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Abstract. The study of the biotechnological potential of a biological system now benefits
from the latest development of large-scale sequencing platforms for DNA and RNA that can
interrogate and give an insight into the complexity of a biological system. In addition, gene
expression analysis is no longer limited to a known set of RNA transcripts, but extends to
the sequencing of the total RNA. Therefore, this project has developed a software module
that remove the occurrence of manual errors and improves the search for genes in
transcriptomic and metagenomic databases.

Resumo. O estudo do potencial biotecnologico de um sistema biologico, hoje se beneficia
do recente desenvolvimento de plataformas de sequenciamento em larga escala de DNA e
RNA em que se pode interrogar e se obter uma visdo ampla da complexidade de um
sistema biologico. Além disso, a andlise da expressdo génica ndo se limita mais a um
conjunto conhecido de RNA transcritos, mas estende-se ao sequenciamento do RNA total.
Assim sendo, o presente projeto desenvolveu um modulo de sofiware que possibilita a
eliminagdo da ocorréncia de erros manuais e a automatizag¢do da busca de genes em bases
de dados de metagenomica e transcriptomica.

1. Introduciao

Na busca por novos genes em bases de dados de metagendmica e transcriptomica, o
pesquisador parte muitas vezes de padrdes de genes semelhantes existentes em organismos
proximos. Quando ndo se conhece genes semelhantes, o pesquisador parte de padrdes
conhecidos de sequéncias de aminoacidos, tais como peptideos de sinal, para identificar e
mapear vias metabdlicas comuns no novo organismo estudado. A tradugéo reversa (Figura
1), conversdo de aminoacidos em respectivos possiveis nucleotideos em cada posi¢do de
codon, quando feita de forma manual pode incorrer em diversos erros causando, portanto
uma busca por genes equivocados. Um modulo de software que realize a tradugdo reversa
de forma automdtica pode auxiliar o pesquisador na eliminagdo de tarefas manuais e
consequentemente na reducdo de erros na busca por genes.
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Figura 1. Relacdo de cédons de RNA para tradugio e tradugao reversa

2. Referencial Tedrico
Segundo Prosdocimi (2007, p.39):

A molécula de DNA (Deoxyribonucleic Acid - Acido Desoxirribonucleico) é
estatica e esta presente, com a mesma constitui¢do, em todas as células do
organismo. A decifragdo desse conteido estatico de DNA ¢ tarefa da gendmica.
Ja o conteido de RNA (Ribonucleic Acid - Acido Ribonucleico) de uma
determinada célula depende do tempo e das condigdes a qual ela esta sendo
submetida. O transcriptoma mede a parte do genoma que esta sendo utilizada em
um determinado momento. E essa parte do genoma expresso € diferente para cada
tipo celular. Existem genes que sdo expressos apenas na pele, outros no cérebro e
alguns nos ossos. Alguns genes s@o ainda mais expressos quando a célula esta
submetida a um choque térmico, a restrigdo caldrica ou a falta de oxigénio.
Enquanto o genoma ¢ apenas um, existem varios transcriptomas possiveis para
uma mesma espécie.

Que pondera ainda a complementaridade entre as analises de genoma e de
transcriptoma na solugéo de questdes especificas. Ainda de acordo com Malkaram, Hassan
e Zempleni (2012, p. 658):

Historicamente, a quantificagio de mRNA (RNA mensageiro) tem estado na
vanguarda da transcriptomica. Mais recentemente RNA pequenos, como micro
RNA e RNA néo-codificante, t€ém atraido consideravel atengdo. Microarrays e
sequenciadores de ultima geragdo sfo as tecnologias analiticas primarias na
investigagdo de transcriptdmica; os usuarios podem utilizar-se de varias
plataformas de analise. A tecnologia de microarray é madura e bem estabelecida.
No entanto, existem algumas dificuldades com a andlise de dados e a
reprodutibilidade dos resultados, especialmente no contexto de pesquisa
nutricional, devido a natureza complexa das relagdes entre os nutrientes e os
genes-alvo. O perfil de transcrigdo utilizando em microarrays tem sido utilizado
para identificar alvos celulares para muitos macronutrientes e micronutrientes, e
também para caracterizar diferengas de expressdo de genes em diferentes
condig¢des nutricionais.
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3. Material e Métodos

As sequéncias de RNA ou reads foram obtidas pela plataforma 454 Roche GS FLX —
Titanium do Centro de Genomica de Alto Desempenho do Distrito Federal, consorcio
formado pela UCB/UnB/Embrapa/PCDF/GDF. No total foram obtidas 940.000 leituras de
sequéncia pelo método NGS (Next Generation Sequencing — Sequenciamento de Nova
Geragdo) para o transcriptoma de Phyllomedusa distincta.

3.1. Computador e Sistema Operacional

Foi utilizado um computador do tipo PC, processador Intel® Pentium com 500GB de disco
rigido e 4GB de memdria RAM. O sistema operacional utilizado foi o Ubuntu versdo
12.10.

3.2. Linguagens de Programacio

Para processar os dados de sequenciamento e andlises de RNA foram desenvolvidos
modulos de software para Bioinformatica. As linguagens utilizadas foram Perl e Bash. Perl
("Practical Extraction And Report Language') ¢ uma linguagem de programacao estavel e
multiplataforma usada em diversos setores da industria de software. Perl é uma das
linguagens especialmente versateis no processamento de cadeias (strings), manipulagdo de

texto e na busca da ocorréncia de padrdes, implementado através de expressdes regulares
[Till 1996].

4. Resultados e Discussao

No processo de busca de genes em novos organismos, parte-se usualmente de padroes pré-
existentes conhecidos, tais como genes que geram inibidores de protease, dermaseptinas,
dermacisteinas, bradicininas, etc. Para em seguida partir para uma identificagdo de formas
semelhantes ou novas. Para tanto, o pesquisador utiliza sequéncias de aminoécidos que
compdem os peptideos e em seguida realiza uma tradug@o reversa manual dos mesmos para
seus equivalentes nucleotideos. A tradugdo reversa, quando feita de forma manual, esta
sujeita a ocorréncia de erros humanos na conversio dos aminoacidos para os cddons
(Tabela 1). Foi desenvolvido um script em PERL que automatiza essa conversdo (Tabela
2).

Tabela 1 — Exemplos de genes conhecidos, tradug6es reversas com e sem erros e

proteinas excretadas

Nome Traducio reversa automatizada| Traducio reversa com erros | Aminoacidos
manuais

Inibidor de ACXTACCCXAACGAGTGCCT ACXTACACXAACGAGTGX TYPNECLL

IProtease
Dermatoxina |GGXCTXCTXTGXGGXATACT |GGXCTXCTXTGXGTXATACTX |GLLSGILN
AAC
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Tabela 2 — Trecho de cédigo fonte de script em Perl para tradugéo reversa

1 sub COMBINA {
2 if ($exec!=0){if ($Snumero==0) {Sarray[$numero]-++;

3 if ($array[$numero]>$codons[$numero]) { while ($array[$numero]>$codons[$numero]){
4 $array[$numero]=0;

5 $numero++;

6 if ($numero>$salva){$numero=0;}

7 $array[$numero]++;}

3 while ($numero>$salva){

9 $numero=0;

10 $array[$numero]++;

11 if ($array[ $numero]>$codons[$numero]) {

12 $array[$numero]=0;} $numero++;}

13 telse {$Snumero-+t;

14 while ($numero>$salva){$numero=0;

15 $array[$numero]++;

16 if ($array[$numero]>$codons[$numero]){$array[$numero]=0;}
17 $numero++;} } $numero=1;} }

5. Consideracoes Finais e Trabalhos Futuros

Pesquisadores frequentemente executam tarefas manuais de traducdo reversa de padrdes
conhecidos de aminodcidos para mapear vias metabdlicas conhecidas em novos
organismos. Erros podem ocorrer com frequéncia na tradugdo reversa, com isso, foi
identificado o processo de traducdo reversa e construido um software que automatiza essa
tarefa, facilitando o estudo de novos organismos e a busca por novos genes. Concluimos
que a utilizagdo de uma ferramenta para execucdo desta tarefa acaba se tornando essencial
para um pesquisador evitar trabalhos exaustivos e ocorréncia de erros manuais.

Como continuagdo do trabalho pretende-se criar uma banco de dados NoSQL (Not
Only SQL — Nao apenas SQL) baseado em grafos com o mapeamento dos genes
descobertos da Phyllomedusa distincta e dos padrdes pré-existentes conhecidos a priori,
tais como genes que geram inibidores de protease, dermaseptinas, dermacisteinas,
bradicininas, etc.
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