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Resumo

O répido avanco nas técnicas de sequenciamento de alto desempenho de fragmentos de
DNA/RNA criou novos desafios computacionais na area de bioinformatica. Um desses de-
safios é administrar o enorme volume de dados gerados pelos sequenciadores automaticos,
particularmente o armazenamento e a analise desses dados processados em larga escala.
A existéncia de diferentes formatos de representacao, terminologia, estrutura de arquivos
e semanticas, faz muito complexa a representacao e administracao desses dados. Neste
contexto, um modelo de dados para representar, organizar e garantir o acesso aos dados
biolégicos é essencial para suportar o trabalho dos pesquisadores do campo da biologia,
quando fazendo uso de pipelines de sequenciamento de alto desempenho.

Este trabalho propoe tanto um modelo de dados conceitual, como também seu res-
pectivo esquema relacional, permitindo a representagao e o gerenciamento de um pipeline
de sequenciamento de alto desempenho para projetos transcritdémicos no intuito de or-
ganizar e armazenar de maneira simples e eficiente os dados gerados em cada fase da
andlise do pipeline. Nesta dissertacao, trabalhamos com pipelines de sequenciamento de
alto desempenho com trés fases: filtragem, mapeamento e analise. Para validar nosso mo-
delo, apresentamos dois estudos de casos para identificar a expressao diferencial de genes
usando dados de sequenciamento de alto desempenho transcritémico. Estes estudos de
caso mostraram que introduzir o modelo de dados, e 0 esquema correspondente, tornou o
pipeline mais eficiente, organizado, para dar suporte ao trabalho dos bi6logos envolvidos
em um projeto de transcritoma.

Palavras-chave: Modelo Conceitual, Modelo de Dados, Bioinformatica, Banco de Dados,
Dados Biologicos
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Abstract

The rapid advances in high-throughput sequencing techniques of DNA /RNA fragments
created new computational challenges in bioinformatics. One of these challenges is to
manage the enormous volume of data generated by automatic sequencers, specially storage
and analysis of these data processed on large scale. The existence of representation
format, terminology, file structure and semantics, becomes very complex representation
and management of such data. In this context, a data model to represent, organize and
provide access to biological data is essential to support the researchers works into biology
field when using high-throughput sequencing.

This work proposes a conceptual model as well as its database schema to represent
and manage a high-throughput transcriptome pipeline in order to organize and store in
a simple and eficient way data generated in each pipeline phase. In this dissertation,
we work with three phases high-throughput sequencing pipeline: filtering, mapping and
analysis. In order to validate our model, we present two case studies both having the
objective of identifying differentially expressed genes using high-throughput sequencing
transcriptome data. These case studies showed that uses a data model, and its database
schema, became the pipeline more eficeint, organized, and support the biologists works
involved in a transcriptome project.

Keywords: Conceptual Model, Data Modeling, Bioinformatics, Database, Biological
Data
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Capitulo 1

Introducao

Desde a descoberta da estrutura do DNA (Deozyribonucleic Acid) em 1953, por Wat-
son e Crick [13] os avangos na biologia molecular tém notaveis progressos criando-se uma,
nova area de pesquisa, a bioinformética. Um dos desafios que se destaca é o tratamento do
grande volume de dados biologicos gerados pelos modernos sequenciadores de alto desem-
penho. Os gigabytes de sequéncias de DNA gerados por cada projeto de sequenciamento
precisam ser armazenados. Enquanto o Projeto do Genoma Humano demorou 10 anos e
custou aproximado de $3 bilhoes de dolares [14] gerando aproximadamente 3.5 bilhoes de
pares de bases (pb), atualmente os novos projetos ficaram mais rapidos, baratos e geram
maiores quantidades de dados (entre 2 a 4 bilhoes de pb em poucos dias). Como exemplo
desses projetos tem-se o “Personal Genome Project” de grande ajuda para area médica,
com o objetivo de obter diagnosticos mais precisos de doencas e tratamentos médicos mais
apropiados para um individuo particular [15]. Para este e outros projetos sao usados os
sequenciadores de alto desempenho, tais como Illumina [16].

A Bioinformatica estuda os genomas que sao compostos por cromossomos, cada um
sendo uma cadeia longa de DNA de 4 nucleotideos: Adeina (A), Citocina (C), Guanina
(G) e Timina (T). Por outro lado, o RNA ¢ uma cadeia de quatro nucleotideos, tendo
Uracila (U) em vez da Timina (T). O processo de sequenciamento é a decodifica¢do da
sequéncia de nucleotideos dos cromossomos de um organismo. As sequéncias de RNA sao
gerados a partir de regioes particulares de DNA, formando dessa forma transcritos que
codificarao proteinas, onde a colegao desses transcritos é chamada de transcritoma.

As tecnologias de sequenciamento de alto desempenho geram quantidades massivas de
fragmentos de DNA/RNA. O comprimento desses fragmentos é muito pequeno quando
comparado com os tamanhos DNA/RNA completos. Os pipelines computacionais de-
vem reconstruir a molécula de DNA/RNA inteira a partir dos fragmentos sequenciados
chamados SRS (short read sequences). Desde que uma SRS apresenta baixo significado bi-
ologico de forma desassociada, diferentes anélises devem ser feitas para extrair informacao
biologica relevante das SRS.

Neste trabalho as SRS sao fragmentos de RNA gerados pelos sequenciadores de alto
desempenho. Apo6s serem geradas, as SRS passam por miltiplas andlises, tais como:
(i) avaliar a qualidade dos dados; (ii) filtrar erros de sequenciamento; (iii) armazenar
sequéncias de banco de dados externos ao laboratorio de bioinforméatica; (iv) buscar fun-
cionalidades biologicas e (v) armazenar resultados produzidos pelos diferentes sistemas
usados. Como dito antes, essas andlises geram grandes quantidades de dados, entao é



essencial criar modelos de dados que representem, organizem e garantam o acesso aos
dados biologicos nas diferentes fases do pipeline de sequenciamento de alto desempenho.

Neste contexto, o uso de um SGBD (Sistemas de Gerenciamento de Banco de Dados)
ou sistema de arquivos tem um papel crucial para resolver os desafios de armazenamento
e administracao de grande volume de dados que tém caracteristicas peculiares como os
dados biologicos. Além desse problema, esses dados precisam de modelos adequados que
representem a informacao gerada nos laboratorios de biologia molecular. Sistemas de
pipelines tém sido criados para lidar com as diferentes fases de um projeto de sequenci-
amento de genoma. A dificuldade na organizacao e o armazenamento dos dados gerados
pelas diferentes fases e programas de um pipeline de sequenciamento de alto desempenho
é o foco do nosso trabalho.

Particularmente, o interesse no uso de um SGBD dar-se-4 pelas vantagens que ele
fornece, tais como: seguranca, organizacao, facil consulta aos dados e compressao dos
dados, o que é muito 1til para administrar dados biologicos. Neste trabalho, usamos
a SGBD relacional para armazenar dados ao longo das diferentes fases do pipeline de
sequenciamento de alto desempenho. O SGBD relacional traz vantagens: amplo uso no
mercado, muitos SGBDs relacionais comerciais e de cédigo aberto sao disponibilizados, a
existéncia de padroes e a facilidade de uso da linguagem de consulta.

1.1 Motivacao

Os pipelines para projetos de sequenciamento de genomas sao implementados como
meio para administrar, especificar e coordenar a execucao de experimentos que envolvam
diferentes fases com caracteristicas particulares e com fins especificos. Eles permitem a
execucao de tarefas que usam dados e ferramentas heterogéneos. Ha diversos sistemas
para gerenciar experiéncias da Bioinformatica. Esses sistemas cumprem seus propositos
fornecendo ferramentas para as diferentes fases do pipeline.

Na maioria dos pipelines usados, o foco estd na utilizacao das ferramentas, e nao ha
uma preocupacao real de como os dados gerados em cada fase serao armazenados, orga-
nizados e gerenciados. Como consequéncia, tem-se dados pouco organizados, altamente
redundantes dificultando o desenvolvimento das analises sobre os dados gerados. Em re-
lacao a esses aspectos, € importante ter modelos conceituais que possam representar os
dados e processos de forma adequada de um projeto de sequenciamento de alto desempe-
nho. Sendo assim a pesquisa na area de modelos de dados biologicos aplicados as fases de
um pipeline de sequenciamento de alto desempenho transcritoma, serd importante para
0s projetos de sequenciamento atuais e futuros.

1.2 Objetivos

Esta dissertacao tem como objetivo geral o desenvolvimento de modelos de dados para
um pipeline de sequenciamento de alto desempenho, onde seja possivel a representacao
dos dados das diferentes fases desse pipeline. Esses modelos de dados, referem-se a repre-
sentacao conceitual que utiliza a abordagem orientada a objetos, assim como também a
implementacao do modelo através de um esquema relacional.



1.2.1 Objetivos Especificos

No intuito de atingir o objetivo geral desta dissertacao, foram definidos alguns objeti-
vos especificos:

1. Definir o pipeline de sequenciamento de alto desempenho a ser usado;

2. Desenvolver um modelo de dados conceitual envolvendo as diferentes etapas do
pipeline de sequenciamento de alto desempenho definido;

3. Desenvolver um esquema relacional para o modelo de dados definido;

4. Implementar o esquema relacional em um sistema gerenciador de banco de dados
relacional.

5. Desenvolver estudos de caso com dados reais para validar o modelo desenvolvido.

1.3 Estrutura do Trabalho

A estrutura desse trabalho é apresentada a seguir.

No Capitulo 2, sao apresantados os conceitos basicos de Biologia Molecular e Bioinfor-
maética, especialmente o projeto de um pipeline, necessario ao entendimento do trabalho.

No Capitulo 3, discutimos modelagem de dados, em particular modelos para bioinfor-
matica.

No Capitulo 4, propomos um modelo de dados para um pipeline de sequenciamento
de alto desempenho.

No Capitulo 5, discutimos dois estudos de caso onde o modelo proposto ¢ implementado
e os resultados praticos sao discutidos.

Finalmente, no Capitulo 6 concluimos e sugerimos trabalhos futuros.



Capitulo 2

Conceitos Basicos de Biologia
Molecular e Bioinformatica

O presente capitulo apresenta conceitos fundamentais de Biologia Molecular e Bioin-
formatica, necesséarios ao entendimento deste trabalho. A Secdo 2.1 apresenta de forma
breve conceitos de proteinas e acidos nucleicos (DNA e RNA). Além disso, é exposto o
dogma central da biologia molecular, ou o processo através do qual as informagdes contidas
no DNA sao utilizadas para a sintese de proteinas. Na secao 2.2, apresentamos conceitos
de bioinformatica, mas particularmente, falamos sobre o sequenciamento de alto desem-
penho do Illumina, transcritomas, as fases de um pipeline para projetos transcritomas de
alto desempenho, e bancos de dados biologicos.

2.1 Biologia Molecular

A Biologia Molecular é o ramo da Biologia responsavel pelo estudo da estrutura de
proteinas e 4dcidos nucléicos, processos e outros atores envolvidos como organelas celulares
e enzimas [4].

Segundo a ciéncia moderna, a vida originou-se ha 3,5 bilhoes de anos [4] com formas de
vidas muito simples, mas com o percorrer do tempo, estes organismos foram mudando sua
aparéncia e suas estruturas biolégicas por um processo denominado evolucao para depois
dar origem aos organismos mais complexos, pluricelulares, convivendo com organismos
mais simples, unicelulares, como os procariotos.

Partindo do mesmo ponto inicial — estas formas de vida primordiais — pode-se compre-
ender que todos os organismos, unicelulares ou pluricelulares, dividem uma composicao
parecida. A composicao quimica das células de organismos vivos é predominantemente
formada por carbono (C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e hidrogénio (H).

Os organismos simples, assim como os complexos, possuem uma quimica molecular
basica, onde os compostos aparecem, muitas vezes, como cadeias de outros pequenos
compostos interligados. Estes pequenos compostos sao os monomeros e as cadeias forma-
das pela uniao repetida de monoémeros sao os polimeros. Os polimeros mais importantes
para os organismos sao as proteinas e os acidos nucléicos, formados respectivamente por
cadeias de aminoacidos e cadeias de base nitrogenadas. De forma geral, as proteinas sao
as responsaveis, pelo que um ser vivo é e faz em um sentido fisico funcional. Por outro
lado, os acidos nucleicos sao encarregados de codificar essa informagao para produzir pro-



teinas e como mecanismos de armazenamento para preservar a continuidade dos diferentes
organismos.

2.1.1 Proteina

Os organismos da natureza na sua maioria sao feitos de proteinas que sao cadeias
de moléculas chamadas aminoacidos. Um aminoicido tem sua estrutura quimica geral
representada pela Figura 2.1 Na natureza existem muitos aminoacidos, mas no corpo
humano s6 sao usados 20 aminoacidos que sao denominados primérios.

. Grupo
Grupo amina H carboxila

Cadeia lateral Carbono a

Figura 2.1: Estrutura geral dos aminoacidos adaptado de [1].

emmmmess — Dackbone (ligacio
peptidica em preto)

N
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Y, |
: H ®

Figura 2.2: Ligagao peptidica e orientagoes ® e ¥ do carbono Ca [2].



Composicao Quimica

Proteinas, como ditas anteriormente, sao formadas por longas cadeias de aminoacidos.
A estrutura do monoémero aminoacido é formada essencialmente por um carbono central,
um grupo amina, um grupo carboxila e uma cadeia complementar (radical), que é respon-
savel pela existéncia de varios aminodcidos tnicos na natureza [4]. A Figura mostra
os grupos formadores. Somente aminoécidos entram na composicao de proteinas [12].

Para a formacao das proteinas, dois aminoacidos sao combinados através de uma
reagao de sinteses por desidratacao (gera uma molécula de dgua por cada uniao), onde o
carbono do grupo carboxila de um aminoacido liga-se ao atomo de nitrogénio do grupo
amina do outro aminoacido, gerando uma molécula de 4gua neste processo, esse tipo de
ligacao é chamada de ligacao peptidica, criando residuos de aminoacidos que formaram
as proteinas.

A proteina formada pelo encadeamento de aminoécidos é uma sequéncia linear, co-
nhecida de estrutura priméaria, mas a proteina tem estrutura secundaria, terciaria e qua-
ternaria, que formam a estrutura tridimensional da proteina (Figura . Na natureza,
sdo catalogados 22 aminoacidos conhecidos [12], sendo 20 os mais comumentes achados
em proteinas, e 2 aminoacidos raramente encontrados em polipeptideos, eles sao listados
na Tabela 211

estrutura primaria

estrutura secundaria

Figura 2.3: Estrutura primaria, secundéria, terciaria e quaternaria da molécula da hemo-
globina [3].

Estrutura da Proteina

A fungdo de uma proteina é determinada pela sua estrutura espacial [I7]. Os peptideos
que a compde combinam-se por meio de ligagoes de hidrogénio (chamadas também de
ponte de hidrogénio), ligagoes ionicas e ligagoes dissulfiiricas (entre atomos de enxofre dos
residuos de aminoéacidos Cisteina (Cys)). Outros determinantes da conformacao espacial



Tabela 2.1: Lista dos 22 aminoacidos encontrados na natureza [12]. Os aminoacidos
marcados com (*) sdo aminoacidos raramente encontrados.

Nome Abreviagao | Cédigo

1 | Alanima Ala A
2 | Arginima Arg R
3 | Asparagina Asn N
4 | Acido Aspartico Asp D
5 | Asparagina ou Acido Aspéartico * | Asx B
6 | Cisteina Cys C
7 | Glutamina Gln Q
8 | Acido glutamico Glu E
9 | Glutamina ou Acido glutamico * | Glx Z

10 | Glicina Gly G
11 | Histidina His H
12 | Isoleucina Ile I

13 | Leucina Leu L

14 | Lisina Lys K
15 | Metionina Met M
16 | Fenilalanina Phe F

17 | Prolina Pro P
18 | Serina Ser S

19 | Treonina Thr T
20 | Triptofano Trp W
21 | Tirosina Tyr Y
22 | Valina Val V

de proteinas sao a hidrofobicidade de regides de polipeptideo — isto é, o grau de afinidade
com moléculas de dgua — e a rotagao dos eixos ® e U (Figura .

A sequéncia de residuos que forma a proteina é dita estrutura primaria da mesma,
chamada também de estrutura linear. Esta estrutura é importante para a leitura dos
aminoacidos que compdem a proteina, porém nao caracteriza sua funcdo [4].

A estrutura secunddria da proteina estd composta pelos alinhamentos e dobramentos
das estruturas lineares, principalmente pelos dobramentos nos eixos ¢ e ¢, e pelo alinha-
mento de backbones (Figura formando assim as tao conhecidas cilindricas a-hélice.
Também ¢é possivel encontrar alinhamentos do tipo (-folha, onde o esqueleto polipep-
tidico estd quase completamente estendido. As repeticoes de padroes de alinhamento
e dobramento da estrutura linear nesta configuracao espacial sdo chamadas de motivos.
Motivos sdo importantes para inferéncia de funcoes e grau de similaridade entre diferentes
proteinas [17].

A estrutura tercidria resulta do enrolamento da «-hélice ou da [-folha descrevendo
o dobramento final de uma cadeia, enquanto a estrutura secundaria é determinada pelo
relacionamento estrutural de curta distancia, a terciaria é caracterizada pelas interacoes
de longa distancia entre aminodcidos. Finalmente, a estrutura quaternaria da proteina



considera sua totalidade em forma tridimensional, o que significa que é a forma natural
como é encontrada no organismo.

2.1.2 Acidos Nucléicos

Segundo a biologia contemporanea, os acidos nucléicos tem a funcao principal de ar-
mazenar informacao necessaria para criacao de proteinas e possibilitar a transferéncia
desta informacao para geragoes futuras desses organismos, através de processos de re-
producgao celular [4]. Os seres vivos tém dois tipos de éacidos nucleicos: DNA - 4cido
desoxirribonucleico - e RNA - acido ribonucleico - sao ambos os polimeros compostos de
moléculas mais simples - monomeros - os nucleotideos. No caso de DNA e RNA, tem-se
um grupo fosfato, um aciicar central e uma base nitrogenada, formando um nucleotideo
[17,[4]. A composigao em cadeias de nucleotideos forma uma sequéncia de DNA ou RNA,
dependendo da composicao destes nucleotideos.

DNA

O DNA é um acido nucleico formado por um aguicar central - a pentose (agicar com
cinco dtomos de carbonos) desoxirribose (Figura[2.4) - e uma base nitrogenada - moléculas
com ciclos de carbonos e nitrogénios- (Figura [2.5]).

HOCH,

Figura 2.4: Acucar pentose principal que compoe o nucleotideo criador do DNA: a deso-
xirribose.

Na Figura tem-se os carbonos numerados de 1’ a 5’ por conven¢ao em relacao a
estrutura quimica do composto. O carbono 1’ esta associado a uma base nitrogenada,
ao carbono 5’ o fosfato. No carbono 3’ ocorre a reacao da ligacao entre o fosfato do
nucleotideo com o grupo hidroxila do carbono 3’ do nucleotideo ao qual esta se ligando.
Naturalmente, por causa desta ligacao, a molécula de DNA é orientada do carbono 5 ao
carbono 3’ [17].

A molécula de DNA é de dupla fita. As duas fitas formam uma estrutura de hélice
(Figura , sendo descobertas por James Watson e Francis Crick em 1953. A dupla fita
se mantém dessa forma gracas as unioes entre duas bases, cada uma de uma fita diferente,
essa unido acontece gragas a natureza complementar delas, neste caso as puricas (Adeina e
Timina) unem-se com as pirimidinas (Citosina e Timina) [13] (Figura . Isto acontece
por causa da afinidade eletronica da molécula. Pela natureza complementar das bases, é
possivel extrair o complemento de uma fita do DNA aplicando a seguinte regra:
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Figura 2.5: Bases nitrogenadas que compoem um nucleotideo da molécula DNA adaptado
de [4].

Adenina <— Timina
Guanina «— Citosina
onde a <—, representa o complemento de uma base pode ser feita em ambos sentidos.

A disposicao espacial de uma fita de DNA, indo de 5’ ao 3’, pode- se concluir que seu
complemento é exato oposto, indo de 3’ ao 5’. Portanto, uma fita é o exato complemento
reverso da outra, dando origem & duplicagdo de trechos do cédigo de DNA.

Grande parte do material genético encontrado no DNA de organismos eucariotos nao
codifica para proteinas [I8]. Denomina-se genes as regides delimitadas do DNA que co-
dificam para proteinas ou RNAs [4], isso no ato de transcrigdo, o DNA é transcrito para
um RNA funcional valido ou para um RNA mensageiro valido (veja se¢do 2.1.3).

RNA

O RNA é um aminoacido como o DNA com certas diferencas e funcionalidades espe-
cificas. O RNA é formado pelo agucar ribose (veja Figura , a diferenca do DNA que
tem a 2’- desoxirribose. Esta molécula estd composta por uma base nitrogenada além das
ja descritas, ela é a Uracila (U) que substitui a Timina (T). Outra diferenca com o DNA
é que s6 tem uma cadeia ou fita tnica de nucleotideos (ver Figura , tendo diferentes
formatos de acordo com a funcao que pode exercer.

Identicamente ao DNA, a orientacao do RNA se da do carbono 5’ ao carbono 3’.
Podem-se reescrever as regras de complementaridade das bases nitrogenadas simplesmente
trocando-se a base Timina pela base Uracila.

A estrutura de fita tnica faz ao RNA vulneravel a danos e erros, portanto menos apto
a transportar informacao genética [I7]. Por essa caracteristica, além da estrutura quimica,
mais simplificada tanto da base Uracila (Figura2.8), como da estrutura do RNA, existem
teorias de que o RNA teria sido o primeiro acido nucléico a ser usado como transportador
de material genético [19].
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Figura 2.6: A dupla Hélice do DNA mostrando a unido das bases [I].
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Figura 2.7: Acucar principal do nucleotideo formador do RNA: a ribose adaptado de [4].

O

| NH
o

N
H

Figura 2.8: Uracila - base pirimidina que compoe um nucleotideo de molécula RNA.
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2.1.3 Dogma Central da Biologia Molecular

O dogma central define o paradigma da Biologia Molecular, no qual a informacao é
perpetuada através da replicacdo do DNA e é traduzida através dos processos de trans-
cricao e traducao. A transcricao que converte a informacao do DNA em uma forma
mais acessivel (uma fita de RNA complementar) e através da traducdo, o codigo genético
contido no RNA é traduzido em proteinas (Figura [2.9).

tratlscreve

d .
thylica. DNA —o% RNA — s PROTEINA

Figura 2.9: Dogma central da Biologia.

A replicacao é o processo pelo qual é gerada uma copia idéntica a uma molécula
de DNA, envolvendo um conjunto de proteinas. Por outro lado, a transcricdo comeca
reconhecendo o inicio de um gene gracas a uma pequena regiao do DNA sinalizado como
o comeco de um gene, chamado promotor. Tendo localizado o gene, a célula copia a
informacao do gene criando uma molécula de RNA complementar a uma fita de DNA.
Esta molécula de RNA é chamada de RNA mensageiro ou mRNA (messenger RNA).
Assim o mRNA possui a mesma sequéncia de uma das fitas de DNA, contudo tendo a
base U no lugar da T. Este processo é chamado de transcrigao. O processo de transcri¢ao
descrito acima é valido para seres chamados de procariotos, organismos sem ntcleo celular
e com o DNA flutuando livremente na célula. J& em organismos chamados eucariotos,
seres onde o DNA esta armazenado em um ntcleo celular, o processo de transcricao ¢ um
pouco mais complexo. Os genes dos seres eucariotos sao compostos de duas partes, os
intros e os exons. Apoés a transcricao, os introns sao removidos do mRNA. Sendo assim,
em um organismo eucarioto nem todas as bases de um gene sao utilizadas na transcricao.
Ao DNA contendo todas as bases do gene denominamos DNA genomico e as bases do DNA
presentes no mRNA apoés a remogao dos introns chamamos ¢cDNA(DNA codificador).

Feita a transcricao, o processo de traducao comeca nos ribossomos onde a proteina
serd sintetizada. Os ribossomos sao estruturas compostas de proteinas, tipos especiais de
RNA, chamados de RNA ribossomico e abreviado como rRNA. Os ribossomos funcionam
como linhas de montagem de proteinas, lendo a informacao para a sintese do mRNA e
utilizando moléculas conhecidas como tRNA (transfer RNA) para realizar a tradugao dos
coddons para os aminoacidos correspondentes. Os mecanismos celulares realizam a juncao
de diversos aminoacidos. Mais detalhadamente, os RNAs sao as moléculas responséveis
por efetuar a conexao entre os cdédons e os aminoacidos correspondentes. Cada tRNA
é composto de duas partes, uma delas possui afinidade quimica a um dado coédon, en-
quanto a outra se liga com facilidade ao aminoacido correspondente ao c6don. Conforme
a fita de mRNA passa pelo ribossomo, um tRNA correspondente ao codon sendo lido pelo
ribossomo liga-se a0 mesmo em questao trazendo consigo o aminoacido correspondente.
Uma enzima entao catalisa a ligacao peptidica para adicionar o aminodcido em questao a
proteina. A sintese prossegue assim, um aminoécido de cada vez, parando apenas quando
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um coédon do tipo STOP é encontrado. Quando isso ocorre, a proteina desliga-se do ri-
bossomo, é liberada na célula. O mRNA é degradado para posterior reaproveitamento
dos seus componentes.

2.2 Bioinformatica

A Bioinformatica é uma area multidiciplinar que envolve ciéncias como Biologia Mo-
lecular, Estatistica, Matematica e Ciéncia da Computacao, e tem como objetivo realizar
analises de dados biologicos, como sequéncias de bases de DNA e genes, predizer a es-
trutura e fungdo de diversas macromoléculas [20]. A Bioinformatica surgiu quando foi
necessario o uso de ferramentas computacionais para analises de dados genéticos, origi-
nado com os projetos genoma, na década de 1990. Portanto, ¢ um ramo do conhecimento
relativamente recente.

A bioinformatica enfatiza o desenvolvimento de ferramentas para realizar o armazena-
mento e manipulacao dos dados biologicos gerados durante um projeto de sequenciamento.
Com o atual volume de dados produzidos pelos projetos de sequenciamento, a utilizacao
de ferramentas computacionais traz grandes auxilios aos bidlogos, ao permitir a recupe-
racao rapida dos dados armazenados de um projeto genoma e apresentar os resultados de
maneira a facilitar a analise dos mesmos e assim auxiliar na descoberta de funcoes para
as sequéncias obtidas.

2.2.1 Tecnologias de Sequenciamento de Alto Desempenho

Embora o sequenciamento Sanger [2I] tenha sido a técnica de sequenciamento mais
usada durante os dltimos anos, novas técnicas de sequenciamento massivamente paralelos
sao usadas atualmente nos projetos de sequenciamento, revolucionando a forma como se
realiza o sequenciamento de DNA no mundo. A grande demanda por sequenciamento de
baixo custo tém estimulado o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento massiva-
mente paralelos, produzindo milhdes de sequéncias em uma s6 rodada [22]. Nesse sentido,
as tecnologias de sequenciamento massivamente paralelo sao destinadas a baixar o custo
de sequenciamento de DNA o maximo possivel.

Nesse contexto, uma variedade de sequenciadores de alto desempenho produzem um
namero muito grande de sequéncias de DNA. Hoje em dia, os sequenciadores massiva-
mente paralelos que estao disponiveis comerciavelmente sao: Pirosequenciamento 454 [16],
realizada sobre o Sequenciador Genomico FLX, o qual foi disponibilizado pelas compa-
nhias 454 Life Science e Roche Applied Science (http://www.454.com ); Illumina [16]
com o GAII (Genome Analyzer II); tecnologias SOLID que usa uma técnicas de sequenci-
amento por ligacao. Recentemente, outras duas tecnologias foram anunciadas: O Helicos
Heliscope e Pacific Biosciences SMRT [16].

Nos estudos de caso desta dissertacao foram utilizados dados gerados pelo sequencia-
dor Illumina. Este sequenciador foi desenvolvido pela Solexa, subsequentemente adquirido
pela Illumina. Atualmente, os Sequenciadores Illumina GAT e GAII fazem uso do sequen-
ciamento por sinteses. O sequenciador GA I produz SRS de 25 a 35 pares de bases [23] e
o sequenciador GA II produz aproximadamente 50 pares de bases [16] com mais de 2000

12



Mb de dados por corrida ao longo de aproximadamente quatro dias. O método de Illu-
mina é um dos mais amplamente usados em sua curta existéncia; aplicacoes publicadas
incluem expressao de genes, descoberta de SNP, resequenciamento, e experimentos ChIP
(Chromatin Immunoprecipitation).

2.2.2 Projetos Transcritoma

O transcritoma é o conjunto completo de transcritos de uma célula, e seu estudo é rea-
lizado em um estado especifico do seu desenvolvimento ou condicao fisiologica. Entende-se
que um transcritoma é essencialmente o meio para interpretar o elemento funcional do
genoma e revelar os constituintes moleculares das células e tecidos. O transcritoma tem
muitos objetivos, entre os quais: catalogar todos os tipos de transcritos, incluindo o
mRNA, ncRNA (non-coding RNA) e pequenos RNAs; determinar a estrutura transcricio-
nal dos genes; quantificar os niveis expressao de cada transcrito durante o desenvolvimento
da celula e baixo diferentes condigoes; entre outras.

Como visto na Secao 2.1.1, a sintese de uma proteina ocorre através da transcricao
das informacoes contidas no DNA em um RNA mensageiro e posterior traducao desta
informagao em aminoacidos. Dizemos entao que o gene codificando a proteina em questao
é expresso. O conjunto dos RNAs mensageiros de uma célula é chamado de transcritoma,
e projetos de sequenciamento visando a obtencao desses RNAs mensageiros sao conhecidos
como projetos transcritoma.

A obtengao de todos os transcritos de uma determinada célula de um dado organismo
é uma tarefa complexa, pois nem todos os genes sao expressos a todo momento. De
fato, durante diferentes fases da vida de um organismo, diferentes genes sao expressos em
diferentes intensidades. Dessa forma, grande parte dos projetos transcritoma envolvem
o sequenciamento dos RNAs mensageiros em um dado estado da vida do organismo de
interesse, podendo este ser durante o desenvolvimento de uma planta, a metamorfose de
um inseto ou mesmo a ocorréncia de um cancer. Uma das principais informagoes obtidas
através dos transcritomas é o conjunto de genes expressos durante uma dada condigao de
um organismo, por exemplo, durante uma infeccao.

Para a obtencao dos transcritomas, uma técnica muito utilizada consiste em capturar
os RNAs mensageiros de uma célula exposta a dadas condigoes, e a partir da mesma
gerar a sequéncia de DNA cuja transcrigao originou o mRNA. Conforme exposto na Se¢ao
2.2.1, essa fita de mRNA é complementar a sequéncia de DNA que a originou. Portanto,
para obter a sequéncia de nucleotideos efetivamente expressos durante a producao da
proteina em questao, basta obter o complemento desta fita de RNA. A sequéncia de DNA
obtida desta maneira é conhecida como DNA codificador ou ¢cDNA. Para determinar o
transcritoma, procede-se ao sequenciamento dos cDNAs, seja através do método Sanger
[21], ou por meio dos novos sequenciadores de alto desempenho.

2.2.3 Pipelines para Projetos Transcritoma

Pipelines sao sistemas computacionais que executam sequencialmente uma série de
programas, onde os resultados de um programa sao usados como entrada do préximo
programa na linha de execucao [24]. Tradicionalmente, um projeto de sequenciamento
(Sanger) tem trés fases importantes: submissdo, montagem e anotacao [2I], mas de-
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vido as diferentes carateristicas das sequéncias obtidas pelos novos sequenciadores, novos
pipelines devem ser implementados. Neste contexto, sao desenvolvidos os pipelines de
sequenciamento de alto desempenho para superar as limitagoes dos pipelines tradicionais.
A definicao do pipeline de sequenciamento de alto desempenho dependeré, entre outros,
do sequenciador e das carateristicas dos dados gerados por esse sequenciador, podendo
contemplar trés fases principais: filtragem, mapeamento e anélise.

A fase de filtragem comega apos serem sequenciadas as amostras de DNA /RNA pelo
sequenciador de alto desempenho. Os métodos aplicados variam dependendo da tecnologia
usada, mas os resultados do sequenciamento sao sequéncias de caracteres sendo armaze-
nadas em formatos adequados para serem usados nos processamentos computacionais das
fases posteriores. GGeralmente, os arquivos resultantes sao de formato texto que contém as
sequéncias de bases identificadas e as qualidades associadas a cada base. De forma geral,
o valor da qualidade é a probabilidade de erro na identificacao de uma determinada base.
O processo de sequenciamento pode conter erros originados pela presenca de contaminan-
tes que afeta a qualidade dos resultados, ou simplesmente erro de sequenciamento. Alem
disso, tem-se regides sequenciadas que nao interessam ou que podem dificultar o proces-
samento nas proximas etapas do pipeline. No intuito de conseguir resultados confiaveis,
essas regioes devem ser removidas. O objetivo desta fase é a remocao das sequéncias que
possam dificultar e afetar negativamente (erros e resultados pouco confiaveis) nos resul-
tados das proximas fases. Nesse contexto, nesta fase sao removidos fragmentos tais como
primers, vetores, adaptadores, e longas sequéncias de bases repetidas que simplesmente
nao sao de interesse ou que de alguma forma possam afetar nas andlises das proximas
fases [25].

Apos a fase de filtragem comeca a fase de mapeamento, onde sao usados um ou mais
programas para que os diferentes fragmentos de DNA ou cDNA (mRNA, cujos introns ja
foram removidos) que tenham qualidade desejada sejam localizados dentro de um genoma
de referéncia de um organismos préoximo ao organismo estudado. A solugao de um quebra-
cabeca é uma analogia ao processo de mapeamento onde as SRS seriam as pecas do
quebra-cabeca e o genoma de referéncia seria o quebra-cabeca todo. Neste sentido, a
solucao desse quebra-cabeca é procurar onde poderiam encaixar as SRS dentro desse
enorme quebra-cabeca chamado genoma de referéncia. A procura das localizacoes mais
adequadas das SRS sao feitas por comparacao, em particular observando sobreposicoes
no genoma de referéncia [4].

O processo de mapeamento é muito importante, ja que é uma fase que ajuda a en-
contrar genes, particularmente aqueles envolvidos em doencas humanas. Por exemplo,
os pesquisadores estudam familias inteiras afetadas por uma doenca, seguem o rastro de
doencas hereditarias por muitas geracoes. Regioes, que tendem a ser herdadas junto com
a doenca tendem a ser localizados proximos ao gene da doenga e torna-se “marcadores”
para o gene em questdo [20].

A fase de andlise constitui a ultima fase do pipeline de sequenciamento. Nesta fase
os pesquisadores procuram identificar os genes presentes nas regioes mapeadas na fase
anterior e também outras informacoes como as fungoes biologicas, participacao em vias
metabolicas e relacoes filogenéticas desses genes, entre outras importantes funcoes. Por-
tanto, a fase de analise € um processo de interpretacao dos dados brutos gerados pelo
sequenciamento com o objetivo de acrescentar informacoes biologicas. A fase de ana-
lise é realizada por sistemas computacionais que tentam inferir as funcoes biologicas das
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sequéncias de DNA. O processo de identificacao de genes é feito através de comparagoes
das SRS mapeadas com genes ja conhecidos, cujas sequéncias de nucleotideos estao dispo-
niveis em banco publicos. Os resultados obtidos sao analisados pelos bi6logos que podem
confirmar, mudar ou recusar as sugestoes das analises feitas. As sugestoes também podem
ser utilizadas para a realizacao de experimentos significativos ao trabalho de pesquisa do
organismo.

O pipeline descrito aqui é genérico mas, adaptavel a uma série de projetos com dife-
rentes objetivos e técnicas. Cabe notar em geral que o processamento realizado em cada
etapa é dividido em uma série de programas de Biologia Computacional. A correta in-
tegracao desses programas no pipeline auxilia e acelera o processo de anélise assim como
a automatizacao das etapas. A adequacao dos pipelines é consequéncia da configuragao
dos parametros em cada fase para atingir os objetivos dos projetos.

2.2.4 Bancos de Dados Biolégicos

Os banco de dados biolégicos sao importantes principalmente para proporcionar a
comunidade cientifica uma forma de tornar os dados acessiveis de forma facil e rapida.
Com o sequenciamento de larga escala, foi necessirio a construcao de bancos de dados
mais robustos para armazenar o grande volume de sequéncias (DNA, RNA e proteinas)
obtidas pelos pesquisadores, entre os bancos de dados mais usados temos: EMBL, NCBI -
GenBank, COG, KEGG, SWISS-PRO, TrEMBL e o RefSeq. Cada um desses possibilita
a submissao individual de sequéncias de DNA e trocam informagoes entre si diariamente,
sendo que todos eles atualizam diariamente as sequéncias disponiveis para os pesquisado-
res [27].

O GenBank é um banco de dados que contém sequéncias de DNA disponiveis pu-
blicamente para mais de 165.000 organismos conhecidos, obtidas principalmente através
da submissao de laboratoérios individuais e de lotes de submissao de projetos de sequen-
ciamento em larga escala [28]. Em mais de 20 anos desde seu estabelecimento, GenBank
tem-se convertido em um banco de dados muito importante e influente para a pesquisa nos
diferentes campos da biologia. A taxa de crescimento exponencial dos dados do GenBank
continua desde sua fundagio e cada 18 meses sao dobrados seus dados [28].

Cada registro no GenBank consiste em uma sequéncia e sua anotagao, que sao asso-
ciados a um identificador tinico, o niimero de acesso, que permanece constante durante a
existéncia do registro, mesmo quando ha uma mudanga em sua anotacao.

O banco de dados de sequéncias de nucleotideo EMBL (FEuropean Molecular Biology
Laboratory ou conhecido como EMBL-Bank) é a atividade central do EBI (Instituto Eu-
ropeu de Bioinformatica). O banco de dados EMBL coleta, organiza e distribui um banco
de dados de sequéncias de nucleotideos e informacao biologica relacionadas [27].

O PDB (Protein Data Bank) é um repositorio para dados estruturais 3-D de grandes
moléculas biolégicas, tais como proteinas e acidos nucleicos. O PDB ¢ a fonte importante
para areas de biologia estrutural, tais como genémica estrutural [29)].

O COG (Clusters of Orthologous Groups) constituido por grupos ortoélogos de pro-
teinas (produzidas por genes derivados de um ancestral comum que se diferenciou devido
a divergéncias dos organismos associados a eles; tais genes tendem a ter fungoes seme-
lhantes). Cada COG representa uma funcao gendmica conservada durante o processo
evolutivo, ou seja, fungoes que se desenvolveram desde cedo e se mantiveram nas espécies
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atuais. Parte-se do pressuposto que sequéncias antigas que se conservaram ao longo do
tempo formam um nticleo minimo de funcionalidades exigido por uma espécie moderna.
Para integrar o banco, ¢ necessario que o COG esteja presente em pelo menos trés li-
nhagens de organismos. Consultas ao banco podem ser feitas, por exemplo, através da
categoria funcional e do padrao filogenético [30].

O KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é um banco de dados que
utiliza conhecimentos de interacoes moleculares, de genes, proteinas e de compostos qui-
mico e suas reacoes para identificar um produto genémico dentro das vias metabolicas
existentes neste banco [31].

O SWISS-PROT é um banco de dados secundario que consiste apenas de sequéncias
de proteinas. Para cada sequéncia no banco de dados tem-se dados da molécula em questao
e anotacao biologica da mesma. A anotacao da proteina é bastante completa abarcando
varias carateristicas onde a ideia é adicionar o maior numero possivel de informagoes
relativas aquela proteina no Swiss-Prot. E assim como o RefSeq, o Swiss-Prot também
tem a intencao de produzir a menor redundancia possivel em relacao as entradas de
proteinas presentes no banco. Além disso, Swiss-Prot apresenta referéncia cruzadas com
outras bases de dados de biomoléculas, dessa forma facilitando a apressao de informacao
sobre a sequéncia de proteinas em questao [32].

O TrEMBL ¢ o complemento do SWISS-PROT que contém as traducoes das CDS
(sequéncias codificantes) presentes no banco de sequéncias EMBL, ainda nao integradas
ao SWISS-PROT |27, 32].

O RefSeq (Reference Sequence) tem como objetivo produzir um conjunto nao redun-
dante de sequéncias de DNA genomico, transcritos (cDNA) e de proteinas de diferentes
organismos. Ele é resultado da curadoria manual realizado pelo NCBI (National Center
for Biotechnology Information), ou seja, pesquisadores treinados analisam sequéncia por
sequéncia e as informacoes relevantes sao adicionadas ao banco de dados RefSeq. Uma das
caracteristicas mais interessantes do RefSeq é ser capaz de reunir varios dados divergentes
em uma plataforma consistente e apresenta um conjunto de padroes e convencoes comuns

33].
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Capitulo 3

Modelos de Dados para Bioinformatica

No presente capitulo sao apresentados os conceitos teoricos fundamentais de mode-
lagem de dados e o estudo desse tema na area da bioinforméatica. Na secao 3.1, o foco
principal ¢ na modelagem de dados de maneira geral, abordando as principais caracteristi-
cas de um modelo de dados, assim como, a sua importancia em um sistema computacional.
Nessa secao também sao apresentados, os modelos de dados mais usados na atualidade
para representar um conjunto de requerimentos dos sistemas. Na secao 3.2, é apresentado
o estado da arte dos trabalhos relacionados & modelagem de dados da bioinformatica. No
final da Secdo 3.2 uma anélise comparativa entre os diferentes modelos é realizada.

3.1 Modelagem de Dados

A modelagem de dados é uma das etapas mais importantes de um projeto de sistemas
de informacao, pois a escolha de um modelo que se ajuste a realidade que se pretende
representar é um fator critico para conseguir 6timos resultados nos sistemas desenvolvidos
[34]. Através da modelagem de dados ¢ especificado um modelo de dados. Segundo
[35] a modelagem de dados é uma colegao de ferramentas conceituais para descrever o
relacionamento, a seméantica e as restrigoes dos dados.

De maneira resumida, a modelagem de dados é uma maneira de expressar a realidade
de forma abstrata usando um formalismo, e existem diversas técnicas de modelagem de
dados, que se adaptam para representar uma realidade em particular. A modelagem de
dados, pode ser usada para especificacao das regras de um negdbcio, assim como também,
para estruturar um banco de dados, por exemplo. Ela faz parte do ciclo de desenvolvi-
mento de um sistema de informagao que é de vital importancia para o correto resultado do
projeto. O processo de modelar dados tem como objetivo desenhar sistemas (comumente
usado para sistemas de informagao), observando com aten¢ao o papel dos componentes
desse sistema, as dependéncias logicas e a relacao estabelecida entre esses componentes.
Desta forma, pode-se concluir que o método de modelar dados consiste em uma série de
aplicagoes teodricas e praticas, com o objetivo de construir um modelo de dados consistente
nao redundante aplicavel em um sistema de banco de dados.
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3.1.1 Modelo de Dados

A abstracao de dados é uma carateristica que permite a independéncia programa-
dados e programa-operacao. Neste contexto, o modelo de dados ¢ um tipo de abstracao
de dados usados para prover uma representacao conceitual. Conceito l6gicos como ob-
jetos, entidades, suas propriedades e seus interelacionamento sao usados em um modelo
de dados, que podem ser mais ficies para os usuarios entenderem os conceitos de arma-
zenamento computacional [36]. Por esse motivo, o modelo de dados esconde detalhes de
implementacao e armazenamento, nao interessantes para a maioria dos usuarios de banco
de dados.

De forma resumida, um modelo de dados ¢ uma colecao de conceitos que podem ser
usados para descrever um conjunto de dados e as operagoes para manipula-los [37]. Os
modelos de dados podem ser classificados, segundo a etapa de desenvolvimento do projeto
de banco de dados em: conceitual, logico e fisico e estao intimamente relacionados com
o ciclo de desenvolvimento de um projeto de banco de dados, onde a cada etapa, novas
informacoes e detalhes sao acrescidos. Nesse contexto, as informacoes pertencentes ao
modelo sao especificadas utilizando-se diferentes niveis de abstracao, iniciados pelos de
alto nivel de abstracdo, como por exemplo, o Modelo de ER (Entity Relationship) até que
sejam incorporados detalhes especificos, relacionados ao armazenamento dos mesmos..

Modelos de Dados Conceituais

O modelo conceitual de dados tem como caracteristica basica a abstracao da reali-
dade, fornecendo uma base formal (de notagao e seméntica) com ferramentas e técnicas
usadas para suportar a modelagem dos dados. Esse processo de abstragao é onde so-
mente os elementos essenciais da realidade observada sao enfatizados, descartando-se os
elementos nao essenciais. Ja o processo de modelagem conceitual de banco de dados com-
preende a descricao dos possiveis contetidos dos dados, além de estruturas e de regras a
eles aplicaveis. A seguir sao apresentados os modelos de dados de Entidade Relaciona-
mento, Entidade Relacionamento Estendido e o Orientado a Objetos, que sao os principais
modelos conceituais aplicados na area de bioinformatica.

Modelo Entidade Relacionamento

O modelo ER foi apresentado por Peter Chen [38], a fim de representar as estruturas de
dados de uma forma natural e mais proxima do mundo real. Este modelo tem sido usado
amplamente para modelagem de dados. Os principais elementos do modelo ER, como
proprio nome ja diz, sao as entidades, seus relacionamentos e seus atributos associados.

Uma entidade é um objeto que existe no mundo real e pode ser claramente identificada.
As entidades podem ser classificadas em diferentes tipos, onde cada tipo contém um
conjunto de propriedades comuns predefinidas. H4 autores que preferem usar conjunto de
entidades e entidade para designar um conjunto de objetos [36]. Neste contexto, um tipo
de entidade contém um conjunto de entidades que satisfazem um conjunto de propriedades
comuns predefinidas.

Por sua vez, um relacionamento é uma associacao entre varias entidades. Formalmente,
se By, Ey, Fs..., E, sao tipos de entidades, entao um tipo de relacionamento R é um
subconjunto do produto cartesiano E1xEox...xFE,, entao , (€1, €a,..., €,) | €; € E1,i=1,2,....n
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onde (ey, ey, ..., ;) é um relacionamento. Na Figura é apresentado o diagrama ER
que descreve as entidades Gene, Exon, Segmento DNA e Intron, assim como também, os
relacionamentos entre as mesmas. A entidade Gene contém segmentos de DNA, onde os
segmentos de DNA podem ser Introns e/ou Exons que também sao segmentos de DNA
com um identificador unico, inicio e fim do segmento.
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Figura 3.1: O Diagrama ER dos elementos que compoem o gene.
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Os atributos descrevem as propriedades de cada entidade assim como as caracteristicas
que definem ou identificam a mesma dentro de um conjunto de entidades. Assim como as
entidades possuem atributos, os relacionamentos também podem possuir.

Modelo Entidade Relacionamento Estendido

Ainda que os conceitos basicos do modelo ER modelem a maioria das caracteristicas
dos bancos de dados, alguns aspectos podem ser expressos de melhor forma por certas
extensoes do modelo ER bésico [35]. Consequentemente, o modelo EER (Enhanced Entity
Relationship) engloba todos os conceitos de modelagem ER (Entidade Relacionamento),
além dos conceitos de subclasse e superclasse e especializagao. A categoria ou tipo de uniao
é um elemento importante do modelo EER, que é usado para representar uma colecao
de objetos correspondentes & uniao de outros objetos de diferentes tipos de entidades e
associados aos mecanismos de heranca de atributos e relacionamentos.

Uma subclasse no modelo EER é um subgrupo de uma entidade, que ¢ significativo e
precisa ser representado explicitamente, em virtude de sua importancia para as aplicacoes
do banco de dados [36]. O conjunto que engloba esses subgrupos (subclasses) é chamado
de superclasse. Um aspecto importante associado as subclasses é o da heranca, pois,
uma entidade, que é membro de uma subclasse, herda todos os atributos da entidade como
membro da superclasse, assim como também herda todos os relacionamentos associados
a superclasse.

A especializacao define um conjunto de subclasses de uma entidade. Pode-se ter di-
versas especializacoes para a mesma entidade, baseada nas diferentes caracteristicas que
as distinguem. Em termos do diagrama ER, a especializacao é representada por um com-
ponente triangular etiquetado com “1S-A”. A relagao “IS-A” pode-se chamar de relacio
superclasse/subclasse [35] ja que, este tipo de relacdo comega desde superclasses genéricas
até subclasses mais especificas, ou em outras palavras, entidade de alto nivel a entidades
de baixo nivel (top-down). Contrariamente & especializa¢do, a generalizagdo acontece das
entidades de baixo nivel as entidades de alto nivel, identificando caracteristicas em comum
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de um grupo de entidades e as generalizando em uma tnica superclasse, onde as entidades
originais (baixo nivel) sdo subclasses (down-top).

Outra limitagao do modelo ER ¢é o fato de nao poder expressar uma relagao de relaci-
onamentos, por isso, a melhor forma de modelar uma situacao dessas é usar o conceito de
agregacao. A agregacao é a abstracao para a construcao de entidades compostas a partir
de seus objetos componentes, esses objetos compostos podem ser tratados do mesmo jeito
que qualquer entidade.

A Figura [3.2] apresenta um diagrama, com o modelo EER para os genes, segmentos
de DNA, Intro e Exon e os seus relacionamentos. Como pode ser observado na figura, a
entidade Intron e Exon estao representados como especializacao de entidade segmento de
DNA.

>

Segmento
DNA

Identificador

cene

Figura 3.2: Diagrama EER do gene com os elementos que o compoem.

Modelos Orientado a Objetos

Assim como todo modelo de dados, o MOO (Modelo Orientado a Objetos) é uma
abstracao do mundo real. O MOO permite lidar com a complexidade inerente num pro-
blema do mundo real. O modelo orientado a objetos foi desenvolvido baseado no conceito
de objetos, assim como o modelo ER foi desenvolvido baseado em entidades. O MOO
é baseado no que é chamado “paradigma orientado objeto”, onde tudo é modelado como
objetos [39]. Para modelar sistemas complexos de maneira adequada tem-se o desenho
orientado a fungoes e a abordagem orientada a dados (comumente usada por projetistas
de banco de dados). Essas duas técnicas podem ser unidas em um s6 elemento chamadas
classe, encapsulando tanto dados como processos [39]. Uma classe representa um conjunto
de objetos parecidos, estes objetos tém propriedades (atributos) semelhantes e os mesmos
comportamentos (operagoes), consequentemente a mesma seméantica [40].

Define-se um objeto como um conceito, uma abstracao, com limites nitidos e signi-
ficado em relagao a realidade estudada [40], por exemplo, a bactéria Escherichia Coli, o
cromossomo 20 do genoma humano, o sequénciador illumina, dentre outros, sao objetos
dentro do mundo dos dados bioldgicos.
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No MOO, um objeto pode ser qualquer coisa fisica ou abstrata que tem propriedades
(atributos) intrinsecas ou comuns a diferentes objetos. Além disso, os objetos tém um
conjunto de operacgoes que definem seu estado. O estado de um objeto engloba suas
propriedades (atributos e relacionamentos) e os valores que essas propriedades tém [41].
J& o comportamento de um objeto depende de seu estado e as operacoes que estao sendo
desenvolvidas, estas operacoes sao simplesmente acoes.

Além dos conceitos de classe, objeto, propriedades e comportamento, tornam-se ne-
cessario outros conceitos chave que sao discutidos a seguir:

o Associacao, ligagao e multiplicidade: a associacao descreve um conjunto de ligacoes
com estrutura e semantica comuns, a ligacao é a conexao fisica ou conceitual entre
instancias de objetos, ou seja, ¢ uma instancia de uma associacao. A multiplicidade
especifica quantas instancias de uma classe relacionam-se a uma tnica instancia
de uma classe associada, restringindo a quantidade de objetos relacionados. A
multiplicidade pode ser expressa, de maneira geral, por “um” ou “muitos”.

e Um Atributo de liga¢cdo é uma propriedade das ligacbes de uma associacao.

e Agregacao: A agregacao é um tipo de associacao forte onde um objeto agregado
é constituido de componentes. A agregacao é representada pelo relacionamento
“parte-todo” ou “uma—parte-de” no qual os objetos que representam os componentes
de alguma coisa sao associados a um objeto que representa a estrutura inteira. Em
termos semanticos, o objeto agregado ¢ um objeto estendido tratado como uma
unidade em muitas operacoes, embora fisicamente ele seja composto por objetos
menores. Uma agregacao é representada graficamente pelo simbolo de losango. A
composi¢ao, por sua vez, é uma relagao de agregacao mais forte [42], onde a relagao
composicao representa uma parte de um objeto que pertence a somente um objeto
maior e existe e morre com o objeto maior. Por exemplo, um apartamento é parte
de um somente um edificio.

o Generalizacao, Especializagao e Heranc¢a: Generalizacao e especializacao sao dois
diferentes pontos de vista do mesmo relacionamento, vistos a partir da superclasse
ou das subclasses. Generalizacao deriva do fato de que a superclasse generaliza as
subclasses. Especializacao refere-se ao fato de que as subclasses refinam ou espe-
cializam a superclasse. A heranca refere-se ao mecanismo de compartilhamento de
atributos e operagoes utilizando o relacionamento de generalizacao.

e Polimorfismo: Trata-se da possibilidade de uma mesma operacao atuar de modos
diferentes em classes diferentes. Isto é possivel quando uma operacao for decla-
rada em classes diferentes, porém com o mesmo nome, executando processamentos
diferentes para atender os requisitos semanticos de sua classe.

A UML (Unified Modeling Language) é uma linguagem-padrao de modelagem e pode
ser empregada para a visualizacao, a especificacao, a construcao e a documentacao de
artefatos que facam uso de sistemas de software [43]. O desenvolvimento da UML foi
baseado em técnicas de orientacao a objetos, mas com influencias de outras técnicas. A
UML ¢é usada como uma metodologia de desenvolvimento, o que significa que ela nao
diz o que fazer e nem como projetar um sistema, mas ela auxilia a visualizar seu dese-
nho e a comunicacao entre objetos. Basicamente, a UML permite que desenvolvedores
especifiquem, visualizem e construam os artefatos de sistemas [42].
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Na Figura [3.3] é ilustrado um esquema orientado a objetos, onde o Intron e Exon
sao subclasses do segmento de DNA e a relagdo de composicao entre as classes gene e
segmento de DNA.

Gene

!

contém

Segmento DNA

nome

antes
seguinte

Intron Exon

Figura 3.3: Diagrama da relacao do gene com os elementos que o compoem usando o
modelo orientado a objetos.

Modelo Relacional

O modelo relacional ¢ um modelo de 16gico muito usado atualmente. Esse modelo
foi proposto por Edgar Codd [44] em 1970, como uma visao de apresentagao dos dados.
Codd mostrou que uma visao relacional dos dados permite a sua descricao natural, sem
que sejam necessarias estruturas adicionais para sua representagao, provendo uma maior
independéncia dos dados em relagao aos programas. Em complementacao, apresentou
bases para tratar problemas como redundancia e consisténcia. Mais tarde, em outro
trabalho [45], Codd definiu uma algebra relacional e provou, por meio de sua equivaléncia
com o calculo relacional, que ela era completa, dando fundamentacao tedrica ao modelo
relacional [45]. Este modelo, por suas caracteristicas e por sua completude, mostrou
ser uma excelente opcao, superando os modelos mais usados aquela época: o de redes
e o hierdrquico. A maior vantagem do modelo relacional sobre seus antecessores é a
representacao simples dos dados e a facilidade com que consultas complexas podem ser
expressas.

O modelo relacional tem por finalidade representar os dados como uma colecao de re-
lacoes, onde cada relacao é representada por uma tabela. Cada linha na tabela representa
uma cole¢ao de valores de dados, como uma tupla de uma relagao [36]. Os valores de cada
linha podem ser interpretados como fatos descrevendo uma instancia de uma relagao. Na
terminologia do modelo relacional, cada tabela é chamada de relacao; uma linha de uma
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tabela é chamada de tupla; o nome de cada coluna é chamado de atributo; o tipo de dado
que descreve cada coluna é chamado de dominio.

Um dominio D é um conjunto de valores atomicos (cada valor do dominio ¢ indivisivel).
Durante a especificacao do dominio é importante destacar o tipo e tamanho do atributo
que esta sendo especificado. Um esquema de relagao R, denotado por R(A;, A, ... , A,),
onde cada atributo A; é o nome do papel desempenhado por um dominio D no esquema
relagdo R, onde D é chamado dominio de A; e é denotado por dom(A4;). O grau de uma
relagao R é o niimero de atributos presentes em seu esquema de relacao.

A instancia r de um esquema de uma relacdo denotado por r(R) ¢ um conjunto de
n-tuplas r = [t, to, ... , t,] onde os valores de [t1, ta, ... , t,| devem estar contidos no
dominio D. O valor nulo também pode fazer parte do dominio de um atributo e representa
um valor nao conhecido para uma determinada tupla.

Dois conceitos fundamentais de um modelo relacional sao chave primaria e chave
estrangeira. Chave priméria é utilizada para identificar unicamente uma tupla em uma
realizacao. Chave estrangeira é utilizada para identificar os relacionamentos entre as
tabelas. Neste contexto, a restricao de dominio especifica que, dentro de cada tupla, o
valor de cada atributo A deve ser um valor atomico do dominio Dom(A). A restri¢ao de
chave define que toda tupla tem um conjunto de atributos que a identifica de maneira
unica na relacao, isto é, nenhum valor de chave primaria podera ser repetido. A restricao
de chave estrangeira define que uma relacao pode ter um conjunto de atributos que contém
valores com mesmo dominio de um conjunto de atributos que forma a chave primaria de
outra relagao. Este conjunto ¢ chamado de chave estrangeira. Na Figura 3.4 é apresentado
um diagrama relacional do Gene, o o classe Gene esta composto por Segmento de DNA
(através de una relagdo de composi¢ao). A classe Segmento de DNA tem una relagao de
especializacao com as classes Intron e Exon.

Na Figura [3.4] é apresentado um diagrama no modelo relacional do Gene, Segmento
de DNA, Intron, Exon e seus relacionamentos.

3.1.2 Modelos de Dados para Bioinforméatica

Para o gerenciamento de dados biologico é necessario um claro entendimento da na-
tureza dos dados. Perguntas tais como: “Que tipo de dados serao armazenados? Que
tipo de relacionamentos tem-se entre esses tipos?” devem ser respondidas antes da imple-
mentacao real. A modelagem de dados conceituais pode prover uma forma cientifica para
capturar as principais propriedades dos dados biologicos. Os modelos de dados estudados
anteriormente tém uso extensivo para a modelagem de dados biologicos. Nessa secao, sao
apresentados diferentes trabalhos que usam modelos de dados tais como o modelo enti-
dade relacionamento, modelo entidade relacionamento extendido e o modelo orientado a
objetos nas aplicacoes de gerenciamento de dados de projetos na area de bioinformatica.

Em estudos preliminares, foram identificados trabalhos que apresentam propostas rela-
cionadas aos objetivos desta dissertacao. A maioria deles surge com o intuito de procurar
uma forma de representar conceitos da biologia molecular.

Nos préximos paragrafos sao detalhados alguns dos principais modelos de dados para
representar dados biolégicos disponiveis na literatura, suas caracteristicas, vantagens e
eventuais desvantagens. Pretende-se, dessa forma, justificar o modelo proposto nesta
dissertacao como alternativa relevante aos modelos existentes.
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Figura 3.4: Diagrama da relacao do gene com os elementos que o compoem usando o
modelo relacional.

1. Paton et al. (2000) [5] ¢ um dos primeiros trabalhos que apresentou modelos concei-
tuais que descrevem dados gendmicos e transcritomicos de eucariotos. Os modelos
conceituais deste trabalho sao descritos usando diagramas de classes usando UML.
Neste trabalho sao apresentados uma colecao de modelos conceituais para dados
de sequéncias gendmicas. Além disso, sao representados conceitos relacionados aos
acontecimentos naturais ou modifica¢des induzidas ao genoma, descrevendo a modi-
ficacao e as consequéncias dessas modificagoes. Dessa forma, permitindo a integra-
cao qualitativa e quantitativa dos distintos conjuntos de dados genémico funcionais
que tem sido produzidos. A representagao de sequéncias gendmicas é feita por meio
de um esquema basico onde a entidade genoma é composta pela entidade cromos-
somo, a entidade cromossomo é composta pela entidade fragmentos de cromossomo
que a0 mesmo tempo esta composta por regioes transcritas e nao transcritas e o ni-
vel de granularidade vai aumentando. Este modelo em especifico é importante pois
representa detalhes das sequéncias de DNA (genomica) e RNA (transcritomica) até
serem traduzidas em proteinas.

2. Bornberg-Bauer e Paton (2002) [46] fazem uso de conceitos basicos dos modelos ER
e modelos orientado a objetos para especifizar modelos conceituais no contexto da
bioinforméatica. Pode-se considerar uma extensao dos modelos apresentados em [5],
pois, além de apresentar o modelo geral para sequéncias genomicas (Figura, sao
apresentados modelos para estruturas de proteinas e motifs usando os modelos ER
e MOQO. O modelo ER é usado para representar a relacao que existe entre enzima,
proteina e DNA com biopolimeros, assim como a relacao de enzima-proteinas e
enzima-reacdo. Embora seja usado o modelo ER, é apresentado o mapeamento desse
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Figura 3.5: Diagrama para dados genomicos [5].

modelo ao seu equivalente no modelo relacional. Para representar a estrutura da
proteina é usado o diagrama de classes (UML), detalhando elementos da estrutura
secundaria e terciaria da proteina.

3. Elmasri et al. (2006) [6] apresenta modificagoes no modelo EER para representar
de melhor forma algumas caracteristicas especiais da biologia tais como, sequéncias
ordenadas, processos de input/output, e caracteristicas espaciais das moléculas. Da-
dos de sequéncia como os acidos nucleicos DNA /RNA e amino acidos das proteinas,
ambos tem esta propriedade de ordem. Processos importantes como expressao de
genes, metabolismo, transcricao e tradugao, envolvem muitas entidades biologicas,
eventos ordenados e processos de input/output. Para acomodar estas caracteristicas
esta abordagem fez algumas modificagdes no modelo EER introduzindo trés tipos
especiais de relacionamentos: relacao de ordenacao, relagao de processo e relaciona-
mento de molécula espacial.
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A relacao de ordenacao representa a ordem dos elementos das sequéncias de DNA
e proteinas, onde a caracteristica de ordem é muito importante pelo fato que mu-
dancas na ordem tem grande impacto em niveis superiores da estrutura e na sua
funcao. A relagao de processo representa o comportamento dinamico dos diferentes
agentes. Por exemplo, o mRNA ¢é a saida do processo de transcricao e a entrada do
processo de traducao. A relacdo espacial é definida para descrever relacoes entre um
conjunto de atomos no espaco 3D, onde a funcao é determinada pela sua estrutura
tridimensional, por exemplo a estrutura do DNA afeta as regides que podem ser
lidas para criar proteinas. A Figura mostra a notagao destas 3 novas relagoes.

Figura (a) Figura (b) Figura (c)
Relagdo de Relagdo de Relagio
ordem processo espacial

P

S

P
S

Figura 3.6: Notagao para as relagoes de ordem, processo e espacial [6]

. Busch e Wedemann (2009) [7] definiram um DOM (Dynamic Object Model) [47|
baseado no modelo orientado a objetos. Neste trabalho uma colecao de modelos
foram especificados no intuito de ter um modelo flexivel suficiente para o dominio
da biologia molecular, pretendendo suportar tanto a mutabilidade como também
a interoperabilidade entre diferentes tipos de dados. Este modelo é composto de
quatro modelos: operacional, conhecimento, meta modelo e o de informacao. Cada
um desses modelos sao descritos a seguir.

O modelo operacional define o alcance do dominio do modelo. Contém conceitos
abstratos fundamentais da biologia molecular. Este modelo é um modelo de classes
orientado a objetos de diferentes tipos de moléculas como por exmplo, DNA, RNA,
proteina.

O modelo de conhecimento define conceitos concretos da biologia molecular; estes
conceitos e suas relagoes sujeitos & modificagao do conhecimento da biologia mole-
cular.

O meta modelo define a estrutura do modelo de conhecimento. Une conceitos con-
cretos definidos no modelo de conhecimento com conceitos abstratos do modelo
operacional.

O modelo de informacao contém dados da aplicacao que sao originados durante a
execucao. Contém instancias das classes do modelo operacional.

O modelo operacional e o metamodelo definem a estrutura dos modelos de infor-
magao e conhecimento respectivamente (veja Figura [3.7)), observando que o modelo
de conhecimento contém os dados concretos do modelo operacional onde podem ser
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realizados modificacoes. O modelo de conhecimento é a chave da flexibilidade da

abordagem.
operationalModel metaModel
Molecule

type MoleculeType

+name
<<realize>> <<rpalize>>
informationModel knowledgeModel
dna_2 : Molecule type : MoleculeType
name = dna
type
dna_2 : Molecule : MoleculeType
name = ma
protein_1 : Molecule type : MoleculeType

name = protein

Figura 3.7: Os quatro submodelos: modelo operacional, meta modelo, modelo de conhe-
cimento e modelo de informacao [7].

5. Macedo (2007) et al. [8] propoe uma linguagem conceitual chamada BioConceptual.
A BioConceptual propoe estender os construtores tradicionais (conceito, rela¢do e
classificagao) do MOO para dessa forma melhorar sua expressividade e facilitar a
especificacdo do dominio bioldgico em termo de dados. BioConceptual proporci-
ona uma notacao grafica associada para cada tipo de construtor. Neste contexto,
algumas extensoes sao:

Tipo de dado objeto: é um tipo de abstracao que permite representar o dominio
da aplicacao em termos de dados, similar a qualquer linguagem tradicional. Por
exemplo, no esquema pode-se ter o conceito de Exon, ele usara o construtor de tipo
de dados objeto para definir este conceito.

Atributo de um tipo de dado objeto: permite a definicao de tipos de atributos simples
(comumente usados) e complexos que denota um conjunto de atributos que podem
ser tanto complexos como simples.

Tipo de relacionamento: o relacionamento determina uma ligacao entre dois ou
mais tipos de objetos, disponibilizando os relacionamentos “é-um”, "parte-todo” e
associacao. A partir desses relacionamentos pode-se usar o construtor Constraint
para aumentar a semantica dos outros contrutores do BioConceptual.

Relacionamentos de associagao: associagoes no BioConceptual sao ligagoes direci-
onadas dada a necessidade de indicar qual é a ordem dos parametros dentro do
predicado que representa o relacionamento. As instancias dos relacionamentos nao
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podem ter papéis pendentes. Por outro lado, tem-se outras restricoes, como as
cardinalidades que caracterizam cada um dos papéis envolvidos.

Ligagoes “E-UM” entre tipos de objetos: referenciado como relacionamento de ge-
neralizagao/especializagao.

Relacao de agregacdao: define um construtor especial chamado configuration cons-
traint, que ajuda a especificar uma configuracao usando relacionamentos de agrega-
¢ao, onde pode ser usado uma expressao regular.

Restrigoes de integridade: define-se Constraint como construtor especifico de res-
tricoes, podendo ser definida usando a logica de primeira ordem. O construtor
Constraint pode ser aplicado a todos os outros tipos de construtores.

Multiplas percepgoes e representacoes: BioConceptual propoe um construtor cha-
mado perception que objetiva a especificacio das percepgoes (diferentes formas de
ver o mesmo fendomeno) dos cientistas. A ideia geral é associar tipos de objetos,
atributos ou tipos de relacionamentos com percepcoes.

A Figura mostra o uso do construtor configuration constraint para definir a
configuracao de uma regiao de transcricao que é composta por regioes intercaladas
de introns e exons. E mostrado que uma regido de transcricio é uma sequéncia que
comeca com um exon e pode ter um o mais exon seguidos por um e s6 um intron.

Intron

Transcribed
Region Exon =N <> mRNA SCHEMA

i (Exon* | Intron )* \
f/ \

exon intron exon exon

FXANPLE

1

Figura 3.8: Defini¢ao de uma ordem entre instancias de tipo agregagao [8].

Comparacao Entre os Modelos

Como apresentado nesse capitulo existem diferentes propostas para modelar conceitu-
almente dados biologicos. De maneira resumida a Tabela faz uma comparacao entre
os modelos de dados utilizados, assim como também, a dificuldade do seu uso. Em relacao
a dificuldade de uso foi utilizado o seguinte critério: baixo, quando nao houve variacao
das propostas de modelagem tradicional; médio quando foram apresentadas extensoes;
alto, quando além das extensoes novas técnicas devem ser aprendidas para a conclusao
do modelo.

Os modelos conceituais representam conceitos da biologia molecular. Os modelos
[5L 146, [7] usam os modelos de dados existentes (ER, EER e MOO). Outros modelos tais
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Tabela 3.1: Comparagao dos modelos conceituais. A modelo de dados que usa, dificuldade
no uso, plataforma onde foi implementada.

Abordagem | Dificuldade | Implementacao
de uso
1 | Paton et al. [5] MOO Baixa PEOT
Bornberg-Bauer e Pa-| ER-MOO | Baixa PEOT
ton [46]
3 | Elmasri et al. [0] ER-EER | Medio Qualquer SGBD
relacional
4 | Busch e Wedemann [7] | MOO-DOM | Alto MCK
5 | BioConceptual [§] MOO Medio Framework —ori-
entado a objetos

como [6], 8] adicionam novas caracteristicas aos modelos de dados para adaptar-se e repre-
sentar conceitos complexos da biologia molecular. O fato de modificar modelos de dados
e acrescentar algumas propriedades tem o objetivo de representar conceitos dificeis de
modelar com os modelos de dados existentes. As modificacdes tem o objetivo de simplifi-
car a representacao de conceitos complexos. No etanto a implementacao das abordagens
foram usados o banco de dados orientado a objetos POET (agora FastObjects de Versant
que comprou Poet Software), banco de dados relacionais, o framework MCK (Molecular
Computer Kit) [7] e framework orientado a objetos para as respectivas abordagens.

3.1.3 Proposta de Esquema de Dados para Bioinformaéatica

Assim como os modelos de dados ja apresentados, tem-se esquemas de banco de dados
para gerenciar dados biolégicos. Enquanto os modelos de dados estao mais interessados
em representar os dados biolégicos sem preocupar-se na implementagao, os esquemas
relacionais sao desenvolvidos baseados num modelo de implementacao que neste caso
seria 0 modelo relacional. Os esquemas relacionais tomam em consideragao requerimentos
como 0 SGBD onde sera implementado. Entre os esquemas de banco de dados relacionais
usados pelos projetos da bioinformatica destacam-se: o GUS [9] e o CHADO [48].

GUS

O GUS(Genomics Unified Schema) é um esquema de banco de dados relacional que
suporta uma ampla gama de tipos de dados que inclui genoémicos, expressao de genes,
regides de transcri¢ao, protedmica, entre outros [9]. O GUS propds uma modelagem de
dados para a implementacao de aplicagoes bioinformaticas, de modo que o nucleo central
do modelo é baseado no dogma da biologia molecular (ver Secao 2.1.3). Conforme a
Figura 3.9 apresenta, as entidades principais e suas relagoes sao: um gene pode ter varios
RNAs, um RNA pode dar origem a varias proteinas. O GUS também separa as anotacoes
dos genes das anotagoes de RNAs.
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Figura 3.9: Diagrama ER representando o dogma central da Biologia Molecular [9].

O esquema relacional GUS é implementado através de sete esquemas relacionais: DoTS
(Database of Transcript Sequence); RAD (RNA Abundance Database); TESS ( Transcrip-
tion Element Search System); SRes (Source Shared); e o nicleo; usado para rastreamento
nao biolégico e sobrecarga. Mas o nimero de tabelas que o esquema GUS possui ¢ apro-
ximadamente de 480 tabelas [9], o que limita seu entendimento e consequentemente a
realizagdo de consultas nesse esquema é muito complexa [49]. De forma similar a outro
esquemas, os usuarios do GUS devem avaliar o esquema que se acomoda de melhor forma
a suas necessidades [49].

CHADO

O CHADO é um esquema de banco de dados relacional modular usado para adminis-
trar dados biologicos para uma grande variedade de organismos, especialmente, informa-
¢ao que esta diretamente ou indiretamente envolvida com sequéncias DNA, sequéncias de
RNA e proteinas [10, 50, 48]. O CHADO é baseado na metodologia orientado a ontologias
e terminologias a qual é a chave da sua flexibilidade.

O CHADO foi originalmente desenvolvido para integrar recursos de informacao em
dois bancos de dados de Drosophila independentes. Desde entao, tem sido desenvolvido
um esquema de banco de dados gendmico ontologico em resposta ao feedback dos usua-
rios finais e da comunidade de bioinformatica. E parte integrante como um componente
importante no projeto GMOD (Modelo de Banco de Dados Genérico para Organismos),
e agora fornece a infraestrutura de banco de dados para numerosos pacotes de software
dentro e fora do projeto GMOD (The Generic Model Organism Database) [50].
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A modularidade é um principio fundamental que reduz a complexidade e as depen-
déncias. Neste contexto, o CHADO tem cinco modulos centrais: de uso geral, publicagao,
auditoria, vocabulario controlado (ontologias) e de sequéncia. O mddulo de uso geral
prove entidades de dados com identificadores estaveis, globais e tnicos. A tabela dbzref
armazena os identificadores, junto com uma coluna que referéncia o nome do banco de da-
dos, que é armazenado em uma tabela separada. O mddulo de publicacao é definido para
armazenar informacoes de proveniéncia de dados. Neste modulo, a tabela pub nao esta
limitado a armazenar informacao de documentos publicados, mas também comunicacoes
pessoais e andlises. O mddulo de auditoria, ¢ autogerado pelo esquema de banco dados
mesmo. Para cada tabela do banco de dados existe um conjunto de triggers que populam
a tabela audit chado. Uma vez realizado uma insertagao, atualizacao, ou delecao é ar-
mazenada dentro da tabela de auditoria o tempo, e o identificador de usuario. O mddulo
de ontologias e vocabuldrio controlado sao parte integrante do CHADO que permite ter
um esquema genérico que tipifica todas as entidades dentro do banco de dados. A tabela
cvterm armazena cada um desses tipos (dados e relagoes). O modulo sequéncia, mais par-
ticularmente a tabela feature é muito importante para que o esquema do CHADO gerencie
sequéncias de dados. Neste contexto uma feature é uma regiao de uma macromolécula
(DNA, RNA ou proteina) [10, 50]. A Figura mostra as tabelas mais importantes que
compoem a modulo de sequence feature.

feature_relationship - e =
@ feature_relationshin_id Q featureloc -
@ subjet_id (FK) ¥ featureloc_id
¥ object_id (FK) ;\ri fo ’  feature_id (FK)
¥ type_id (FK) , At  srcfeature_id (FK)
9 rank - srcfeature_id @ fmin
W argarisr_id = @ fmax
@ strand
% rank
% locgroup
feature i
subiet_id @ feature_id
——————H @ rame
% uriguename
ohject_id ¥ type_id (FK)
¥ organism_id (FK)
@ residues
M‘( & seglen H
% rdschecksurn
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=+ 4% featureprop -
cvterm by . # featureprop_id
H tyne id & feature_id (FK)
H ¥ tvpe_id (FK)
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Figura 3.10: Esquema mostra as principais tabelas do médulo de sequéncia. Algumas
tabelas e colunas foram omitidas para fazer o diagrama mais conciso. Adaptado de [10].
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Capitulo 4

Modelo de Dados para um Pipeline de
Sequenciamento de Alto Desempenho

O presente capitulo apresenta um modelo de dados orientado a objetos para dar su-
porte a um pipeline de sequenciamento de alto desempenho usando a notacao UML. Além
disso, é apresentado o esquema relacional correspondente. O objetivo desta proposta é
oferecer um modelo capaz de representar as diferentes fases que envolvem um projeto
de sequenciamento transcritdbmico. Dessa forma, tentar trazer o modelo conceitual mais
perto do dominio do processo de sequenciamento, além do dominio biologico.

Como exposto no capitulo anterior (Se¢ao 3.2), os modelos conceituais disponiveis na
literatura, tem o foco principal no dado biolégico, e nao, no processamento dos projetos
de sequenciamento atuais. O objetivo desta dissertacao é propor o modelo de dados
conceitual que possa integrar a modelagem de conceitos proprios da biologia molecular
assim como a modelagem dos processos envolvidos no sequenciamento de alto desempenho
transcritomico. O primeiro passo para atingir este objetivo é a definicao da estrutura do
pipeline, descrita na Secao 4.1. O préximo passo ¢ a definicao dos modelos conceituais
para cada uma dessas fases, assim como o modelo conceitual geral para o pipeline de
sequenciamento de alto desempenho transcritomico detalhado na Secao 4.2. Na Se¢ao 4.3
é desenvolvido o esquema relacional para a implementacao do modelo de dados proposto
em um sistema gerenciador de banco de dados relacional.

4.1 Estrutura Geral do Pipeline de Sequenciamento de
Alto Desempenho

O objetivo do modelo conceitual apresentado nesse trabalho é dar suporte aos projetos
de sequenciamento de alto desempenho transcritomico. Os novos sequenciadores de alto
desempenho produzem SRS de comprimento que variam de 30 pb a 400 pb [16]. Em
contraste as sequéncias de comprimento maior do sequenciamento Sanger, o pequeno ta-
manho das SRS produzido pelos novos sequenciadores torna-lo mais dificil para realizar as
diferentes analises de um pipeline tradicional. Além disso, para a montagem de sequéncias
e o resequenciamento de genoma, sequéncias mais curtas vao exigir uma maior cobertura
ou amostragem do genoma para representar com precisao as informagoes genéticas [16].
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E proposto um pipeline de trés fases (Figura : filtragem, mapeamento e anéalise.
A estrutura do pipeline permite voltar a uma fase anterior de acordo com a necessidade
dos usuarios do projeto. Por exemplo, pode-se voltar da fase de mapeamento a fase de
filtragem, da fase de anélise a fase de mapeamento ou filtragem.

e

Analise

Figura 4.1: Estrutura do pipeline de alto desempenho com as fases da filtragem, mapea-
mento e analise

Fase de filtragem: Apoés o processo de sequenciamento feito pelo sequenciador de alto
desempenho, milhoes de fragmentos de DNA/RNA sao gerados. O processo de filtragem
¢ fundamental, pois geralmente ha sequéncias que apresentam DNA/RNA de regides
cujo sequenciamento é impreciso, ou simplesmente tem regioes que nao sao interessantes
seu processamento nas fases subsequentes. O processo de sequenciamento gera as SRS
junto com as sequéncias de qualidade associadas a cada base. A qualidade é um valor
numérico que expressa a probabilidade de erro associada a cada base. Cada projeto fixa
um valor minimo aceitavel de qualidade. As bases que apresentam um valor de qualidade
abaixo de um limite preestabelecido devem ser descartadas, uma vez que podem gerar
imprecisoes nas etapas subsequentes do pipeline. As SRS geradas também podem conter
contaminantes provenientes de fragmentos de DNA nao pertencentes a espécie estudada.

Em um laboratorio é comum a execucao de experimentos com organismos diferentes.
Acidentalmente, é possivel que uma amostras seja contaminada com sequéncias de outro
organismo estudado no mesmo laboratério. Outra possibilidade de contaminagdo ocorre
quando se estuda organismos que vivem relagoes simbiontes ou ¢ atacado por alguma
doenca. Existe a possibilidade de contaminacao, pois durante a coleta de material existe
a possibilidade da obtencao de DNA de ambos [25].

No sequenciamento sao usados outros fragmentos tais como primers, vetores e adap-
tadores que podem de alguma forma conter contaminantes e afetar o valor de certeza das
bases sequenciadas (qualidade) [24]. Outras caracteristicas possivelmente presentes nas
sequéncias transcritas que podem dificultar o processamento das etapas subsequentes do
pipeline sao as presengas de caudas poli-A /poli-T (longa sequéncia de nucleotideos adeina
e timina) e repetigoes de elementos [25]. Nesta fase de filtragem, os contaminantes, regides
de baixa qualidade, caudas poli-A e poli-T e repeticoes de elementos sao removidos das
sequéncias. Se depois desse processo o tamanho das sequéncias ficar abaixo de um limite
pré-estabelecido, as mesmas sao descartadas, nao sendo utilizadas nas etapas subsequentes
do pipeline.

Os parametros utilizados para a filtragem variam, de acordo com a espécie estudada,
com os objetivos do projeto e com a experiéncia dos pesquisadores. O limite minimo para
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que uma base seja considerada de baixa qualidade e o tamanho minimo para que uma
sequéncia nao seja descartada apés a limpeza sao exemplos de parametros configuréveis
nessa etapa.

Fase de mapeamento: Uma vez que as sequéncias obtidas pelos novos sequenciadores
sao relativamente curtas em relacao ao sequenciamento tradicional, isso torna invidvel
o uso das técnicas tradicionais para reagrupar e ordenar os fragmentos sequenciados no
DNA original, de forma a corresponderem as suas respectivas posi¢oes nos cromossomos
[4]. Nesta etapa, usa-se um genoma de referéncia, normalmente um organismo proximo
ao organismo sendo sequenciado cujo genoma ja é conhecido com grande precisao. Dado
esse genoma de referéncia, pode-se mapear as pequenas sequéncias obtidas pelos novos
sequenciadores e agrupa-las conforme a posicao das mesmas no mapeamento. Uma vez
que as sequéncias agrupadas constituem um niimero muito menor a ser analisado e visto
possuirem poucas diferencas entre si, pois estao mapeadas aproximadamente na mesma
regiao do genoma, seria possivel aplicar técnicas de montagem tradicional a esses grupos de
sequéncias. Além de um genoma de referéncia, seria possivel também utilizar bibliotecas
de exons como sequéncias de referéncias para a verificacao de splicing alternativo a partir
do sequenciamento das SRS [1].

A tarefa de mapeamento de SRS é buscar a localizacao onde uma SRS é idéntica
a referéncia. Porém, na verdade a referéncia nunca é uma representacao perfeita da
fonte biologica atual do DNA/RNA que foi sequenciado. Além disso, as SRS podem as
vezes ser mapeadas perfeitamente em varios locais [51]. Portanto, a verdadeira tarefa
dessa fase é encontrar o local onde cada SRS seja mapeada com mais alta precisao no
genoma de referéncia. Comumente, esta fase é incluida no pipeline transcritémico quando
existem estudos filogenéticos de organismos proximos que tenham sido bem estudados,
chamados genomas de referéncia. As SRS que sdo mapeadas na mesma regiao do genoma
de referéncia sao agrupadas dentro de um conjunto que é representado por uma sequéncia
de consenso construida a partir do todas as SRS que pertencem a este conjunto.

Fase de andlise: Esta fase tem uma grande dependéncia do propédsito do projeto. A
fase de anélise é o processo de procurar informacao relevante das SRS obtidas na fase do
mapeamento, devidamente interpretadas, para extrair seu significado biologico e coloca-
lo no contexto da compreensao dos processos biologicos [52]. Esta fase é util para a
formulacdo de testes de hipoteses biologicas [53]. O processo de andlise, normalmente
contém um passo de anotacao onde fungoes (bioquimicas e biologicas) sao atribuidas a
um grupo de sequéncia. Um resultado da procura é encontrar informagao relevante, como
sequéncias de genes e regioes reguladoras, identificacao de expressao de genes, analises de
filogenia, assim como outras anélises.

4.2 Modelo Conceitual para o Pipeline de Sequencia-
mento de Alto Desempenho

Seguindo as fases descritas por Silberschatz et al. [35], a fase inicial do projeto prevé
entrevistas com especialistas do conhecimento, neste caso especialistas em biologia mo-
lecular para definir e caraterizar o problema. Neste trabalho, o objetivo é desenvolver
modelos de dados para um pipeline de sequenciamento de alto desempenho para armaze-
nar os dados gerados pelas diferentes fases do pipeline.
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A segunda fase prevista por Silberschatz et al. [35] se refere a escolha do paradigma de
modelamento para a modelagem conceitual; neste caso, escolheu-se o modelo MOO por
sua capacidade de representar dados complexo, e a seguir foi desenvolvido o diagrama de
classes usando usando a notacao UML (veja Figura . O modelo de dados conceitual
estd dividido em trés modelos: filtragem, mapeamento e analise. Os modelos estao de
acordo com as fases do pipeline apresentado anteriormente. Cada modelo é apresentado
nas secoes seguintes.

A Tabela[d.T] apresenta o nome de todas as entidades do modelo, assim como também,
a sus descri¢ao.

Tabela 4.1: Entidades de cada modelo

Nome entidade Descricao entidade

organism Organismos a serem estudados

sample Amostras tiradas de algum organismo
project projetos

short _read Sequéncias de bases

Sequencer Sequenciadores

quality type Tipo de qualidade usado pelo sequenciador
filtering _process Processo de filtragem das sequéncias
parameter Parametros usados no processo

filtering _parameter Valores dos parametros

reference_ genome Genomas de referéncia bem anotados
chromosome Cromossomos do genoma de referéncia
gene Genes contidos nos fragmentos de cromossomos
chromosome__ fragment | Segmentos de cromossomo

mapping_ process Processos de mapeamento

mapping_ result Fragmentos (sequéncias) mapeados
database Bancos de dados usados

analysis_ process Processos de anéalises

ncRNA _identification | Identificacdo de RNA nao codificadores
differential_ expression | Anélises de expressao diferencial

phylogenetic _analysis | analises filogenéticas (homologia, hortologia e paralogia)
sequence__alignment Alinhamento de sequéncias

other Outras possiveis analises
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O modelo de dados estéa dividido em trés modelos menores. Estes modelos representam
as fases da filtragem, mapeamento e analise. A Tabela mostra para cada modelo as
entidades que o compoem.

Tabela 4.2: FEntidades do modelo do pipeline

Nome modelo | Nome entidade do modelo
0Tganism

sample

project

short read

Filtragem sequencer

quality _type

filtering _process
filtering _parameter
parameter

reference_ genome
chromosome
Mapeamento chromosome__ fragment
mapping _ process
mapping _parameter
mapping_ result
database

analyse_ process
ncRNA _identification
Anélise differential_ expression
phylogenetic_analysis
sequence__alignment
other

4.2.1 Modelo de Dados da Fase de Filtragem

A fase de filtragem inclui diferentes entidades com propositos especificos. A tecnolo-
gia usada no sequenciamento de alto desempenho é representada pela entidade sequencer.
Todas as SRS sequenciadas sao representadas pela entidade short read que armazena as
sequéncias e as qualidades correspondentes a cada base. A entidade filtering process des-
creve o processo de filtragem, onde cada instancia da entidade filtering process pode ser
associada a diferentes parametros e seus valores através da entidade filtering parameter.
Os parametros usados sao armazenados na entidade parameter que esta relacionada com
a entidade filtering parameter. Além disso, as SRS tém diferentes tipos de qualidades
de acordo com a tecnologia de sequenciador usada, o tipo de qualidade é representado
pela entidade quality type. As entidades sample e organism armazenam informacoes das
amostras e do organismo da onde vem as amostras a serem sequenciadas. Enquanto isso,
a entidade project representa os dados basicos do projeto de sequenciamento e esta associ-
ado a entidade sample visto que num projeto sao estudadas muitas amostras. Finalmente,
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o autorelacionamento filters (veja figura evidencia aquelas SRS que satisfazem o cri-
tério da filtragem, tais como porcentagem minima de bases, onde cada um tenha um
minimo de qualidade, ou outros filtros de acordo com o objetivo do projeto. As SRS
filtradas serao incluidas na proxima fase do pipeline.

A Figura mostra o diagrama com os relacionamentos que existem no modelo Fil-
tragem, composto pelas entidades: organism, sample, project, sequencer, short read,
quality _type, filtering_process, fillering _parameter, e parameter. A Tabela [4.3] apresenta
os atributos de cada entidade desses modelos.

organism
genus
species N (a)
common_name
description 1
1 has (b)
belongs project
. project_name
1.* 1. 1 |manager name
sample funding
sample instituition
date description
responsible
description
1 filters
associated
1 1..®
e t
filtering_process
:;':J;n?:d 1.* 1..* [description 1 (c)
quality seq asociated ?;?I_jdlt?irlsgred map
1.+ 17 1
genarates uses
! has L.*
sequencer [filtering_parameter
name_sequence_center value
plataform 1 description
description
quality type 1.*
quality name
start ASCII .
end AsCIl contains
offset -
type Parameter 1 (d)
start_quality range parameter name [ ———
end_quality range contains

Figura 4.3: Diagrama de classes do modelo filtragem.
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Tabela 4.3: Entidades e atributos do modelo filtragem

Entidade Nome atributos Descricao atributos
genus Género do organismo
0rganism species Espécie do organismo
common_ name Nome comum do organismo
description Descrigao do organismo
sample Nome da amostra
sample date Data de preparacao da amostra
responsible Pessoa encarregada
description Descricao
project _name Nome do projeto
namager_name Pessoa encarregada do projeto
project funding Fundagcao que financia o projeto
instituition Instituicao a cargo do projeto
description Descricao do projeto
short_read sequence sequéncia de bases

quality _seq

sequéncia de carateres ASCII que
representam a qualidade de cada
base

sequencer

name_ sequencer__center

Nome do centro de sequencia-
mento

plataform

Tecnologia do sequenciador

description

descricao

quality _type

quality _name

Nome do tipo de qualidade

start  ASCIT

inicio dos carateres ASCII

end_ ASCII Fim dos carateres ASCII
offset Deslocamento
type Tipo de escore de qualidades

(PHRED, Solexa, ...)

start_quality _range

Inicio de qualidade

end_ quality _range

Fim de qualidade

filtering _process description Descricao do processo de filtra-
gem
filtering paramenter | value Valor do parametro
description Descricao do valor usado

parameter

parameter name

Nome do parametro
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4.2.2 Modelo de Dados da Fase de Mapeamento

Na fase de mapeamento (ver Figura 4.4) sdo usados diferentes genomas de referéncia
(entidade reference genome) o que dependera do tipo de organismo que esta sendo estu-
dado. Comumente é utilizado como o genoma de referéncia, o genoma de um organismo
proximo bem anotado. Neste genoma de referéncia sdo mapeados as SRS filtradas (da fase
de filtragem). A localizacao de cada SRS dentro do genoma de referéncia é representada,
pela entidade mapping result, que contém o sentido da fita, o comeco e a posicao final
das SRS dentro do genoma de referéncia. Além disso, a entidade reference genome con-
siste de uma colecao de cromossomos que tem uma relacao de composi¢ao com a entidade
chromosome que representa todos os cromossomos que compoem o genoma de referén-
cia. Cada cromossomo pode ser considerado como uma sequéncia longa de DNA/RNA,
0 que por sua vez consiste de uma sequéncia (potencialmente sobrepostos) de fragmentos
de sequéncias (entidade chromosome_ fragment) com seus inicios e fins. No modelo da
Figura 4.4, a entidade mapping process é associada as SRS filtradas ao genoma de refe-
réncia e esta relacionada com a entidade mapping parameter que representa os valores
usados dos paramentos no processo de mapeamento.

1..* [reference genome
version i: 1.% ! chromosome |
decription -
(d) P contains '1 .
contains

1.*

chromosome fragment
start
end
1---
uses
1---
1..* | mapping process | 1.~
(b) failed_aligned (e)
map gggilrli%r;ﬁﬂ] associated
1 1
has
uses
1__-
1.* fragment_mapping
mapping_parameter strand
(c) 1..* [value start
— description end

Figura 4.4: Diagrama de classes do modelo mapeamento.

A Figura mostra o diagrama com os relacionamentos que existem no modelo Ma-
peamento, onde (b),(c), (d) e (e) unem as entidades organism da fase de filtragem a
entidade reference_ genome da fase de mapeamento, a entidade filtering process da fase
de filtragem a entidade mapping process, a entidade parameter da fase de filtragem a
entidade mapping parameler, e a entidade mapping process a entidade analysis_ process
da fase de analise respectivamente. A Tabela[d.4]apresenta a descri¢ao de cada uma dessas
entidades.
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Tabela 4.4: Entidades e atributos do modelo mapeamento

Entidade Nome atributos | Descrigao atributos
Reference_genome version Versao do genoma
description descricao
Chromosome — —
Chromosome__ fragment | start Comeco do fragmento de sequén-
cia
end Fim do fragmento de sequéncia

failed__mapped

Nimero de SRS nao mapeadas

Mapping process ok_mapped Nimero de SRS mapeadas com
SUCesso
description descricao
Mapping parameter | value Valor de parametro
description descricao
strand Sentido da cadeia (fita)
mapping _resul start Comeco de onde foi mapeado a
SRS
end Fim de onde foi mapeado a SRS

4.2.3 Modelo de Dados da Fase de Analise

Na fase de anélise do pipeline de sequenciamento de alto desempenho, muitos tipos de
andlises podem ser desenvolvidos. O modelo desta fase ¢ um modelo geral das principais
andlises que podem ser realizadas em um projeto de sequenciamento de alto desempenho.
Neste contexto, a Figura [4.5| contém a entidade database que armazena informagao sobre
os bancos de dados usados para os diferentes processos de analises, assim como também,
a entidade analysis process.

Outras entidades gerais sao representadas no modelo e devem ser utilizadas de acordo
com o tipo de analise realizada no projeto de sequenciamento, dentre essas tem-se as en-
tidades: sequence_ alignment que representa os processos de alinhamento de sequéncias;
ncRNA _identification que representa a identificacdo de RNA nao codificadores; diffe-
rential_ expresion que representa o estudo de expressao diferencial; phylogenetic_ analysis
que representa os processos de analises filogenéticas (identificagdo de genes homologos,
ortologos, e parologos), e other analysis que representa outros tipos de anélises em espe-
cifico que podem ser feitos. A Figura [4.5| apresenta esse modelo. A Tabela [4.5] apresenta
a descricao de cada entidade.
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. |_database
db_name
url
(&) description
1 sequence alignment
description
ncRNA_indentifation
description
1 [ differential expression
1.* 1 1 . | description
(&) 1.+ [Analysis Process
description 1

Phylogenetic_analysis

description

other_analysis

Figura 4.5: Diagrama de classes do modelo de analise.

Tabela 4.5: Entidades e atributos do modelo analise
Entidade Nome atributos | Descricao atributos
db_name Nome do banco de dados usado
database url Web site
description Descricao do banco de dados
analysis_ process description Descricao geral do processo de
analise
ncRNA _identification | description Descricao do processo de identifi-
cacao de RNA nao codificadores
differentiall _expression | description Descricao do processo de expres-
sao diferencial
phylogenetic__analysis | description Descricao do processo de anélise
filogenética
sequence__alignment description Descricao do processo de alinha-
mento de sequéncias
other analyssis — —

Como a Tabela [4.5 apresenta, é possivel ser realizados diferentes processos de ana-
lises. Neste trabalho de dissertacao foi desenvolvido a andlise de expressao diferencial
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(differential _expression).

4.3 Definicao do Esquema Relacional do Pipeline

Para mostrar a viabilidade do modelo de dados conceitual desenvolvido na secao 4.2,
é apresentado o esquema relacional gerado a partir do mapeamento do modelo conceitual.
O esquema relacional esta dividido em trés partes seguindo o pipeline (geral) ja definido
(veja Figura [4.6).

O esquema relacional contempla algumas modificacoes inerente ao processo de ma-
peamento do modelo conceitual e do proprio esquema relacional. As tabelas resultam
exclusivamente das entidades do modelo conceitual e das associacoes. Além disso, foi
necessaria a criacao de um novo tipo de dados para agrupar e armazenar milhoes de SRS
em um s6 elemento, ja que a representacao e consequentemente a insercao das SRS indi-
vidualmente ¢ custosa em termos de tempo e espaco dentro do SGBD, ja que a criagao
dos metadados, indices e dados estatisticos fazem a insercao das SRS individualmente
demoradas e aumentam o tamanho do banco de dados significativamente. Neste con-
texto, as SRS sao agrupadas em conjuntos grandes o suficiente para serem armazenados
diretamente no SGBD, porque os modernos SGBDs tém o tipo de dados BLOB que pode
armazenar grandes quantidades de dados. Além disso, os SGBDs tém a capacidade e
algoritmos de compressao de dados para o armazenamento eficiente de grandes volumes
de informacao. A Tabela apresenta as tabelas que compoem o esquema do pipeline.

O esquema relacional esta dividido em trés esquemas. Estes esquemas representam as
fases da filtragem, mapeamento e a anélise. A Tabela mostra para cada esquema, as
tabelas que o compoe.

4.3.1 Esquema Relacional da Fase de Filtragem

A Figura[f.7mostra o esquema relacional de dados utilizado no armazenamento da fase
de filtragem. A tabela filtering process contém informacao sobre os processos de filtragem
tais como o nimero de SRS filtradas com sucesso e o numero de SRS descartadas, sendo
associado a um ou mais arquivos que contém SRS (tabela short_read) através de uma
tabela associada (short_read_filtering). A tabela filtering process estéa relacionada com
os diferentes resultados inerentes a fase de filtragem. Esses resultados sao armazenados na
tabela filtering result. A tabela filtering result é resultado do auto relacionamento filter
do modelo conceitual, ja que, no processo de filtragem gera-se conjuntos grandes de SRS
que passaram o processo de filtragem, no enquanto no modelo conceitual a filtragem é
aplicada a nivel de SRS. Consequentemente, com a tabela de resultados (filtering result)
tem-se melhor controle dos resultados a nivel de conjunto de SRS. Além disso, a tabela
filtering _result contém a coluna date criado para poder armazenar arquivos inteiros,
data é definido usando o tipo de dados BLOB (Binary Large Objects). Por outro lado, a
tabela filtering _process estéa associada a diferentes parametros de filtragem que dependem
dos diferentes filtros adotados armazenado na tabela filtering parameter que contém os
parametros e os valores usados nas diferentes execugoes para poder conseguir os resultados
da tabela filtering result.

As tabelas organism, sample, project, quality type, sequencer e parameter nao apre-
sentam mudancas com respeito as suas correspondentes entidades do modelo conceitual.
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Figura 4.6: Esquema relacional do pipeline de sequenciamento de alto desempenho trans-
critomico. Ver diagrama ampliado no anexo [L1|
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Tabela 4.6: Tabelas do esquema relacional do pipeline.

Nome tabela Descricao entidade

organism Organismos a serem estudados

sample Amostras tiradas de algum organismo

project Os projetos desenvolvidos

short_read sequéncias de bases

sequencer Sequenciadores

quality _type Tipos de qualidades usados pelo sequenciador

filtering _process Processo de filtragem das sequéncias

parameter Parametros usados no processo

filtering _parameter Valores dos parametros usados na filtragem

short_read_ filtering Tabela associativa entre as tabelas short read e filte-
Ting _ process

filtering result Resultado do processo de filtragem contemdo o conjunto
de sequéncias de bases ja filtradas

reference_ genome Genomas de referéncia bem anotados

chromosome Cromossomos do genoma de referéncia

chromosome__mapping | Tabela associativa entre as tabelas chromosome e map-
ping  process

database_ organism Tabela associativa entre as tabelas database e organism

mMapping _ process Processos de mapeamento

mapping_ result Conjunto de sequéncias mapeadas

mapping _parameter Valores dos parametros usados no mapeamento

database Bancos de dados usados

mapping_analysis Tabela associativa entre as tabelas mapping process e
analysis_ process

A Tabela apresenta algumas tabelas, colunas e suas descri¢goes (Anexo para ver a
tabela completa).
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Tabela 4.7: Tabelas que compoem cada subesquema

Nome subesquema | Nome tabela
Organism

sample

project

short _read
Filtragem Sequencer

quality _type
filtering _process
filtering _parameter
parameter
short_read_ filtering
filtering _result
Reference_genome
chromosome_ mapping
chromosome
Mapeamento Mapping process
Mapping parameter
chromosome_ mapping
mapping_result
database

database_ organism
Anaélise analysis_ process
mapping _analysis
analysis_ lype

gene

4.3.2 Esquema Relacional da Fase de Mapeamento

A Figura mostra o esquema relacional de dados utilizados no armazenamento da
fase de mapeamento. Na tabela mapping result, a coluna data é de tipo BLOB (Bi-
nary Large Objects) onde arquivos resultado do mapeamento sdo armazenados. Ana-
logamente, relatorios de resultados dos programas de mapeamento de SRS, tais como
Bowtie e TopHat, sao armazenados na tabela mapping process. Além disso, a tabela
mapping _process contém as colunas failed mapped e ok _mapped que guardam o niimero
de SRS mapeadas dentro do genoma de referéncia (tabela reference_genome). O genoma
de referéncia é composto de cromossomos (representado pela tabela chromosome contendo
um arquivo por cada cromossomo armazenado dentro do campo data de tipo BLOB). J4,
a tabela chromosome mapping é resultado da cardinalidade “muito para muitos” asso-
ciado as tabelas mapping process e chromosome. Assim como na fase da filtragem, no
processo de mapeamento sao usados diferentes parametros e valores dos mesmos para
cada execucao do processo de mapeamento. Esses parametros e seus respectivos valores
sao armazenados na tabela mapping parameter que sao detalhadas na Tabela (Anexo
para ver a tabela completa) para todas as tabelas envolvidas na fase de mapeamento.
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Figura 4.7: Esquema relacional da fase de filtragem.

4.3.3 Esquema Relacional da Fase de Analise

A Figura mostra o esquema relacional de dados utilizados no armazenamento da

fase de analise que no estudo de caso ¢é a expressao diferencial. A tabela mapping analysis

é uma tabela associada das tabelas mapping process e analysis_process por causa da re-
lagao N:N entre as entidade mapping process e analysis_process do modelo conceitual. A
tabela analysis process armazena informacao dos diferentes processos de anélise. Além

disso, a tabela analysis type armazena a especificacao dos diferentes tipo de anélises.
Neste esquema pode-se adicionar outros esquemas que um processo de analise em especi-
fico usa para desenvolver a andlise.

A Tabela explica detalhadamente cada coluna que compoe as tabelas envolvidas

nesta fase.
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Tabela 4.8: Tabelas e colunas do subesquema filtragem

Tabela Coluna Descricao coluna
wd__organism Identificador do organismo
genus Género do organismo
0Tganism species Espécie do organismo
common_ name Nome comum do organismo
description Descri¢ao do organismo
wd__sample Identificador da amostra
sample Nome da amostra
sample date Data de preparacao da amostra
responsible Pessoa encarregada
description Descricao
id__project _name Identificador do projeto
project__name Nome do projeto
namager _name Pessoa encarregada do projeto
project funding Fundagao que financia o projeto
instituition Instituicao a cargo do projeto
description Descricao
id__read Identificador do conjunto con-
tendo as SRS
id_sample Chave foranea da onde vem as
SRS
short_read id__quality  type Chave estrangeira da tabela qua-

lity_type, indica o tipo de quali-
dade que das SRS

1d_sequencer

Chave estrangeira da tabela se-
quencer, indica a tecnologia usada
no sequenciamento

data

Contém um conjunto de SRS

description

descricao
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mapping_parameter

# id_mapping_process (PIC) (FK)

F id_parameter (PK) (FK)
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l
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Figura 4.8: Esquema relacional da fase de mapeamento.

Tabela 4.9: Tabelas e colunas do subesquema mapeamento

Tabela

Coluna

Descricao coluna

reference_ genomd

wd__reference_ genome

Identificador do genoma de refe-
réncia

id_organism

Chave estrangeira da tabela orga-
nism, identifica o organismos

Version

Versao do genoma

description

descricao

1d__chromosome

Identificador do cromossomo

wd__reference_genome

Chave estrangeira da tabela re-
ference_ genome, identifica o ge-
noma de referéncia.

chromosome chromosome_name Nome do cromossomo
data Contém a sequéncia de bases do
Cromossomo
description descricao
chromosome__ id_mapping process Chave estrangeira da tabela map-
mapping ping_process, identifica o pro-

cesso de mapeamento

1d_ chromosome

Chave estrangeira da tabela ch-
rOmosome, associa 0 Cromossomo
com o processo de mapeamento
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(d)

database_organism hd
¥ id_database (PK) (FK)
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@ url
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Figura 4.9: Esquema relacional da fase de andlise.

20



Tabela 4.10: Tabelas e Colunas do subesquema a fase de anélise - Expressao.

Tabela

Coluna

Descricao coluna

analysis_process

1d__analysis_ process

Identificador do processo de ané-
lise

1d_ database

Chave estrangeira da tabela data-
base, identifica o banco de dados
usado

id__analysis_ type

Chave estrangeira da tabela
analysis_type, identifica o tipo
de analise

description

descricao da analise

analysis_ type

vd__analysis_ type

Identificador do tipo de anélise

name__analysis

Nome da analise

description descricao do tipo de anéalise

db_name Nome do banco de dados usado
database url Sitio web

description Descricao

database_ organism

1d_ database

Chave estrangeira da tabela data-
base, identifica o banco de dados

1d_organism

Chave estrangeira da tabela orga-
nism, identifica o organismo

mapping_analysis

td_mapping _process

Chave forédnea da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mapeamento

1d__analysis_ process

Chave foranea da tabela analy-
sis_process, identifica o processo
de analise

o1




Capitulo 5

Estudo de Caso

No presente capitulo apresenta-se dois estudos de caso com o objetivo de validar a pro-
posta de modelagem e implementagao apresentada no Capitulo 4. Na Secao 5.1 é apresen-
tada uma visao geral dos estudos de casos implementados. Na Secao 5.2 sao estudadas as
diferentes tecnologias usadas nos estudos de caso. Na Segao 5.3 é definido o pipeline com
as aplicacoes da bioinformaética incluindo as fases: filtragem, mapeamento e anélise. Na
Secao 5.4 sao apresentados os resultados experimentais. Na Secao 5.5 apresenta-se a dis-
cussao dos modelos e dos resultados alcancados. Na secao 5.6 apresentam-se os trabalhos
publicados.

5.1 Visao Geral do Estudo de Caso

Para a avaliacao do modelo conceitual proposto, foram desenvolvidos dois estudos de
caso utilizando dados gerados no Departamento de Genética Humana da Universidade
de Chicago dos Estados Unidos da América publicado em 2008 [55] e dados gerados pelo
laboratorio YEO LAB da Universidade de Califérnia dos Estados Unidos da América
publicado em 2008. Os dados gerados por esses laboratorios sao provenientes do sequén-
ciamento de alto desempenho onde foram usados os sequénciadores Illumina GA II e
Mlumina GA 1, respectivamente.

Em primeiro lugar, o laboratoério do Departamento de Genética Humana da Universi-
dade de Chicago realizou o sequénciamento de amostras de células de rim e figado para
identificar a expressao diferencial de genes em comparacao com tecnologias de arranjos
[56] existentes. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi comparar a capacidade de
identificar genes diferencialmente expressos entre duas abordagens diferentes: sequéncia-
mento de alto desempenho e tecnologia de arranjos. O sequénciamento das amostras de
cDNA de rim produziu 72 987 691 SRS e a amostra de figado 72 126 823 SRS . O resultado
do sequénciamento é um conjunto de arquivos FASTQ contendo SRS de 36 pares de bases
de comprimento com as suas qualidades associadas a cada base.

No segundo caso, o laboratério YEO LAB da Universidade de Califérnia desenvolveu
um estudo de analise transcritdmico com células de cancer para detectar transcritos e
isoformas de mRNA. O objetivo deste trabalho foi comparar os dados do sequénciamento
de células de cancer de préstata LNcap que receberam tratamento com hormoénios de
androgeno [57] através de uma andlise quantitativa da expressao diferencial de genes. O
sequénciamento de células de cancer de prostata LNcap com e sem tratamento produziu
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10 109 398 SRS para amostras tratadas e 7 156 324 SRS para amostras nao tratadas. O
resultado do sequénciamento é um conjunto de arquivos FASTA contendo SRS de 36 pares
de base de comprimento. As SRS deste sequénciamento nao apresentam as sequéncias das
qualidades correspondentes a cada base, por isso o tratamento destes dados tem algumas
peculiaridades que sao descritas nas proximas secoes.

5.2 Arquitetura Abstrata do Pipeline

Para a execucao do pipeline é necessario defini-lo e configura-lo. Sendo assim, a pri-
meira etapa foi a definicao dos programas a serem utilizados, assim como a sua con-
figuragao em cada fase do pipeline. O esquema apresentado na Figura mostra o
funcionamento do pipeline.

Filtragem Mapeamento Analise: Expressao Diferencial

R Environment

BioConductor
FASTX-Toolkit f?ﬁ;q +
TOPHAT
l sam & bam
FASTQC _L':eﬁr;l S

)\ ‘

ok?

List of
diffentially
expressed
genes

DBMS

PostgreSQL

Figura 5.1: Visao geral do pipeline de anélise para sequénciamento de alto desempenho
transcritémico usado como estudo de caso.

Como dito na secao anterior, as SRS utilizadas no estudo de caso tém o formato
FASTQ [58]. Em linhas gerais o formato FASTQ é composto pelas cadeias de sequéncias
de bases e as sequéncias de qualidades associadas a cada base. Este tipo de arquivo
armazena informacao gerada pelos sequénciador lllumina em formato texto (Ver Anexo
. Os arquivos FAST(Q tem um grande volume de dados, chegando ao tamanho de
mais de 10GB de dados nos nossos estudos de caso.

Na fase de filtragem do pipeline, foram usados os pacotes FASTX-Toolkit e o pa-
cote FASTQC. O FASTX-toolkit [59] é uma colecdo de ferramentas que fornece pré-
processamento de arquivos FASTA e FASTQ. Entre as principais carateristicas tem-se a
conversao do formato FASTQ a FASTA, remocao de barcodes de sequéncias, remocao de
adaptadores de sequéncias, filtragem de sequéncias baseadas na qualidade, entre outras.
O FastQC [60] é uma aplicacdo java que gera um relatorio de controle de qualidade dos
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dados de sequenciamento de alto desempenho com o objetivo de detectar problemas que
se originam tanto no sequenciador ou no material usado no sequenciamento de alto desem-
penho. Esta ferramenta tem como entrada arquivos BAM, SAM e FASTQ, produzindo
em sua saida figuras e relatorios da qualidade dos dados.

Sendo assim, no nosso pipepiline foi usado o pacote FASTX-Toolkit para eliminar as
SRS de baixa qualidade, e os pacotes FASTQC para avaliar se os resultados alcancados
foram aceitaveis através de informes estatisticos. Segundo os resultados alcancados pode-
se continuar com a préxima fase ou realizar outro processo de filtragem. Esta fase da
filtragem é de suma importancia para assegurar que a fase seguinte do pipeline use so
sequéncias com qualidade aceitavel.

Uma vez que a fase de filtragem foi completada, o processo de mapeamento comeca
usando o programa TopHat. O TopHat [61] implementa um algoritmo de mapeamento de
SRS eficiente projetado para alinhar SRS que vem de um sequenciamento de alto desem-
penho. O TopHat encontra juncoes mapeando as SRS em duas fases. Na primeira fase,
sao mapeadas todas as SRS no genoma de referéncia usando Bowtie [62] que usa indices
para acelerar o procedimento de busca e diminuir o custo de memoria associado a procura
das sequéncias no genoma de referéncia. Esta técnica usada pelo Bowtie consiste em con-
catenar todo o genoma de referéncia em uma tnica string e realizar uma transformacgao
de Burrows-Wheeler para construir um indices do genoma de referéncia. O programa en-
tao procede realizando o mapeamento de um caracter da SRS por vez, até alinhar todas
as SRS. Se isso nao for possivel, o programa volta atras e realiza a substituicao de um
caracter, uma op¢ao permite controlar o nimero méaximo de substituicoes de carateres
permitidas. Todas as SRS que nao foram mapeadas no genoma sao separadas como SRS
nao mapeadas inicialmente. Depois, as SRS nao mapeadas sao divididas em segmentos
menores e mapeadas individualmente. Dessa forma, amplia-se as probabilidades de ser
mapeadas no genoma de referéncia.

O programa R foi escolhido para implementar a analise de dados. O R [63] é um
ambiente de software livre para computacao estatistica. Trabalha sobre diferentes plata-
formas: UNIX, Windows e MacOS. Uma das principais vantagens do R é a facilidade de
projetar plots de qualidade, incluindo simbolos e formulas matematicas, quando necessa-
rias. Outra importante vantagem é a facilidade de inclusao de diferentes aplicativos tal
como o projeto BioConductor [64] que fornece ferramentas para as andlises e compreensao
de dados de sequenciamento de alto desempenho.

Entre os diferentes pacotes oferecidos pelo projeto BioConductor tem-se o pacote
Rsamtool [65] que traz as funcionalidades do samtool através dos métodos scanBAM
e BAM Views. O método scanBAM é altamente parametrizado de modo que muitos de-
talhes de acesso e de filtragem de arquivos BAM contendo SRS podem ser controlados
através do R. O método BAM Views permite a leitura e gerenciamento dos dados no R;
SRS mapeadas podem ser importadas, e visualizadas eficientemente para grandes colecoes
de dados. O pacote de GenomicFeatures [I1], ¢ um conjunto de ferramentas e métodos
para fazer e manipular anotacoes de transcritos. Com estas ferramentas o usuario pode
facilmente baixar as localizagoes genomicas dos transcritos, exons e CDS de um dado
organismo. Esta informacao é armazenada em um banco de dados local que mantém o
controle da relacao entre os trancritos, exons CDS e genes. O GenomicFeatures também
fornece métodos flexiveis para extrair as carateristicas desejadas em um formato conveni-
ente. O Pacote edgeR (Empirical analysis of Digital Gene Expression data in R) [66], usa
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métodos de Bayes empirico e distribui¢cao binomial negativa para as analises de expressao
diferencial de sequénciamento de alto desempenho. EdgeR é projetado para a analise de
dados baseado na contagem da replicacao de dados. Finalmente, o pacote RdbiPgSQL
[67] fornece métodos para acessar dados armazenados em tabelas do SGBD PostgreSQL
usando o ambiente R.

O Sistema Gerenciador de Banco de Dados

Os sistemas de bancos de dados sao projetados para administrar grandes volumes de
informacoes sobre uma determinada aplicacao, provendo um ambiente que seja adequado
e eficiente para o armazenamento e a recuperagao das mesmas [35]. Um dos principais
beneficios de um sistema de banco de dados é proporcionar uma visao abstrata dos dados.
Uma vez que a maioria dos usuérios de bancos de dados nao ¢ especialista em computacao,
omite-se deles a complexidade da estrutura interna dos bancos de dados, gragas a diversos
niveis de abstracdo que simplificam a intera¢ado do usuario com o sistema [35].

De uma maneira geral, pode-se dizer que um sistema de banco de dados é constituido
por um conjunto de programas e/ou aplicacoes; estes, por sua vez, estao associados a um
conjunto de dados por intermédio de um SGBD [35]. Neste contexto, a integracao dos
dados em banco de dados, acessados, tanto pelos programas como por consultas, por meio
de uma linguagem de alto nivel foi possivel através do SGBD. O SGBD, parte integrante
de um sistema de banco de dados (veja Figura 5.2), é um software que ajuda os usuarios
a criar, armazenar e processar dados para diversas aplicagoes [36, B5]. O SGBD é o
responsavel pelo controle de acesso aos dados, ou seja, é ele que gerencia os privilégios
de cada um dos usudrios, e libera, ou nao, o acesso aos dados, geralmente por meio de
um sistema de acesso a usuarios. Além disso, os SGBDs devem garantir as seguintes
caracteristicas: Controle de Transagoes, Garantia da Integridade, Garantia de Seguranca
[35].

Usuarios

A A

vy |y

Interfaces e Programas de Aplicagdes

\ A T

Sistema Gerenciador de Banco de Dados

Y

—_—

Banco de Dados
SBD

Figura 5.2: Representacao simplificada de um Sistema de Banco de Dados.
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Nesta pesquisa, optou-se pelo SGBD PostgreSQL que possui como ambiente nativo a
plataforma Unix, sendo também compativel com a plataforma aberta Linux que é bastante
usada na area de bioinformatica. Outra caracteristica que possui é uma interface grafica
através de um cliente no ambiente MS Windows, bem como nas plataformas Linux e
Unix. Além disso, realizou-se analises de tempo gasto e de espago na insercao de grandes
volumes de dados no SGBD MySQL comparado com o SGBD PostgreSQL, onde o SGBD
PostgreSQL obteve melhores resultados. Estes resultados influenciaram na escolha do
PostgreSQL em relacdo ao MySQL no nosso estudo de caso.

O PostgreSQL conta uma extensa comunidade que suporte as diferentes organizacoes
académicas, corporativas e de pesquisa. PosgreSQL é lider em tecnologia e é conhecido
como o SGBD de cédigo aberto mais avancado do mundo. Ele tem excelente desempenho,
alta seguranca, é rico em funcionalidades, simples de usar, aprender e gerenciar.

O PostgreSQL é um SGBD objeto-relacional. Uma das suas principais vantagens é
possuir recursos comuns a bancos de dados de grande porte. Além disso, trata-se de
um banco de dados de alta versatilidade, seguro, com uma documentacao atualizada e
extensa, e gratuito.

O PostgreSQL assim como a maioria dos SGBDs relacionais oferecem mecanismos para
manipular os dados através de linguagens textuais. Estas, por sua vez, sao derivadas do
SQL (Structured Query Language). Esta linguagem implementa mecanismos para atuali-
zar e consultar os dados, e também mecanismos para expressar restricoes de integridade

dentro do SGBD [68].

Meétricas Usadas no Estudo de Caso

A especificacao da medida de avaliacao é utilizada no processo de comparacao relativa
entre a abordagem SGBD e sistemas de arquivos. A medida de avaliacao foi o espaco
economizado (EE) pela abordagem SGBD em rela¢ao a uma abordagem usando sistemas
de arquivos. A seguir, descrevemos a medida de avaliacao de espaco economizado que é
necessario para entender a avaliacao no armazenamento.

A defini¢ao de espago economizado (EE) é a redugao do tamanho relativo ao tamanho
descompactado [69]. Esta defini¢do é apresentada na equagao ; enquanto o equivalente
para nosso estudo de caso é apresentado na equacao (usada pelas Tabelas p.1] e [5.2).

Tamanho Compactado

EE=1- (5.1)

Tamanho Original

Tamanho em SGBD ‘
Tamanho em Sistema de Arquivos’

FE=1- (5.2)

O tamanho em SGBD ¢é o resultado depois que os dados sao armazenados no SGBD
e o tamanho em sistema de arquivos é o tamanho dos dados no formato original sem
nenhum tipo de compactacao.

Por outro lado, usou-se como métrica o tempo gasto pela insercao e exportagao dos
dados gerados nas diferentes fase comparada com o tempo gasto pelo processo de filtragem,
mapeamento e andlise respectivamente. Esta métrica ¢ usada para mostrar a porcentagem
de tempo usada no processo de insercao e exportacao no SGBD em relagao do tempo gasto
no processo envolvido (filtragem, mapeamento e analise). A equacdo apresenta esta
defini¢ao e usada nas tabelas[5.3] e
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Tempo de inserir/exportar no SGBD

% Tempo Gasto = * 100%; (5.3)

Tempo do processo

5.3 Discussao e Analises dos Resultados Experimentais
do Pipeline

Apos a execucao do pipeline definido anteriormente o esquema relacional resultante in-
clui novas tabelas (o Anexo|[VIjmostra o esquema geral resultante). O esquema da fase de
andlise é o Gnico que sofre mudancas, onde sao adicionadas quatro novas tabelas de resul-
tados (gene_result, transcript_result, exon_result e cds result) da expressdo diferencial
por transcritos, exons ou CDSs respectivamente. Estas tabelas de resultados contém o
namero de vezes que cada SRS foi mapeada no genoma de referéncia. Além disso sao
adicionadas outras tabelas que compoem o esquema de transcritos (TranscriptDB) que é
gerado pelo pacote GenomicFeatures do programa R que fornece uma forma de recupe-
rar, armazenar, e consultar recursos como exons, transcritos, e sequéncias codificadoras
de muitos organismos de referéncia. A Figura mostra o esquema da fase de andlise
apos a execucao do pipeline.

No Anexo [V] explica-se detalhadamente cada coluna que compoe algumas tabelas en-
volvidas neste novo esquema para a fase de andalise. O esquema de transcritos armazena
metadados de transcri¢ao (informagao das entidades envolvidas no processo de trancrigao)
que gerenciam localizagoes gendmicas e as relagoes entre transcritos, exons e sequéncias
codificadoras de proteinas [54]. Este esquema contém anotagoes de transcritos que estao
relacionados entre si. A tabela gene esta associada com a tabela transcript que armazena
os transcritos de cada gene. De igual forma, as tabelas exon e cds que armazenam as re-
gioes de exon e as regioes de sequéncias codificadoras de cada gene. No entanto, a tabela
chrominfo mantém informagao dos cromossomos envolvidos.

Para avaliarmos o modelo conceitual e seu respectivo esquema relacional, foram realiza-
das algumas analises que envolvem: (i) a viabilidade de criagdo de um modelo conceitual,
comparando-o com modelos que ja existem na literatura; (ii) a eficiéncia em termos de
armazenamento de dados quando comparado com um sistema de arquivo; (iii) uma com-
paracao entre o tempo de processamento ao se armazenar os dados envolvidos no pipeline
dentro de um SGBD, em relacao ao tempo de execugao do pipeline, comparado com um
sistema de arquivos.

Nas proximas subsecoes cada um desses temas ¢ abordado.

5.3.1 Analises Sobre o Modelo Conceitual

O modelo de dados apresentado neste trabalho tem o objetivo de representar dados
gerados pelos sequenciadores de alto desempenho no intuito de armazenar e administrar
grandes volumes de dados baseada na modelagem orientada a objetos. Similarmente
a outros trabalhos da literatura, a nossa abordagem faz uso do MOO e a UML para
representar dados complexos da bioinformatica.

Na revisao da literatura, foi possivel verificar que a maioria de modelos para dados
biolégicos existentes estao mais interessados em representar os conceitos da biologia mo-
lecular, mas nao os processos envolvidos tais como a filtragem de dados, mapeamento de
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Figura 5.3: Esquema relacional da fase de andlise — expressao diferencial. As linhas ponte-
adas de cor cinza delimita o esquema TranscriptDB gerado pelo pacote GenomeFeatures

sequéncias e as diferentes andlises. Para comecar, Paton et al. (2000) [5] e Bornberg-
Bauer e Paton (2002) [46] representam conceitos e fendmenos da biologia molecular para
sequéncias gendmicas e proteicas. Elmasri et al. (2006) [6] e Macedo et at. (2007) [8] sdo
trabalhos mais recentes também interessados na representacao de dados biologicos. Estes
trabalhos acrescentam algumas funcionalidades especiais para dessa forma acomodar o
modelo EER (Enhanced Entity Relationship) e o MOO (Modelo Orientado a Objetos)
representando de melhor forma conceitos da biologia molecular.

Na abordagem de Busch e Wedeman (2009) [7] é possivel cumprir com os requisitos
interoperabilidade e flexibilidade para o dominio da biologia molecular. Isto gracas a
definicao de um modelo dinamico. Enquanto que a abordagem que propomos esta inte-
ressada na representacao e organizacao de resultados parciais das andlises ao longo do
desenvolvimento de um pipeline, tais como controle de qualidade, mapeamento de SRS
(Short Read Sequences) e a identifica¢io da expressdo diferencial de genes.
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Os esquemas relacionais de banco de dados encontrados na literatura, tais como, o
CHADO [10] e GUS [49] sdo esquemas relacionais genéricos para poder tratar dados da
biologia molecular. Estes esquemas podem dar suporte a uma gama ampla de projetos
por serem genéricos demais, contendo centenas de tabelas, fazendo destes esquemas muito
complexos e dificeis de usar. No entanto, o modelo que propomos tenta integrar os dados
gerados nas diferentes fases de um pipeline de uma forma simples e intuitiva para que
0s usuérios possam usa-los para implementar sistemas de informacao que administrem o
pipeline todo de um sequenciamento de alto desempenho transcriptémico.

Uma vez que nosso modelo de dados esta divido em trés fases, a interoperabilidade
entre elas é claramente visivel, dessa forma o deslocamento entre as fases através do
pipeline é mais facil, pois, ¢ muito importante poder fazer consultas e conseguir informagao
da fase atual, anterior ou préxima. Isto significa que podem ser extraidos diferentes
tipos de informacao desde o inicio da fase de filtragem até o final da fase de analise
(em nosso caso, expressao diferencial de genes) através de diferentes consultas sobre o
modelo. Por exemplo, o bitlogo poderia questionar se os parametros que foram usados
para conseguir o melhor resultado entre todos os resultados da fase de filtragem ou saber
qual foi o melhor mapeamento para os dados da célula de rim. Para isto, pode-se juntar
as tabelas filtering process, filtering result, filtering parameter e parameter (ver Figura
4.2). Portanto, o esquema resultante do modelo proposto permite responder diferentes
consultas sobre o processamento do pipeline, uma vez que o esquema relaciona as tabelas
de processos: filtragem, mapeamento e analise (expressao diferencial).

5.3.2 Comparacao da Eficiéncia no Armazenamento de Dados

Uma das preocupagoes no uso de um SGBD em relacao ao sistema de aquivos era o
aumento de espaco armazenado que essa tecnologia podia trazer. Por esse motivo uma
das medidas de avaliacao da proposta desta dissertacao foi a eficiéncia no armazenamento
em SGBD e o tempo gasto no armazenamento comparado com o tempo gasto no processo
todo. A avaliacao no armazenamento foi realizada comparando os dados armazenado em
sistema de arquivos e os mesmos dados num SGBD. Os resultados obtidos levaram em con-
sideracao o espaco economizado sobre os dados. Além disso, a avaliacdo no tempo gasto
no processamento dos dados em relacao ao tempo gasto no armazenamento num SGBD.
Foram usadas tabelas com tipo de dados heterogéneos e de fontes distintas, possibilitando
assim uma melhor avaliacao dos resultados. Os experimentos foram realizados num servi-
dor HP (8 Intel(R) Xeron(R) de 8 CPUs de 2.13GHz, 22.66GB de 1333 MHz de memoria
RAM, 1 HD de 264GB SCSI) sobre o sistema operacional Linux Server Ubuntu/Linaro
4.4.4-14.

O sistema de arquivos é comumente adotado nos projetos transcritomicos e gendmi-
cos. Uma das vantagens dos arquivos é a facilidade da implementacao e rapida execugao
quando comparados com os SGBDs. Uma vez que nosso trabalho esta focado no armaze-
namento dos dados ao longo da execucao do pipeline, como a entrada de dados é muito
grande e usada com pouca frequéncia, o armazenamento eficiente terd grande impacto
sobre o pipeline, quando comparado com o desempenho da execucao. Nesse sentido, me-
dimos a eficiéncia do armazenamento para dados armazenados em arquivos e no SGBD
PostgreSQL que foi usado nos estudos de caso.
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Os SGBDs modernos, entre os quais se incluem o PostgreSQL implementam o al-
goritmo de compressdo, no PostgreSQL ¢é utilizado o TOAST (The Ouversized-Attribute
Storage Technique) [T0]. A compressao TOAST ¢é habilitada automaticamente para to-
dos os tipos de dados que contenham cadeias de caracteres e superam o tamanho de 2
KB. Uma vez superado o valor de 2KB por um atributo de alguma tabela, esse dado é
armazenado em um tipo "extension room"(tabelas "TOAST") da tabela usada para ar-
mazenar (no sentido do tamanho dos dados) atributos com valores muito grandes que ndo
cabem em péaginas de dados normais (como textos longos) [70]. Além disto, os arquivos
de tamanho muito grande sao armazenados no tipo de dados BLOB.

A Tabela mostra o tamanho total de espaco em disco para armazenar os dados do
genoma de referéncia e os dados gerados pelo pacote GenomicFeature (banco de dados
de transcritos), tanto para sistema de arquivos como para SGBD. No caso do genoma de
referéncia, os dados (arquivos) sdo armazenado em colunas de tipo BLOB. Uma vez que
esses dados sao grandes demais, o algoritmo de compressao interna TOAST implementado
pelo PostgreSQL ¢é ativado, dessa forma obtendo uma taxa de economia de espaco de 51,1%
para os dados do genoma de referéncia. No entanto, os dados do TranscriptDB alcangaram
uma taxa de espago economizado negativo de -195,7% o que significa que o tamanho dos
dados no SGBD aumentaram de tamanho em um porcentagem de 195,7% do tamanho
original. Uma vez que os dados do TranscripDB sao pequenos demais para que o algoritmo
de compressao TOAST seja aplicado e o aumento de dados como a criagao de indices e/ou
tabelas de indices associadas a cada insercao de dados muito pequenos; fazem que os dados
originais do TranscripDB (dados gerados pelo pacote GenomicFeatures) aumentem de
tamanho no SGBD. O espago economizado total na Tabela [5.1]é 45,38%. Este resultado é
consequéncia do volume maior dos dados do genoma de referéncia comparado ao volume
dos dados do TranscriptDB. Ainda que o espaco economizado do TranscriptDB tenha
sido negativo.

Tabela 5.1: Armazenamento para o genoma de referéncia e dados do TranscriptDB

Sistema de | Esquema Espaco Econo-
Arquivos SGBD mizado (%)
(MB) (MB)
Genoma de referencia | 2.745,0 1.343,0 51,1
Dados do  Trans- | 64,6 191,0 -195,7
criptDB
| Total | 2.809.6 | 1.534 | 45,38 |

Os melhores resultados em taxa de espago economizado foram os apresentados na
Tabela5.2] A Tabela contém valores relacionados com as fases filtragem, mapeamento
e expressao diferencial na qual o volume dos dados é muito grande. A predominancia de
dados do tipo texto fez possivel atingir o valor de espaco economizado total de 39,3%, ainda
tendo obtido resultados negativos na fase de mapeamento onde os dados sao binérios e na
fase de analise onde os dado sdo pequenos demais para que o TOAST seja ativado. Este
resultado mostra que ainda tendo resultados negativos, estes nao tem grande impacto
no resultado final, ja4 que os dados que obtiveram resultados negativos sao pequenos
comparados aos dados que obtiveram resultados positivos e ao volume total dos dados.
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Na Tabela o espago economizado para as SRS de rim e figado foi de 57.9% e
48.2% para dados de células de cancer de prostata LNCaP. Para as SRS filtradas foi de
54,8% e 48,8% respectivamente. A principal razao para obter esses valores é o fato de
que arquivos FAST(Q podem ser comprimidos eficientemente, ji que sao de tipo texto.
Contudo, foram obtidos resultados negativos com arquivos que nao sao formados por
cadeias de caracteres. Por exemplo, os arquivos BAM obtiveram uma taxa de espaco
economizado negativa e nao foram comprimidos pelo TOAST. Entretanto, os dados da
expressao diferencial de genes obtiveram um valor de espaco economizado negativo, por
nao serem suficientemente grande para acionar o algoritmo de compressao TOAST. Em
geral, os resultados de ambos estudos de casos (rim/figado e cancer de prostata LNCaP)
foram similares. Contudo, pode-se notar que as analises para dados de células de rim e
figado alcangaram melhor desempenho de armazenamento quando comparado aos dados
de cancer de prostata LNCaP, e isto pode ser explicado pelo volume de dados de cada
caso, porque os dados de rim e figado sao significativamente maiores que os dados de
células de cancer de prostata LNCaP.

Nos casos onde se obtiveram valores negativos, o volume dos dados sao significati-
vamente menores, como podem-se ver nas Tabelas e [5.2l Porém como o volume de
dados nesses exemplos é pequeno em relacao ao volume total no pipeline, esses valores
negativos tiveram pouca influéncia no resultado geral. Os resultados mostraram tam-
bém que quanto maior o tamanho dos dados de tipo texto, maior seré a valor de espaco
economizado devido ao algoritmo de compressao TOAST.

Tabela 5.2: Comparacao de eficiéncia no armazenamento de dados de células de
Rim/figado e células de cancer de prostata LNCaP.

Sistema de | Esquema Espaco Econo-
Arquivos SGBD (MB) mizado (%)
(MB)
Rim/ | Cancer | Rim/ | Cancer | Rim/ | Cancer
figado | CNcap | figado | CNcap | figado | CNcap
SRS 35.691,5| 843,9 15.023,0( 437,0 57,9 48,2
SRS filtradas 30.176,4| 843,9 13.629.0( 432,0 54,8 48.8
Mapeamento 2.784,3 | 139,0 3.758.0 | 231,0 -35,0 -66,2
Dados da expres- | 2,4 2,2 10,0 10,0 -316,7 | -354,5
sao diferencial de
genes
| Total | 68.654,6] 1.829,0 | 32.420,0] 1.110,0 | 52,8 [ 39,3 |

Os resultados finais totais mostram que o espago economizado variou de 45,38% (Ta-
bela 5.1) a 39,3 - 52,8% (Tabela 5.2) o que se aproxima a 50%.

5.3.3 Analise de Tempo de Execucao

Uma das preocupacgoes da utilizacao de um SGBD no armazenamento dos dados do
pipeline de um sequenciamento de alto desempenho é o custo em termos de tempo que sera
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necessario para a insercao dos dados das diferentes fases nas tabelas do esquema relacional.
Por isso, foram realizadas algumas analises em relacao a esse tempo de processamento.

As Tabelas e mostram os tempos gastos pelos processos de filtragem, mapea-
mento e analise comparado com o tempo gasto na insercao de dados no SGBD para os
dados de célula de rim/figado e cancer de prostata. Na fase de filtragem foram arma-
zenadas as SRS no SGBD junto com as SRS filtradas. Na fase de mapeamento as SRS
foram mapeadas e os resultados (arquivos BAM) foram armazenados no SGBD. Na fase
analise, a expressao diferencial foi realizada e os resultados armazenados no SGBD. Além
disso, sao mostrado os tempos de exportacao dos dados inseridos no SGBD gerados nas
diferentes fases.

Tabela 5.3: Comparagao de tempo de procesamento e armazenamento (em SGBD) de
dados de células de Rim /figado.

Processa- Insercao Exportagao| Tempo- | Tempo-
mento no SGBD [ no SGBD | Insercao | Exportacao
(hh:mm:ss)| (hh:mm:ss)| (hh:mm:ss)| (%) (%)
Filtragem 01:51:22 01:51:54 00:28:27 1004 25,5
Mapeamento | 68:26:12 00:08:55 00:01:51 0,2 0,04
Analise 00:17:52 00:00:12 - 1,1 -
| Total | 70:35:26 | 02:01:01 | 00:30:18 [ 2,9 | 0,7 |

Tabela 5.4: Comparagao de tempo de procesamento e armazenamento (em SGBD) de
dados de células de cancer de prostata LNCaP.

Processa- | Insercao Exportagao| Tempo- | Tempo-
mento no SGBD [ no SGBD | Insercao | Exportacao
(hh:mm:ss)| (hh:mm:ss)| (hh:mm:ss)| (%) (%)
Filtragem - 00:02:03 00:00:15 - -
Mapeamento | 05:10:35 00:00:14 00:00:02 0,08 0,01
Anélise 00:15:50 00:00:13 - 1.4 -
| Total | 05:26:25 | 00:02:30 | 00:00:17 [ 0,8 | 0,09 |

A Tabela mosta que o tempo gasto pelos processos ¢ maior em relacao ao tempo
gasto no armazenamento dentro do SGBD. O tempo de processamento dos dados de célu-
las de rim/figado que mais demorou, foi do processo de mapeamento, 68 horas. Enquanto
que o tempo de insercao e exportacao no SGBD foi menos de 9 e 2 minutos respecti-
vamente, o que representa apenas 0,2% e 0,04% em relacdo ao tempo do processo de
mapeamento, respectivamente. Apenas na fase de filtragem, o tempo gasto para a exe-
cucao do processo foi praticamente o mesmo para a insercao dos dados no SGBD. Este
resultado é consequéncia dos mais de 64GB de dados (entre SRS e SRS filtradas) envolvi-
dos no processo de filtragem fazendo que o tempo de insercao no SGBD seja ligeiramente
maior (100,4%) em relagdo ao tempo gasto no processo de filtragem. Na fase de andlise,
o tempo gasto pelo processo de expressao diferencial é maior comparado com o tempo
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de insercao dos dados no SGBD, os tempos de exportacao na fase de analise nao foram
considerados neste estudo por nao serem necessarios. O tempo total de inser¢ao e expor-
tacdo no SGBD para os dados de células de rim e figado foi de 2,9% e 0.7% em relacao
ao tempo total gasto no pipeline. Este resultado mostra que a porcentagem do tempo de
insercao e exportacao sao significativamente menos comparado ao tempo de total gasto
pelo pipeline.

Os resultados de tempo gasto para os dados de cancer LNCaP mostrados na Tabela
sao semelhantes aos obtidos com os dados de rim/figado, onde o tempo gasto pelos
processos ¢ muito maior do que os tempos de insercao e exportacao no SGBD. O tempo
gasto no processo de filtragem foi nulo nesse estudo de caso, ja que, as SRS dos dados
de células de cancer LNCaP nao possuirem as sequéncias de qualidades pelo qual nao
foi feito a filtragem das SRS. J& o tempo para insercao dessas SRS no SGBD foi de dois
minutos e meio apenas. Como no caso anterior, o tempo total de insercao e exportacao
no SGBD foi de 0,8% e 0,09% em relacao ao tempo total gasto no pipeline o que é bem
menor em relacao ao tempo de total gasto pelo pipeline.

5.4 Trabalhos Publicados

Durante o desenvolvimento da pesquisa apresentada nessa dissertacao, foram produ-
zidos alguns artigos, nos quais, um foi aceito como resumo estendido e dois foram aceitos
como artigos completos como relatados a seguir.

O resumo estendido foi aceito e apresentado como poster no XII Brazilian Sympo-
sium on Bioinformatics, sob o titulo de “A Conceptual Model for Transcriptome High-
Throughput Sequencing Pipeline” [1]. O respectivo resumo estendido foi publicado nos
proceedings do congresso pela Springer.

O artigo completo foi aceito no BIBM 2011, Workshop on Data-mining of Next-
Generation Sequencing Data, sob o titulo de “A Conceptual Data Model for Transcriptome
Project Pipeline” [72]. O respectivo artigo foi publicado nos anais do congresso.

O artigo completo foi aceito e apresentado no The IADIS Applied Computing 2011
conference, sob o titulo de “A Data Base Schema for High- Throughput Sequencing Trans-
criptome Pipelines” [73]. O respectivo artigo foi publicado nos anais do congresso.
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Capitulo 6

Conclusoes e Trabalhos Futuros

Nesta dissertacao, foi realizado o estudo dos principais modelos de dados para a repre-
sentagao de dados biolégicos disponiveis atualmente na literatura. A partir desse estudo,
foi desenvolvido um modelo conceitual orientado a objetos para pipelines de sequencia-
mento de alto desempenho transcritomico baseado em trés fases: filtragem, mapeamento
e analise. A especificacao do modelo proposto levou em consideracao a necessidade dos
projetos de sequenciamento envolvendo essas trés fases, assim como também, suprir as
deficiéncias apresentadas nos modelos da literatura.

O modelo conceitual desenvolvido nesta dissertacao representa os dados gerados nas
diferentes fases de um pipeline tais como SRS, SRS mapeadas, dados do genoma de re-
feréncia e todos os processos envolvidos. Sendo assim, o modelo proposto contempla os
dados biologicos e as informacoes sobre os processos envolvidos no pipeline de sequencia-
mento.

O esquema relacional foi baseado no modelo conceitual proposto. A especificacao desse
esquema relacional levou em consideragao regras basicas para transformar um modelo con-
ceitual em um esquema relacional, porém algumas dificuldades foram encontradas ja que
os dados dos sequenciamentos de alto desempenho tem caracteristicas especificas, dentre
essas destacam-se: a criacao de tipo de dado para agrupar grandes quantidades de SRS e
a criagao de tabelas intermediarias entre o TranscriptDB gerado pelo GenomicFeatures e
o subesquema da fase de anélise; entre outras.

Apos a implementacao do esquema relacional foi avaliado o desempenho no armaze-
namento, levando em consideracao o espaco economizado entre as abordagens SGBD e
sistemas de arquivo. Os resultados obtidos nos dois estudos de caso demostraram que a
abordagem SGBD em relacao ao espaco economizado teve bons resultados de forma geral
com 45,3% de espaco economizado para os dados do genoma de referéncia e TranscriptDB,
de 39,3% para os dados de célula de rim/figado e 52,8% para os dados de células de can-
cer de prostata LNCaP. No primeiro estudo de caso (dados de células de rim e figado),
os dados sao de volume consideraveis com o formato FASTQ gerado pelo sequenciador
[lumina. No segundo estudo de caso (células de cancer de prostata LNCaP), os dados
sao menores em relacao ao primeiro, mas o volume de dados é consideravel.

Em relacao ao tempo de processamento do pipeline, verificou-se que nao é impactante
a utilizacao de um SGBD nas fases de mapeamento e andlise, uma vez que o tempo gasto
para inserir e extrair os dados necessarios para a execucao do pipeline é pequeno em
relacdo ao tempo total de processamento do mesmo. Ja& na fase de filtragem o tempo
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gasto na insercao é ligeiramente maior ao tempo gasto da filtragem dos dados. Além
disso, as atividades de entrada e saida de dados no SGBD durante a execucao do pipeline
é realizada com pouca frequéncia levando a que o tempo gasto por essas operagoes seja
menor apoés terminado a analise do pipeline todo.

Os resultados obtidos demostram que a abordagem proposta ofereceu um grande
avanco proporcionando melhoria na forma de armazenamento dos dados produzidos por
um pipeline de sequenciamento de alto desempenho devido & economia de espaco, tempo
baixo de inser¢ao e exportacao em relacao ao tempo total gasto pelo pipeline todo e orga-
nizacao dos dados assim como todo beneficio que o uso de um SGBD traz. Além disso, o
SGBD permite a implementacao dos modelos de dados como o proposto neste trabalho,
fornecendo as vantagem inerentes dos SGBD sobre o sistema de arquivos.

Em geral, acredita-se que o modelo proposto neste trabalho pode trazer muitas van-
tagens para uma abordagem SGBD assim como vantagens no desempenho para a gestao
de grandes volumes de dados de sequenciamento de alto desempenho transcritomico.

Estudos futuros podem usar dados de diferentes tecnologias de sequenciamento, po-
dendo identificar com mais precisao o nivel de espaco economizado no armazenamento
para dados mais diversificados. Consequentemente, investigar os efeitos que isto pode tra-
zer no armazenamento dos dados por serem de diferentes fontes. Além disso, podem-ser
feitas outros tipos de analises contemplando outras metricas além do espaco economizado
e tempo gasto.

Uma decorréncia natural deste trabalho é a implementacao de novos processos na
fase de anélise do pipeline proposto. Foi adaptado um esquema de anilise de expressao
diferencial, no entanto, esquemas que armazenem dados para as analises filogenéticas,
identificagdo de ncRNAs entre outras sao desejaveis. Outra possibilidade é a integracao
ou expansao do modelo para lidar com dados procedentes de analises protéicas.

Um outro trabalho futuro ¢ a integragao de proveniéncia de dados. Recentemente, ha
um grande interesse na comunidade de banco de dados sob administracao de proveniéncia
de dados e é interessante observar como esta abordagem pode-se adaptar para dados de
sequenciamento de alto desempenho transcritomico.
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Anexo 11

Esquema Relacional do Pipeline
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reference_genome ]
organism 2

# id_reference_genome (PK)
}? organism (PK) # © id_organism (FK}
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@ description
@ Common_name =
% description sample -
- 1 # id_sample (PK)
W id_project (Fk)
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project -
P id_project (PK)
@ project_name

& manager_name |——#
@ funding
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& description

quality_type =
# id_guality_type (PK)
% quality_name

@ range_ascii_start

% range_ascii_end

sequencer -
 id_sequencer (PK)
@ name_sequence_center

< off_set
% plataform it
i;—m_;tjeadd & = % quality_range_start
id_rea & quality_range_end
filtering_resutt 2 # id_sample (PK) (FI)
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% data
% description
% id_reference_genome
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% data
filtering_parameter =]
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% description F id_filtering_process (PK) (FK)
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Figura II.1: Esquema relacional do pipeline de sequenciamento de alto desempenho
transcritémico.As linhas ponteadas de cor cinza associam as tabelas gene_ result, trans-

cript_result, cds result e eron_result com o esquema relacional de transcritos gerado
pela ferramenta usada na fase de analise no estudo de caso.
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Anexo 111

Tabela do Esquema de Filtragem

Tabela III.1: Tabelas e colunas do subesquema filtragem.

Tabela Coluna Descricao coluna
wd__organism Identificador do organismo
genus Género do organismo
0Tganism species Espécie do organismo
common_ name Nome comum do organismo
description Descricao do organismo
wd__sample Identificador da amostra
sample Nome da amostra
sample date Data de preparacao da amostra
responsible Pessoa encarregada
description Descricao
id__project _name Identificador do projeto
project__name Nome do projeto
namager _name Pessoa encarregada do projeto
project funding Fundacao que financia o projeto
instituition Instituicao a cargo do projeto
description Descricao
wd__read Identificador do conjunto con-
tendo as SRS
id_sample Chave foranea da onde vem as

short_read

SRS

id__quality _ type

Chave estrangeira da tabela qua-
lity _type, indica o tipo de quali-
dade que das SRS

ud__sequencer

Chave estrangeira da tabela se-
quencer, indica a tecnologia usada
no sequenciamento

data

Contém um conjunto de SRS

description

descricao

Continua na proxima pagina
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Tabela ITL.1: (continuando)

Tabela Coluna Descricao coluna
wd__sequencer Identificador do sequenciador
sequencer name_ sequencer_ center Nome do centro de sequencia-

mento

quality _type

plataform Tecnologia do sequenciador
description descricao
id_quality Identificador do tipo de qualidade

quality _name

Nome do tipo de qualidade

start_ ASCII

Inicio do rango de cardteres AS-
ClI

end_ASCII Fim do rango de carateres ASCII
offset Deslocamento
type Tipo de escore de qualidades

(PHRED, Solexa, ...)

start_quality _range

Inicio do rango do escore de qua-
lidade

end_ quality range

Fim do rango do escore de quali-
dade

filtering _process

id_ filtering _process

Identificador do processo de fil-
tragem

filtering _name

Nome do processo de filtragem

ok_ filtered

Numero de SRS filtradas con su-
cesso

failed_ filtered

Numero de SRS filtradas sem su-
€esso

description

Descricao do processo de filtra-
gem

filtering _paramenter

id_ filtering process

Chave foranea da tabela filte-
ring _process, indica o processo de
filtragem

1d__ parameter

Chave foranea da tabela parame-
ter, indica o parametro usado

value

Valor do parametro

description

Descricao do valor usado

parameter

id__parameter _name

Identificador do parametro

parameter _name

Nome do parametro

short_read_ filtering

id_ filtering _process

Chave foranea da tabela filte-
ring _process, indica o processo de
filtragem

1d__read

Chave foranea da tabela

short_read, indica um conjunto
de SRS

Continua na proxima pagina
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Tabela ITL.1: (continuando)

Tabela

Coluna

Descricao coluna

filtering _result

id_filtering  result

Identificador do resultado da fil-
tragem

id_ filtering process

Chave foranea da tabela filte-
ring _process, indica o processo de
filtragem

data

Contém um conjunto de SRS fil-
tradas

78




Anexo IV

Tabela do Esquema de Mapeamento

Tabela IV.1: Tabelas e Colunas do subesquema mapeamento.

Tabela

Coluna

Descricao coluna

reference_ genome

wd__reference_genome

Identificador do genoma de refe-
réncia

wd__organism

Chave estrangeira da tabela orga-
nism, identifica o organismos

version

Versao do genoma,

description

descricao

chromosome

1d__chromosome

Identificador do cromossomo

wd__reference_genome

Chave estrangeira da tabela re-
ference_genome, identifica o ge-
noma de referéncia.

chromosome_ name

Nome do cromossomo

data

Contém a sequéncia de bases do
€romossomo

description

descricao

chromosome_mapping

id_mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mapeamento

id__chromosome

Chave estrangeira da tabela ch-
romosome, associa 0 cromossomo
com o processo de mapeamento

mapping_ process

1d_mapping process

Identificador do processo de ma-
peamento

id_filtering  result

Chave estrangeira da tabela filte-
ring _result, identifica o resultado
o resultado da filtragem

failed__mapped

Niumero de SRS nao mapeadas

ok _mapped

Niumero de SRS mapeadas com
Sucesso

Continua na proxima pagina
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Tabela IV.1: (continuando)

Tabela

Coluna

Descricao coluna

description

Descricao

mapping _parameter

1d_mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mapeamento

id__parameter

Chave estrangeira da tabela para-
meter, associa o parametro usado

value

Valor de parametro

description

Descricao

mapping _resul

id_mapping _result

Identificador do resultado pro
processo de mapeamento

id__mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping process, identifica o pro-
cesso de mapeamento

data Contém as SRS mapeadas

start Comeco de onde foi mapeado a
SRS

description Descricao
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Anexo V

Tabela do Esquema de Analise Usada
nos Estudos Caso

Tabela V.1: Tabelas e Colunas do subesquema da analise - Expressao.

Tabela

Coluna

Descricao coluna

analysis_process

1d__analysis_ process

Identificador do processo de ané-
lise

1d_ database

Chave estrangeira da tabela data-
base, identifica o banco de dados
usado

vd__analysis_lype

Chave estrangeira da tabela
analysis_type, identifica o tipo
de analise

description

descricao da anélise

analysis_ type

id__analysis_ type

Identificador do tipo de analise

name__analysis

Nome da anéalise

description descricao do tipo de anélise

db_name Nome do banco de dados usado
database url Sitio web

description Descricao

database_organism

vd_ database

Chave estrangeira da tabela data-
base, identifica o banco de dados

wd__organism

Chave estrangeira da tabela orga-
nism, identifica o organismo

gene

gene_id

Identificador do gene

gene_name

Nome do transcrito

_chrom__id Chave estrangeira da tabela chro-
minfo, identifica o cromossomo

strand Sentido da cadeia (fita)

start Inicio do transcrito

end Fim do transcrito

Continua na proxima pagina
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Tabela V.1: (continuando)

Tabela Coluna Descricao coluna
_tx_ad Identificador do transcrito
tr_name Nome do transcrito
transcript _chrom_1d Chave estrangeira da tabela chro-
minfo, identifica o cromossomo
strand Sentido da cadeia (fita)
start Inicio do transcrito
end Fim do transcrito
genes_transcript gene_ id Chave estrangeira da tabela gene,
identifica o gene
_tx_ad Chave estrangeira da tabela tras-
cript, identifica o transcrito do
gene
_eron_id Identificador do exon
eron_ name Nome do exon
exon _chrom_id Chave estrangeira da tabela chro-
minfo, identifica o cromossomo
strand Sentido da cadeia (fita)
start Inicio do exon
end Fim do exon
_cds_id Identificador do cds
cds_name Nome do cds
transcript _ chrom_id Chave estrangeira da tabela chro-
minfo, identifica o cromossomo
strand Sentido da cadeia (fita)
start Inicio do cds
end Fim do cds
_tx_ad Chave estrangeira da tabela tras-
cript, identifica o transcrito do
gene
exon_ rank Posicao do exon no splicing
splicing _eron_id Chave estrangeira da tabela exon,
identifica o exon
_cds_id Chave estrangeira da tabela cds,

identifica o cds

gene_result

id__analysis_ process

Chave estrangeira da tabela
analysits_process, identifica o
processo de analise

id_mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mappeamento

gene_id

Chave estrangeira da tabela gene,
identifica um gene

Continua na proxima pagina
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Tabela V.1: (continuando)

Tabela

Coluna

Descricao coluna

count

Niumero de SRSs que foram ma-
peadas dentro do gene identifi-
cado por gene_id

transcript_result

1d__analysis_ process

Chave estrangeira da tabela
analysis_process, identifica o
processo de analise

id_mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mappeamento

_tx_ad Chave estrangeira da tabela
transcript, identifica um trans-
crito

count Niumero de SRSs que foram ma-

peadas dentro do transcrito iden-
tificado por _tx id

exon_ result

1d__analysis_ process

Chave estrangeira da tabela
analysis_process, identifica o
processo de analise

id_mapping process

Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mappeamento

_eron_id Chave estrangeira da tabela ezon,
identifica um exon
count Nimero de SRSs que foram ma-

peadas dentro do exon identifi-
cado por _exon_id

id__analysis_ process

Chave estrangeira da tabela
analysis _process, identifica o
processo de andlise

cds_result id_mapping process Chave estrangeira da tabela map-
ping _process, identifica o pro-
cesso de mappeamento
_cds_id Chave estrangeira da tabela cds,
identifica um cds
count Nimero de SRSs que foram ma-
peadas dentro do cds identificado
por _cds_d
_chrom_id Identificador do cromossomo
chrominfo chrom Nome do cromossomo
length Tamanho do cromossomo

15 circular

Se o cromossomo é circular
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Anexo VI

Esquema Relacional do Pipeline Usado
nos Estudos de Caso

84



refarence_penome
rgarism =
¥ id_reference_gename (PK)
 d_orgarism (°K) ¥ id_oxgersm ()
o verson
ionnd o descrption
name [@ desritin
< descrption sample =

W id_sample (PK)
W d_project (FK)
L= % d_organism (FK)

ject X
@ d_project (PK)

© sample
© project_name s reponsile
o manager pame & 0 G ETE
e < desciption

& d_organism

T /@ description
 l_sequencer ()

& name_sequence_center
© plataform

ity_type M
@ id_oualty_type (PK)
& oualty_name

& range _ssc_start
 range _ssci_end

o off set
= < type,
fitering st - e & aualty_tange._start
= i
¥ _fiering resut (°K) e e €  aualty_tange_end

3 0 ftering process () ¥ id_ouaity_type (°K) ()
2= 7 id_secuuencer (PK) (FK)

7 id_crganism (PK) (FK) chromosome S

¥ 1d_chromasome (PK)

odesciptn | i yeference. genome (°K)
o e e ) €9 o chromosome.pame
 d_parameter (K) () o dita

fitering_parameter -  desaription

art_read_fiterng
@ vae &
< descrption § = < descrption
tering_process (PK) () | 2 Iteference_gename
fiterng process -
9 d_fitering process (%)
parameter
¥ dd_pameter (°C)
9 paramenter_name @ description

database_organism
7 id_dtabase () ()
 ie_organism (PC) ()

mapping_parameter -]
¥ _mapping_process (PK) (FK)
@ d_parameter (PK) (FK)

o vae

© description

mapping_process
— % d_mapping_process (PK)
@ id_ftering_process ()
& faled_mapped
 ok_mapped
© description

chromosome_mapping
@ id_chromasome (PK) (FK)
iapping_process (PK) (FK)

mapping resut -
7 id_mapping_resuit (PK)
7 id_mapping_process ()

o dats
 descrption
© id_mapping_procsss

databas

mapping_analysis
¥ 10_fitering _process (°K) ()
9 d_mapping_process (PC) ()
abase -
 id_database (PK)
< database._name
o ul aralysis_process. -
@ desciption @ id_analysis_process (PK)

 id_database (FK

)
4,—- # id_analysis_type (FK)
< description

I
]

analyis_type -]
# id_anayss_type (PK)
& riame_anaisis

 descrption

ene reat =
gene_transcrot v gere id (7). (r
¥ W _anayss_process (PR)(FK)
S i
g qenwgp f)K(L z:)m z hvom 4 ) % dl_mapping_process (PK)(FK)
gene s T e d (O (R

@ gene_start
@ gene_end

"“‘":f ad transcript resuit -]
S ) ¥ d_anahss_process (PU)(FK)
# _chiom_id (k) # d_mapping_process (PK)(FK)
@ bame ¥t (1) ()
 bstrand o count
& bstart
o bend
chomnfo -
@ _chrom_id (°K) < ~ cds_resit <
 dhvom Ve ¥ i8_analyss_process (PK)FK)
o 3 o ) 7 id_mapping_process (PK)(FK)
< b cruiar X Y
Loy | < cds_strand 000 )
 cdsstart
< coserd
spicing - o - exon_result
¥ _bid (PK) () ¥ _eond (%) § _chvom_d (PC) (FC)
9 eon_id (°K) (FK) # _chvom_id (k) @ id_analysis_process (FK)(FK)
# _cds id (PK) (FK) @ exon_name [ id_mepping_process (PKIFK)
@ exon_sank — < exon_strand o
§ ponan 1 _wenia 00 €0
< exon_end [

Figura VI.1: Esquema relacional do pipeline de sequenciamento de alto desempenho trans-
critomico. As linhas ponteadas de cor cinza delimita o esquema TranscriptDB gerado pelo
pacote GenomicFeatures [11].
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Anexo VII
Formato do Arquivo FASTQ

@SRR002325.1 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT _0003:2:1:906:788 length—36
GAGAACCCTTTCCTCTTAAATTCTACTTCCACATAA

+SRR002325.1 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT_ 0003:2:1:906:788 length=36
I111:. GAIIIIII6IIL: %11—1:01) > 5*1113

@SRR002325.2 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT 0003:2:1:919:342 length=36
TGAACCTAGAGTCTGGATCTATTTTTGTCTGAATGC

+SRR002325.2 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT_ 0003:2:1:919:342 length=36
I+ TITTTIFTITOIITITHIIT)8) I51

@SRR002325.3 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT 0003:2:1:874:773 length—36
GGTCGGTTCCTTCCTTTTTTGCCTAGATTTTATGTA

+SRR002325.3 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT_0003:2:1:874:773 length=36
T+ TITITIFTITOIITITHIIT)8) 151

@SRR002325.4 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT _0003:2:1:876:756 length—36
GGAAAGTTCTTACATCTTGCGACTCATGAAATATTT

+SRR002325.4 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT 0003:2:1:876:756 length—36
I+ ITTIFIITOIIIITHIII)S) 151

@SRR002325.5 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT _0003:2:1:893:816 length—36
GAAAGCGCTCAAGCTCAACACCCATCACCTAAAAAA

1 SRR002325.5 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT_ 0003:2:1:893:816 length=36
LI+ ITTIFTITOIIITHII)S) 151

@SRR002325.6 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT _0003:2:1:875:565 length—36
TGTTAATCTTCTGTCTTGTTTATCTTTGCAATATTG

+SRR002325.6 080317 CM-KID-LIV-2-REPEAT_ 0003:2:1:875:565 length=36
T+ TITITIFTITOIITITHIIT)8) I51
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