fungoes de genes, vinculando informacoes gendomicas
com informagoes funcionais [97]. A base KEGG é constituida de softwares as-
sociados e trés bases de dados, ambos disponibilizados no Japanese GenomeNet
service (Servigo Japonés de Rede Genomica) , a saber:

e A base PATHWAY, que contém representacoes graficas de processos celula-
res, como: metabolismo, transporte de membrana e ciclo celular. A base é
complementada por um conjunto de tabelas contendo grupos ortélogos para
a informacao sobre vias metabdlicas de motivos, que sao freqiientemente

20



codificados por posicoes de pares de genes no cromossomo e especialmente
uteis na predigao de fungoes de genes;

e A base GENES, abrange uma colecao de catalogos de genes para todas
as seqiiéncias genomicas completas e parciais, com anotagoes atuais sobre
funcoes de genes;

e A base LIGAND, é uma colecao de compostos quimicos celulares, bem como
moléculas de enzimas e reacoes enzimaticas relevantes.
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Capitulo 3

Sistemas Multiagente

Conforme apresentado em [58] e [145], o surgimento de arquiteturas de software
distribuidas, juntamente com o amadurecimento de técnicas como Computacao
em Grade [72] e Web Services [144], tém contribuido fortemente para o desenvolvi-
mento de novas tecnologias na drea de Computagao Distribuida. Caracteristicas
complementares a sistemas de computacao distribuida incluem arquitetura de
software modular para garantir a escalabilidade dos sistemas, bem como meca-
nismos que asseguram capacidades tais como: adaptabilidade, coordenacao entre
os elementos do sistema e uma estrutura comun de comunicagao. Esses requisitos
contribuiram no amadurecimento de metodologias e técnicas para o desenvolvi-
mento de softwares orientados a agentes, provendo um conjunto de abstracoes
flexiveis de alto nivel para modelar problemas complexos de forma distribuida.
Os estudos em relacao as arquiteturas de software baseadas no paradigma de
agentes, sinalizam que problemas de natureza distribuida ou que requerem uma
sinergia entre um numero de elementos distribuidos para sua solucao podem ser
eficientemente implementados por meio de Sistemas Multiagente (SMA).

Pesquisas em SMA no dominio da Inteligéncia Artificial Distribuida (IAD)*
preocupam-se com o estudo, comportamento e construgao de um colecao de agen-
tes autonomos que interagem entre si e com o seu ambiente [143]. H4 vertentes
relacionadas ao paradigma de agentes inteligentes na qual acredita-se que a in-
teligéncia nao pode ser separada do contexto social, ou seja, nao considerando
os agentes apenas como entidades inteligentes isoladas. A partir deste contexto,
aplica-se a idéia de SMA [85].

Nesse capitulo sao apresentados conceitos, caracteristicas e classificacao de
agentes inteligentes na Secao 3.1. A descricao de SMA, com suas caracteristicas,
classificagoes, ambientes e uma breve descricao de arquiteturas blackboard sao
apresentados na Secao 3.2. Aspectos em desenvolvimento de SMA, abrangendo
uma visao geral da especificacao Foundation for Intelligent Physical Agents (FIPA)
e descricao do framework JADE, sao apresentados na Secao 3.3. Por fim, tépicos
relacionados a Ontologias e Mineracao de Dados, que integram a arquitetura de
SMA proposta nesta dissertacao sao apresentados na Secao 3.4.

LA TA tradicional possui a metéfora da inteligéncia baseada no comportamento individual
humano com énfase na representacao de conhecimentos e métodos de inferéncia. Na IAD, a
metafora utilizada é baseada no comportamento social com énfase nas agoes e interagoes.
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3.1 Agentes Inteligentes

Segundo [129], agente é uma entidade capaz de realizar a percepcao de seu am-
biente através de sensores e de agir sobre esse ambiente através de atuadores.
Uma breve explanacao acerca de ambientes serao descritos na Secao 3.2.1. A Fi-
gura 3.1 apresenta a arquitetura classica de um agente, onde podemos observar a
funcao de agente (simbolo de 7) que transforma qualquer seqiiéncia de percepgoes
em acoes no ambiente. Para um melhor entendimento, consideramos o exemplo
de um agente robético [129]. Neste agente poderiamos ter cameras e detectores
da faixa de infravermelho funcionando como sensores e seus véarios motores (por
exemplo, bragos robdticos e esteiras de movimentacao) como atuadores.

oy
/ﬁ;ente \
Sensores 4 Pemepofes
: g
E-
l 5
Atnadores -
Anfes
L 7

Figura 3.1: Arquitetura cldssica de um agente [129].

A definicao acima apenas descreve o que seja um agente, porém nao engloba o
significado de um agente inteligente. Vale ressaltar que varios grupos de pesqui-
sas possuem compreensoes do que venha a ser um agente inteligente, resultantes
da prépria definicao do termo inteligéncia. Um agente é adequadamente classi-
ficado como inteligente quando ¢é capaz de apresentar comportamento autonomo
na execucao de suas agoes, ou seja, percebendo e agindo sobre o ambiente de
acordo com o seu histérico de percepcao adicionado a caracteristicas de aprendi-
zagem. Existem defini¢des importantes para agentes inteligentes encontradas na
literatura:

e Para [113] agentes auténomos sdo sistemas computacionais que habitam
ambientes dinamicos complexos, percebendo e agindo de forma autonoma
neste ambiente, realizando um conjunto de objetivos e tarefas para os quais
sao projetados.

e [87] considera que um agente autéonomo é um sistema inserido em um
ambiente, o qual percebe e age sobre este ambiente, perseguindo sua propria
agenda e executando suas percepcoes em acgoes futuras.
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e Segundo [157] um agente inteligente é um agente capaz de agoes autonomas
flexiveis e, ainda, socialmente organizadas que podem, mas nao necessari-
amente, serem dirigidas para objetivos predeterminados ou metas. Nesta
definicao, flexibilidade significa: reatividade, pro-atividade e habilidade so-
cial.

Em relacao as caracteristicas desejaveis aos agentes, estas podem variar de acordo
com o dominio da aplicagao, no entanto, observando a definigao de [157], agentes
inteligentes devem possuir quatro caracteristicas bésicas, a saber:

e Autonomia: os agentes inteligentes exercem controle sobre suas proprias
acoes.

e Reatividade: agentes inteligentes sao capazes de perceber e responder em
tempo adequado (observando a complexidade do dominio) as mudangas que
ocorrem no ambiente, bem como satisfazer seus objetivos projetados.

e Pré-atividade: agentes inteligentes sao capazes de exibir comportamento
orientado a objetivos, tomando iniciativas visando satisfazer seus objetivos.

e Sociabilidade: a nogao de sociedade, deve-se ao fato de que os agentes inteli-
gentes podem e devem relacionar-se com os outros agentes (e possivelmente
seres humanos) no ambiente no qual estao inseridos, buscando satisfazer
seus objetivos.

No que se refere a classificacao de agentes, [129] apresentam quatro tipos
bésicos, os quais incorporam os principios subjacentes a quase todos os sistemas
inteligentes, a saber:

e Agente reativo simples: é o tipo mais simples de agente. Estes agentes sele-
cionam acoes com base na percepcao atual, ignorando o restante do historico
de percepgoes. Podemos considerar como exemplo um temporizador de um
aparelho de ar condicionado, que muda seu comportamento de acordo com
a variacao de temperatura no ambiente.

e Agentes reativos baseado em modelos: sao agentes que podem manter algum
estado interno que dependa de seu histérico de percepgoes (refletindo pelo
menos alguns dos aspectos nao-observados do estado atual) e que também
possam alterd-los/atualizé-los. De forma simplificada, esse tipo de agente
controla o estado atual do ambiente usando um modelo interno. Em seguida,
ele escolhe uma agao da mesma maneira que o agente reativo simples.

e Agentes baseados em objetivos: assim como agentes precisam de uma des-
cricao de seus estados atuais, eles também precisam de alguma espécie de
informacao sobre objetivos que descreva situacoes desejaveis. Por exemplo,
um carro em um cruzamento pode seguir em frente, ir para a esquerda ou
direita, sendo que a decisao correta do sentido a seguir dependera de onde
esta se querendo chegar.
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e Agentes baseados na utilidade: sao agentes que possuam funcionalidades
que os tornem capazes de preferir um estado em detrimento de outro, fa-
zendo com que este estado tenha maior utilidade para o agente no ambiente.
A funcionalidade que prover utilidade mapeia um estado (ou uma seqiiéncia
de estados) em, por exemplo, um numero real que descreve o grau de sa-
tisfacao associado.

Estes quatro tipos basicos de agentes, podem ser dividos em duas classes:
agentes reativos e agentes cognitivos. Os agentes reativos englobam os agentes
reativos simples e baseados em modelos [84, 129]. Os agentes cognitivos englo-
bam os agentes baseados em objetivos e na utilidade. Relacionando essas classes
com as principais caracteristicas apresentadas por agentes inteligentes, temos que
os agentes reativos, por nao agirem de acordo com seu historico de percepcao,
diferem dos agentes cognitivos principalmente pela capacidade de aprendizagem,
refletida na caracteristica de autonomia. A autonomia é considerada por muitos
pesquisadores como pré-requisito para considerar um agente como inteligente.

Paradigmas: Agentes versus Objetos

Segundo [157] e [112] os grupos de programadores tradicionais que usam o pa-
radigma de Orientagao a Objetos freqiientemente nao conseguem observar algo
de novo num sistema baseado em agentes. Ao observarmos propriedades rela-
tivas a agentes e a objetos, este fato é consideravel. Em linhas gerais, objetos
sao entidades computacionais com estado encapsulado, podendo executar acoes
através de métodos associados a este estado e comunicam-se através de envio de
mensagens. As diferencas entre agentes e objetos incluem o fato de que objetos
raramente exibem controle sobre seu préprio comportamento (autonomia). Os
agentes decidem entre si se devem ou nao executar uma acao ou pedido de um
outro agente. Agentes nao invocam métodos entre si, mas sim requerem acoes
que devam ser executadas. Agentes sdao projetados para terem comportamento
flexivel, ou seja, comportamento reativo, proativo e social. Agentes interativos
possuem suas préprias linhas de controle (threads). Contudo, devemos observar
que linguagens de programacao voltadas a orientacao a objetos podem ser utili-
zadas na construcao de sistemas de agentes. Como exemplo, temos a linguagem
Java [27] que tem sido bastante utilizada na implementagao de frameworks para

construcao de SMA, tais como o JADE [28] e o ZEUS [29].

3.2 Aspectos de SMA

Segundo [157] um SMA consiste de um nimero de agentes autéonomos que intera-
gem entre si, de acordo com os seus objetivos, tipicamente por envio de mensagens
por meio de uma infra-estrutura de comunicagao. De acordo com [145] sdo trés
as caracteristicas centrais dos SMA:

e 0s agentes que estao dispersos pelo ambiente agem de forma autonoma ou
em colaboracao;

e 0s agentes que compoem o SMA nao possuem o controle global do sistema;
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e 0s agentes sao providos de uma infra-estrutura para a especificagao da co-
municacao com protocolos de troca de mensagens.

No que se refere a infra-estrutura para especificacao da comunicagao, temos
o exemplo de arquiteturas blackboard (Secao 3.2.3). Em relagao aos protocolos
para troca de mensagens, podemos citar como exemplo as linguagens Knowledge
Query Manipulation Language (KQML) [152, 30] e FIPA - Agents Communica-
tion Language (FIPA-ACL) [31].

Apos apresentadas a definicao e as caracteristicas desejaveis aos SMA, é im-
portante observarmos a aplicabilidade de sistemas baseados em agentes. Em
[157], sao abordados pontos importantes que tornam apropriadas a aplica¢ao de
solugoes baseadas em agentes, a saber:

e O ambiente é aberto, dinamico, incerto ou complexo: nestes ambientes, sis-
temas capazes de agoes autonomas flexiveis sao freqiientemente uma otima
solucao.

e Agentes sdo uma metafora natural: muitos ambientes (incluindo organizagoes
e ambientes comerciais) sao modelados naturalmente como sociedades de
agentes, em que ha a cooperacao ou senao a competicao entre eles para
resolver problemas complexos.

e Distribuicao de dados, controle ou expertise: em varios ambientes, a dis-
tribuicao de dados, controles ou expertise significa que aplicar uma solugao
centralizada é extremamente dificil ou, na pior das hipdteses, impossivel.
SMA tém ganhado espaco na solucao desses problemas pela flexibilidade que
eles oferecem, onde cada entidade autonoma exerce o controle de operagoes
projetadas sobre cada base de dados.

e Sistemas Legados: um problema crescente enfrentado pelos desenvolvedores
envolve os sistemas legados, sistemas que podem possuir tecnologias obso-
letas, mas que sao essenciais as organizagoes que os utilizam. A esses siste-
mas freqlientemente sao requisitados interacoes com outros componentes de
software, os quais possivelmente nunca foram imaginados pelos desenvolve-
dores originais. Uma solugao para este problema é envolver componentes
legados, desenvolvendo uma “camada de agentes” funcionais para possibili-
tar aos sistemas legados cooperar e comunicar-se com outros componentes
de software.

Em suma, SMA sao ideais para representar dominios que incluem multiplos
métodos de solucao de problemas, pontos de vista e entidades. Os SMA sao
capazes de oferecer vantagens da solucao de problemas de forma concorrente e
distribuida, juntamente com as vantagens dos esquemas sofisticados de interacao.
Por interagoes, temos a inclusao da cooperagao para alcancar um objetivo comum,
a coordenacao na organizacao das atividades para a solucao do problema e a
negociagao de restricoes de subproblemas, de modo que se alcance desempenho
satisfatério [112].
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3.2.1 Ambientes

Um aspecto importante para projetos de SMA é a definicao do ambiente em que
os agentes estao inseridos. [153] apresenta a seguinte definigdo para este termo:
Um meio que prové as condigoes delimitantes para os agentes existirem e que
coordena a interacao entre eles com acesso aos recursos. Neste contexto, o termo
recursos pode ser entendido como recursos computacionais, hardware e software.

Para um melhor entendimento do conceito de ambiente, a Tabela 3.1 exibe al-
guns exemplos de SMA, apresentando informagoes sobre medida de desempenho,
ambiente, sensores e atuadores.

Tabela 3.1: Exemplos de SMA e seus ambientes (adaptada de [129]).

Descricao do | Medida de | Ambiente Atuadores Sensores
SMA Desempenho
Robo de | Porcentagem Correia trans- | Braco e maos | Camera,
selecao de | de pecas | portadora com | articulados sores angulares
pecas em bandejas | pecas; bande- articulados

corretas jas
Instrutor  de | Maximizar Conjunto  de | Exibir Entrada pelo
ingles nota de aluno | aluno, testes | exercicios, teclado

em teste de agencia | sugestoes,

certificadora corregoes

Anotagao Porcentagem Anotadores, Exibir su- | Solicitacao dos
manual em | de  sugestoes | bases de dados | gestoes de | anotadores
projetos de | corretas, de seqiiéncias, | anotacoes
seqiiencia- acuracia  das | anotagoes manuais
mento de | anotacoes manuais
genomas manuais

Segundo [153], alguns grupos de pesquisa consideram o ambiente de SMA
como uma mistura que envolve recursos, servicos, bases de dados, infra-estrutura
de comunicacao, entre outros. Portanto, todos os elementos nao-agentes de um
SMA sao tipicamente considerados como sendo parte do ambiente.

A Figura 3.2 mostra uma descricao acerca deste contexto, onde sao visualiza-
das as posicoes dos agentes no ambiente, bem como sua divisao em trés camadas:
aplicacao multiagente, plataforma de execugao e infra-estrutura fisica. A camada
da aplicacaio SMA abrange as aplicagoes de agentes, ambientes da aplicagdo (por
exemplo, a metodologia GAIA de modelagem de agentes [157, 158] e framework
SMA, por exemplo, JADE [55, 56]). A camada da plataforma de execugao
abrange middlewares, por exemplo, Remote Method Invocation (RMI), e o sistema
operacional. Por ultimo, na camada infra-estrutura fisica estao os hardwares dos
computadores, redes de comunicagao e um mundo fisico, por exemplo, celulares
e Personal Digital Assistants (PDA).

Em relagao a classificacao dos ambientes de SMA, [129] divide e define como
completamente ou parcialmente observavel, deterministico ou estocastico, episddico
ou seqilencial, estatico ou dinamico, discreto ou continuo. Note que essas classi-
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ficacoes nao sao mutualmente excludentes, ja que um ambiente pode possuir mais
de uma dessas classificagoes.

Completamente observavel ou parcialmente observavel: se os sensores de
um agente permitem acesso ao estado completo do ambiente em cada ins-
tante, o ambiente é completamente observavel. Um ambiente poderia ser
parcialmente observavel devido aos agentes apresentarem sensores impreci-
SOS.

Deterministico ou estocdstico: se o préoximo estado do ambiente é completa-
mente determinado pelo estado atual e pela acao executada pelo agente, o
ambiente é classificado como deterministico; caso contrario, ele é estocastico.

Episédico ou seqiiencial: em ambientes episddicos, a experiéncia do agente
¢ dividida em episddios atomicos, onde cada episédio consiste na percepcao
do agente, e depois na execugao de uma tnica acao. O episddio seguinte nao
pode depender das acgoes executadas em episddios anteriores. No caso de
ambientes seqiiencias, a decisao atual pode afetar todas as decisoes futuras.

Estatico ou dinamico: se for possivel o ambiente sofrer alteragoes enquanto
um agente esta deliberando, o ambiente, na visao deste agente, é dinamico,
caso contrario, ele é estatico.

Discreto versus continuo: o ambiente é considerado discreto se existe um
nimero finito de estados distintos, percepcoes e acoes possiveis, caso contrario
ele é considerado continuo.

3.2.2 Classificacao

Os SMA podem ser classificados como SMA reativos e cognitivos. Os SMA re-
ativos baseiam-se na idéia de que o comportamento inteligente deve emergir da
interacao de diversos agentes simples. SMA reativos consideram o problema,
para o qual estao sendo utilizados, como sendo um conjunto de agentes intera-
gindo entre si, onde cada agente possui seus proprios objetivos. Uma forma usual
de representar os comportamentos dos agentes é por meio de um conjunto de re-
gras (como, regras de produgao). As principais caracteristicas dos SMA reativos,
conforme cita [122, 41] s&o:

nao ha representacao explicita de conhecimento: o conhecimento do agente
¢é implicito através de regras de comportamento que se manifestam em suas
acoes comportamentais.

nao ha representagao explicita do ambiente: o comportamento (resposta)
do agente baseia-se no que é percebido (estimulo) a cada instante, mas sem
uma representacao explicita do ambiente.

nao ha memoria de agoes: os agentes nao mantém um histérico de suas
acoes, de forma que uma acao passada nao exerce nenhuma influéncia direta
sobre suas agoes futuras.
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e possue um grande nimero de membros: este tipo de SMA tem, em geral,
um grande nimero de agentes, variando de dezenas a milhoes de agentes
dependendo do dominio da aplicagao.

Pesquisando varios autores observamos que ao contrario da relagao de agentes
que compoem os SMA reativos, onde os agentes exibem comportamentos do tipo
estimulo-resposta, os SMA cognitivos podem ser descritos como um conjunto
de agentes socialmente organizados capazes de interagir (cooperar, coordenar e
negociar) com os demais agentes da sociedade. Desta forma, podemos perceber
que os SMA cognitivos possuem uma modelagem mais complexa se comparado
aos SMA reativos [84, 152, 46, 129, 122, 41].

Algumas caracteristicas aplicadas aos SMA cognitivos sao apresentadas con-
forme [122, 41]:

e existe representacao explicita do conhecimento do ambiente;

e ¢ mantida um historico de percepgoes passadas, objetivando o planejamento
de acoes futuras;

e sao compostos de um pequeno numero de membros;

e nao ha um sistema de controle global;

e possuem informacoes e capacidades incompletas para a solucao do problema;
e existe uma computagao assincrona.

Relacionando os dois tipos de classificacao apresentados ao contexto deste
trabalho, na proposta que sera apresentada no Capitulo 4 temos a arquitetura
baseada em SMA cognitivo, principalmente pela necessidade dos agentes serem
capazes de melhorar as sugestoes de anotacoes manuais a partir de um modelo
de aprendizagem especifico, auxiliado por ontologias préprias e algoritmos de
mineracao de dados. As definigcoes relacionadas a estes topicos sao apresentadas
na Secao 3.4. Entretanto, o prototipo desenvolvido durante este trabalho nao
aplicou estes modelos de aprendizagem, mas tao somente a elaboracao de um
vocabulario comum aos resultados reportados pelos softwares BLAST e FASTA.

Em relacao ao protétipo implementado, utilizamos o conceito de SMA rea-
tivos, onde a arquitetura é composta de agentes que utilizam uma estrutura de
comunicacao, com troca de mensagens por meios de vocabularios especificos de
comunicacgao e representacao de estruturas bioldgicas, baseada em uma arquite-
tura blackboard (Segao 3.2.3). Em relagao a expertise que determina a execugao
das acoes do agentes, a forma de representacao utilizada foi de regras de producao.
Os aspectos relacionados a proposta e a arquitetura implementada serao apresen-
tados com maior nivel de detalhes no Capitulo 4.

3.2.3 Arquitetura Blackboard

No inicio da década de 70 foram dados passos relevantes para formalizar a idéia
presente na IAD, como a construgao de sistemas inteligentes distribuidos, com o
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desenvolvimento de uma arquitetura conhecida como Blackboard ou Quadro-negro
[121, 70, 71].

A arquitetura blackboard prové aos sistemas uma arquitetura modular que
possa ser adequada a dominios que possuem caracteristicas tais como solucao
distribuida e expertise descentralizada, ou seja, a expertise do sistema pode ser
divida em médulos de conhecimento independentes. Segundo [71], as arquiteturas
blackboard possuem trés componentes principais, a saber:

e Fonte de Conhecimento (FC): médulo independente que prové a expertise
necessaria para a solucao do problema. Uma FC nao interage diretamente
com outra FC, bem como nao possue conhecimento de outras FC presentes
no sistema. A FC pode ser representada por paradigmas como, por exem-
plo, sistemas baseados em regras e algoritmos de aprendizagem de maquina
(4rvores de decisao, redes neurais, 16gica fuzzy, redes bayesianas, entre ou-
tros).

e Blackboard (BB): repositério compartilhado de dados que contém voca-
bularios comuns ao sistema, dados de entrada, solucoes parciais, sugestoes
e outras informagoes que possam contribuir para a solucao do problema. As
FC interagem diretamente com o moédulo BB.

e Componente de Controle (CC): responsavel por gerenciar centralizadamente
o fluxo de execucao para a solucao do problema. O CC é um modulo
separado de uma FC individual, determinando em um dado momento, qual
FC é a mais apropriada para ser executada.

A Figura 3.3 mostra um esquema simples de uma arquitetura blackboard. As
arquiteturas blackboards, assim como arquiteturas SMA, possibilitam o desenvol-
vimento de sistemas colaborativos. No desenvolvimento de um SMA é possivel
utilizar o modelo de arquitetura blackboard, no entanto, essas duas metodologias
possuem caracteristicas diferentes. Os SMA direcionam para caracteristicas como
autonomia (controle local e controle global), interacao entre agentes (ao contrario
da nao interacao entre as FCs), distribuigdo dos dados (ao contrario de um re-
positério central compartilhado como o BB), conforme apresentado na Segao 3.2.
No contexto deste trabalho, o protétipo BioAgents apresentado no Capitulo 4
foi implementado sob o paradigma multiagente apresentando em sua arquitetura
uma organizagao com caracteristicas da abordagem blackboard.

3.3 Desenvolvimento de SMA

De acordo com as caracteristicas inerentes aos SMA apresentadas na Segao 3.2,
podemos observar que o desenvolvimento destes sistemas requer um nivel de com-
plexidade maior do que no desenvolvimento de softwares tradicionais, o que im-
plica no melhoramento e surgimento de tecnologias de suporte. Observando que
muitas das caracteristicas basicas dos SMA sao independentes de aplicacao e
buscando facilitar o desenvolvimento destes sistemas, diversos frameworks para
suporte ao desenvolvimento de SMA comegaram a surgir.
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Estes frameworks oferecem todas as funcionalidades basicas para a operabili-
dade de um SMA, provendo mecanismos para a geréncia, comunicagao, controle
e coordenacao, o que permite aos desenvolvedores se dedicarem por mais tempo
a modelagem e funcionalidade dos agentes. A essa abordagem, da-se o nome de
abordagem horizontal ou middleware, ou seja, os frameworks oferecem uma bi-
blioteca de nivel relativamente alto, porém genérica e independente de aplicacao,
diferente da abordagem vertical onde solugoes ad hoc especificas sao implemen-
tadas.

3.3.1 Visao Geral sobre a Especificagao FIPA

A Foundation for Intelligent Physical Agents (FIPA) [31] é uma organizagao per-
tencente ao Institute of Electrical and FElectronics Engineers (IEEE) [32] que
especifica padroes para o desenvolvimento de tecnologias baseadas em agentes in-
teligentes. Criada em 1996 e tendo sido aceita oficialmente em 2005 pela IFEE foi
definida como um comité de padroes para tecnologias de agentes, com o propésito
de produzir especificacoes de padroes de software para agentes heterogéneos e sis-
temas baseados em agentes.

A principal missao da FIPA é a promogao e aprimoramento continuo de tec-
nologias e especificagoes que facilitem e promovam a interligacao de softwares
baseados em agentes inteligentes nos setores industrial e comercial, visando a in-
teroperabilidade entre sistemas autonomos. O trabalho de padronizacao da FIPA
destina-se a facilitar a interoperabilidade entre softwares de agentes, uma vez que,
além da linguagem de comunicacao, a FIPA especifica também quais os princi-
pais agentes envolvidos na gestao de um sistema, a ontologia necesséaria para a
interagao entre sistemas, e ainda o nivel de transporte dos protocolos.

Segundo [31, 66], no padrao FIPA um agente é uma entidade de software que
encapsula seu proprio estado, comportamento, processo de controle de execucao
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e a habilidade de interagir e se comunicar com outras entidades. Um atributo
muito interessante é a habilidade de um agente migrar de uma plataforma para
a outra mantendo intacto o estado da sua informagao, ou seja, o agente pode ser
movel. Entretanto, nao significa que este atributo seja obrigatério a modelagem
de agentes. A arquitetura da plataforma de agentes FIPA pode ser encontrada nas
especificagoes normativas da Especificagao FIPA de Gerenciamento de Agentes
(FIPA Agent Management Specification) [31]. A plataforma de agentes FIPA
proveé a infra-estrutura na qual os agentes podem ser desenvolvidos, estabelecendo
um modelo de referéncia légico para criacao, registro, localizagao, comunicacao,
migracao e retirada dos agentes. A Figura 3.4 ilustra este modelo de referéncia,
o qual ¢é constituido dos seguintes componentes logicos:

e Agente ou Agent: é o fator fundamental numa plataforma de agentes que
combina um ou mais capacidades de servigos e pode incluir acesso a softwa-
res externos, usuarios humanos e meios de comunicacao. Um agente deve
ter pelo menos um proprietario e pode suportar varias nogoes de identi-
dade. Por exemplo, um Agent IDentifier (AID) rotula um agente. Logo,
este agente pode se distinguir dos demais sem risco de ambigiiidade no seu
universo.

e Facilitador de Diretérios ou Directory Facilitator (DF): é um componente
obrigatério da plataforma de agentes. Ele prove um servigo de péaginas
amarelas (lista os servigos oferecidos) para os outros agentes. Os agentes
podem registrar seus servicos com o DF' ou requisitar ao DF' que ele encon-
tre servicos oferecidos pelos outros agentes. Multiplos DFs podem existir
dentro de uma mesma plataforma de agentes e podem estar confederados.

e Sistema de Gerenciamento de Agente ou Agent Management System (AMS):
é um componente obrigatério da plataforma de agentes. O AMS exerce um
controle superintendente de acesso e uso da plataforma. S6 pode existir um
AMS em uma unica plataforma de agentes. O AMS apresenta um diretorio
de AIDs que contém enderecos de transporte para agentes registrados na
plataforma. O AMS oferece paginas brancas para os outros agentes, isto
é, permite a um agente encontrar agentes capazes de prover um determi-
nado servigo de que necessita. Cada agente deve registrar-se com o AMS
de forma a receber uma AID vélida.

e Sistema de Transporte de Mensagens ou Message Transport System (MTS):
é o método de comunicacao padrao entre agentes de diferentes plataformas.

e Plataforma de Agentes ou Agent Platform (AP): prové a estrutura fisica
em que o agente pode ser desenvolvido. A AP é composta de maquina(s),
sistema operacional, software de suporte de agentes (por exemplo, JADE),
componentes de gerenciamento de agentes FIPA (composto de DF, AMS e
MTS) e agentes. O mecanismo interno da AP ¢é inerente ao desenvolvedor
do SMA e nao hd uma padronizacao dentro do padrao FIPA. O FIPA esta
interessado somente em como a comunicacao ¢é feita entre agentes que sao
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nativos da AP e fora dela ou aqueles que podem dinamicamente se regis-
trar com uma AP. Agentes sao livres para trocar mensagens diretamente
utilizando quaisquer meios que eles possam suportar.

e Software: descreve todos os nao-agentes, colegao de instrugoes executaveis
acessiveis através de um agente. O agente pode acessar o software para
adicionar novos servigos, adquirir novos protocolos de comunicacao, entre
outros.

Software
! Plataforma de Agentes (AP)
Sistema de Facilitador de
Agente Gerenciamento de Diretorios
(AID) Agentes (AMS) iDF)

! : I

Sistema de Transporte de Mensagens (MTS)

Sistema de Transporte de Mensagens (MTS)

Plataforma de Agentes (AP)

Figura 3.4: Modelo de referéncia FIPA para a plataforma de agentes (adaptada
de [66]).

Em relacao ao atributo comunicacao, seu gerenciamento é um fator determi-
nante para a qualidade de sistemas com o objetivo de prover suporte ao desen-
volvimento de SMA. Um dos padroes desenvolvidos pela FIPA é a linguagem
de comunicacao de agentes FIPA-ACL [31], conforme é comentado na Segao 3.2.
Este padrao define o minimo de conjuntos de tipos de mensagens, chamados de
atos comunicativos.

Cada ato comunicativo é descrito entre uma forma narrativa e uma forma
semantica baseada em um modelo légico, representando a vontade de um agente
sobre determinada informacao carregada pela mensagem. Em [89], alguns exem-
plos de atos comunicativos sao: query-if (acao de perguntar a um agente se uma
proposigao é verdadeira ou falsa), inform (o agente emissor da mensagem in-
forma ao agente receptor se uma dada proposi¢ao é verdadeira), not-understood
(o agente emissor informa ao agente receptor que nao entendeu uma acao ou ato
prévio do receptor), agree (informa a concordancia em executar alguma agao,
possivelmente no futuro), request (o agente emissor solicita ao receptor que ele
execute alguma acao). A especificagdo de todos os atos comunicativos é encon-
trada em [31].

As mensagens da linguagem FIPA - ACL, em sua grande maioria, sao com-
postas de atributos como o ato comunicativo (conhecido como performative), um
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agente emissor, um agente receptor, um campo de conteudo e o controle de con-
versagao [31, 89]. O cédigo abaixo retirado de [89] mostra exemplos de troca de
mensagens entre dois agentes utilizando a linguagem de comunicacao FIPA - ACL.
Observe que no exemplo (a), o ato comunicativo é indicado por query-if, o emis-
sor, receptor e conteido sao indicados, respectivamente, pelos campos sender,
receiver e content, por ultimo, o controle de conversagao ¢ indicado pelo rétulo
reply-with (identificador da mensagem). No exemplo (b) a estrutura é andloga.
Em (a) o agente i pergunta ao agente j se este esta registrado com o dominio d1,
e em (b) o agente j responde nao.

(a) (query-if
:sender (agent-identifier :name i)
:receiver (set (agent-identifier :name j))
:content "((registered (server d1) (agent j)))"
:reply-with r09
)

(b) (inform
:sender (agent-identifier :name j)
:receiver (set (agent-identifier :name i))
:content " ((not (registered (server d1) (agent j))))"
:in-reply-to r09
)

No que se refere ao desenvolvimento de SMA, no framework JADE (Secao 3.3.2)
os programadores podem acessar os atributos das mensagens por métodos per-

tencentes a classe que implementa a especificacao da estrutura das mensagens
FIPA-ACL, no caso, a classe ACLMessage [28].

3.3.2 O framework JADE

Segundo [55] o JADE, desenvolvido e distribuido pela TILAB (Telecom Italia
LAB) sob a licenca Lesser GNU Public License (LGPL)?, é um framework para
desenvolvimento e execugao de aplicagoes peer-to-peer baseadas em agentes (rea-
tivos e/ou cognitivos), que pode operar tanto em ambientes computacionais wired
como wireless. O objetivo principal do JADE é facilitar o desenvolvimento de
softwares baseados em agentes.

Desde maio de 2003, um comité foi criado com o objetivo de supervisionar
o gerenciamento do Projeto JADE. Atualmente esse comité possui cinco mem-
bros, a saber: TILAB, Motorola, Whitestein Technologies AG., Profactor GmbH
e a France Telecom RD. A tltima versao oficial do framework é a 3.4.1, langada
em novembro de 2006. Para o desenvolvimento do protétipo descrito nesta dis-
sertacao utilizamos a versao 3.4.1.

2A LGPL é uma extensdo da licenca GPL. A licenca LGPL é destinada especialmente a
softwares baseados em bibliotecas de fungoes - por exemplo, Application Programming Interfa-
ces (APIs) - para desenvolvimento de aplicac¢oes, permitindo aos desenvolvedores utilizar tais
bibliotecas (cddigos livres) no desenvolvimento de softwares proprietérios (cédigos nao-livres)
[33].
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De acordo com o dominio de aplicagao, um ambiente computacional pode
evoluir dinamicamente com sistemas. Para o JADE, tais sistemas sao agentes
migrados, ou nao, entre plataformas (considerando que sigam os padroes FIPA
de interoperabilidade) de acordo com as necessidades da aplicacao que esta sendo
executada no ambiente computacional.

Conforme cita [55] JADE ¢é um framework completamente desenvolvido na
linguagem Java e estd fundamentado de acordo com os seguintes principios:

e Interoperabilidade: conformidade com a especificacao FIPA, o que significa
que os agentes construidos sob o JADE podem interoperar com agentes de-
senvolvidos sob outros frameworks de desenvolvimento desde que obdecam
a especificacao FIPA.

e Uniformidade e Portabilidade: JADEFE prové um conjunto homogéneo de
APIs que é independente da rede e da versao Java utilizada. Em relacao
a linguagem Java, as APIs JADE fornecem recursos para desenvolvedores
em ambientes Java 2 Platform Standard Edition (J2SE), Java 2 Platform
Entreprise Edition (J2EE) e Java 2 Platform Micro Edition (J2ME) 3.

e Facilidade de uso: apesar do framework possuir uma determinada complexi-
dade, esta caracteristica fica transparente ao usuario devido a simplicidade
de uso disponibilizada pelo seu conjunto de APIs e a ampla documentacao.

e Filosofia Pay-as-you-go: os desenvolvedores nao precisam fazer uso de todas
os recursos fornecidos pelo framework. Os recursos que nao estao sendo
utilizados, nao trazem overhead ao desempenho da maquina.

Principais caracteristicas e arquitetura do JADE

Segundo [55] a construgao do framework JADE contemplou tanto o desenvolvi-
mento de pacotes Java com funcionalidades prontas pra uso, quanto o desenvolvi-
mento de interfaces abstratas para serem adaptadas conforme as funcionalidades
requeridas para determinada aplicagao de agentes. Ou seja, JADE oferece uma
API para desenvolvimento de agentes em Java e uma plataforma distribuida de
agentes em conformidade com o padrao FIPA. Toda comunicacao entre agentes
sob o framework JADE é feita através de trocas de mensagens.

Uma outra caracteristica do framework ¢é que sua plataforma de agentes pode
ser distribuida por varios hosts - por exemplo, cada computador conectado a uma
Local Area Network (LAN) ou dispositivos PDA conectados a uma rede wireless -
cada um deles executando apenas uma Java Virtual Machine (JVM). Os agentes
sao implementados como threads Java e inseridos dentro de repositorios de agentes
conhecidos como containers, que disponibilizam todo o suporte para a execugao
do agente e representam o ambiente de execucao das aplicacoes de agentes. A
Figura 3.5 mostra a arquitetura do framework JADE.

3J2SE ¢é um ambiente de desenvolvimento para aplicagoes, por exemplo, em desktop (stand-
alone). J2EE é um ambiente de desenvolvimento para, por exemplo, aplicagoes corporativas
multi-camadas e aplicagoes Web. Por fim, J2MFE é um ambiente de desenvolvimento para
aplicacoes, por exemplo, em redes wireless e dispositivos méveis
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Figura 3.5: Arquitetura do framework JADE (adptada de [55]).

O framework JADE possui uma vasta biblioteca, através de um conjunto
de APIs Java, para o desenvolvimento de agentes, bem como um ambiente de
execucao que prover servigos basicos, os quais devem ser ativados no dispositivo
antes dos agentes serem executados (pode ser um dispositivo mével com J2ME
ou uma aplica¢do executando em um desktop com J2SE ou J2EFE). No JADE,
cada instancia em tempo de execugao é chamada de container (desde que con-
tenha agentes). Ao conjunto de containers dar-se o nome de plataforma e esta
prové uma camada homogénea na qual fica transparente aos agentes e aos de-
senvolvedores a complexidade existente entre o framework e recursos tais como
sistema operacional, hardware, middleware (por exemplo, a JVM) e o tipo de
rede de interligacao. O container equivale a um processo. Podemos ter diferentes
containers na mesma plataforma, sendo uma JVM por container. Além disso
diferentes agentes podem existir no mesmo container, onde cada agente tem sua
propria thread de execucao e a JVM escalona um ambiente multithreaded pré-
emptivo (programa modelado com trechos de c6digo - threads - que executam de
maneira simultanea [27]). A comunicacao entre JVMs ¢ feita através do método
Java Remote Method Invocation (RMI) [27], recurso oferecido pela linguagem
Java [28, 55, 56].

Na Figura 3.6 é mostrada a plataforma JADFE distribuida em varios contai-
ners, sendo que ha um container em cada um dos trés hosts e cada container
contém trés agentes. No container principal, é feito o gerenciamento de servicos
tais como AMS, DF' e o registro de containers (método RMI).
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Figura 3.6: Plataforma JADE distribuida em vérios containers (adaptada de

[56]).

No contexto do trabalho descrito nesta dissertacao, a utilizacao do framework
JADE no desenvolvimento do prototipo deve-se a diversos fatores, a saber:

e ser distribuido como software livre, sob licenca LGPL;

e a linguagem de programacao suportada ser Jawva, possibilitando boa porta-

bilidade;

e as especificacoes de JADE serem compativeis com o padrao FIPA, ofere-
cendo uma biblioteca de classes de protocolos de interacao padronizados e
prontas para serem instanciadas ou estendidas;

e nao apresentar necessidade de implementar a plataforma de agentes, as fun-
cionalidades e a ontologia de gerenciamento de agentes, nem os mecanismos

de transporte e parsing de mensagens;

e oferecer um transporte eficiente de mensagens entre os agentes pelo uso da
linguagem FIPA-ACL;

e possuir suporte a usudrios, tendo uma grande comunidade ativa de desen-

volvedores e uma vasta documentacao disponivel para consulta.

Agentes em JADE

Os aspectos dos agentes em JADE serao apresentados conforme [55] e [56].
agentes sob o gerenciamento do framework JADE sao processos que podem re-
presentar entidades autoénomas independentes, possuindo uma identidade (iden-
tificador tnico - AID) e a capacidade de se comunicar com outros agentes para
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atingir os seus objetivos de execucao. Os agentes podem realizar multiplas tarefas
e a comunicag¢ao por troca de mensagems dar-se de maneira assincrona.

No ponto de vista da implementacao, um agente em JADE é uma instancia
da classe Agent, contida no pacote jade.core (biblioteca de classes JADE), ou
de alguma subclasse de Agent. Esta classe facilita o desenvolvimento de agen-
tes porque prové todas as caracteristicas necessarias para realizar as interacoes
basicas com a plataforma, tais como métodos para registro, configuracao ou ge-
renciamento remoto do agente. Além disso, a estrutura da classe Agent também
fornece o conjunto basico de métodos que podem ser chamados para implementar
o comportamento (behavior) personalizado do agente, por exemplo, o envio de
mensagens e a utilizacao de protocolos de interagao.

Em relacao a servigos ou funcionalidades de um agente, cada um deve ser
implementado como um ou mais comportamentos. Os comportamentos de JADE
modelam arquiteturas internas reativas, contudo, a abstragao de comportamento
do modelo do agente em JADE permite a integracao de softwares externos para
enriquecer a arquitetura do agente. Além disso, JADE oferece também bibliote-
cas para implementacao de caracteristicas, por exemplo, mobilidade. Estas ca-
racteristicas do framework JADE permitem o desenvolvimento de sistemas mais
sofisticados, uma vez que é possivel, além de tornar os agentes capazes de migrar
entre plataformas, agregar em uma mesma aplicagao, por exemplo, agentes rea-
tivos simples, agentes de aprendizado, agentes baseados em utilidade e agentes
moveis.

3.4 Tépicos Relacionados ao SMA Proposto

Nessa segao, apresentaremos conceitos dos temas Ontologia e Mineracao de Dados
inclusos na arquitetura proposta no Capitulo 4. No entanto, como o trabalho
nao implementa por completo a arquitetura proposta, maiores detalhes destas
tecnologias nao serao apresentados.

3.4.1 Ontologia

Na literatura sao encontrados diversas definicoes para o termo ontologia e es-
sas definicoes sao apresentadas de acordo com o enfoque dado ao dominio da
aplicacdo. No contexto da TA, observando a defini¢ao encontrada em [92], ontolo-
gia é uma especificacao explicita e formal de uma conceitualizacao compartilhada.
Neste contexto:

e especificagao explicita diz respeito a conceitos, propriedades, relagoes, funcoes,
restricoes e axiomas, sendo tais propriedades explicitamente definidas;

e o termo formal refere-se ao fato da ontologia ser interpretavel por maquina;

e por conceitualizagdo entende-se a organizacao do conhecimento sobre o
mundo - se refere ao dominio no qual a ontologia sera aplicada - em forma
de entidades;
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e 0 termo compartilhada reflete a nocao de que uma ontologia captura o
conhecimento apresentado nao somente por um tunico individuo, mais por
um grupo de individuos (humanos e/ou agentes).

Para [152], ontologia é como uma especificagao de objetos, conceitos e relacio-
namentos em uma area de interesse, onde as ontologias nao devem ser apenas uma
taxonomia de classes (ou tipos), tendo também que descrever o relacionamento
entre os termos que representam conceitos.

De acordo com [128], em SMA, para o sucesso da comunicagao é necessario que
os agentes possuam um vocabulario comum bem definido. No entanto, é usual
que diferentes agentes possuam terminologias diferentes para o mesmo significado
ou terminologias iguais para significados diferentes. Uma possivel solucao para
este problema é o compartilhamento de uma ontologia comum entre os agentes.

Conforme citado por [101] e observando o dominio da Bioinformaética, no qual
este trabalho estd inserido, o uso de ontologias pode ser direcionado, por exemplo,
a eliminar incertezas e falhas de interpretacao sobre os significados dos bancos de
dados, programas e seus relacionamentos. O uso de ontologias facilita a criagao de
sistemas aplicados a Bioinformética e podemos destacar dois tipos de ontologias
dentro desta area:

e Ontologia de Biologia Molecular: identifica e associa os conceitos da Biologia
Molecular, como por exemplo, os projetos GO e Tambis Ontology - TaO
[49, 50].

e Ontologia de processos de Bioinformatica: define conceitos como as entra-
das, saidas e utilizacao de cada programa na analise de dados da Biologia
Molecular (por exemplo, a ontologia the myGrid ontology definida no pro-
jeto myGrid inglés [34]).

Neste trabalho, observando o fato exposto por [128], onde a comunicagao en-
tre os agentes necessitam de um vocabulario comum e estruturado, bem como
considerando a ontologia de processos de bioinformética como descrita em [101],
a prosposta apresentada no Capitulo 4 considera o uso de ontologias, contidas em
um modelo de aprendizagem especifico, para modelar e relacionar os conceitos pre-
sentes na utilizacao dos programas executados na tarefa de anotagao automatica
e nos dados dos resultados destes programas. No protétipo implementado, foram
estruturados vocabuldrios comuns (presentes em um componente blackboard) aos
agentes, no entanto, como nao foram descritos os relacionamentos entre os termos
destes vocabularios, neste trabalho tais vocabulédrios nao serao reportados como
ontologias propriamente ditas.

3.4.2 Mineracao de Dados

Mineracao de Dados é o principal passo do processo de Descoberta de Conheci-
mento em Base de Dados ou Knownledge Discovery in DataBases (KDD), consis-
tindo da aplicacao de analise de dados e algoritmos de mineracao que produzem
um conjunto particular de padroes (ou modelos) sobre os dados avaliados, com o
objetivo de prover informagoes tteis aos especialistas [81].
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O tema mineracao de dados teve suas discussoes iniciadas na década de 90.
Atualmente, existem diversos grupos de pesquisas direcionados ao estudo deste
tema. Por ser um tema abordado em diversas areas de ensino, observa-se que
o material existente sobre mineracao de dados possui diferentes abordagens, de-
pendendo da origem ou do publico alvo ao qual se destina. O tema ¢ estudado e
abordado por profissionais de areas como Estatistica, Informatica, Matematica,
Saide, Administracao, entre outras. Cada area direciona o enfoque a abordagens
especificas adequadas as suas necessidades.

Em relacao aos algoritmos utilizados em mineracao de dados, de acordo com
[156], a base técnica destes algoritmos sao esquemas desenvolvidos por uma drea
de pesquisa relacionada a mineracao de dados, conhecida como Aprendizagem
de Maquina ou Machine Learning. Os esquemas presentes nos algoritmos de
aprendizagem de méaquina, com enfoque em mineracao de dados, comumente
trabalham com dois tipos de aprendizagem: supervisionada e nao-supervisionada.

No aprendizado supervisionado, um conjunto de dados com classes conhecidas
(conjunto de treinamento) é necessério para estimar os parametros do modelo de
classificacao. Apds estes parametros serem ajustados, o modelo pode ser utilizado
para classificar automaticamente todas as novas amostras dos dados [156, 95].
Resumidamente, de acordo com [112], a aprendizagem supervisionada assume
a existéncia de um professor, alguma medida de adequacao ou outro método
externo de classificacdo de exemplos contidos em um conjunto de treinamento.
Uma classe de algoritmos bastante utilizada no aprendizado supervisionado sao
os algoritmos de classificacao, tais como redes neurais, arvores de decisao, redes
bayesianas, support vector machine (svm), entre outros.

Ao contrario, no aprendizado nao-supervisionado a existéncia do professor é
eliminada, cabendo ao algoritmo de aprendizagem a avaliagao dos conceitos, ou
seja, os algoritmos de aprendizagem nao-supervisionada envolvem a aprendizagem
de padroes na entrada, quando nao sao fornecidos valores de saida especificos
[129, 112, 156]. Por exemplo, fazendo referéncia ao foco deste trabalho, um agente
inteligente poderia ser capaz de sugerir anotagoes manuais com a fungao biolégica
de um determinado gene, sem jamais ter tido o conhecimento de fungoes de genes
homodlogos a aquele gene. Sao exemplos de algoritmos de aprendizagem nao-
supervisionada: algumas variantes de redes neurais; algoritmos de agrupamento
ou clustering - resumidamente, encontram dados com atributos similares e os
coloca em um mesmo conjunto de dados; logica nebulosa ou fuzzy - aplicadas em
dominios de imprecisao e incerteza; entre outros.

Na literatura, sao encontrados diversos trabalhos que utilizam algoritmos de
aprendizado de maquina aplicados a problemas da Bioinformatica como exemplo,
predicao de estruturas de proteinas e localizacao de genes na tarefa de anotacao
automatica, pois como trata-se de um dominio que apresenta um extenso volume
de dados (como observado na Segao 2.6), o uso da técnica de mineragdo pode ser
bastante valiosa. Em [94], sao relacionados diversos problemas da Bioinformatica
que sao tratados pela mineracao de dados, apresentando técnicas e algoritmos
utilizados, bem como softwares desenvolvidos pelos diversos grupos de pesquisa
existentes. Por outro lado, ainda no dominio da Bioinformatica, trabalhos que
utilizam a abordagem de SMA em conjunto com algoritmos de mineragao, tais
como aprendizagem de méaquina, nao sao comuns. Como exemplo, podemos citar
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o projeto ATUCG - An Agent-based environmenT for a aUtomatiC annotation of
Genomes [54, 130], onde os agentes utilizam algoritmos de classifica¢ao (aprendi-
zado supervisionado), tais como C4.5, CN2, T2 e Repeated Incremental Pruning
to Produce Error Reduction (RIPPER) para apoiar o processo de anotagao. Uma
descricao deste projeto, bem como de outros trabalhos correlatos ao apresentado
nesta dissertacao, ¢ mostrada na Secao 5.4.

Nesse capitulo apresentamos temas relacionados ao desenvolvimento de SMA.
Observaremos que no desenvolvimento do prototipo apresentado no Capitulo 4,
os conceitos explanados nas Subsegoes 3.2.2 e 3.2.3 (classificagoes de SMA e ar-
quitetura blackboard) sao relevantes para o entendimento do modelo de agentes e
de arquitetura implementada. Nao menos relevantes sao as tecnologias descritas
na Secao 3.3, pois o BioAgents, em seu projeto de implementacao, fez uso do fra-
mework JADE. Neste contexto, as especificagoes para desenvolvimento de sistema
baseados em agentes adotadas pela FIPA sao essencias para o desenvolvimento
de SMA utilizando aquele framework. Para a apresentacao da arquitetura pro-
posta no Capitulo 4, descrevemos conceitos relacionados a temas como Ontologia
(Subsegao 3.4.1) e Mineragao de Dados (Subsecao 3.4.2).
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Capitulo 4

BioAgents

Conforme [75], a anotagao manual garante acuricia e completude ao entendimento
dos dados biolégicos. Com base nesta afirmacao é que consideramos a necessidade
de auxiliar aos bidlogos, oferencendo-lhes um recurso computacional para apoiar
a tarefa da anotacao manual em projetos de seqiilenciamento de genomas. Para
trabalhar este problema, utilizamos a abordagem Multiagente principalmente pelo
fato do ambiente da aplicagao apresentar caracteristicas especificas adequadas ao
uso desta abordagem, a saber:

e utiliza bancos de dados heterogéneos e descentralizados;

e constitui um ambiente dindmico (por exemplo, novos tipos de dados e bases
de dados com constantes alteragoes) e

e a tarefa de anotagao manual pode ser realizada de forma independente por
varios biélogos.

Nesse capitulo é apresentada a arquitetura do SMA proposto na Secao 4.1. A
descricao do protétipo BioAgents implementado e a explanacao da arquitetura
com suas respectivas camadas sao apresentados na Secao 4.2.

4.1 Arquitetura proposta

A arquitetura proposta neste trabalho é descrita sob uma abordagem multia-
gente na qual diferentes agentes cooperam entre si e interagem com o ambiente,
por meio de um médulo de colaboracao composto de ontologias especificas e al-
goritmos de mineragao de dados que visam resolver possiveis conflitos a fim de
sugerir o melhor conjunto de anotagoes aos bidlogos. O objetivo da utilizacao
de mineracao de dados nesta proposta é definir padroes encontrados na tarefa de
anotacao automatica que auxiliem na anotacao manual. A Figura 4.1 apresenta
esta arquitetura que consiste de um modelo composto por trés camadas, a saber:
Camada de Interface, Camada Colaborativa e a Camada Fisica [105].

A Camada de Interface permite uma interacao com o ambiente da aplicacao,
viabilizando consultas do usudrio e a visualizagao das sugestoes de anotacao fei-
tas pelo sistema. Na Camada Colaborativa, temos o nicleo do sistema. Nesta
camada, as consultas do usudrio sao transformadas em plano de execugao para
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Figura 4.1: Arquitetura proposta composta por trés camadas.

os agentes, definindo e avaliando quais informacoes extrair nas bases de dados da
Camada Fisica, de acordo com ontologias especificas e algoritmos de mineracao,
combinando os resultados e resolvendo os possiveis conflitos existentes. A Camada
Fisica é composta dos resultados da analise computacional executada na tarefa
de anotacao automatica, isto é, as bases de dados utilizadas pela arquitetura sao
compostas dos arquivos de saida resultantes da analise feita pelos softwares des-
critos no interior das figuras retangulares (por exemplo, BLAST e INFERNAL)
sobre as bases de dados descritas no interior das figuras elipticas (por exemplo,
nr e Rfam), ou seja, as setas nao indicam uma ordem ldgica de execugao de um
determinado software sobre determinadas bases de dados.

No contexto desta proposta, detalhes relacionados a resolucao de conflitos,
ontologias especificas e algoritmos de mineracao de dados nao sao apresentados
em detalhes. Isto deve-se ao fato do protétipo apresentado nesta dissertacao
nao consistir da implementacao destas caracteristicas, que estao descritas como
trabalhos futuros no Capitulo 6.

4.2 O protétipo implementado
Para validar o potencial da proposta apresentada, foi desenvolvido o protétipo

denominado BioAgents'[107, 106]. O protétipo tem como objetivo principal au-
xiliar os biélogos na tarefa de anotacao manual em projetos de seqiienciamento

! Alusdo ao termo agentes biolégicos (biological agents) comumente utilizado pelos pesqui-
sadores na area biomédica. Exemplos de agentes biolégicos sao microrganismos como os virus,
bactérias e fungos.
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de genomas. E importante enfatizar que no escopo deste protétipo, estamos con-
siderando as definicoes de SMA reativos, conforme a classificacao descrita por
[84] e apresentada na Segdo 3.2.2. Desta maneira, os agentes que compoem a
arquitetura do prototipo BioAgents apresentam as seguintes caracteristicas:

e nao possuem representacao explicita de conhecimento, ou seja, a expertise
dos agentes é representada por médulos independentes baseados em regras
de produgao que direcionam o comportamento dos agentes. Sendo assim,
o conhecimento provido pelos agentes é baseado no par estimulo-resposta,
onde os estimulos sao constituidos por percepgoes, refletidas pela comu-
nicagao (troca de mensagens) entre os agentes, e as respostas referem-se ao
seu comportamento.

e nao possuem uma representacao explicita do ambiente. Nesta primeira im-
plementacao do BioAgents, a definicao de ambiente considerada é a proposta
por [153], onde o ambiente é definido como um meio que proveé condigoes aos
agentes existirem, coordenando as acoes entre eles e 0 acesso aos recursos
computacionais disponiveis.

e o comportamento dos agentes estd baseado no par estimulo-resposta, in-
dicando que suas agoOes atuais nao exercem nenhuma influéncia nas agoes
futuras, isto é, os agentes nao possuem memoria de suas agoes, bem como
nao guardam o histérico de percepcoes a fim de auxilid-los na suas proximas
decisoes.

4.2.1 Arquitetura

O protétipo BioAgents é descrito sob uma arquitetura multiagente, conforme
uma abordagem blackboard (Secao 3.2.3), composta de trés camadas denomina-
das igualmente as camadas descritas na Segao 4.1. A Figura 4.2 apresenta a
arquitetura do protétipo BioAgents. A organizacao blackboard implementada,
conforme a figura, justifica-se devido a caracteristicas como:

e a expertise dos agentes ser incluida em Fontes de Conhecimento (FC) es-
pecificas e independentes umas das outras. Este fato fornece um nivel maior
de modularidade e adequacao do sistema ao tipo de projeto de seqiienci-
amento que o BioAgents sera aplicado, pois ao especializar o médulo de
raciocinio (ezpertise) de um determinado grupo de agentes, a acuricia do
sistema pode ser melhorada sem ocasionar impacto na expertise dos demais
agentes. Isto é explicito no dominio da anotacao manual, pois esta tarefa
possui a caracteristica de expertise descentralizada, ou seja, a anotagao ma-
nual nao necessariamente é executada por um tunico especialista, podendo
ser executada por diversos anotadores que podem apresentar niveis de ex-
periéncia diferentes;

e a comunicacao entre os agentes ser especificada por um repositorio comum -
componente blackboard (BB) - que contém vocabuldrios utilizados na comu-
nicacao e na representagao dos conceitos bioldgicos encontrados nas bases
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Figura 4.2: Arquitetura do BioAgents composta por 3 camadas.

de dados utilizadas pelo BioAgents. Esta estrutura é visualizada no interior
do retangulo pontilhado mais externo, conforme Figura 4.2.

e o fluxo de execucao dos agentes analisadores do BioAgents ser controlado
localmente por cada agente gerente.

Em relagao ao ambiente de desenvolvimento, o BioAgents estd implementado
na linguagem Java em sua versao 5.0 [27]. A escolha desta linguagem deve-se
principalmente as seguintes caracteriticas:

e permitir integracao com as funcionalidades e APIs disponibilizadas pelo
framework JADE (versao 3.4.1) [28];

e permitir integragdo com o motor de inferéncia JESS [93], versao 7.0, utili-
zado para a construgao do mecanismo de raciocinio - médulo FC - dos agen-
tes. Para um melhor entendimento, o JESS ¢é utilizado para construir bases
de conhecimento e obter inferéncias a partir de padroes pré-estabelecidos,
sendo especialmente desenvolvido para ser integrado a linguagem Java, o
que permite a criagao de softwares Java, inclusive SMA, com capacidade de
resolucao de problemas usando conhecimento vindo das regras de producao
implementadas em JESS, ou seja, permitindo que o médulo de negédcio (o
que fazer) dos agentes seja disjunto do seu médulo de raciocinio (como fa-
zer), fornecendo ao desenvolvedor a facilidade de aprimorar os algoritmos
de controle interno dos agentes sem quaisquer modificagoes em seu modulo
de raciocinio.;
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e ser a linguagem dos cédigos gerados pelo aplicativo OntologyBeanGenerator
[63, 60, 35], plugin utilizado para gerar cédigos Java, a partir de ontologias
construidas na ferramenta Protégé [35], que podem ser utilizados por SMA
desenvolvidos sob o ambiente JADE. Protégé é um software que fornece
um ambiente integrado, apresentando uma interface amigavel e de simples
manipulacao, usado por desenvolvedores de sistemas e especialistas em um
dominio especifico para o desenvolvimento de ontologias [35, 131];

e ser uma linguagem portavél, permitindo que o BioAgents seja utilizado em
diferentes plataformas.

4.2.2 Descricao das Camadas

Nessa subsecao apresentamos a composicao e o funcionamento das camadas nas
quais o protétipo BioAgents esta estruturado.

Camada de Interface

A Camada de Interface é responsavel por receber as solicitagoes submetidas ao
sistema e retornar o resultado do processamento ao usudrio, no caso, os biélogos
responsaveis pela anotacao manual. A solicitacao é descrita como uma mensagem
(requisi¢ao) que é enviada pelo Agente de Interface (Al), denominado Statistic-
sAnalysisAgent, ao Agente Resolvedor de Conflito (RC), denominado ConflictRe-
solutionAgent, no momento da execugao do sistema (a chamada ao sistema é
realizada através de linha de comando batch).

No BioAgents, para a apresentacao dos resultados, o agente Al recebe o con-
junto de sugestoes enviadas pelo agente RC e compara-as diretamente com as
anotagoes curadas (anotadas manualmente) pelos bidlogos. A Figura 4.3 mostra
um screenshot de execugao do BioAgents, onde a tela denominada Analysis Agent
é uma interface simples de inicializacao do sistema.

Camada Colaborativa

A Camada Colaborativa é o nucleo do BioAgents. Esta camada consiste de
um modulo de resolucao de conflitos, composto pelo agente RC, e um mddulo
central organizado conforme uma abordagem Blackboard. A estrutura da Ca-
mada Colaborativa é composta pelo agente RC, Agentes Gerentes (GR), Agentes
Analisadores (ANL), médulo FC e um componente BB.

O agente RC, de acordo com o observado na Camada de Interface, é res-
ponsavel por receber a solicitacao de anotacao enviada pelo agente Al, bem como
enviar a Camada de Interface o conjunto de sugestoes fornecido pelos agentes
GR. Apods receber a mensagem solicitando a anotacao, o agente RC envia uma
mensagem aos agentes GR com o objetivo de ativa-los. E importante enfatizar
que nesta implementagao do BioAgents, o agente RC nao possui o médulo de
resolucao de conflitos implementado.

Os agentes GR, denominados BlastManagerAgent e FastaManagerAgent, sao
os responsaveis por comandar o ciclo de execugao dos agentes ANL, conforme
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Figura 4.3: Screenshot da tela de execugao e do sniffer (médulo disponibili-
zado pelo framework JADE) mostrando as mensagens trocadas entre agentes do
protétipo BioAgents.
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descrito na Secao 4.2.1. Os agentes GR também centralizam e analisam as su-
gestoes enviadas pelos agentes ANL. Os agentes GR sao ativados pelo agente RC
de acordo com as suas especialidades e as necessidades do projeto de seqiienci-
amento. Estes agentes, apds as andlises realizadas pelos agentes ANL sobre as
bases de dados disponiveis na Camada Fisica, consolidam as sugestoes fornecidas
pelos agentes ANL através de regras de producgao proprias, implementadas nos
moédulos FC Gerente (Figura 4.2). Na Figura 4.4 é apresentado um fluxo genérico
de comunicacao entre os agentes GR e os agentes ANL, representado por meio de
etapas que estao numeradas de 1 a 8. Estas etapas sao descritas como:

Camada

de Interface
Camada (8) O agente GR retorna o conjunto
Calaberativa de sugestdes ac Agente Resolvedor
de Conflitos (Agente RC)
Expgr‘lise}lRe.:?rarade |
(8) Apds a analise dos rodugao) utilizada pelo
Agentes ANL, consultar agente GR.
(1) Requisicio de U o médulo FC Gerente
sugestdes ao Agente
Gerente FC (7) Analisa o conjunto de sugestdes
Agente =:=:'" Gerente e retorna o resultado (quais
GR "ﬂ: sugestoes foram consideradas)
(5) Envio de

sugestdes dos
Agentes ANL para o 1

Agente GR
ﬂ (4) Analisa o conjunto de dados

(2) Requisicao de fornecido pelos Agentes ANL &
sugestoes aos u U a retorna o resultado (sugestao valida

Agentes Analisadores ou ndo valida) para o Agente GR

[ Agente ] [ Agente ] [ Agente ]<: FC Expertise (Rearas de

ANL 1 ANL 2 Analisador Produgio) utilizada pelod
Agente ANL.

(3) Ap6s a analise das bases de

dados, consultar o madulo FC
Analisador

Camada
Fisica

Figura 4.4: Fluxo de comunicacao entre os agentes GR e agentes ANL.

1. o agente RC envia ao agente GR uma mensagem solicitando sugestao de
anotagao;

2. o agente GR entao envia mensagens aos agentes ANL solicitando uma
andlise destes agentes as bases de dados contidas na Camada Fisica;

3. apos os agentes ANL terem recuperado os dados da Camada Fisica, estes
agentes interagem com o componente FC Analisador. Esta interacao tem
por objetivo a andlise dos dados recuperados da Camada Fisica, por cada
agente ANL, pelas regras de producao implementadas neste componente.

4. ap6s a andlise dos dados, o médulo FC Analisador retorna aos agentes ANL,
obedecendo a solicitacao de cada um, a resposta em relacao a avaliacao do
conjunto de regras de producao implementadas no médulo FC;
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5. os agentes ANL entao enviam suas sugestoes ao agente GR;

6. o agente GR recebe as solicitagoes do agentes ANL e, de forma andloga a
etapa 3, solicita ao médulo FC Gerente a analise das sugestoes enviadas
pelos agentes ANL;

7. de forma andloga a etapa 4, o médulo FC Gerente retorna ao agente GR a
resposta acerca de sua analise, identificando quais sugestoes enviadas pelos
agente ANL serao repassadas ao agente RC;

8. O agente GR consolida os resultados e envia suas sugestoes ao agente RC.

As mensagens trocadas entre os agentes obedecem a estrutura da linguagem
FIPA-ACL [31], conforme apresentado na Segao 3.3.1. Para exemplicar, o cédigo
abaixo apresenta a estrutura de uma mensagem relacionada ao pedido de um
agente GR para um agente ANL a fim de que seja executada a andlise do arquivo
de saida blastXnr, o qual contém os resultados da andlise feita pelo software
BLASTX sobre a base de proteinas nr.

(REQUEST
:sender (agent-identifier
:name BlastManagerAgent )
:receiver (set (agent-identifier
:name BlastAnalysisAgentO ) )
:content "((action (agent-identifier
:name BlastManagerAgent )
(RequestFile
:FilePath c:\anotManualPb\Contigl1013\Contigl013.blastXnr
:FileType O
:FileLocation \"\")))"
rontology CommunicationOntology)

Neste codigo alguns detalhes e campos foram omitidos por serem utilizados apenas
para controle interno do framework JADE. O REQUEST significa o tipo de ato co-
municativo que esta sendo utilizado, neste caso, uma solicitacdo. O BioAgents faz
uso de quatro atos comunicativos, a saber: agree, request, inform e not_understood
conforme definidos na Se¢ao 3.3.1. O campo sender indica o agente que estd
originando a solicitagdo, no caso o agente GR BlastManagerAgent. O campo
receiver refere-se ao receptor responsavel por executar a solicitagao, identifi-
cado pelo agente ANL BlastAnalysisAgentO. Em relagdo ao campo content,
este traz a agao (action) a ser executada. Os detalhes do conteudo das sugestoes
e os conceitos que as representam serao apresentados adiante ao descrevermos
os vocabulérios utilizados pelo BioAgents. Por fim, o campo ontology indica o
vocabulario que esta sendo utilizado (CommunicationOntology) entre o agente
solicitante (agente GR) e o agente receptor (agente ANL) a fim de que a co-
municacao seja estabelecida. Este vocabulario é necessario para que os agentes
entendam da mesma forma o conteido de uma solicitacao ou de uma resposta.
Os agentes ANL, denominados BlastAnalysisAgent e FastaAnalysisAgent, cons-
tituem o ultimo nivel da Camada Colaborativa, sendo os responsaveis por en-
viar sugestoes individuais aos agentes GR. As sugestoes fornecidas pelos agentes
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ANL, assim como nos agentes GR, sao viabilizadas por regras de producao im-
plementadas nos modulos FC especificos a estes agentes, conforme apresentado
na Figura 4.2. O contetido das sugestoes retornadas pelos agentes ANL e GR é
visualizado no diagrama de classes apresentado na Figura 4.5.

AlignrmentHit
Suggestion EhitDefinition : String

&hit : AlignmentHit ﬂi%mESTS .
l%explanatinn : String ! ‘f? ue : Double
EphitlD - String

I%hitScnre : Double

Figura 4.5: Contetido e estrutura das sugestoes enviadas pelos agentes ANL aos
agentes GR.

Na Figura 4.5 podemos observar que as sugestoes sao compostas das clas-
ses Suggestion (classe mais geral) e AlignmentHit (classe mais especifica). Estas
classes foram criadas a partir do vocabulario declarado no componente BB, cons-
truido com o uso da ferramenta Protégé. Dentre as informacoes fornecidas pelas
saidas dos softwares BLAST e FASTA, estamos considerando para as sugestoes
os atributos relacionados ao e-value, score, o identificador do alinhamento (hi-
tID) e o nome da seqiiéncia (hitDefinition) referente ao alinhamento identificado.
Como exemplo dos conteudos atribuidos a estes atributos, a Figura 4.6 apresenta
o cabecalho de um alinhamento obtido na tarefa de anotagao automatica do Pro-
jeto Genoma Guarand, com a execugao do BLAST (programa BLASTX) sobre a
base nr. Na Figura 4.6 o e-value é representado pelo valor 2e-33, o score ¢é iden-
tificado pelo valor 360, o hitID é representado pelo identificador gb | AAM64995.1 |
e o hitDefinition é representado pelo nome unknown [Arabidopsis thaliana].
Os atributos e-value e score estao descritos na Secao 2.5 e sao os parametros de
avaliacao utilizados pelas regras de producao implementadas nos médulos FC.

rob | LAMG4995. 1] unknowhn [Arabidopsis thaliana)l
Length = 240

Seore = 143 bits (360), Expect = Ze-33
Identities = 75/129 (58%), Positiwves = B2/129 (63%), Gaps = 6/129 (4%)
Frame = +3

Figura 4.6: Exemplo de um alinhamento obtido com a execucao do programa
BLASTX.

A quantidade de agentes ANL criadas pelos agentes GR ¢é definida dinami-
camente de acordo com a quantidade de bases de dados disponiveis na Camada
Fisica, ou seja, se o projeto possui trés bases de dados entao os agentes GR deverao
alocar trés agentes ANL para a execucao das analises. A medida que os agentes
ANL finalizam suas tarefas, os agentes GR os encerram. Esta agao permite ao
BioAgents nao utilizar recursos de meméria fisica de forma desnecessaria.
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A interacao entre os agentes ANL e as bases de dados é realizada por meio de
parsers especificos aos tipos de dados utilizados pelo sistema. Estes parsers sao
utilizados para fornecer aos agentes ANL a estrutura de dados - uma lista con-
tendo as sugestoes destes agentes - necessaria para a andlise dos agentes GR. As
informacoes requeridas pelos agentes ANL sao acessadas e recuperadas do com-
ponente BB. Os agentes GR também se comunicam com o BB, pois estes devem
informar aos agentes ANL, no momento de sua ativagao, qual o vocabulario que
sera utilizado para a comunicacao entre estes agentes e os agentes GR, conforme
visualizado na Figura 4.2. Na atual implementacao do protétipo nao estao sendo
tratadas as falhas de comunicacao.

Na Figura 4.7 é apresentado o diagrama de seqiiéncia correspondente a comu-
nicagao entre a Camadas de Interface, identificada pelo agente Al (StatisticsA-
nalysisAgent), e a Camada Colaborativa, identificada pelo agente RC (Conflic-
tResolutionAgent), o agente GR BLAST (BlastManagerAgent), um agente ANL
BLAST (BlastAnalysisAgent) e as FC no nivel dos agentes GR. (SuggestionsA-
nalyzer) e dos agentes ANL (FileAnalyzer). O “X"visualizado logo abaixo do
agente ANL representa o término do ciclo de vida deste agente, e o loop (lago)
encontrado nos componentes FC FileAnalyzer e SuggestionsAnalyzer, indica que
a mensagem de retorno enviada por estes dois componentes sera ativada somente
apos o término das andlises executadas pelos agentes GR e ANL.

A RC GR. AL FC FC
[StatisticsAnalysisAgent) || [ConflictResolutionAgent) || (Elasthanagerdgent) || (BlastAnalysisAgent) | | [FileAnalyzer) | |(SugestionsAnalyzer)
solicitaSugestoesAnotacand) I:I I:I I:I D
ativaGRY) ativaNL() ' '

consultaFCy) o
loop
e 1
] respostaFC()
ativaSugestaoGRI)

L
'

anialisarSugestaoANLO '
' ' loop

resuIta&inAnaIisarSugeslanAh&LO
retomaResuttadosGR{) L ' '

EretornaSugesmesAnotacaoOE

u

Figura 4.7: Ciclo de vida e o fluxo de troca de mensagens entre os agentes do
protétipo BioAgents, considerando o exemplo de sugestoes a partir da anélise de
resultados do software BLAST.

Em relagao aos componentes FC, como descrito anteriormente, estes repre-
sentam os médulos de raciocinio do BioAgents, os quais incluem a expertise dos
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agentes representadas através de regras de produgao implementadas no motor de
inferéncia JESS. A nivel dos agentes GR, as FC sao denominadas como Blast-
SugestionsAnalyzer e FastaSugestionsAnalyzer, e no caso dos agentes ANL, sao
denominadas como BlastFileAnalyzer e FastaFileAnalyzer. A comunicacao entre
os agentes e o JESS é estabelecida por meio de métodos disponibilizados por
APIs (bibliotecas) JESS.

Os componentes FC sao declarados no nivel dos agentes GR com o objetivo
de consolidar e analisar, por meio das regras de producao implementadas, quais
sugestoes fornecidas pelos agentes ANL serao repassadas ao agente RC, para que
apos o envio de todas as sugestoes dos agentes GR as sugestoes sejam encaminha-
das a Camada de Interface. A estrutura, sintaxe e descricao das regras utilizadas
pelo BioAgents para fornecer as sugestoes de anotagao manual sao apresentadas
no Capitulo 5.

Finalizando a descricao da Camada Colaborativa, temos o componente BB.
Este componente possui vocabularios, ou seja, um conjunto de conceitos repre-
sentados por classes que especificam a comunicacao entre os agentes. Os voca-
bulérios foram desenvolvidos na ferramenta Protégé [35]. E importante enfatizar
que os agentes GR e ANL nao atualizam automaticamente o BB, isto é, estes
agentes apenas consultam e recuperam as informacgoes necessarias contidas neste
componente. Esta consulta e recuperacao de informagoes é viabilizada por meio
de métodos inerentes a cada classe escrita nos vocabularios. Estes métodos sao
gerados automaticamente pela ferramenta OntologyBeanGenerator [63, 60, 35].

O componente BB, conforme descrito anteriormente, contém apenas os voca-
bulérios utilizados para a comunicagao e representacao de informacoes biolégicas
encontradas nas bases de dados utilizadas pelo BioAgents. Estes vocabularios sao
denominados BioOntology e CommunicationOntology.

O vocabuléario BioOntology é utilizado para estruturar classes que representem
os diversos parametros que sao encontrados nos arquivos de saida dos softwares
utilizados na tarefa de anotacao automatica. A classe AlignmentHit, apresentada
na Figura 4.5, é um exemplo de classe pertencente ao vocabulario BioOntology.

A Figura 4.8 mostra a estrutura do vocabuldrio BioOntology, onde podemos
observar classes relacionadas aos arquivos de saida (BlastOutput e FastaOutput)
dos softwares BLAST e FASTA.

No que se refere ao vocabulario CommunicationOntology, este é responsavel
por estruturar classes inerentes a comunicacao entre os agentes, bem como gene-
ralizar as classes que compoem as sugestoes fornecidas pelos agentes ANL. Esta
generalizacao pode ser observada na Figura 4.5, onde a classe Suggestion, per-
tencente ao vocabulario CommunicationOntology, generaliza uma determinada
sugestao fornecida por um agente ANL, através da classe AlignmentHit perten-
cente ao vocabulario BioOntology.

A Figura 4.9 apresenta a estrutura de classes descritas no vocabulério Com-
municationOntology, necessarias a comunicacao entre os agentes que compoem a
arquitetura do prototipo BioAgents. Na figura, além da classe Suggestion apre-
sentada anteriormente, podemos observar as classes Suggests, RequestConfig, com
as extensoes RequestAlgorithm e RequestFile, GrouplD e a interface AgentAction,
pertencente a uma das APIs disponibilizadas pelo framework JADE, com as re-
alizagoes CreateAgent, KillAgent e RequestSuggestion.
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Figura 4.8: Estrutura do vocabulario BioOntology.
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Figura 4.9: Estrutura do vocabulario CommunicationOntology.
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A classe Suggests é utilizada para relacionar um conjunto de sugestoes ao
agente que as originou. A Figura 4.10 apresenta o relacionamento entre as classes
que compoem o conjunto de sugestoes fornecidos pelo BioAgents.

Sugyests

Epagent : AID
Eysuggestion | Suggestion

0.1
|

|
\E,EI..n AlignrnentH it

EyhitDefinition : String

Suggestion 1 0.1 ' )
- ; - - : hitHSPs : List
@Ohlt - AlignmentHit —— %b%hitEvalue Dauble

Epenplanation : String &hitlD - String
|Q}hitSmre : Double

Figura 4.10: Relacionamento entre as classes que compoem as sugestoes fornecidas
pelo BioAgents.

A classe RequestConfig, juntamente com suas extensoes, refere-se a forma na
qual as bases de dados estao armazenadas na Camada Fisica. O BioAgents foi
desenvolvido para permitir aos usuarios trabalharem com duas formas de arma-
zenamento: arquivos texto ou banco de dados relacional. Isto significa que o
BioAgents pode analisar bases de dados formadas apenas por arquivos do tipo
texto quanto bases de dados gerenciadas por um banco de dados relacional (por
exemplo, o banco PostgreSQL [36]). Na Figura 4.11 podemos observar o rela-
cionamento entre as classes RequestConfig, RequestAlgorithm e RequestFile. O
atributo requestType informa ao BioAgents o tipo de armazenamento que serd
utilizado.

A importancia da classe GrouplID consiste em permitir a identificacao de quais
grupos, por exemplo, contigs ou singlets (Segao 2.4.1), estao relacionadas as su-
gestoes fornecidas pelo BioAgents.

Por fim, na Figura 4.9, pode-se observar as classes CreateAgent, KillAgent e
RequestSuggestion. As classes CreateAgent e KillAgent sao especialmente utili-
zadas pelos agentes GR para criarem e finalizarem agentes ANL. Estas agoes sao
motivadas pelo fato de permitir ao BioAgents nao consumir recursos de maquina
quando hé agentes ANL inativos, isto é, que nao estejam executando alguma ta-
refa. Em relacao a classe RequestSuggestion, sua estrutura permite aos agentes
GR recuperar qual agente reportou uma determinada sugestao, a que GrouplD a
sugestao esta vinculada, bem como a origem (fonte de dados na Camada Fisica)
da sugestao.

Camada Fisica

A Camada Fisica consiste das bases de dados formadas pelos resultados da andlise
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RequestConfig
EyrequestType © Integer

1

Feqguestalgarithm RequestFile
&yalgorithmPath : String EyfileLocationld : String
ShalgorithmaArguments : List EfileType : Integer
Epalgorithm : Integer EyfilePath : String
&ydataBase : String

Figura 4.11: Diagrama de classes apresentando a relacao entre as classes Request-
Config, RequestAlgorithm e RequestFile.

dos softwares utilizados na tarefa de anotacao automatica, podendo estar armaze-
nadas tanto em formato de arquivos texto como em bancos de dados relacionais.
Estas bases de dados fornecem os dados necessarios a analise dos agentes ANL.

E importante enfatizar que nesta primeira implementacao do prototipo, as
bases de dados utilizadas para estudo de caso sao compostas apenas dos arquivos
de saida com os resultados das comparacoes efetuadas pelos softwares BLAST e
FASTA sobre as bases nr, zyva (COG), GO, KOG, SwissProt e as bases dos fungos
Sacchoromyces cereviseae (SC) e Schizosaccharomyces pombee (SP), conforme
apresentado na Figura 4.2.

Nesse capitulo abordamos as caracteristicas da arquitetura proposta e con-
sequente implementacao do protétipo BioAgents. Considerando que o escopo
da proposta inicial era amplo, nao implementamos os mddulos relacionados a
resolucao de conflitos, desenvolvimento de técnicas de mineracgao de dados e algo-
ritmos de aprendizado de maquina. No entanto, apresentamos de forma detalhada
o projeto de implementacao do BioAgents, o qual foi interamente desenvolvido
na linguagem Jawva, visando a integracao com o framework JADE. Utilizamos
e descrevemos o motor de inferéncia JESS para o desenvolvimento das FC. O
software Protégé foi utilizado no desenvolvimento dos vocabulérios relacionados
ao componente BB, denominados BioOntology e CommunicationOntology. No
Capitulo 5 serd apresentado a descricao das regras implementadas nos médulos
FC, a descricao dos estudos de caso utilizados na validacao do BioAgents, bem
como estudos comparativos dos trabalhos correlatos.

86



Capitulo 5

Estudo de Caso e Discussao dos
Resultados

O objetivo desse capitulo é apresentar e comentar os resultados obtidos utilizando-
se a estrutura do prototipo BioAgents sobre os dados disponibilizados pelos proje-
tos utilizados no estudo de caso desta dissertacao - projetos genoma Pb e Guarana.

Consideracoes acerca da organizagao das bases de dados e a tarefa de anotacao
manual executada nos projetos relacionados como estudo de caso sao descritas na
Secao 5.1. A descrigao e sintaxe das regras de producao implementadas para as
FC do BioAgents sao apresentadas na Secao 5.2. A apresentagdao e comentarios
dos resultados obtidos sao descritos na Secao 5.3. Alguns trabalhos correlatos ao
apresentado nesta dissertacao sao comentados na Segao 5.4.

5.1 Anotacao Manual nos Projetos Genoma Pb
e Guarana

Para auxiliar a adequada interpretacao dos resultados alcancados neste trabalho
é importante observar o contexto aplicado aos dados fornecidos pelos projetos
genoma Pb e Guarand, bem como entender a execuc¢ao da anotagao manual nestes
projetos. Esta observacao deve-se ao fato de que o entendimento das anotacoes
manuais, em qualquer projeto de seqiienciamento, é diretamente relacionado aos
tipos e a natureza dos dados considerados na execucao da anotagao automatica.

Conforme descrito na Secao 4.2, as bases de dados utilizadas pelo BioAgents
sao formadas por arquivos de saida com os resultados das anotagoes automaticas.
Sendo assim, estas bases de dados estao divididas da seguinte maneira:

e Projeto Genoma Pb: consiste dos arquivos de saida com os resultados origi-
nais obtidos com a execucao do software BLASTX sobre as bases de dados
nr, zyva (COG) e GO, e com a execucao do software FASTA sobre as bases
Saccharomyces cereviseae (SC) e Schizosaccharomyces pombee (SP).

e Projeto Genoma Guarana: consiste dos arquivos de saida com os resultados
originais obtidos com a execucao do software BLASTX sobre as bases de
dados nr, KOG, GO e SwissProt.
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Os resultados das anotagoes automaticas destes projetos possuem naturezas
semelhantes, a saber:

e as seqiliéncias de ambos os projetos sao genes expressos (EST) - genes que
codificam produtos (proteinas ou RNAs) - as quais foram divididas em
grupos de contigs e singlets;

e O programa BLAST utilizado por ambos os projetos foi o BLASTX. Re-
lembrando, este programa tem como entrada uma seqiiéncia de genes (nu-
cleotideos) que sao traduzidos para uma seqiiéncia de proteinas. Estas
seqliéncias sao analisadas com bases de dados de proteinas, conforme des-
crito na Segao 2.5.

Na Figura 5.1 é apresentado um trecho de um dos arquivos de saida utilizados
pelo BioAgents para fornecer as sugestoes de anotagoes manuais. De acordo com
a estrutura descrita acima, as bases de dados que compoem a Camada Fisica da
arquitetura do protétipo BioAgents, conforme apresentada na Secao 4.2.1, devem
ser interpretadas da seguinte maneira:

A base nr significa a base de dados com os arquivos de saida contendo
os resultados originais obtidos com a execugao do programa BLASTX
sobre a base de proteinas nr. A base SC significa a base de dados com
os arquivos de saida contendo os resultados originais obtidos com a
execugao do programa FASTA sobre a base do fungo Saccharomyces
cereviseae. Para as bases zyva (COG), GO, KOG, Swiss-Prot e SP a
interpretacao é analoga.

Em relacao as anotagoes manuais, os bidlogos utilizaram como ferramenta
para a execucao desta atividade as paginas Web pertencentes aos médulos de
anotacao manual disponibilizados pelos sistemas do tipo pipeline desenvolvidos
pelo Laboratério de Bioinforméatica da UnB. Estas paginas Web sao apresentadas
nas Figuras 5.2 e 5.3 e possuem acesso restrito aos pesquisadores que participam
de projetos suportados por este Laboratorio de Bioinformética.

Como podemos observar nas Figuras 5.2 e 5.3, os projetos genoma Pb e Gua-
rana possuem campos idénticos para a anotagao manual, devido a natureza seme-
lhante destes projetos com diferengas apenas no grupo ortdlogo utilizado: COG
no Projeto Genoma Pb e KOG no Projeto Genoma Guarana. Estes campos sao
denominados Nome do Produto, Categoria e Nome do COG (Projeto Genoma
Pb) e Categoria e Nome do KOG (Projeto Genoma Guarand), Numero Enzyme
Commission (Numero EC)! GO, a identificagao KEGG, Categorizacio dos Ge-
nes e Nome do Gene. A descricao de cada campo nao é detalhada, pois nao é
objetivo deste trabalho apresentar a importancia e os detalhes técnicos de todos
os campos anotados pelos bidlogos na tarefa de anotacao manual.

!Trata-se de um niimero atribuido para o tipo de enzima (proteina que estimula uma reacio
bioquimica) de acordo com um esquema de nomenclatura desenvolvido pela Comissao de Enzi-
mas do Comité de Nomenclaturas da Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
[9].
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BLASTX 2.2.6 [Apr-09-2003]

Reference:
Altschul, 3tephen F., Thomas L. Madden, Alejandro L. Schiffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Wekbbh Miller, and Dawvid J. Lipman (1597),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: & new generation of protein database search
programs",

Juery= ContigiOd

Databhase: L11 non-redundant GenBank CDS
translations+PDE+3wissProc+PIE4+PRF excluding environwental sawples

B = el e I+ done

Sequences producing significant alignments:

ek | CAAS10YS.1 glycine hydroxvmethyltransferase [Flaveria ... 2839 4qe-79
enb | CAAS107S.1 glycine hydroxymethyltransferase [Flaveria ... 254 1e-77
ewb | CAAS1052.1 glycine hydroxymethyltransferase [Solanum ©.. . 280 2e-76
ol | BAPS47TIE . 1 putative glycine hydroxvmethvltransferase [O... 277 1e-75

MNucleic Acids Res. 25:3389-340Z.

[656 letters)

2,726,372 sequences; 933,971,523 total letters

Score E
[hits) Value

Figura

5.1: Arquivo de saida (em formato html), armazenado em um banco

PostgreSQ)L, contendo os resultados originais obtidos com a execucao do programa

BLASTX sobre a base de proteinas nr.

Maorne do Produto:

Cateqoria do COG:
EC(GO):

Procura no Kegg:

Morne do CoiG:

Para wer a tabela de categorias

Para ver a tabela do COG
Clique agui!
Enderecos dteis para anotacao:

Clique aqui!

Categorizac o

|

MNome do Gene (Fastal:

Anotacdes:

Pesguisa de Patentas:

Clique aqui!

Grawar Anotagio

Figura 5.2: Pagina Web utilizada para a anotacao manual do Projeto Genoma

Pb.
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Anotacdo Manual
Mome do produto: I

| Categoria KOG: | Morme do KOG | Tabela do KOG ‘
| EC{GO): | Tabela de Categorias Enderecos Uteis ‘
Procura no Kega: Categorizacio
| |
MNome do Gene: ;
I Pesquisa de Patentes:
Anotacdes:
Grawvar Anotagio |

Figura 5.3: Pagina Web utilizada para a anotacao manual do Projeto Genoma
Guarana.
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5.2 Regras utilizadas

Na Secao 4.2.2 foram apresentados os componentes FC. Estes componentes re-
presentam os mecanismos de raciocinio que incluem a ezxpertise do prototipo Bi-
oAgents. A expertise é representada por regras de producao implementadas no
motor de inferéncia JESS [93].

Podemos ressaltar que estas regras de producgao foram definidas a partir de
reunioes com bidlogos e tém como objetivo representar o conhecimento explicito
utilizado por estes especialistas na execucao da tarefa de anotacao manual dos
projetos genoma Pb e Guarand [107, 106]. As regras sao utilizadas para analisar
as bases de dados que compoem a Camada Fisica da arquitetura do protétipo
BioAgents, a partir dos parametros e-value e score. O significado e a importancia
da avaliacao destes parametros foram apresentados na Secao 2.5. No entanto,
estes parametros podem ser entendidos como:

e c-value: corresponde a possibilidade de um determinado alinhamento acon-
tecer por acaso, sendo que quanto menor for o seu valor maior sao as chances
do alinhamento reportar uma similaridade real;

e score: é amedida que informa o quanto duas seqiiéncias, de um determinado
alinhamento, sao similares.

No prototipo BioAgents implementado durante a execucao deste trabalho uti-
lizamos trés regras de producao bésicas, as quais capturam o seguinte conheci-
mento bioldgico na tarefa de anotagao manual:

1. Verificar a existéncia de alinhamentos cujo e-value seja menor ou igual a
1077 (faixa de aceitagao estabelecida pelos bi6logos nos projetos genoma Pb
e Guarand);

2. Dentre os alinhamentos que atendem a restricao anterior, selecionar o menor
e-value;

3. Caso existam dois e-values iguais, selecionar o de maior score.

O extrato de cédigo abaixo apresenta a regra 1 descrita acima. A sintaxe da
linguagem representada pelo codigo é propria do sistema JESS, possuindo uma
grande semelhanga a da linguagem List Processing (LISP), bastante conhecida
por desenvolvedores de sistemas inteligentes [93].

;; global variable that represents the e-value
(defglobal 7+*maxEvaluex = 1.0E-5)

(defrule Exists_Evalue_Below_Limit
(exists (BlastHit
(HitEvalue 7evalue&: (<= 7evalue 7*maxEvaluex))

)

=>

(focus GoodEvalueAnalysis)
(run)
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No coédigo observamos alguns comentarios iniciados pelo caractere ; e a de-
finicao de uma variavel global denominada maxEvalue que serve para atribuir
o valor 1.0E-5 (107°), o qual refere-se ao valor do e-value (conforme regra 1).
A palavra defrule define uma regra que é disparada quando os agentes fazem
uma chamada ao componente FC, por meio de comandos JESS. Na regra deno-
minada Exists_Evalue Below Limit, conforme observada no codigo, caso hou-
ver hits com e-values menores que o valor atribuido a variavel maxEvalue, o
moédulo GoodEvalueAnalysis serd executado. Este médulo, codifica as regras 2
e 3 descritas anteriormente. O cédigo JESS completo que representa as regras é
apresentado no Apéndice A.

Para um melhor entendimento do fluxo de execucao das regras utilizadas, o
diagrama de atividades da Figura 5.4 apresenta o conjunto de instrucgoes relacio-
nados as regras 1, 2 e 3 descritas.

arguivos de saida (resultados dos
softwares BLAST e FASTA)

Selecionar
Alinhamentos

! Invalidar A Qual a faixa de

Alinh it ¥ 7
nnamentos evalue » 1.0ES ] ewalue?
[ ewvalue < =1.0ES]

Selicionar os alinhamentos de menar .
- i Sim
e-value dentro da faixa de aceitagédo

<LE><|stem Nao xistem mais alinhamentos a Nao_ .
e-values iguais? serem analisados?

Sim Sugesties dos
Agentes Analisadores

Selecionar os alinhamentos
de maior score

Figura 5.4: Diagrama de atividades referente ao fluxo de instrugoes das regras de
producao.

O fluxo de instrucoes apresentado na Figura 5.4 representa a expertise utili-
zada pelos agentes ANL. No caso dos agentes GR, o fluxo é anédlogo. No entanto,
existe a diferenca de que os agentes GR nao verificam um e-value com valor es-
pecifico, mas decidem pela sugestao com menor e-value dentre as enviadas pelos
agentes ANL.

E importante ressaltarmos que apesar da ezpertise do protétipo BioAgents
estar representada apenas por trés regras conforme descrito anteriormente, ou-
tras regras foram previamente definidas com os bidlogos do Laboratorio de Bioin-
formatica da UnB. No entanto, serao implementadas em trabalhos futuros. Como
exemplo, podemos citar uma regra para verificacao dos bancos relacionados aos
resultados reportados pelo BLAST e o FASTA. Atribuindo uma escala de con-
fiabilidade a esta regra, por exemplo, a base Swiss-Prot devera receber o maior
peso devido a qualidade das anotacoes armazenadas e ao seus baixos niveis de
redundancia [18].
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5.3 Resultados obtidos

Nessa secao apresentamos algumas consideragoes importantes para o entendi-
mento do estudo de caso, bem como os resultados alcancados com o desenvolvi-
mento do protétipo BioAgents.

Visando os objetivos comentados na Secao 1.3, as anotagoes manuais sugeridas
pelo sistema consistiram da anotagao do campo Nome do Produto pelo BioAgents,
conforme visualizado nas Figuras 5.2 e 5.3. Este campo ¢é utilizado para identificar
os produtos (proteinas ou RNA) relacionados aos genes expressos (EST) dos
projetos genoma Pb e Guarana.

Um outro detalhe importante que sera considerado na apresentacao dos re-
sultados, é o fato dos bidlogos, originalmente, terem anotado o campo Nome do
Produto com base em trés classificagoes, a saber:

e anotado com sucesso, ou seja, a anotacao automatica reportou bons alinha-
mentos que deram subsidios a anotagao do campo;

e nao-conclusivo (nc), ou seja, a anotagdo automatica reportou alinhamentos
com valores de e-values maiores que 10~ e baixos scores;

e nao-identificado (nid), ou seja, a anotacao automética nao reportou alinha-
mentos.

Observamos que as anotacoes manuais existentes nos projetos genoma Pb e
Guarand utilizaram as trés classificacoes de anotacoes acima.

Por 1ltimo, os testes executados com o protétipo BioAgents foram realizados
em dois estudos de caso. O primeiro consistiu em obter as sugestoes de anotacao
manual utilizando-se a base de dados do Projeto Genoma Pb - Secao 5.3.1. No
segundo utilizamos a bases de dados do Projeto Genoma Guarand - Secao 5.3.2.
A composigao destas bases de dados foram comentadas na Segao 5.1.

5.3.1 Estudo de Caso com o Projeto Genoma Pb

No Projeto Genoma Pb a base de dados utilizada contém os resultados de anotagao
automatica de 6.107 grupos, divididos em grupos de 2.662 contigs e 3.445 singlets
(conforme apresentado no gréfico da Figura 5.5).

O gréfico da Figura 5.6 apresenta a distribuicao das seqiiéncias nao anotadas
e as anotadas manualmente que foram analisadas pelo BioAgents.

Para obter os resultados apresentados na Tabela 5.1, o BioAgents utilizou os
agentes GR BLAST e FASTA, instanciando para a andlise das bases de dados os
agentes ANL conforme a seguinte divisao:

e agente GR BLAST: responséavel pelo fluxo de controle dos agentes ANL
designados para andlise das bases nr, zyva (COG) e GO,

e agente GR FASTA: responsavel pelo fluxo de controle dos agentes ANL
designados para andlise das bases SC e SP.
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Total de Seqiiéncias do Projeto Genoma Pb
analisadas pelo BioAgents: 6.107 grupos

O Contigs
W Singlets

3445

Figura 5.5: Distribuicao do total de grupos do Projeto Genoma Pb.

Total de Anotagdes do Projeto Genoma Ph em
relagdo aos 6.107 grupos

O Grupos anotados
manualmente

W Grupos nio anotados
3780 manualmente

Figura 5.6: Distribuicao do total de grupos do Projeto Genoma Pb nao anotados
e os anotados manualmente.
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Desta forma, os agentes ANL sao criados e destruidos (conforme apresentado
na Segao 4.2) a medida que analisam cada um dos contigs e singlets que compdem
os 6.107 grupos analisados.

A Tabela 5.1 reporta os resultados retornados pelo BioAgents. Observando
esta tabela podemos verificar que 3.496 anotagoes foram sugeridas pelo BioAgents,
sendo que 1.547 foram sugestoes corretas quando comparadas com as anotagoes
manuais do Projeto Genoma Pb. Em relagao as 1.949 sugestoes nao corretas
quando comparadas com as anotacoes manuais deste projeto, 336 foram sugestoes
a seqliencias nao anotadas e 1.613 foram sugestoes diferentes das anotadas pelos
bidlogos. O gréafico da Figura 5.7 apresenta a composicao das sugestoes fornecidas
pelo BioAgents.

Tabela 5.1: Resultados dos testes com o Projeto Genoma Pb (adaptada de [107]).

Parametro Valor
Quantidade de genes 6.107
Quantidade de genes anotados manualmente 3.780
Quantidade de anotagoes sugeridas pelo BioAgentes 3.496
Quantidade de anotagoes acertadas pelo BioAgentes/ 1.547/3.496
Quantidade de anotacoes sugeridas(% de acerto) 44.25%
Quantidade de anotacoes sugeridas para seqiiéncias nao anotadas 336
Tempo de execugao do BioAgents (hh:mm) 01:30

Conforme comentado em [107], o tempo de execugao longo (01h:30m) apresen-
tado na Tabela 5.1 foi motivado pelo fato da base de dados referente ao Projeto

Genoma Pb ser formada apenas por arquivos texto com tamanho aproximado de
1.5GB.

Distribuigio de sugestdes fornecidas pelo BioAgents.
Total de sugestdes: 3.496

O Sugesties corretas
10% comparadas a5 anctadas
maEnualments

445 B Sugesties diferentes das
anctacias manualmente

OSugesties a seqiéncias
n&o anatadas

Figura 5.7: Distribuicao das sugestoes fornecidas pelo BioAgents ao Projeto Ge-
noma Pb.

5.3.2 Estudo de Caso com o Projeto Genoma Guarana

Em relacao ao Projeto Genoma Guarana a base de dados utilizada contém os
resultados de anotagao automatica de 8.597 grupos, divididos em grupos de 2.628
contigs e 5.969 singlets (conforme apresentado no gréfico da Figura 5.8).
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Total de Seqliéncias do Projeto Genoma Guarana:
8.597 grupos

O Contigs
E Singlets

Figura 5.8: Distribuicao do total de grupos do Projeto Genoma Guarana.

Assim como no primeiro estudo de caso, o grafico da Figura 5.9 apresenta
a distribuicao dos grupos nao anotados e os anotados manualmente que foram
analisadas pelo BioAgents.

Total de Anotagdes do Projeto Genoma Guarana em
relagio aos §.597 grupos

872

O Grupos anotados
manualmente

W Grupos ndo anotados
manualmenta

7725

Figura 5.9: Distribuicao do total de grupos do Projeto Genoma Guarand nao
anotados e os anotados manualmente.

No estudo de caso do Projeto Genoma Pb observamos a utilizacao dos agen-
tes GR BLAST e FASTA para obter os resultados. No que se refere ao Projeto
Genoma Guarana, o BioAgents utilizou apenas o agente GR BLAST, devido
a anotagao automadtica deste projeto nao ter feito uso do programa FASTA. O
agente GR BLAST é responsavel pelo fluxo de controle dos agentes ANL desig-
nados para andlise das bases nr, KOG, GO e SwissProt. A execugao do agente
GR e dos agentes ANL ¢é analogo ao apresentado no primeiro estudo de caso.

O BioAgents sugeriu 6.478 anotagoes neste estudo de caso, das quais 2.938
constituiram sugestoes corretas em comparagao com as anotagoes manuais do
Projeto Genoma Guarana conforme Tabela 5.2. A distribuigao dos resultados é
apresentada igualmente ao primeiro estudo de caso, ou seja, no que refere-se as
3.540 sugestoes nao corretas quando comparadas com as anotagoes manuais, 231
foram sugestoes a seqiiéncias nao anotadas e 3.309 foram sugestoes diferentes das
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anotadas pelos bidlogos. O grafico da Figura 5.10 apresenta a composi¢ao das
sugestoes fornecidas pelo BioAgents.

Tabela 5.2: Resultados dos testes com o Projeto Genoma Guarana.

Parametro Valor
Quantidade de genes 8.598
Quantidade de genes anotados manualmente 7.725
Quantidade de anotagoes sugeridas pelo BioAgentes 6.478
Quantidade de anotagoes acertadas pelo BioAgentes/ 2.938/6.478
Quantidade de anotagoes sugeridas(% de acerto) 45.35%
Quantidade de anotagoes sugeridas para seqiiéncias nao anotadas 231
Tempo de execucao do BioAgents (hh:mm) 04:05

Nota-se um maior tempo de execugao (04h:05m), se comparado ao primeiro
experimento, devido a fatores como o formato e armazenamento dos arquivos,
pois os dados do Projeto Genoma Guarand estao em formato html, armazenados
em um banco PostgreSQL, para o qual a tabela possui um tamanho de aproxi-
madamente 1.7GB. Desta forma, como utilizamos parsers (conforme descrito na
Secao 4.2.2) para extrair deste grande volume de dados os campos necessérios a
analise do BioAgents, o custo de execugao torna-se maior.

Distribuigio de sugestdes fornecidas pelo BioAgents:
Total de sugestdes: 5.478

O Sugestbes corretas
comparadas as anotadas
manualmente

45% B Sugestdes diferentes das
anotadas manualmente

1%

O Sugestdes a seqléncias
néo anctadas

Figura 5.10: Distribuicao das sugestoes fornecidas pelo BioAgents ao Projeto
Genoma Guarana.

5.3.3 Analise Geral e Outros Resultados

Em relagao ao tempo de execucao do sistema podemos observar um tempo de
processamento bem distinto nos dois estudos de caso realizados. Isto deve-se
principalmente ao conteido das bases utilizadas no Projeto Genoma Pb serem
constituidos em sua totalidade de arquivos texto. No caso dos dados do Projeto
Genoma Guarana, estes estao armazenados em um banco relacional, mas em for-
mato html. Desta maneira, percebe-se que a utilizacao de parsers resultou num
dispéndio do tempo de processamento, que poderia ser minimizado caso os arqui-
vos de saida estivessem em um formato padrao, como por exemplo zml ou todos
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os dados fossem atributos de uma tabela relacional. Entretanto, é interessante
observarmos este fato a partir de um outro ponto de vista, ou seja, em relacao
ao tempo utilizado para executar uma anotacao manual. Este tempo varia de
acordo com as diversas caracteristicas relacionadas ao projeto, bem como o nivel
de experiéncia dos anotadores. Por exemplo, no caso do Projeto Genoma Pb os
quarenta bidlogos responsaveis pela anotagao manual levaram aproximadamente
quarenta e cinco dias para executar esta tarefa. Sendo assim, o BioAgents pode
auxiliar adequadamente nesta questao.

Em relacdo ao quantitativo de acertos computados pelo BioAgents, tanto
quanto sabemos, nao héa trabalhos que indiquem uma porcentagem de acerto
estabelecida para a anotagao manual. Isto deve-se principalmente ao fato desta
tarefa nao apenas necessitar de conhecimento explicito, requerendo em diversos
momentos a habilidade tacita (o conhecimento implicito dependente de repre-
sentagao e raciocinio complexo) dos anotadores. Conforme avaliagao dos bidlogos
integrantes do Laboratorio de Bioinformatica da UnB, os resultados alcangados
pelo BioAgents sao bons e podem ainda ser melhores a medida que for espe-
cializada a expertise dos agentes. Observando este contexto, julgamos que o
BioAgents pode ser um mecanismo de auxilio aos bidlogos para a execucao da
tarefa da anotacao manual. Trés publicacoes foram obtidas a partir de 2005 e sao
apresentadas no Apéndice B.

5.4 Trabalhos Correlatos

Técnicas de TA tém sido abordadas por diversos trabalhos na &area de Bioin-
formatica, por meio do uso de abordagens distintas como a de SMA, arquitetu-
ras blackboard, Mineracao de Dados - observando o volume de dados crescentes
nas bases de anotacao - bem como aplicacao de algoritmos de aprendizagem de
maquina. Essas abordagens tém sido aplicadas em diferentes processos envolvidos
no pipeline de execugao, incluindo desde a comparacao e andlise de genomas até
a inferéncia das fungoes dos genes dos organismos. Nessa se¢ao apresentaremos
trabalhos relacionados ao processo de anotacao.

O Eletronic Annotation (EAnnot) é uma ferramenta originalmente desenvol-
vida para automatizar a tarefa de anotagao manual do genoma humano, baseado
em modelos de predigao de genes [75]. O software combina ferramentas para ex-
trair e analisar grandes volumes de dados em bases ptublicas, gerando anotacoes
automaéticas e predicoes de genes. EAnnot constréi modelos de genes (genes mo-
dels) baseados em mRNA, EST e alinhamentos de proteinas para seqiiéncias de
genomas, suporta evidéncias para genes correspondentes, identifica pseudogenes,
entre outras caracteristicas.

O modelo do EAnnot que fornece as anotacoes manuais é baseado na utilizacao
de softwares de predicao génica, bem como em um algoritmo implementado pelos
autores, o qual considera para as predigoes diversas caracteristicas presentes em
um genoma. No entanto, as caracteristicas deste algoritmo nao sao apresentadas.
Segundo [75], o EAnnot pode ser aplicado para auxiliar a anota¢ao manual de
genomas de eucariotos. Para verificar a acuracia do software, o conjunto de
genes preditos pelo FAnnot foi comparado ao conjunto de genes do cromossomo
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6 do genoma humano, anotados manulamente por membros do WTSI. O EAnnot
possui uma interface Web para verificagao de resultados e é distribuido sob licenga
GPL.

Comparando ao escopo do protétipo apresentado na Secao 4.2, ao contrario
do EAnnot, o BioAgents nao utiliza algoritmos e/ou sistemas de predigdo para
sugerir anotagoes manuais. O BioAgents sugere as anotagoes a partir da analise
dos arquivos de saida do processo de anotacao automatica com os resultados
dos softwares de comparagdo BLAST (programa BLASTX) e FASTA, para os
quais os agentes possuem uma expertise representada por regras de producao. O
BioAgents atualmente opera com a anotagao de EST, enquanto o EAnnot avalia
estratégias mais complexas, como os modelos de genes. Entretanto, o BioAgents
é modular o suficiente para que seus agentes sejam especializados de acordo com
as caracteristicas de anotacao desejaveis pelos bidlogos em diferentes projetos
de seqiienciamento de genomas, enquanto o EAnnot depende de algoritmos de
predicao especificos aplicados em determinados genomas.

O sistema GeneQuiz foi desenvolvido para andlise de sequiéncias abrangendo
desde a seqiiéncia de proteina até sua funcao bioquimica, utilizando uma varie-
dade de aplicativos e de fontes de dados de proteinas e DNA [45]. Fazendo um
paralelo com os sistemas do tipo pipeline apresentados na Secao 2.4.3, podemos
considerar o GeneQuiz como um pipeline exclusivo a anotacao de seqiiéncias,
isto porque ele nao aborda as questoes relacionadas a submissao e montagem de
seqiiéncias. O sistema GeneQuiz é composto de quatro modulos, a saber:

e GQupdate: gerencia e atualiza a base do GeneQuiz a partir das seqiiéncias
disponiveis em bases publicas.

e (GQsearch: analisa, por meio de diversos métodos e programas disponibi-
lizados na literatura, as seqiiéncias submetidas ao sistema. Os resultados
reportados pelos programas sao armazenados em diretorios préprios do sis-
tema.

e GQreason: é utilizado para atribuir funcoes e outras caracteristicas, por
exemplo, numero de proteinas homoélogas as seqiiéncias. Considerado o
modulo principal do sistema, GQreason utiliza regras baseadas no conheci-
mento dos biélogos para avaliar os dados do sistema.

e G(Qbrowse: apresenta os resultados aos usuarios, bem como prové acesso a
bases de dados externas a partir de uma interface Web propria.

O foco do sistema GeneQuiz é gerenciar as diversas atividades que podem
ser executadas em uma anotacao de seqiiéncias, utilizando para isso diversos
métodos, softwares e bases de dados publicas. Esta abordagem é diferente da
utilizada no protétipo BioAgents, pois este foi projetado para atuar na tarefa de
anotacao manual, ou seja, deixando a execucao e o gerenciamento dos diversos
métodos, softwares e bases de dados sob responsabilidade do sistema de pipeline
utilizado pelo projeto de seqiienciamento relacionado. Entendemos que este fato
seja uma vantagem do BioAgents, pois os agentes e as fontes de conhecimento
podem ser especializadas a fim de tornar o sistema adequado a atender aos obje-
tivos especificos de um determinado projeto de anotagao manual. Por outro lado,
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o uso de regras baseadas no conhecimento dos bidlogos é um ponto comum entre
o BioAgents ¢ o GeneQuiz, mas nao encontramos em [45] e [37] a estrutura das
regras utilizadas pelo GeneQuiz.

Observando a utilizagao do paradigma de agentes, o trabalho de [73] apresenta
o software denominado BioMAS. Este software é um SMA originalmente desen-
volvido para a anotacao automéatica do virus da herpes. O framework utilizado
para desenvolvimento foi o DECAF' [38], desenvolvido pelos préprios autores do
BioMAS. O foco deste sistema estd na extracao da informacao contida nas bases
de dados do virus da herpes e no processo de anotacao automatica, que envolve
a integracao e andlise destas informagoes. O BioMAS estd dividido em trés
modulos, sendo que o primeiro corresponde a anotacao bésica de seqiiéncias, o
segundo objetiva a anotagao funcional e o terceiro esta relacionado ao proces-
samento de EST. Existem trés categorias principais de agentes que compoem a
arquitetura do BioMAS, a saber:

e Agentes de Extragao de Informagao (Information Extraction Agents): sao
os agentes responsaveis por proverem acesso as bases de dados externas.

o Agentes de Tarefa (Task Agents): s@o os agentes responsaveis por recuperar,
analisar as informacgoes das bases de dados e direcionar aos bidlogos quais
informagoes deverao ser anotadas.

o Agentes de Interface (Interface Agents): sdo os agentes responsdveis por
interagirem com o usudrio final, bem como com outros agentes do sistema.

O BioMAS é uma abordagem de SMA bastante diversificada no que se re-
fere ao apoio a anotacao, tanto automatica quanto manual. Uma outra forte
caracteristica deste sistema sobre o protétipo apresentado nesta dissertagao é
sua execucao em um ambiente distribuido, o que reduziu bastante o tempo de
execucao do sistema se comparado ao BioAgents. No entanto, sugerimos a futura
execucao distribuida do BioAgents. Assim como a comparacao do BioAgents com
os sistemas GeneQuiz e EAnnot, o BioMAS, apesar de dar cobertura ao tema,
nao realiza a tarefa de anotacao manual. Uma outra colocagao que deve ser feita,
é a forma na qual o BioMAS trabalha. Este sistema, assim como o EAnnot, tra-
balha com predicao de genes, ou seja, o sistema busca apoiar a anotagao baseado
em modelos de genes, o que nao é o caso do BioAgents, que nesta dissertacao
propos sugestoes a anotagoes manuais de EST, que é considerado um universo
menor se comparado aos modelos de genes. Estes fatos adicionados a estratégia
de sugestoes adotada pelo BioAgents sao dois pontos fortes de diferenca entre
nossa abordagem e o BioMAS.

O Agent-based environmenT for a aUtomatiC annotation of Genomes (ATUCG)
[54] é um sistema baseado em agentes, tendo como objetivo apoiar o processo
de anotacao automatica de genomas utilizando estratégias de aprendizagem de
maquina. A arquitetura do ATUCG é divida em trés camadas. A primeira ca-
mada é responsavel por auxiliar os usuarios a identificarem ORF a partir da en-
trada de uma sequéncia de DNA, utilizando-se agentes que sdo responsaveis pela
execugao de softwares de predi¢ao génica, tais como o Glimmer [39] e o Genemark
[40]. Na segunda camada agentes especializados na extragao de dados de bases
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ptblicas (por exemplo, TrEMBL e Swiss-Prot) interagem com agentes de treina-
mento que utilizam algoritmos de apredizagem de maquina, como o C4.5 [125],
e identificam regras que sao posteriormente utilizadas para a anotacao de cam-
pos da base de dados Swiss-Prot. A terceira camada consiste da apresentacao das
anotagoes aos usudarios, a fim de que estes possam valida-las. Apds a validacao, as
anotacoes sao armazenadas em dois bancos de dados administrados pelo sistema,
a saber: banco de anotagoes aceitas e banco de anotagoes rejeitadas.

Integrando a proposta de [54], o trabalho de [118] desenvolve um médulo - in-
tegrado a arquitetura do ATUCG - para o problema da re-anotagao. Este médulo
¢ baseado em agentes que avaliam uma série de ORF' (anteriormente anotadas e
mantidas pela base de anotagoes aceitas do ATUCG) com bases de dados ptblicas,
como o GenBank [57]. Desta forma, o médulo de re-anotacao compreende agen-
tes especializados que executam softwares como o BLAST, Glimmer e o Gene-
mark a fim de identificar novas informagoes que possam existir e agregar valor
as anotacoes anteriormente realizadas. Caso sejam identificados novas anotagoes,
o sistema diponibiliza-as aos especialistas a fim de que estes as confirmem, para
que a base de anotagoes seja atualizada.

No trabalho de [54], as regras utilizadas para as anotagoes sao derivadas de
algoritmos de aprendizagem de maquina, os quais utilizam dados de anotacoes
contidas nas bases Swiss-Prot e TrEMBL a fim de construir as bases de trei-
namento para estes algoritmos. No protétipo BioAgents as regras que servem
de expertise aos agentes procuram representar o conhecimento biolégico que o
anotador expressa na execucao da anotacao manual. Uma outra diferenca, igual-
mente reportada aos projetos descritos anteriormente, refere-se ao fato de que o
BioAgents utiliza informacoes recuperadas diretamente da anotagao automatica,
ou seja, todo o overhead da execucao de algoritmos como BLAST e FASTA é
deixado sob responsabilidade do sistema do tipo pipeline utilizado para executar
a anotacao automadtica. Este fato faz com que o BioAgents seja especificamente
focado na execucao da tarefa de anotagao manual.

Em relac¢do ao trabalho de [118], esta abordagem é conceitualmente diferente
do BioAgents, por este tratar da anotacao manual e aquele do problema da re-
anotacao. Entretanto, a anotagao manual e a re-anotacao nao sao duas ativida-
des disjuntas, isto é, a medida que auxiliarmos os bidlogos a melhor executar a
anotacao manual, a re-anotacao estara focada cada vez mais na busca somente por
novas informagoes que agregam valor as anotacoes anteriormente efetuadas, de
forma a nao se preocupar em desenvolver metodologias para identificar erros que
podem ser tratados diretamente na anotagao manual. Estes erros sao minimizados
na anotacao manual principalmente pela acuracia dos resultados reportados pelos
softwares utilizados na tarefa de anotacao automatica, sendo que esta acuracia é
determinada principalmente pelas baixas ocorréncias de falsos negativos (resulta-
dos nao fornecidos mas que constituem informagdes biologicamente verdadeiras)
e falsos positivos (resultados fornecidos mas nao correspondentes a informagoes
biologicamente verdadeiras) nestes resultados.

A Tabela 5.3 mostra a comparagao entre os trabalhos discutidos e o protoétipo
BioAgents apresentado nesta dissertacao. As caracteristicas relacionadas seguem
a seguinte classificacao:
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e S: a caracteristica estd implementada;
e S*: a caracteristica estd proposta mas nao implementada;

e N: nao possui a caracteristica.

Tabela 5.3: Comparacao entre os trabalhos correlatos discutidos.

FEAnnot | GeneQuiz | BioMAS | ATUCG | BioAgents

Modelos S S S S N
de Predicao
Génica

Técnicas de N N N S S*
Mineragao
de Dados

Algoritmos de N N N S S*
Aprendizagem
de Maquina

Representagao do | N S S S S
Conhecimento

Apoio ao S S S S S
Processo de
Anotacgao

Foco especifico N N N N S
na Anotacao
Manual

Re-anotacao N N N S N

Na Tabela 5.3, relacionamos sete principais caracteristicas identificadas en-
tre os trabalhos correlatos e o trabalho apresentado nessa dissertagao, a saber:
(i) Modelos de Predigdo Génica, (ii) Técnicas de Mineragao de Dados (pré-
processamento dos dados), (iii) Algoritmos de Aprendizado de Maquina (por
exemplo, o algoritmo C4.5), (iv) Representagao do Conhecimento (por exemplo,
as regras de produgao utilizadas na representagdo de conhecimento bioldgico),
(v) Apoio ao Processo de Anotacdo (automatica e/ou manual), (vi) Foco Es-
pecifico na Anotacao Manual (sugerir anotagoes com base em resultados obtidos
pelos bidlogos) e (vii) Re-Anotagao (apoio as possiveis atualizagoes ocorridas na
anotagao de genomas apds as anotagoes automéatica e manual).

Neste capitulo foram apresentados dois estudos de caso envolvendo os projetos
genoma Pb e Guarand, com a finalidade de validar a proposta da arquitetura e sua
respectiva implementagao. Foram discutidos os resultados alcancados nos estudos
de caso. Também foram apresentados e discutidos alguns trabalhos correlatos
mais relacionados a proposta deste trabalho.
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Capitulo 6

Conclusoes e Trabalhos Futuros

Nessa dissertacao discutimos a aplicabilidade da abordagem de SMA para a ta-
refa de anotacao manual em projetos de seqiienciamento de genomas. A partir de
um estudo direcionado a bionformatica e a agentes inteligentes, foi apresentado
a proposta de um SMA especificamente focado na anotagao manual, utilizando
técnicas de mineracao de dados a fim de definir padroes encontrados na anotacao
automatica que auxiliem na anotacao manual, bem como a construcao de onto-
logias especificas que possam relacionar conceitos existentes neste dominio [105].

Com o objetivo de explorar o potencial da proposta, apresentamos o desen-
volvimento de um protétipo denominado BioAgents [107, 106]. Este protétipo foi
desenvolvido utilizando metodologia baseada em SMA [143, 152, 157, 129, 112],
apresentando uma arquitetura multiagente implementada conforme uma abor-
dagem blackboard [121, 70, 71]. Nesta arquitetura, agentes especializados em
tarefas distintas interagem com bases de dados préprias e fontes de conhecimento
especificas, baseadas em regras de produgao, para fornecer sugestoes de anotagoes
manuais aos biélogos. O protétipo BioAgents estd implementado na linguagem
Java [27], utilizando o suporte do framework JADE [55, 56] para desenvolvimento
de SMA.

Para validar o protétipo, realizamos dois estudos de caso. No primeiro utiliza-
mos os dados do Projeto Genoma Pb e no segundo os dados do Projeto Genoma
Guarana. Com a expertise dos agentes sendo representada por poucas regras de
producao, alcancamos, respectivamente aos projetos de estudo de caso descritos,
indices de acerto de anotacao manual correspondentes a 44.25% e 45.35%. Estes
indices foram obtidos comparando diretamente o ntimero de sugestoes corretas
fornecidas pelo BioAgents com as anotagoes manuais anteriormente executadas
nos projetos genoma Pb e Guarana. O BioAgents também forneceu para o Pro-
jeto Genoma Pb 336 sugestoes, e para o Projeto Genoma Guarand 231 sugestoes,
ambas a grupos nao anotados. Estas sugestoes foram consideradas corretas apos
analise amostral dos bidlogos.

H& diversas abordagens que por meio da anotacao automaética apoiam a ta-
refa de anotagao manual, utilizando e executando softwares disponiveis para com-
paracgao de seqiiéncias, predigao e identificacao de modelos de genes, entre outros.
Entre estas abordagens, inclusive a de SMA, existem varios trabalhos que agre-
gam aos métodos da anotagao automatica técnicas como o uso de algoritmos de
aprendizagem de maquina, buscando, por exemplo, melhorar a expertise dos agen-
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tes através de regras de decisao [54]. Alguns destes trabalhos [75, 45, 73, 54, 118]
foram discutidos nesta dissertacao e comparagoes deles com o BioAgents foram
realizadas.

Nao é nosso objetivo direcionar qual a melhor abordagem a ser utilizada, nem
como sugerir qual é a melhor ferramenta. Julgamos que o BioAgents contribui
por focar especificamente na tarefa de anotacao manual. Mas a escolha depende
de caracteristicas e objetivos especificos de cada projeto de seqiienciamento, e
cada uma das abordagens pode ser mais 1til em um determinado caso.

O prototipo BioAgents possui limitagoes, pois a finalidade deste trabalho foi
de validar a proposta de SMA aplicada a tarefa de anotacdo manual. Podemos
citar como limitagoes béasicas a interface Web e a execugao distribuida, porém
restrita a uma tnica maquina, dos agentes do SMA. Assim, ha boas pespectivas
de trabalhos futuros a serem executados, de forma a dar continuidade ao trabalho
apresentado nesta dissertacao, a saber:

e Aprimorar a execucao distribuida dos agentes, buscando mecanismos que
possam direcionar aos agentes ANL os recursos computacionais disponiveis
a fim de que as tarefas de andlise, as quais usam parsers, sejam realizadas
de forma distribuida, através do armazanamento dos dados em formato zmi,
reduzindo sensivelmente o tempo de execucao total e viabilizando o uso do
BioAgents em diversas instituigoes;

e Desenvolver o mecanismo de resolucao de conflitos do BioAgents, a fim de
gerenciar os reais conflitos que possam existir entre as sugestoes reportadas
pelos agentes GR, principalmente quando da inclusao de novas bases de
dados (de acordo com a interpretacao apresentada na Secao 5.1);

e Aumentar a expertise representada nas regras utilizadas pelos agentes, in-
cluindo, por exemplo, uma regra que use a informacao da base de dados
que estd originando um determinado alinhamento (hit). Para os bidlogos, a
confiabilidade da base que originou um determinado hit é muito importante
para melhor anotar uma seqiiéncia;

e Especializar novas FC, desenvolvendo regras que trabalhem com informagoes
fornecidas para detecgdo de ncRNA (INFERNAL), identificagao de tRNA
(tRNAscan-SE), identificagao de homologias em familias de proteinas (HM-
MER/Pfam), bem como acrescentar os conceitos relacionados a estas in-
formagcoes nos vocabulédrios que compoem o componente BB desenvolvido;

e Desenvolver o modulo colaborativo descrito na proposta apresentada neste
trabalho, estendendo o vocabulario utilizado a uma ontologia para as bases
de dados que venham a integrar o BioAgents, bem como definir e imple-
mentar processos e algoritmos de mineracao de dados para descoberta de
padroes, implicitos nos resultados da anotagao automatica, que ampliem a
inteligéncia dos agentes na tarefa de anotagao manual de forma a completar
a proposta da arquitetura de SMA. O trabalho de [54] traz uma abordagem
interessante ao auxilio na execucao deste trabalho;
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e Utilizar o protétipo em projetos de seqiienciamento de genomas que nao
tenham executado a tarefa de anotagao manual, como o Projeto Genoma
Anaplasma (comentado nas Segoes 2.2.1 e 2.4.2) para acelerar a execugao
da anotacao;

e Integrar o protétipo BioAgents com ao framework Timina [69]. Esta ativi-
dade encontra-se em execucao, estando atualmente definida a interface de
comunicacao entre estas duas ferramentas;

e Desenvolver um moédulo de aprendizagem a partir das recomendagoes de
anotacao manual feitas pelo BioAgents.

Enfim, sao muitas as possibilidades de estender os resultados alcancados neste
trabalho de mestrado, e isto certamente vem comprovar o uso deste enfoque
em Bioinformatica. Vale ressaltar que a proposta tal como se encontra tem a
caracteristica principal de reducao do esforco humano, durante o processo de
anotacao manual, pois grande parte das anotacgoes diretamente provenientes da
anotacao automatica podem ser feitas de forma correta. Também é importante
ressaltar que com um aprofudamento no conhecimento dos bidlogos expressos
pelas regras de producao, o sistema BioAgents podera recomendar anotagoes
manuais realizadas somente pelos bidlogos expertos reduzindo muito o esforgo
humano.
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Apeéendice A
Cddigo das Regras de Producao

Incluimos nesse apéndice o codigo fonte das regras de producao implementadas
em JESS, utilizadas para representar a expertise do protétipo BioAgents. As re-
gras implementadas e utilizadas pelo agente GR e pelos agentes ANLs FASTA
sao idénticas as utilizadas pelos agentes BLAST, isso porque a definicao das re-
gras junto aos bidlogos do Laboratorio de Bioinformatica da UnB foi igualmente
aplicada a anélise dos dados resultantes dos softwares BLAST e FASTA.

(reset)
;53 Module MAIN ;;;

(deftemplate BlastHit
(declare (slot-specific TRUE))
(slot HitAccession (type STRING))
(slot HitID (type STRING))
(slot HitLength (type INTEGER))
(slot HitNumber (type STRING))
(slot HitDefinition (type STRING))
(slot HitEvalue (type FLOAT))
(slot HitScore (type FLOAT))

(deftemplate EvalueAnalysis
(slot HitID (type STRING))
(slot Evalue (type FLOAT))
(slot Score (type INTEGER))
(defglobal ?*maxEvaluex = 1.0E-5);
(defquery FindEvalueAnalysis

(declare (variables ))
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(EvalueAnalysis(HitID 7hitId))
)

(deffunction start ()

(set-current-module MAIN)
(focus Evalue)
(run)

;53 Module Evalue ;;;
(defmodule Evalue)
(defrule Exists_Evalue_Below_Limit

(exists (BlastHit
(HitEvalue 7evalue&: (<= 7evalue 7*maxEvaluex))

)

=>

(focus GoodEvalueAnalysis)
(run)

(defrule All_FEvalue_Above_Limit

(not (BlastHit
(HitEvalue 7evalue&: (<= 7evalue 7*maxEvaluex))))
=>

;55 Module GoodEvalueAnalysis ;;;
(defmodule GoodEvalueAnalysis)

(defrule Assert_Evalues_Facts
"comment"
(logical (BlastHit
(HitID ?id) (HitEvalue 7evalue&: (<= 7evalue ?7+*maxEvaluex))
(HitScore ?score)))
=>
(assert (EvalueAnalysis(Evalue 7evalue) (Score 7score) (HitID ?id)))

(defrule Best_Evalue
"comment"
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(EvalueAnalysis(Evalue 7evaluel) (Score 7scorel))
7fact <- (EvalueAnalysis(Evalue 7evalue2&:(>= 7evalue2 7evaluel))
(Score 7score2&: (< ?score2 7scorel)))

=>
(retract 7?fact)
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Apeéendice B

Publicacoes Obtidas

Nesse apéndice sao apresentadas as publicagoes obtidas com o trabalho apresen-
tado nesta dissertacao.

B.1 Primeira publicacao

e A Multiagent System to Help Manual Annotation on Genome Sequencing
Projects.

— Autores: Richardson Silva Lima, Célia Ghedini Ralha, Maria Emilia
Machado Telles Walter e Marcelo de Macedo Brigido.

— Evento: International Workshop on Genomic Databases (IWGD).

— Local e Data de Realizacao: Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 10 a 11 de
novembro de 2005.

— Tipo da publicagao: Resumo expandido.
— Idioma: Ingles.

— Breve Resumo: Este trabalho apresentou a proposta, conforme des-
crita (com adequagoes) nesta dissertacao, hipdtese relacionada e o
direcionamento para o desenvolvimento de um protoétipo de validacao
utilizando as bases de dados do Projeto Genoma Pb.

fntegra do artigo:

Nowadays, there is an enormous amount of biological data information available
on the Web. Biologists use this information to infer functions of genes discovered
on genome sequencing projects. This task constitutes the annotation phase for
which automatic tools can greatly help specialists to improve the accuracy of the
annotation. The motivation of this work is to mimic biologists interaction in or-
der to improve manual annotation on genome sequencing projects using artificial
intelligence techniques.
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The hypothesis of this project is that biological data sources developed by
autonomous research groups differ on their ontological commitments. These in-
clude assumptions concerning the existing objects, the properties or attributes of
the objects, relationships among objects, the possible values of attributes, and
their intended meaning, as well as the granularity or level of abstraction at which
objects and their properties are described. Our proposal focus the fact that there
is no single privileged ontology and mining algorithms that can serve all agents
with the same reasoning mechanism.

This article presents a collaborative system with a multiagent approach, ba-
sed on integrated, heterogeneous and autonomous genomic data sources available
on the Web. The system combines different agents with specific ontologies and
mining algorithms, which interact with each other and the environment, coo-
perating in order to automatically suggest annotation to be validated by bio-
logists. The proposed architecture consists of a three-layer platform with the
physical layer, the collaborative agent environment layer, and the user-interface
layer. The physical layer allows the system to communicate with the different
information sources based on federated database architectures. The collabora-
tive agent environment layer automatically transforms queries from users into
execution plans to the agents, defining what information to extract and how to
combine the results to suggest annotation, including the conflict resolution among
the different agents. The user-interface layer enables users to interact with the
system, post queries and receive answers. We defined agents to acquire rules for
annotation from databases used by BLAST, PFAM, PSORT and INFERNAL. In
order to validate the annotation suggested by the multiagent system, compari-
sons against already manually annotated genes of the Paracoccidioides brasiliensis
fungus - the organism sequenced in the midwest region of Brazil will be made
(https://www.biomol.unb.br/Pb/).
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— Breve Resumo: Neste trabalho foi apresentado o protétipo BioAgents
e sua arquitetura, apresentando resultados obtidos com o estudo de
caso relacionado ao Projeto Genoma Pb. Alguns detalhes na arqui-
tetura apresentada nesta dissertacao, como a organizacao blackboard
na Camada Colaborativa, bem como o estudo de caso com o Projeto
Genoma Guarand, nao foram apresentados neste artigo.

fntegra do artigo:
1. Introducao

Em 1953, Watson e Crick propuseram uma estrutura molecular para o DNA
[Watson and Crick 1953]. Desde essa época, a comunidade cientifica vem dis-
pendendo grandes esforcos com o objetivo de compreender melhor a estrutura e
o funcionamento da biologia molecular dos seres vivos. No inicio da década de
1990, foi iniciado o Projeto Genoma Humano, que visava mapear e seqlienciar,
por completo, o genoma humano. Este projeto foi concluido em 2001 [Venter et
al.2001, Lander et al. 2001], e apresentou o genoma humano com 3 bilhdes de
bases e aproximadamente 30.000 genes.

O Projeto Genoma Humano e inimeros outros projetos de seqiienciamento
de genomas surgidos em todo o mundo propiciaram grandes e rapidos avancos
em técnicas da Biologia Molecular e Bioinformética [Liolios et al. 2006]. Assim,
desde a década de 1990, podemos observar um crescimento exponencial no vo-
lume de dados gerados pelos diversos projetos de seqiienciamento de genomas.
Em relacao ao gerenciamento e andlise destes dados, a area de Computacao tem
desenvolvido técnicas e softwares que apoiam o esfor¢o dos bidlogos no armaze-
namento e andlise dos dados gerados nestes projetos. O sistema computacional
que apoia estes projetos é denominado de pipeline ou workflow [Lemos 2004]. Um
pipeline é dividido em trés fases: submissao, montagem e anotacao. A fase de
submissao visa receber as seqiiéncias geradas nos laboratérios de Biologia Mole-
cular, transformando-as em cadeias de caracteres e armazenando-as em bancos
de dados. A fase de montagem visa agrupar seqiiéncias que potencialmente te-
nham vindo da mesma regiao do DNA. Cada grupo com mais de uma seqiiéncia
recebe o nome de contig e tem uma seqiiéncia consenso que representa o grupo.
Seqiiéncias nao agrupadas recebem o nome de singlet.
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A fase de anotacao tem o objetivo de inferir as fungoes bioldgicas das seqiiéncias
resultantes da montagem, utilizando funcoes conhecidas de seqiiéncias similares
disponibilizadas em bancos de dados bioldgicos. Esta fase é dividida em duas
etapas: automatica e manual. A anotacao automatica compara as seqiiéncias
geradas no projeto com seqiiéncias de bancos de dados privados e/ou publicos
(como o GenBank [Benson et al. 2006]). Métodos de comparagao aproximada
de seqiiéncias' (como BLAST [Altschul et al. 1990] e FASTA [Pearson and Lip-
man 1988]) s@o utilizados para inferir fungées das seqiiéncias estudadas. Estas
inferéncias sao feitas comparando com seqiiéncias semelhantes que tiveram suas
funcoes previamente determinadas. Na anotacao manual, os bidlogos utilizam as
informacgoes da anotacao automatica, bem como seus conhecimentos, para deter-
minar a funcao que deve ser associada a seqiiéncia analisada.

Neste trabalho serao apresentados uma arquitetura e um prototipo de Siste-
mas Multiagente [Wooldridge 2002, Weiss 2000], denominado BioAgents, que visa
auxiliar os bidlogos na tarefa de anotagao manual em projetos de seqlienciamento
de genomas [Lima et al. 2005]. A escolha da abordagem Multiagente deve-se
principalmente ao fato da aplicacao apresentar caracteristicas especificas adequa-
das ao uso desta tecnologia, a saber: (i) utiliza bancos de dados heterogéneos e
descentralizados, (ii) constitui um ambiente dinamico (por exemplo, novos tipos
de dados e fontes de dados com constantes alteragoes), (iii) o processo de anotagao
pode ser realizado de forma independente por varios biélogos. A arquitetura apre-
sentada foi implementada através de um protétipo que utiliza a plataforma de
desenvolvimento de agentes JADE [Bellifemine et al. 2003], integrada ao motor
de inferéncia JESS [Friedman-Hill 2003].

O protoétipo foi utilizado em um estudo de caso que utiliza os dados do Pro-
jeto Genoma Funcional e Diferencial do fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb)
[Felipe et al. 2005]. Esse projeto foi executado pela Rede Genoma Centro-Oeste,
que integra instituicoes de ensino e pesquisa em Biologia Molecular do Distrito
Federal, Goids, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. As sugestoes geradas auto-
maticamente foram validadas através de comparacoes de resultados gerados pelo
BioAgents com as anotacoes manuais previamente realizadas no Projeto Genoma
Pb.

Este trabalho esta dividido em cinco se¢oes. Na secao 2 sao mostrados alguns
trabalhos correlatos. Na secao 3 é apresentada a arquitetura Multiagente e des-
crito o protétipo implementado. Na secao 4 o estudo de caso é apresentado, sendo
feita uma breve discussao dos resultados. Na secao 5 concluimos e apresentamos
trabalhos futuros.

2. Trabalhos Correlatos

Virios trabalhos na area de Bioinformatica utilizam técnicas de Inteligéncia Ar-
tificial, através do uso de abordagens distintas como a de Sistemas Multiagente

'Dizemos que duas seqiiéncias sdo similares quando partes delas sdo ”aproximadamente
iguais”, isto é, quando as duas seqiiéncias tém exatamente os mesmos caracteres, com poucas
excecoes de caracteres diferentes, ou insercoes e remocoes de caracteres de uma das seqiiéncias
em relagao a outra.
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(SMA), Mineracao de Dados e/ou Aprendizagem de Maquina. Essas abordagens
tém sido aplicadas em diferentes processos envolvidos no pipeline de execucao, in-
cluindo desde a comparacao e andlise de genomas até a inferéncia das fungoes dos
genes dos organismos. Porém, nao encontramos na literatura trabalhos que apli-
quem a abordagem de SMA para o processo de anotacao manual. Apresentamos
entao trabalhos relacionados ao processo de anotacao.

O sistema BioMAS utiliza a abordagem de SMA para anotagao automatica
do virus da herpes [Decker et al. 2001]. O foco do trabalho esta na extragao
da informagcao contida nos bancos de dados piblicos e no processo de anotacao
automatica.

O Eletronic Annotation-EAnnot é uma ferramenta originalmente desenvolvida
para a anotagdo manual do genoma humano [Ding et al. 2004]. O software
combina ferramentas para extrair e analisar grandes volumes de dados em bancos
publicos, gerando anotagoes automaticas e predigoes de genes de forma rapida.
EAnnot usa informagoes contidas em messenger RNA-mRNA, Expressed Sequence
Tags-ESTs e alinhamentos de proteinas, além de identificar pseudogenes, entre
outras caracteristicas.

O software Ambiente para Anotagao Automdtica e Comparacao de Genomas-
AS8C [Santos and Bazzan 2004] é baseado em uma aquitetura de SMA e tem
como proposito a integracao de tarefas relacionadas a anotacao denominada pelos
autores como nivel 1 e a comparagao de genomas considerada como nivel 2. O
nivel 1 é composto por ferramentas para a anotacao automatica de proteinas;
enquanto o nivel 2 é composto por algoritmos para comparacao de genomas que
visam a extracao de informagoes titeis aos resultados do nivel 1. O objetivo do
A3C é descobrir a relagao entre diversos organismos, obtendo entao informagoes
especificas sobre um dado genoma através do conhecimento sobre outros genomas
que ja se encontram seqiienciados.

A ferramenta denominada Agent-based environmenT for aUtomatiC' annota-
tion of Genomes-ATUCG é baseada em uma aquitetura de agentes, tendo como
objetivo reduzir o trabalho manual dos bi6logos através da re-anotagao [Nasci-
mento and Bazzan 2005]. No processo de re-anotagao as informacoes adquiridas
das seqiiéncias originalmente anotadas sao revisadas e comparadas com novos
modelos e dados para se obter caracteristicas e informagoes sobre as sequiéncias e
refazer a anotacao manual, caso seja necessario.

3. A Arquitetura Multiagente e o Protétipo do BioAgents

Como dito anteriormente, o BioAgents visa auxiliar os bidlogos no processo de
anotacao manual. O processo de anotagao manual é executado pelos bidlogos ba-
sicamente: analisando as saidas das ferramentas executadas durante o processo de
anotacao automatica, e interpretando estes resultados, de acordo com seu conhe-
cimento biolégico, para inferir as funcoes e categorias funcionais das seqiiéncias a
serem anotadas. O BioAgents se propoe a simular esta tarefa dos biélogos.

A Figura B.1 representa a arquitetura SMA do BioAgents, que é composta
por trés camadas:

114



Consulta -u-ﬂ" Resultade Consulta ﬂ- 1} Resultado  Consulta G ﬂ' Resultado

I Camada de Apresentacao I

Roquisigao L T Resultade - oc rri coco: Requisicao L T Resuttads
— —

Carmada Colaborativa
o o o T 0
4 0 g O
[ Agente J [ Agente ] [ Agente ] [ Agente ] [ Agente h
Gerente Gerente Gerente Gerente Gerente
BLAST FASTA PSORT HMME R tRNAscan |
T ﬂ 1]' ﬂ' ‘IJ' ﬂ' 1] u
g ﬂ 4
Bgente Bgente || Agente Agente ente ente ente ot b Agents
Anaisadr| hnduadnrl [Anmsadnr] [Andlsadnr] [J.:gmadur] [l:glsadm] A:jlsid ] [h:gia:aJ lﬁﬂlesna:nJ ' Maglisarhr
T T
U' --------------------------------- U_
Camada Fisica I

l " (E:jgéj " l' l‘ " KOG I(SwmsProt Pram (Rt\m ][%m':'] G Dadas o

Figura B.1: A arquitetura em trés camadas do sistema BioAgents.

e A Camada de Apresentacao é responsavel por receber as requisicoes sub-
metidas ao sistema e retornar o resultado do processamento ao usudrio.
A requisicao consiste na submissao de seqiiéncias a serem analisadas. Na
atual implementacao, as ferramentas BLAST e FASTA e os bancos de da-
dos utilizados, foram apenas informados para o sistema. Os arquivos de
saida ja processados constituiram a entrada para os Agentes Analisadores
(ANL). Estes arquivos de saida contém os resultados das comparagoes efe-
tuadas pelo BLAST e FASTA, tendo sido obtidos na etapa de anotacao
automatica.

e A Camada Colaborativa é responsavel pela consolidacao dos resultados pro-
venientes das analises feitas sobre os bancos de dados da Camada Fisica e
por retornd-los a Camada de Apresentacio. A Camada de Colaboragao é
composta pelo Agente de Resolugio de Conflitos (RC), pelos Agentes Ge-
rentes (GR) e pelos ANLs.

— O agente RC tem o objetivo de submeter as requisi¢oes enviadas pela
Camada de Apresentacao aos agentes GR especializados. Apds rece-
ber os resultados dos agentes GR, decide a sugestao mais apropriada

para ser enviada a Camada de Apresentacdo. No estudo de caso rea-
lizado, foram utilizados os agentes GR e ANL BLAST e FASTA.

— Os agentes GR recebem mensagens do agente RC com solicitacoes
de acordo com sua especialidade. Um particular agente GR verifica
quais sao os bancos de dados e saidas dos programas que devem ter
sido previamente executados na anotacao automatica. O agente GR
aloca os agentes ANL para fazer a analise individual dessas saidas jun-
tamente com os bancos de dados. O agente GR aguarda as sugestoes
de todos os agentes ANL, consolidando-as através do uso das regras
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de producao previamente definidas. Como cada agente GR é especi-
alizado em um programa, ele pode avaliar e consolidar os resultados
retornados pelos agentes ANL.

— Cada agente ANL executa um arquivo de saida gerado por uma ferra-
menta especifica. Quando é criado por solicitacao de um agente GR,
cada agente ANL utiliza um parser especifico para extrair informacoes
do arquivo de saida, gerando uma estrutura contendo dados especificos
da ferramenta. O resultado desse processamento com a sugestao é re-
tornada ao agente GR solicitante.

e A Camada Fisica é responsavel pelos bancos de dados utilizadas pelo Bi-
oAgents. Em nosso estudo de caso foram utilizadas as seguintes fontes
de dados: nr-GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/); Gene
Ontology (GO) (http://www.geneontology.org/); Clusters of Ortholo-
gous Groups of proteins (COG) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/C0G/) e
os bancos de dados dos fungos Saccharomyces cereviseae (SC) e Schizosac-
charomyces pombee (SP).

3.1. O Protétipo

Para implementar a arquitetura SMA proposta, utilizamos a linguagem Java
(http://java.sun.com) no ambiente de desenvolvimento FEclipse SDK, versao
3.1.2 (http://wuw.eclipse.org). Como framework de desenvolvimento de agen-
tes, utilizamos o Java Agent DFEvelopment Framework-JADE versao 3.4.1 (http:
//jade.tilab.com). Na Figura B.2, o Analysis Agent é uma interface de inici-
alizacao do BioAgents.

A utilizacdo do JADE deve-se a diversos fatores, a saber: (i) ser distribuido
como software livre sob licenga LGPL; (ii) a linguagem de programagao supor-
tada ser Jawva, possibilitando boa portabilidade; (iii) as especifica¢oes de JADE
serem compativeis com o padrao The Foundation of Intelligent Physical Agents-
FIPA 2, oferecendo uma biblioteca de classes de protocolos de interacao padro-
nizados e prontas para serem instanciadas ou estendidas; (iv) n@o apresentar
necessidade de implementar a plataforma de agentes, as funcionalidades e a on-
tologia de gerenciamento de agentes, nem os mecanismos de transporte e par-
sing de mensagens; (v) oferecer um transporte eficiente de mensagens entre os
agentes pelo uso da linguagem FIPA Agent Communication Language - FIPA
ACL (http://www.fipa.org/repository/aclspecs.html); (vi) possuir suporte
a usudrios, tendo uma grande comunidade ativa de desenvolvedores e uma vasta
documentagao disponivel para consulta.

Os parsers utilizados pelos agentes ANL para a manipulacao dos arquivos
de saida foram implementados a partir da adaptacao de algumas bibliotecas do
framework BioJava versao 1.4. O BioJava fornece objetos para manipulagao

2FIPA é uma organizacao que segue o padrao internacional de especificacdo da Institute of
Electrical and FElectronics Engineers - IEEE para o desenvolvimento de tecnologias baseadas
em agentes inteligentes de software (http://www.fipa.org).
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Figura B.2: Screenshot da tela de execugao e do sniffer dos agentes do BioAgents
no framework JADE.

de seqiiéncias biolégicas e parsers para arquivos de seqiiéncias, dentre outras
funcionalidades (http://biojava.org/wiki/Main_Page).

Como motor de inferéncia para o desenvolvimento do protétipo utilizamos o
Java Ezxpert System Shell-JESS versao 6.1 (http://www.jessrules.com/jess/
index.shtml) [Friedman-Hill 2003]. O JESS é utilizado para construir bancos de
conhecimento e obter inferéncias a partir de padroes pré-estabelecidos. O JESS
foi especialmente desenvolvido para ser integrado a linguagem Java, o que permite
a criacao de softwares Java com capacidade de resolucao de problemas usando
conhecimento vindo das regras de produgao implementadas no JESS. Estas re-
gras representam o conhecimento explicito utilizado pelos bidlogos na tarefa de
anotacao manual estando relacionadas ao conhecimento tacito utilizado durante
o processo de sugestoes de anotacao.

4. Estudo de Caso

O estudo de caso realizado neste trabalho consistiu em utilizar o BioAgents com
os dados do Projeto Genoma Pb, visando propor anotacao a partir dos resultados
BLAST e FASTA deste projeto, para comparar as anotacoes sugeridas com as
anotagoes manuais previamente concluidas pelos bidlogos. Os dados analisados
foram os arquivos de saida do programa BLAST executado sobre os bancos nr,
COG e GO; os arquivos de saida do programa FASTA com os bancos de dados
dos fungos Saccharomyces cereviseae e Schizosaccharomyces pombee, bem como
os arquivos de anotagoes manuais do Projeto Genoma Pb.

Para avaliar os arquivos de saida do BLAST e FASTA, o BioAgents analisou
dois parametros, o expectation-value (e-value) e o score. Estes dois parametros
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sao produzidos pelo BLAST e pelo FASTA e expressam o grau de similaridade
entre cada seqiiéncia gerada no projeto e cada seqiiéncia ja existente em um banco
de dados. Ambos os programas produzem alinhamentos entre duas seqiiéncias,
que expressam o grau de similaridade entre elas. Quanto menor o e-value maior
a semelhanca entre duas seqiiéncias, e quanto maior o score mais proximas sao
as seqiiéncias. A inferéncia de funcgao é feita assumindo que quanto maior a
proximidade entre duas seqiiéncias, maior a chance de possuirem a mesma funcao
biologica.

[defglobal ?*maxEvalue® = 1.0E-5): (1)
(defmodule Evalue

(defrule Exists Evalue Above Limit
"hotivate GoodEvaluelnalysis module if there is at least one good evalues™
(exists (ElastHic
(HitEvalue ?evalusé: (<= ?evalus ?"maxEvalue®)) (2)
h
=
(focus GoodEvaluelnalysis)
[run)

]

(defwodule GoodEvaluslinalysis)

{defrule Best_Ewvalue
"eomment
(Evalusinalysis (Evalus Pevalusl) (Score Pscorel))
Pfact <- [(Evaluslnalysis(Evalus Zevalusi&: (== Pevalusi Pevalusl))
(3core ?scoreZé: (< Pscorez Pscorel]))(d)
=
[retract 2fact)

)

Figura B.3: Conjunto de regras Jess para analise de saidas BLAST e FASTA.

A Figura B.3 ilustra a sintaxe de duas regras com uso do JESS. Ressaltamos
que estas regras foram testadas com os agentes GR e ANL, usando os programas
BLAST e FASTA. As regras descritas nesta figura capturam o seguinte conheci-
mento bioldgico:

e Verificar a existéncia de alinhamentos cujo e-value seja menor ou igual a
107 (valor estabelecido pelos bidlogos no Projeto Genoma Pb);

e Dentre os alinhamentos que atendem a restricao anterior, selecionar o menor
e-value;

e Caso existam dois e-values iguais, selecionar o de maior score.

Como resultado da aplicagao do BioAgents, foram analisados 6.107 seqiiéncias
do Projeto Genoma Pb (Tabela B.1). Deste total, 3.774 genes foram anotados
manualmente por bidlogos, e 2.333 nao foram anotados. Na Tabela B.1 podemos
observar um tempo de execucao longo, motivado pelo fato dos dados do Pro-
jeto Genoma Pb serem compostos por arquivos do tipo texto com tamanho de
aproximadamente 1.5 GB.

Note que 3.502 anotacoes foram sugeridas pelo BioAgents, sendo que 1.547 fo-
ram sugestoes corretas quando comparadas com as anotagoes manuais do Projeto
Genoma Pb, o que corresponde a um indice de acerto de 44.17%. Note também
que das 1.955 sugestoes nao corretas quando comparadas com as anotacoes manu-
ais do Projeto Genoma Pb, 336 foram sugestoes do sistema a genes nao anotados,
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Tabela B.1: Resultados do BioAgents utilizando dados do Projeto Genoma Pb.

Quantidade de genes 6.107
Quantidade de genes anotados manualmente 3.774
Quantidade de anotacoes sugeridas pelo BioAgentes 3.502
Quantidade de anotagoes acertadas pelo BioAgentes/ 1.547/3.502
Quantidade de anotagoes sugeridas(% de acerto) 44.17%

Quantidade de anotagoes sugeridas para genes nao anotados | 336/2.333
manualmente/total de genes nao anotados
Tempo de execugao do sistema (hh:mm) 01:30

o que corresponde a 9.59% (336/3.502), e 1.619 foram sugestoes diferentes das
anotadas pelos bidlogos, correspondendo a 46.23% (1.619/3.502). Conforme ava-
liacao dos bidlogos, os resultados sao bons e podem ainda ser melhores a medida
que for expandida a base de conhecimento dos agentes.

Com base nos resultados deste estudo de caso, julgamos que o BioAgents pode
realmente auxiliar os bioldégos na fase de anotacao manual em projetos de seqiien-
ciamento de genomas.

5. Conclusoes e Trabalhos Futuros

Neste trabalho, apresentamos uma arquitetura, baseada no paradigma Multia-
gente, e o protétipo do sistema BioAgents para apoiar o processo de anotagao ma-
nual feita por biolégos em projetos de seqiienciamento de genomas. Esta aplicacao
possui ambiente heterogéneo e dinamico, pois utiliza diferentes bancos de dados,
descentralizados, sendo os dados constantemente alterados. Assim, esta aplicacao
é adequada para ser solucionada utilizando a abordagem Multiagente. No BioA-
gents os agentes sao especializados em tarefas distintas, de tal forma que podem
atuar de forma independente, utilizando regras especificas. Esta arquitetura foi
implementada utilizando o framework JADE, e as regras da base de conhecimento
foram desenvolvidas no JESS.

Realizamos um estudo de caso com os dados de anotacao manual do Projeto
Genoma Pb. Usando poucas regras de producao, tivemos um indice de acerto
de 44.17%, computado a partir do nimero de sugestoes corretas do BioAgents
quando comparadas com as anotacoes manuais do Projeto Genoma Pb. Além
disso, o projeto sugeriu 336 anotacgoes para seqiiéncias nao anotadas, consideradas
corretas pelos bidlogos que analisaram os dados.

Trabalhos futuros incluem a implementacao com execucao distribuida dos
agentes, para reduzir o tempo de execucao do BioAgents. Poderia ser desen-
volvida uma interface Web para a Camada de Apresentacdo, provendo o acesso
publico aos pesquisadores que utilizassem o sistema. Pretendemos também uti-
lizar o BioAgents no Projeto Genoma Anaplasma que em breve estard na fase
de anotagdo manual (http://dna.biomol.unb.br/ANA/). O aprimoramento do
conhecimento dos agentes GR e ANL também é necessario para possibilitar uma
maior acurdcia nas sugestoes das anotacoes manuais. Isto poderia ser feito in-
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cluindo novos métodos e bases de dados (como detecgao de RNAs nao-codificadores
(ncRNAs), identificagao de RNAs de transferéncia (tRNAs) e identificagdo de ho-
mologias em familias de proteinas - HMMFER/ Pfam).
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fntegra do artigo:

The annotation phase on genome sequencing projects has the objective to as-
sign biological functions to the DNA sequences obtained on the project. The
annotation phase is divided into two tasks: (i) the automatic annotation task,
that infers biological functions to each sequence, based on approximated compari-
son algorithms and databases containing sequences with corresponding functions;
and (ii) the manual annotation task, in which the biologists guarantees accuracy
and correctness to each sequence function. Thus, providing computational tools
to assist the manual annotation task will certainly improve the final annotation.
To achieve this, we take as hypothesis that the biologists decide the annotation of
any sequence based in his knowledge, acquired from their professional experience.

In this context, this work presents BioAgents a system based on the multia-
gent approach to help the biologists with the manual annotation task on genome
sequencing projects. BioAgents was developed under a blackboard multiagent
architecture in JADE framework as shown in Figure B.4. The architecture is di-
vided into three layers: interface, collaborative and physical. The interface layer
receives the requests and returns the results to users. The collaborative layer is
the architecture core and has agents that interact with manager agents specia-
lized in BLAST and FASTA, local databases and different knowledge sources to
suggest annotations to be sent to the interface layer. The physical layer consists
of different local databases containing the results of the automatic annotation.
Note that specialized agents in distinct tasks interact with local databases and
specific knowledge sources (KS).
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Figura B.4: BioAgents Architecture.

In order to validate BioAgents, we used data from the manual annotations of
two genome projects: (i) the Paraccocidiodes brasiliensis (Genome Pb Project)
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and the Paullinia Cupana (Genome Guarana Project). The knowledge of the
agents was represented by production rules, which were used to infer the sugges-
ted annotations which will be later validated by the biologists. The production
rules implemented at the expertise module have used only two parameters: (i)
e-value less than or equal to 10-5 and (ii) in case of the same e-value the greater
score. The Genome Pb Project has 6,107 sequences with 3,780 manually an-
notated. BioAgents suggested 3,496 annotations, where 1,547 were correct when
compared to the previous manual annotation, corresponding to 44.25% of correct-
ness. While for the Genome Guarana Project, with 8,597 sequences and 7,725
manually annotated, BioAgents suggested 6,478 annotations, where 2,938 were
correct, corresponding to 45.35% of correcteness. The experiments suggests that
BioAgents can really help biologists during the manual annotation phase of a
genome sequencing project since we had more than 40% of correctness. As future
work we intend to improve the expertise of the system in order to obtain better
suggestions. We also intend to use BioAgents at not manually annotated genome
sequencing projects to accelerate the anotation fase. This will be done for the
manual annotation task of the Anaplasma marginale genome sequencing project.
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Glossario

Aminoacidos

Um proteina é composta por cadeias de centenas ou milhares de
aminoacidos. Na quimica, sao definidos como compostos organicos
que contenham o grupo (N Hs) e carboxil (COOH).

Bases Nitrogenadas

Codon

CAP3

Contigs

Base nitrogenada ¢ um composto ciclico contendo nitrogénio. Sao
cinco bases desse tipo, divididas em purinas - Adenina (A) e Guanina
(G) - e pirimidinas - Uracila (U), Citosina (C) e Timina (T).

E uma seqiiéncia de trés bases nitrogenadas que especificam uma
aminoacido. Os cédons de finalizacao indicam a finalizacao da sintese
proteica (nao codificam nenhum aminodcido).

E um software que realiza o processo de montagem das seqiiéncias
gerando um grupo de contigs e outros de singlets. O software agrupa
seqiiéncias com certas caracteristicas comuns. Cada agrupamento
gera uma Unica seqiiéncia, o consenso.

Sao seqiiéncias (consenso) formadas a partir do agrupamento de duas
ou mais seqiiéncias.

DNA complementar

DNA

O DNA complentar (¢DNA) é sintetizado do mRNA. Pode ser usado
experimentalmente para determinar a seqiiéncia de um mRNA.

E uma seqiiéncia linear de quatro nucleotideos (também chamados
de bases nitrogenadas, representados pelos caracteres A, T, C e
G, observando que a Adenina se pareia com Timina e Guanina
com Citosina), que é a fonte béasica da informacdo genética. Esta
informacao é copiada ou transcrita para moléculas de RNA, cujas
sequéncias de nucleotideos contém o cédigo para a ordenacao es-
pecifica de uma sequéncia de aminodcidos (também chamados de
residuos, representados por 20 caracteres). As proteinas, que sao
sequencias de aminoacidos, sao entao sintetizadas num processo que
envolve a tradugao do RNA.

Estrutura Secundaria de uma proteina

E dada pelo arranjo espacial de aminoacidos préximos entre si na
seqiiéncia primaria da proteina.
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Estrutura Terciaria de uma proteina
Descreve o dobramento final de uma cadeia, por interacoes de regioes
com estrutura regular ou de regides sem estrutura definida. Esta
estrutura confere a atividade biolégica as proteinas.

Exons Sao regiodes codificadoras do gene, ou seja, sao regioes do gene que
determinam a seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina.

Filogenia Trata-se do estudo da histéria evolucionaria dos organismos.

Fitopatéogeno
Diz-se de organismos (insetos, fungos, bactérias, etc) capazes de pro-
duzir danos ou doengas em plantas.

Genes Sao pequenas partes de um cromossomo que contém a informacgoes
necessarias para produzir um produto funcional, geralmente uma
proteina.

Genoma E toda a informacao hereditaria do organismo que esta codificada no
seu DNA (ou, em alguns virus, no RNA). Isto inclui tanto os genes
como as sequéncias nao-codificadoras de proteinas.

Heuristica

E um processo de pensamento analitico para resolucao de problemas
complexos que nao segue um procedimento padronizado de uma série
de passos (“algoritmo”), mas utiliza andlise da experiéncia prévia de
problemas semelhantes, andlise de casos similares, aplicacao de pensa-
mento ou enfoque sistémico e outras técnicas de pensamento criativo
para formar uma tentativa de solugao em forma de uma hipdtese a
ser testada na pratica.

Introns  Sao regides nao codificadoras (interrompem a sintese protéica) dentro
de um gene. Eles sao transcritos em RNA, mas sao removidos por
splicing antes da sintese de proteinas.

Marcadores do tipo Microssatélites
Também conhecidos como STRs, estes marcadores constituem uma
poderosa classe de marcadores moleculares em andlise genomica.

Marcadores Moleculares
Sao moléculas como DNA ou proteinas que marcam uma regiao(oes)
do genoma ligada(s) a alguma caracteristica genética que esté sendo
estudada.

Metoédo neighbor-joining
E um método utilizado para construcao de arvores filogenéticas. Uma
medida da distancia entre um conjunto de seqiiéncias deve ser de-
terminado. Baseado nesta distancia, um algoritmo com o método
neighbor-joining encontrard os dois conjuntos mais proximos e ird
agrupa-los. Este passo se repete até que todas as seqiiéncias sejam
colocadas dentro da arvore.
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Motif (Motivos)

E um elemento conservado de um alinhamento de seqiiéncia que nor-
malmente correlaciona-se com uma funcao particular. Motivos sao
gerados de um alinhamento multiplo, correspondentes a uma regiao
cuja funcao ou estrutura é conhecida. Motivos predizem regioes es-
truturais ou funcionais em qualquer outra seqiiéncia pertencente a
familia original (seqiiéncias homologas). Uma base de dados comu-
mente utilizada para analise de motivos é a base Pfam.

Northern Blot
E uma técnica usada na pesquisa em Biologia Molecular para estudar
a expressao génica, ou seja, verificar e quantificar se um determinado
gene de um genoma € ou nao transcrito em RNA.

Open Reading Frame (ORF)
ORF é uma porcao do cromossomo de um organismo que contém
uma seqiiéncia de bases (genes) que podem potencialmente codificar
uma proteina. A existéncia de uma ORF, especialmente uma longa,
é uma boa indicacao da presenca de um gene.

Organismos eucariotos
Sao organismos que possuem células eucariotas (do grego eu, bom,
e karya, nucleo), as quais indicam a existéncia de um ntucleo bem
definido, perfeitamente demarcado pela membrana celular. Exemplos
de organismos eucariotos sao plantas e animais.

Organismos procariotos
Sao os organismos que possuem células procariontes (do grego pro,
primitivo, e karya, nicleo), que ndo possuem uma membrana celular
que separe o nucledide, uma estrutura correspondente ao nicleo, do
liquido citoplasmatico. Exemplos de organismos procariotos sao as
bactérias.

Ortdlogos
Sao genes homologos que compartilham fungoes e descendem de um
ancestral comum que, no processo evolutivo, divergiu para espécies
diferentes, ou seja, consistem de genes homoélogos presentes em orga-
nismos diferentes.

Paralogos Sao genes homdlogos gerados por eventos de duplicacao, que ocupam
duas diferentes posi¢oes no mesmo genoma.

Phred E um software que analisa uma seqiiéncia “bruta” (original) para pro-
duzir uma seqiiéncia de base com uma pontuacao de qualidade (qua-
lity score) associada para cada posigdo na seqiiéncia. Anélise da
qualidade de cromatogramas.

Produto de Gene
E o material bioquimico, RNA ou proteina, resultante da expressao
de um gene. A quantidade de produto de gene é utilizada para medir
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Profiles

0 quao um gene ¢ ativo. Quantidades anormais podem ser correla-
cionadas com doengas causados por alelos (variagoes menores de um
mesmo gene).

Profiles, ou perfis de alinhamento, sdo uma representacoes numéricas,
normalmente matricial, de um alinhamento multiplo. Esse perfil
representa as caracteristicas comuns aquele particular conjunto de
seqliéncias, que é, em geral, uma familia de proteinas. Uma outra de-
finigao é de que perfis sao tabelas (matrizes) que listam as freqiiéncias
de cada aminoacido em cada posicao de uma sequéncia protéica. As
freqiiéncias sao calculadas de um alinhamento multiplo de seqiiéncias
contido em um dado dominio de interesse. A analise por perfis usa
o fato que certas posicoes em uma familia de seqiiéncias sao mais
conservadas que outras posigoes.

Proteinas de superficie

Proteinas

Proteoma

RNA

rRNA

Singlets

Sao proteinas encontradas na superfice (membrana) de uma célula.

Sao formadas por cadeias de aminoacidos, localizadas nos genes que
codificam as codificam. As proteinas sao essencias a estrutura, funci-
onamento e ao regulamento do organismo dos seres vivos. Sao exem-
plos de proteinas: hormoénios, enzimas e anticorpos.

E o conjunto de proteinas expressas por um genoma.

Acido nucléico envolvido na transferéncia da informagao genética e
sua decodificacao em uma cadeia polipeptidica. Em alguns virus, o
RNA é o material genético primario. Localiza-se no nicleo das células
e no citoplasma, participando na sintese de DNA quando as células
se multiplicam. O RNA se diferencia do DNA em trés aspectos: os
nucleotideos do RNA contém o agucar ribose ao invés do desoxirri-
bose; o RNA contém a base uracila ao invés da timina; e o RNA é
uma molécula de fita simples ao invés de uma hélice de dupla fita.

Moléculas de RNA que transportam os aminoacidos durante a sintese
protéica.

Sao seqiiéncias que nao foram agrupadas com nenhuma outra (por
nao possuir similaridade com nenhuma outra seqiiéncia). Singlets sao
formados por uma tnica seqiiéncia.

Splicing (Processamento)

Trata-se do processo de remocao de introns do mRNA.

Taxonomia

Refere-se a classificacao das coisas e aos principios subjacentes da
classificacao. Quase tudo - objetos animados, inanimados, lugares
e eventos - pode ser classificado de acordo com algum esquema ta-
xonomico.
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