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RESUMO

Genes e proteinas sado de grande importancia biolégica para a compreenséo de
processos bioquimicos e requerem nomes consistentes. Existem diversas diretrizes
para nomenclatura de genes, mas elas nao séo rigorosamente aplicadas a atribuicao
de nomes aos genes recém-identificados, gerando assim, inumeras maneiras de
nomear um mesmo gene. Este trabalho tem o objetivo de detectar e minimizar a
redundancia e a inconsisténcia de dados para colaborar com a identificagéo correta
de genes. Para isso foram utilizadas técnicas de Inteligéncia Artificial para identificar
os sinbénimos realizando um estudo dirigido a dez experimentos distintos. Para
selecionar os dados dos experimentos foi construido um banco de dados relacional
para armazenar as informagcdes constantes na base NR do NCBI e as informacgdes
identificadas neste estudo. Os dados do experimento foram minerados através das
técnicas de mapas auto-organizaveis de Kohonen. A Rede SOM de Kohonen foi
aplicada para exprimir as relagdes de similaridade entre os dados. Para identificagao
dos agrupamentos gerados pela rede SOM foi utilizada a técnica denominada
Matriz-U. As informagdes resultantes deste trabalho permitem inferir os sinbnimos
dos genes, identificar provaveis nomes para genes nomeados como hipotéticos e
apontar possiveis erros de anotagao.

Palavras-chave: nomenclatura genes, agrupamento genes, Kohonen, Matriz-U,
SOM.



ABSTRACT

Genes and proteins are of great biological importance for the understanding of bio-
chemical processes and require consistent names. There are several guidelines for
naming genes, but they are not strictly applied to the naming of the newly identified
genes, thus generating many ways of naming the same gene. This work aims to
minimize redundancy and inconsistency of data to work with the correct identification
of genes. For that were used Artificial Intelligence techniques to identify synonyms
conducting a study aimed at ten different experiments. To select the data for the
experiments was built a relational database to store the information in the base of the
NCBI NR and information identified in this study. The experimental data were mined
through the techniques of self-organizing maps of Kohonen. The Kohonen SOM was
applied to express the similarity relations between the data. To identify clusters
generated by SOM was used a technique called U-Matrix. The information resulting
from this work allow us to infer the synonyms of genes, identify potential names for

appointment as hypothetical genes and to identify possible annotation errors.

Keywords: genes nomenclature, genes clustering, Kohonen, U-Matrix, SOM.
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1 INTRODUGAO

A preocupagdo com uma nomenclatura para genes existe desde que se
iniciaram as anotagdes génicas, ainda na época de Gregor Mendel na década de
1860.

Na década de 1960 comecaram a ser estudados os primeiros problemas
relacionados com a nomenclatura de gene, mesmo quando ainda eram poucos 0s
genes humanos identificados (POVEY, et al., 2001) (WAIN, et al., 2002).

Varios esforgos foram desenvolvidos para convencionar a nomenclatura de
genes e proteinas: UniProt para a nomenclatura de proteinas (CONSORTIUM,
2009), HGNC(HUGO Gene Nomenclature Committee) comité de nomenclatura para
genes humanos (EYRE, et al. 2006), DEMEREC e colaboradores (1966) sugeriram
uma nomenclatura para genes bacterianos. Ainda existem diversas outras bases de
dados de organismo modelo que orientam sobre a nomenclatura desses genes
(DWIGTH, et al., 2004) (DRYSDALE, et al., 2005) (BULT, et al., 2008) (DWINELL, et
al., 2009), como por exemplo o Flybase, que orienta a nomenclatura para genes da
Drosophila.

Apesar de existirem, essas diretrizes de nhomenclatura ndo sao rigorosamente
aplicadas a atribuicdo de nomes aos genes recém-identificados, ou seja, todo
pesquisador é livre para definir e atribuir o nome que achar mais adequado
(FUNDEL e ZIMMER, 2006). Como resultado, pode haver inumeras maneiras (nome
completo, simbolo, sinbnimo) de descrever o mesmo gene (PILLET, et al., 2004).

Atualmente, € comum encontrar genes com a mesma fungdo e nomes
diferentes ou variagées de um nome para o mesmo gene (TSURUOKA, et al., 2007),
fazendo assim, com que haja duvidas e confusbes em adotar um nome para anotar
um novo gene. Uma maneira de minimizar o problema de nomenclatura de genes é
a identificagdo dos sinbnimos desses, ou seja, agrupar as diversas formas que um
nome de gene esta anotado.

A partir de 1995, com o surgimento de sequenciadores automaticos de DNA,
houve um aumento exponencial no numero de sequéncias génicas, o que implicou
no surgimento de grandes bases de dados publicas para armazenar informagdes
biolégicas (PROSDOCIMI, et al., 2003). Também foi necessaria a concepgao de
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ferramentas computacionais que auxiliassem no processo de andlise dessa grande
massa de dados.

Um numero cada vez maior de genes é identificado a cada dia e sé&o
armazenados em diversos bancos de dados publicos, tornando ainda mais
indispensavel uma uniformizagdo na nomenclatura génica (SPLENDORE, 2005).

Com a identificagdo dos sinbnimos dos genes havera uma melhora na
documentagao das sequéncias génicas depositadas nos bancos de dados publicos e
isso facilitara os processos de analise de dados e anotagdes (principalmente as

automaticas) de novas sequéncias génicas.

1.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desse estudo € minimizar a redundancia e a inconsisténcia de
dados para colaborar com a identificacdo correta de genes. Para isso foi utilizada
técnica de Inteligéncia Artificial, mais especificamente a técnica de Rede Neural
Artificial denominada SOM (Self-Organizing Maps) para identificar os sinénimos dos
nomes dos genes através de agrupamentos. Foram realizados dez experimentos
distintos para verificar a eficiéncia do algoritmo SOM na identificagdo de sinGnimos

de genes.

1.1.1 Estratégias utilizadas

1. Analisar a estrutura do arquivo NR (Non-Redundant Data Base)

disponibilizado pelo NCBI;

2. Criar um banco de dados relacional que integre as informagdes disponiveis
no banco de dados NR do NCBI e as informacdes sobre os sinbnimos dos
genes adquiridas no decorrer da mineracdo de dados realizada neste

trabalho;
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3. Aplicar técnica de agrupamento para identificar os sinbnimos dos nomes dos
genes, baseado nos resultados obtidos com os alinhamentos de sequéncias

de aminoacidos e na estrutura sintatica dos nomes dos genes;

4. Desenvolver um script para interpretar automaticamente o formato do arquivo
NR do NCBI para que as informagdes contidas nele possam ser armazenadas
no banco de dados de forma automatica;

5. Propor mecanismo de mineracado de dados para a analise e interpretacado dos

dados;

6. Realizar experimentos com a Rede Som de Kohonen e aplicar uma técnica de
visualizagao, para identificar e analisar os grupos obtidos de tal forma que se

consiga inferir se 0os genes pertencentes ao mesmo grupo sao sindnimos.

Estas seis estratégias sdo necessarias para que a metodologia possa ser

desenvolvida e os experimentos possam ser realizados de forma automatica.

1.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

Genes e proteinas sdo importantes para compreensdo da estrutura e
funcionalidade genética dos organismos. A atribuicdo de nomes significativos e

consistentes a eles € um requisito importante.

Wain et al. (2002) e Demerec et al. (1966) estabeleceram diretrizes de
nomenclatura para nomear os genes recém-identificados, mas estas ainda sao

pouco aplicadas.

Atualmente ha um aumento exponencial do sequenciamento de novos
organismos e a tendéncia € aumentar ainda mais devido ao barateamento do

processo e da importancia de novas descobertas.



19

Considerando que:

1. N&o ha nenhum estudo de agrupamento de genes que incorpore todos os
dados do Banco de Dados NR, que € uma base de dados importante e
utilizada para pesquisa através do Blast;

2. Nenhum estudo analisa a presenga de genes hipotéticos nos
agrupamentos;

3. Nenhum estudo aponta divergéncias entre os nomes dos genes que

podem indicar erros de anotagao.

Baseado nos trés itens descritos, considerando a importancia do tema estudado
e com o objetivo de colaborar com uma anotagdo automatica mais consistente, &

que a proposta da metodologia desenvolvida neste trabalho foi idealizada.

1.3 ORGANIZAGAO DA DISSERTAGAO

O presente trabalho esta organizado em cinco segbdes da seguinte forma,
seguindo as diretivas da Universidade Federal do Parana:

Capitulo 1: introdugéo, objetivos e organizacéo da dissertagao;

Capitulo 2: levantamento do tema e revisdo bibliografica dos métodos para o
desenvolvimento deste trabalho;

Capitulo 3: descrigao da metodologia para desenvolvimento do trabalho;
Capitulo 4: resultados obtidos e discussoes;
Capitulo 5: conclusdes do estudo desenvolvido;

Capitulo 6: recomendacdes para trabalhos futuros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONCEITOS BIOLOGICOS

2.1.1 Nomenclatura de genes

Existem diversos comités de nomenclatura de genes que tém a fungdo de
assegurar que cada gene tenha um nome e simbolo Unicos que sejam usados de

forma consistente na literatura cientifica.

Entre esses diversos comités de nomenclatura podemos citar o CGSC (Coli
Genetic Stock Center), HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee), FlyBase é o
comité de nomenclatura para genomas da Drosophila que mantém um banco de
dados curado de genes e genomas (MCQUILTON, et al, 2011) e o CGD
(Saccharomyces Genome Database) € uma base de dados com informacgdes
gendmicas e bioldgicas para os genes de S. cerevisiae mantido e atualizado por
curadores (CHRISTIE, et al., 2004).

O CGSC é um comité de nomenclatura para os genes de Eschirischia Coli; um
banco de dados é mantido por eles contendo informagdes sobre os nomes dos
genes, sinbnimos, propriedades, posicao do mapa de genes, informagdes sobre o
produto do gene, informagdes sobre mutagdes especificas e referéncias a literatura
primaria (BERLYN e LETOVSKY, 1992). Em 1966 DEMEREC e colaboradores
sugeriram uma normatizagao para os genes bacterianos. A FIGURA 1 apresenta um
esquema de como devem ser escritos estes nomes de acordo com a regra
apresentada. O CGSC utiliza hoje (em fevereiro de 2012) esta normatizagao
sugerida por DEMEREC et al. em 1966.
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rec)
recN
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FIGURA 1 - COMPOSIGCAO DA NOMENCLATURA DE GENE BACTERIANO SEGUNDO DEMEREC.
FONTE: Adaptado de (DEMEREC, et al.., 1966)

O nome do gene deve ser composto de trés letras minusculas (que trazem
informacé&o sobre a fungdo do gene), seguido de uma letra maiuscula (para distinguir
diferentes genes com a mesma fung¢ao) e deve ser escrito em italico para definir que
€ um gene ou nao italico para definir que € uma proteina. Um bom exemplo da
nomenclatura empregada corretamente, sdo os genes envolvidos na recombinagao
homdloga e reparo do DNA como, por exemplo, os genes recA e recB.

O HGNC que é um comité de nomenclatura para genes humanos, atribui
simbolos unicos para mais de 32.000 nomes de genes, dos quais mais de 19.000
sdo codificadores de proteinas. O genenames.org € um repositoério on-line com
curadoria de nomenclatura e contém links para informagdo gendmica, protedbmica e
fenotipica, bem como péaginas da familia de cada gene (POVEY, et al., 2001). A
FIGURA 2 mostra um esquema de como deve ser escrito o nome de um gene
humano de acordo com o HGNC.
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Genes humanos Nome
(para genes cuja fungdo é conhecida) Oﬁcia |

Trazerinformacdo
sobreafuncio

—

Trazerinformagdo
sobrerelacdo
com outros genes
damesma familia
e -’

FIGURA 2 - COMPOSICAO DA NOMENCLATURA PARA GENES HUMANOS SEGUNDO HGNC.
FONTE: Adaptado de (EYRE, et al., 2006)

O nome do gene deve ser curto, deve trazer alguma informagdo sobre a
funcdo do gene e deve trazer alguma informagéo sobre a relagdo com outros genes
da mesma familia. Esta forma é bem semelhante a apresentada por DEMEREC e
colaboradores.

2.1.2 Sinénimos de genes — Trabalhos correlatos

Uma maneira de identificar a diversidade de nomes que se referem ao mesmo
gene é através da sinonimia. Além dos comités de nomenclatura que asseguram um
nome unico e apontam seus sindnimos com acuracia ha trabalhos que visam
abranger um maior numero de nomes de genes se dedicando apenas ao estudo dos
sinbnimos de genes.

Em 2004 PILLET e colaboradores construiram um BD de sinénimos
denominado GPSDB' (Gene and Protein Synonyms DataBase). Este banco abrange

14 organismos modelo das seguintes bases de dados: LocusLink? e Swiss-Pro® para

" www.gpsdb.expasy.org
2 www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink

® www.expasy.org



23

multiespécies; GDB (PEARSON, 1991), HGNC* e OMIM® para genes humanos;
MGD® para Mouse; RGD’ e Ratmap® para Rat; Flybase® para Drosophila; SGD™
para Saccharomyces cerevisiae; TAIR" para Arabidopsis thaliana; WormBase '
para Caenorhabditis elegans; SubtiList (MOSZER, et al., 2002) para Bacillus subtilis;
e EcoGene" para Escherichia coli; para agrupar os sindnimos foram fundidas todas
as entradas destes bancos de dados que eram relativas a um mesmo gene.
Utilizaram o processo de normalizagdo de nomes de genes e retirada de palavras
irrelevantes através do uso de expressdo regular, com foco em genes que
codificavam alguma proteina e formaram assim, um banco de dados com 532.970
sinbnimos que representam 319.386 proteinas.

Outro estudo desenvolvido foi o BioThesaurus (LIU, et al., 2006), que é um
sistema web que reune informacdes de 13 fontes de dados distintas: UniProt,
incluindo Swiss-Prot, TFTEMBL e PIR-PSD; NCBI™ incluindo Entrez Gene, RefSeq e
GenPept; banco de dados de organismos modelo incluindo MGD, SGD, RGD,
FlyBase e WormBase; outras bases de dados como o HGNC, EC enzyme
nomenclature’ e OMIM database of human genes and genetic disorders. O
processo para a formacao do banco de dados de sinbnimos consiste em um filtro de
nomes que foram considerados inconsistentes (por exemplo: hypothetical protein,
putative protein, novel protein) por um curador. Uma normalizagdo de nomes foi
realizada a fim de agrupar nomes com variantes textuais, de pontuagao ou variantes
sintaticas. Seu banco de dados é composto por 7.144.420 de sindbnimos que

representam 2.869.972 de nomes de genes distintos.

* www.genenames.org

° www .ncbi.nim.nih.gov/omim
6 www.informatics.jax.org

" www.rgd.mcw.edu/wg/home
® www.ratmap.gen.gu.se

® www flybase.org

' www.yeastgenome.org

" www.arabidopsis.org

' www.wormbase.org

¥ www.ecogene.org

" www.ncbi.nlm.nih.gov/

> www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme
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CD-HIT"® & um software que gera agrupamentos levando em consideracao os
alinhamentos das sequéncias génicas. Ele aponta uma sequéncia representativa do
grupo, que é obtida através do alinhamento da maior sequéncia com a menor
sequéncia contidas no mesmo grupo. Os dados de entrada do algoritmo devem
estar no formato FASTA'" e um valor de identidade deve ser informado, que ira
servir como linha de corte para os agrupamentos (LI, JAROSZEWSKI e GODZIK,
2002) (LI, et al., 2010).

2.1.3 Normalizagdo dos nomes de genes

Um dos grandes obstaculos que impedem o uso efetivo de um dicionario de
sinbnimos € o problema de variagdo dos nomes. TSURUOKA e colaboradores
(2007) descrevem alguns tipos de variagbes de termos que podem ocorrer nos

nomes dos genes, como por exemplo, a ortografia e a morfologia (QUADRO 1).

TIPO DA VARIAGAO DO TERMO EXEMPLO

IL2

Ortograficas IL-2

. GHF-1 transcriptional factor

Morfoldgicas GHF-1 transcription factor
Synapsin lll

Romano/arabico Synapsin 3

_ IL-2

Acrénimo/nome completo interleukin-2
Zfp580

Palavras extras Zfp580 protein

Ah receptor
Palavra entre parénteses Ah (dioxin) receptor

QUADRO 1 - ALGUNS TIPOS DE VARIACAO DE TERMOS QUE PODEM OCORRER NOS NOMES
DOS GENES.

FONTE: Adaptado de (TSURUOKA, et al., 2007)

16 www.cd-hit.org/

' Formato onde uma sequéncia comega com uma descricdo de uma unica linha, seguida por
linhas de dados de sequéncia génica.
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FANG e colaboradores (2006) sugerem que uma das maneiras de minimizar
estes problemas é a normalizacdao dos termos que minimiza as variagbes que
podem ocorrer nos nomes dos genes, diminuindo a variabilidade dos termos e
facilitando a construgdo de um dicionario de sinbnimos (TSURUOKA, MCNAUGHT e
ANANIADOU, 2008). O método de normalizagdo proposto por eles consiste em
retirar hifens e parénteses dos nomes dos genes, espagos em branco e remover

todo tipo de pontuacao.

2.1.4 Banco de dados e ferramentas de Bioinformatica

Com o surgimento de sequenciadores automaticos além de grandes bases de
dados publicas, foram necessarias ferramentas que auxiliassem as analises desse
grande volume de dados (PROSDOCIMI, et al., 2003).

A identificacdo de similaridade de sequéncias génicas € uma tarefa das mais
utiizadas em bioinformatica (CAMACHO, et al., 2009). A ferramenta Blast
(ALTSCHUL, et al., 1990) (ALTSCHUL e GISH, 1990) (JOHNSON, et al., 2008) (YE,
MCGINNIS e MADDEN, 2006) é utilizada para realizar alinhamentos entre
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos e fornece resultados estatisticos dos

alinhamentos realizados.

Blast € uma das ferramentas mais utilizadas na area de bioinformatica para
busca de similaridade. Os alinhamentos sdo realizados entre uma sequéncia de
consulta chamada de query, contra diversas sequéncias de um banco de dados que
sdo denominadas sequéncias subject, fornecendo informagdes estatisticas sobre
cada alinhamento realizado (CAMACHO, et al., 2009).

Blast conta com diversos subprogramas, dentre eles o BlastP que compara
uma sequéncia de aminoacido (query) contra um banco de sequéncias de proteinas
(subject). A partir dos alinhamentos realizados podem ser identificadas semelhangas

entre os genes.

Um dos bancos de dados mais utilizados para realizar alinhamentos de
sequéncias é o NR (Non-Redundant Data Base), que é uma base de dados néao-

redundante de sequéncias protéicas, distribuido e mantido pelo NCBI (NCBI, 2011).
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Ele incorpora sequéncias idénticas de diversos bancos de dados conforme mostra o

QUADRO 2.

Banco de dados de origem

Sintaxe do identificador

GenBank

gb | accession | locus

EMBL Data Library

emb | accession | locus

DDBJ dbj | accession | locus
NBRF PIR pir || entry
Protein Research Foundation prf || name

SWISS-PROT

sp | accession | entry name

Brookhaven Protein Data Bank

pdb | entry | chain

Patents

pat | country | number

Genlnfo Backbone Id ®

bbs | number

General database identifier '°

gnl | database | identifier

NCBI Reference Sequence

ref | accession | locus

Local Sequence identifier

Icl | identifier

QUADRO 2 - SINTAXE PARA OS DIFERENTES BANCOS DE DADOS INCORPORADOS AO NR.

FONTE: http://www.ncbi.nim.nih.gov

Neste quadro esta disponivel a sintaxe de cada identificador dos diferentes

bancos de dados que sao incorporados no NR.

A FIGURA 3 apesenta um trecho do arquivo NR disponibilizado pelo NCBI,

onde é possivel identificar as diferentes sintaxes que s&o agrupadas em um unico

ntmero de GI %

(Genelnfo Identifiers).

'® Entradas antigas criadas manualmente a partir de jornal-scan.

'¥ Geralmente utilizado para bancos de dados locais personalizados.
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gi|15674171f|ref|NP 268346.1 |30S riboéomal otein S18
[[Lactococcus lactis subsp. lactis T11403]}gi[116513137|ref|YP_
812044.1| 30S ribosomal protein S18 [Lactococcus lactis subsp.
cremoris SKI11] gi|125625229|ref|YP 001033712.1| 30S ribosomal
protein S18 [Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363] gi|
281492845|ref|YP_003354825.1| 50S ribosomal protein S18P
[Lactococcus lactis subsp. lactis KF147] gi|13878750|sp|Q9CDNO.1
|[RS18 LACLA RecName: Full=30S ribosomal protein S18 gi|122939895
|sp|Q02VU1.1|RS18 LACLS RecName: Full=30S ribosomal protein

S18 gi|166220956|sp|A2RNZ2.1|RS18 LACLM RecName: Full=30S
ribosomal protein S18 gi|12725253|gb|AAK06287.1|AE006448 5 30S
ribosomal protein S18 [Lactococcus lactis subsp. lactis I11403]
gi|116108791|gb|ABJ73931.1| SSU ribosomal protein S18P
[Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11] gi|124494037
|emb|CAL99037.1| 30S ribosomal protein S18 [Lactococcus lactis
subsp. cremoris MG1363] gi|281376497|gb|ADA65983.1| SSU ribosomal
protein S18P [Lactococcus lactis subsp. lactis KF147] gi]
300072039|gb|ADJ61439.1| 30S ribosomal protein S18 [Lactococcus
lactis subsp. cremoris Nz9000]
MAQORRGGFKRRKKVDFIAANKIEVVDYKDTELLKRFISERGKILPRRVTIGTSAKNORKVVNATIK

RARVMALLPFVAED a i > .
N—Q Sequéncia proteina comum a todos os genes/organismos
referidos acima

FIGURA 3 - TRECHO DO ARQUIVO NR REFERENTE AO GENE 30S RIBOSSOMAL PROTEIN S18,
DIPONIBILIZADO PELO NCBI.

FONTE: Adaptado de (TAO, 2011)

Para que as sequéncias sejam incorporadas em um registro de Gl unico, elas
devem ter o mesmo comprimento e cada aminoacido deve manter-se na mesma
posicéo (TAO, 2011).

2.2 CONCEITOS COMPUTACIONAIS

2.2.1 Agrupamento de dados

Todo o processo de agrupamento de dados passa por diversas etapas que se
inicia no pré-processamento dos dados até chegar a interpretacdo dos resultados
obtidos com os agrupamentos (BATISTAKIS, HALKIDI e VAZIRGIANNIS, 2001). Os
passos basicos para desenvolver um processo de agrupamento sdo apresentados
na FIGURA 4.

% Gl é uma numeragao Unica que identifica a combinagdo de uma determinada sequéncia de
aminoacido com o nome de um gene no NR.
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FIGURA 4 - ETAPAS DO PROCESSO DE AGRUPAMENTO DE DADOS.
FONTE: Adaptado de (BATISTAKIS, HALKIDI E VAZIRGIANNIS, 2001)

Segundo FAYYAD (1996) o processo de KDD (Knowledge-Discovery in
Databases) em geral pode ser resumido da sequinte forma:

e Pré-processamento: O objetivo ¢é selecionar adequadamente as
caracteristicas que descrevem um objeto e serdo executadas de modo que
codifiquem informagdes sobre uma tarefa de nosso interesse.

e Selecao dos algoritmos de agrupamento: Esta etapa refere-se a escolha
de um algoritmo que resulte em um bom esquema de agrupamento.

o Validagao dos resultados: os resultados dos algoritmos de agrupamento sao
verificados através de critérios e técnicas apropriadas. Podem-se utilizar trés
tipos de medidas para avaliar os resultados de um agrupamento: as internas,
que visam avaliar os grupos entre si; as externas, que comparam O

agrupamento obtido com um ja conhecido; e as relativas, que comparam os
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resultados de diversos algoritmos com o objetivo de selecionar aquele que
obteve melhor desempenho (TAN, STEINBACH e KUMAR, 2006).

¢ Interpretacao: existem casos em que os especialistas na area de aplicagao
adicionam outras evidéncias experimentais e analise aos resultados obtidos

com os agrupamentos, a fim de chegar a conclusao correta.

2.2.2 Selecgao de caracteristicas

A extracdo de caracteristica pode ser entendida como a extracdo de qualquer
medida util no processo de identificacdo de um padréo. Segundo SOUZA (1999) as
caracteristicas podem ser simbdlicas, numéricas ou ambas, podendo ser variaveis
continuas ou discretas.

A extracao de caracteristicas é considerada uma importante etapa na fase do pré-
processamento dos dados. Duas abordagens, segundo SEWEL (2007), podem ser
utilizadas para a selecao de caracteristicas:

e Forward Selection: Inicia-se sem nenhuma variavel e vai adicionando uma a
uma e em cada etapa de adi¢ao, o erro é diminuido. Este processo deve ser
repetido até que qualquer nova adicdo ndo diminua o erro de forma
significativa.

e Backward Selection: é o oposto do Forward Selection. Inicia-se o processo
com todas as variaveis, devendo remové-las uma a uma. A cada remocao o erro é
diminuido até ser estabilizado de forma que a qualquer nova remocido o erro
aumente de forma significativa.

A literatura ainda apresenta diversas formas e discussdes sobre a extracao de
caracteristica:

e KIRA e RENDELL (1992) descreveram a selecéo de caracteristicas através
de um algoritmo estatistico;

e Meétodos flutuantes de pesquisa em selecdo de caracteristicas foram
descritos por PUDIL, NOVOVICOVA e KITTLER (1994);

e Um método para selegcdo de subconjuntos de caracteristicas baseado na
Teoria da Informacgéo foi o estudo de KOLLER e SAHAMI (1996);

e JOHN, KOHAVI e PFLEGER (1994) abordaram o problema das
caracteristicas irrelevantes na sele¢cao das caracteristicas.
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2.2.3 Redes Neurais Artificiais (RNAs)

Redes Neurais Atrtificiais sdo sistemas computacionais que foram inspirados na
estrutura, no método de processamento e na habilidade de aprendizado de um
cérebro bioldgico (CYBENKO, 1996).

FAUSSET (1994) diz que uma rede neural artificial € um sistema de
processamento de informagdes que tém caracteristicas em comum com uma rede

neural bioldgica, a FIGURA 5 representa um neurdnio biologico segundo FAUSETT.

Axonio proveniente
de outro neurdnio

ol

Dendritos

Dendrito de
outro neurémo

ye \

A

Conexéo
smaptica

!

Axdnio

Conexiio /

smapfica
Dendrito e —— ™

outro neurdnio

Axomio proveniente
de outro neurdnio

FIGURA 5 - O NEURONIO BIOLOGICO.
FONTE: Adaptado de (FAUSETT, 1994)

O neurbnio € uma unidade de processamento de informagao fundamental
para as operagbes em uma rede neural (HAYKIN, 1994). A FIGURA 6 mostra um
modelo de neurbnio artificial, baseado no neurénio biolégico, que € a base das redes

neurais artificiais.
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FIGURA 6 - MODELO DE UM NEURONIO ARTIFICIAL.
FONTE: Adaptado de (HAYKIN, 1994)

Do ponto de vista da neurociéncia o aprendizado ocorre através das
alteracbes estruturais sinapticas entre os neurbnios. Essas alteracdes podem ser
realizadas de diversas formas, o0 que acaba gerando diversos tipos de aprendizagem
(BASTOS, 2007).

Do ponto de vista da Inteligéncia Artificial, uma das caracteristicas mais
importante das redes neurais € a capacidade de aprendizado, onde a cada nova
iteracdo, ha uma melhora de desempenho no resultado final.

O QUADRO 3 apresenta formas de se agrupar as redes neurais de acordo
com as caracteristicas em fungado do paradigma (aprendizagem supervisionada, néo
supervisionada ou hibrida), regras de aprendizagem utilizadas, a arquitetura da rede,
o algoritmo de aprendizagem e a tarefa para qual cada uma se propdem (NIEVOLA,
2004).

Este trabalho ndo discute de forma extensa cada uma delas, apenas
apresenta uma visao geral dos pontos fundamentais de uma RNA.
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Paradigma

Regra de
Aprendizagem

Arquitetura

Algoritmo de
Aprendizagem

Tarefa

Perceptron Algorltr_nos de Classificacdo
comuma aprendizagem ~
de padrdes
Corregao do camada do perceptron
com varias propagagao, ngoes,
camadas Adallng e predicao e
Madaline controle
Algoritmo de Classificagcéo
Boltzmann Recorrente aprendizagem de pa drég(;as
de Boltzmann P
o Anglise Andlise de
Supervisionada Hebb Multicamadas Discriminante da_d.os, ~
em avancgo i classificagao
inear ~
de padrdes
Categorizagao
Quantizacao em classes
Competitiva do vetor de internas,
aprendizagem compressao
Competitiva de dados
P Classificacao
de padroes,
Rede ART ARTMAP categorizagao
em classes
internas
Correcdodo | \ylticamadas | Projecdo de Analise de
erro em avango Sammon dados
Andlise da Andlise de
Em avango ou dados,
. componente ~
competitiva fincioal compressao
) Hebb princip de dados
Nao Aprendizagem Membria
associativa
. Categorizagéo,
Competitiva Quantizagao compressao
de vetores
» de dados
Competitiva L
SOM SOM Categorizagéo,
analise de
(Kohonen) (Kohonen) dados

QUADRO 3 - OS ALGORITMOS DE APRENDIZAGEM MAIS CONHECIDOS. (continua)
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Paradigma Regra de Arquitetura Algoritmo de | Tarefa
Aprendizagem Aprendizagem
Nao »
" Competitiva Rede ART ART1, ART2 | Categorizagdo
Supervisionado
Classificacao
Corregao de Algoritmo de de padrdes,
_ aproximacao
Hibrido erros e Rede RBF aprendizagem dpe fungégs,
competitiva RBF predicao,
controle

QUADRO 3 - OS ALGORITMOS DE APRENDIZAGEM MAIS CONHECIDOS.
FONTE: Adaptado de (JAIN, MAO e MOHIUDDIN, 1996)

Segundo HAYKIN (1994) define os paradigmas supervisionado, ndo supervisionado

e hibrido da seguinte forma:

2.2.4

No paradigma supervisionado € continuamente apresentada a rede conjuntos
de padrdes de entrada e seus respectivos padrdes de saida. Durante esta
etapa, a rede realiza uma adaptacao dos pesos das conexdes entre os dados
de processamento, até que o erro entre os padrbes de saida gerados pela
rede atinja um valor minimo satisfatério. E esperado que o sistema aprenda a
correlacionar de forma correta uma entrada com sua classe correspondente;
No paradigma nao supervisionado ndo ha a presengca de um professor
externo para supervisionar o processo de aprendizagem;

No aprendizado hibrido, s&o utilizados de forma conjunta, o paradigma
supervisionada e o nao supervisionado, onde a primeira camada de conexdes
é treinada de forma nao supervisionada e a segunda, de forma

supervisionada.

O mapa auto-organizavel de Kohonen

O objetivo principal de um SOM é mapear os dados de entrada de tamanho

arbitrario em um mapa uni ou bidimensional, realizando esta transformagao de forma
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adaptativa e de uma maneira ordenada topologicamente, ou seja, que padrdes de

entrada préximos devem ativar unidades de saida préximas no mapa gerado.

Ha também a possibilidade de um mapa ter mais de duas dimensionalidades,
porém nao sao tdo comuns (HAYKIN, 1994). A FIGURA 7 apresenta o modelo da
rede de Kohonen que é de natureza ndo supervisionada e competitiva, onde os
neurdnios da camada de saida competem entre si para permanecerem ativos, mas

apenas um neurénio fica ativo a cada vez.

Arranjo bidimensional de
Neurdnios pos sinapticos.

'. .". .
| | /
| ! Fi
| I F
| / /
/
/

Neuroniovencedor

> Feixe de conexgdes sinapticas

Entradas

FIGURA 7 - MODELO DE KOHONEN
FONTE: Adaptado de (HAYKIN, 1994)

Este modelo de Kohonen apresenta um arranjo bidimensional de unidades de

saida onde cada uma é conectada aos nds de entrada através de conexdes
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sinapticas, porém apenas um neurbnio sera ativado e considerado o vencedor. O

neurénio vencedor € denominado BMU (Best Matching Unit).

Segundo HAYKIN (1994) ha trés processos essenciais para a formagao de um

mapa auto-organizavel:

e Competicdo: os neurbnios da grade calculam valores para cada padrdo de
entrada, de acordo com uma fungao discriminante, que fornece a base para a
competicdo entre os neurdnios. O neurdnio que obtiver o maior valor da
funcao é declarado o neurdnio vencedor da competicao.

e Cooperagao: o neurdnio vencedor determina a localizagdo de uma vizinhanga
topoldgica de neurénios, fornecendo assim base para a cooperagao entre os
neurdnios vizinhos.

e Adaptacédo sinaptica: depois de determinado o neurbnio vencedor e a
vizinhanga topoldgica ocorre o processo de adaptagéo dos pesos sinapticos,
que consiste basicamente em fazer com que o neurdnio vencedor e seus
vizinhos se tornem mais especializados no reconhecimento do ultimo padrao

de entrada que foi apresentada a rede.

2.2.5 Interpretagcdao do mapa produzido pelo SOM

Para interpretar o conteldo de um mapa produzido pela rede SOM é
necessario utilizar técnicas especificas de visualizagao que auxiliem nessa tarefa.

Existem diversos métodos de visualizagao, entre eles, a visualizacdo do mapa
como uma grade elastica (HAYKIN, 1994), o mapa contextual que utiliza arranjos
bidimensionais e a Matriz-U (matriz de disténcia unificada). Este ultimo foi utilizado
neste trabalho e sera detalhado a seguir.

Agrupamentos sao uteis para identificar padrées nos dados (GUHA,
RASTOGI e SHIM, 1998). A Matriz-U é uma forma de identificar agrupamentos no
resultado gerado por um SOM.

A Matriz-U armazena as distancias entre os neurbnios adjacentes (ULTSCH,
1993), o que possibilita a geragdo de um mapa de duas dimensdes que pode ter
coloragdes distintas de acordo com os valores das distdncias entre os neurdnios

vizinhos do mapa. Deste modo, é possivel visualizar regides de proximidade que
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representam os grupos que foram formados, e também regides com maior distancia
entre os neurdnios, que representem as fronteiras entre esses grupos.

A FIGURA 8 mostra a esquerda a Matriz-U, onde podemos visualizar de
forma nitida trés agrupamentos e a direita visualizamos o mapa com seus

respectivos rétulos, que facilita a identificagdo dos dados contidos em cada grupo.

U-matrix

1.86 labels

L 11.04

(%]
>CAJ
[95]

0.218
(A) (B)

FIGURA 8 - EXEMPLO DE MATRIZ-U: (A) A MATRIZ-U, (B) MAPA COM ROTULOS.
FONTE: (FARIA, et al., 2010)

Outra forma de visualizagdo que auxilia na analise do resultado é através dos
hits de histograma (FIGURA 9), onde é possivel identificar qual parte do mapa

gerado apresentou maior quantidade de dados.
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FIGURA 9 - HITS DE HISTOGRAMA
FONTE: A autora (2012)

Um BMU é um neurbnio vencedor, escolhido através de uma medida de
distdncia, que representa um determinado vetor de dados, deste modo a
visualizagdo dos hits de histograma apresenta quantos dados foram mapeados em
cada unidade (neurdnio) do mapa (cada unidade do mapa pode ter um ou varios
dados).

2.2.6 Analise do mapa

KOHONEN (1995) diz que ha um mapa 6timo para um dado conjunto de dados
de entrada. Para avaliar a qualidade do mapa e do processo de aprendizagem duas
métricas de erro podem ser utilizadas:

e O erro de quantizacao: é a média do erro que corresponde a diferenca entre
um vetor de entrada (X;) e o vetor do neur6nio vencedor (p;my ), avaliado
para 0 mapa com os vetores de pesos treinados e dado pela seguinte
equacgao (WU e TAKATSUKA, 2005): (VESANTO, et al., 2000)
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E, = 2o -npj(bmu)) (3.5.3.1)

E esperado que o melhor mapa tenha o menor valor de erro de quantizagéo

meédio, pois este estaria mais bem ajustado aos vetores de entrada.

O erro topogréafico: visa avaliar quanto a estrutura da grade aproxima padrdes
préximos no espago de entrada. Considerando que para cada padrao X,
temos o BMU como primeiro neurdnio na ordem de competicdo da grade,
sendo assim, o BMU2 corresponde ao segundo neurénio nessa escala. Deste
modo, o erro topografico corresponde ao percentual entre o neurbénio
vencedor (BMU) e o neurénio vizinho (BMU2) dado pela equagao 3.5.3.2
(KOHONEN, 1990) (GUERRA, et al., 2008):

E, = H=ie) (3.5.3. 2)
onde, u(X,) é igual a 1 se BMU e o BMU2 forem vizinhos, ou igual a 0 se
BMU e BMU2 n&o forem vizinhos.

As métricas apresentadas sao inversamente proporcionais ao numero
de neurbnios, ou seja, os valores dos erros diminuem conforme ha um
aumento na quantidade de neurbnios (VESANTO, SULKAVA e HOLLMEN,
2003).

Pdlzlbauer, 2004 realizou uma discussdo de outras medidas para
verificagdo da qualidade do mapa de Kohonen como a medida de distorgao,
trustworthiness e produto topografico. Este ultimo pode ser utilizado para
otimizar o tamanho do mapa para um determinado conjunto de dados,
propriedade esta que nao é trivial a maioria das medidas de qualidade.

Essas medidas discutidas por Pdlzlbauer ndo estdo disponiveis no
pacote SOM Toolbox, e sdo de complexa implementacao, e por este fato nao

serdo utilizadas nesta dissertagao.



39

3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as abordagens: empirica
e observacionais. Nas subsec¢oes 3.1, 3.2 e 3.3 serao apresentados os materiais
utilizados para o desenvolvimento da pesquisa e nas subsecdes de 3.4 a 3.17 serao
apresentadas todas as etapas da metodologia desenvolvida.

3.1 Conjunto de dados

O arquivo de dados do NR contendo nomes de genes e suas respectivas
sequéncias de aminoacido foi extraido do sitio: ftp://ftp.ncbi.nIm.nih.gov/blast/db/
em 03 de junho de 2011. Com base neste arquivo, foi possivel desenvolver um
modelo de dados e implementar um Banco de Dados Relacional.

No QUADRO 4 estao relacionadas as dez sequéncias de aminoacidos com
seus respectivos identificadores e nomes de genes que foram utilizadas para realizar
os alinhamentos por meio da ferramenta BlastP. Estas sequéncias foram

selecionadas de maneira aleatoria.
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Nome do Gene Sequéncia de aminoacido Identificador Gl
MTENNEHLALWGGRF TSGPSPELARLSKS TQF DWRLADDDIAGSRAHARALGRAGLLTADELQR
MEDALDTLQRHVDDGSFAPIEDDEDEATALERGLIDIAGDELGGKLRAGRSRNDQIACLIRMWLR
RHSRVIAGLLLDLVNALIEQSEKAGRTVMPGRTHMQHAQPVLLAHQLMAHAWPLIRDVQRLIDWD

Argininosuccinate | KRINASPYGSGALAGNTLGLDPEAVARELGFSRVTDNSIDGTAARDLVAEFAFVAAMTGVDISRLS 23335287

lyase EEIIWNTQEFAFVKLDDGYSTGSSIMPQKKNPDIAELARGKSGRLIGDLTGLLATLKGLPTAYARD

LQEDKEAVFDQVDTLEVLLPAFTGMVRTMHFDGDRLEEEAPTGFALATDIAEWLVKNGVPFRHA
HELSGACVKLAEGRGQELWDLTDNDFIETFAAFLPADKAPGVREVLSSHGSVDSRNGKGGTAYG
RVREQIADAKAEVEELKLFPASTSDGSAYKAPGTF
MAYTTFSQTKNDQLKEPMFFGQPVNVARYDQQKYDIFEKLIEKQLSFFWRPEEVDVSRDRIDYQA
LPEHEKHIFISNLKYQTLLDSIQGRSPNVALLPLISIPELETWVE TWAFSETIHSRSYTHIIRNIVNDPS

ABC transporter | VVFDDIVTINEQIQKRAEGISSYYDELIEMTSYWHLLGEGTHTVNGKTVTVSLRELKKKLYLCLMSV

ATP-binding protein | NALEAIRFYVSFACSFAFAERELMEGNAKIIRLIARDEALHLTGTQHMLNLLRS GADDPEMAEIAEE 15802782
CKQECYDLFVQAAQQEKDWADYLFRDGSMIGLNKDILCQYVEYITNIRMQAVGLDLPFQTRSNPI
PWINTWLVSDNVQVAPQEVEVSSYLVGQIDSEVDTDDLSNFQL
MTGQRIGYIRVSTFDQNPERQLEGVKVDRAFSDKASGKDVKRPQLEALISFARTGDTVVVHSMD

Resolvase RLARNLDDLRRIVQTLTQRGVHIEFVKEHLSFTGEDSPMANLMLSVMGAFAEFERALIRERQREGI 9507569
ALAKQRGAYRGRKKSLSSERIAELRQRVEAGEQKTKLAREFGISRETLYQYLRTDQ
s MSRRILVVEDEAPIREMLCFVLEQKGYQAVEAEDYDSAMSKLAEPFPDLVLLDWMLPGGSGINLIK
DNA-binding HMKREEMTRNIPVVMLTARGEEEDKVRGLEVGADDYITKPFSPKELVARLKAVIRRVTPTALEDVI
response regulator | DVQGLKLDPVSHRVTANDQPLDMGPTEFKMLHFFMTHQERVYSREQLLNNVWGTNVYVEDRTV 15640738
PhoB S4 DVHIRRLRKALEDAGHDKLIQTVRGAGYRFSTKA
Ribonucleotide- | METLLSFEKVYKDYPSGPSIIHALKETNFEAKKGELIAIVGPSGSGKSTLLSLAGALLTPTGGTISIN
diphosphate GKSVGNLSSKEQTALRLEEIGFIFQAAHLVPYLHVKDQISFIGKMAGKSAAELEKDTASLLSQLGIS
duct bunit | DPRANFYPKDLSGGQKQRVAIARALINQPSVILADEPTASLDTERSREVVELIRNEVVQTSRTAIMVT 16804410
reauc %ii:“ unit | ypeER MLDLVNHVYRMEDGILTQES
MNIELLQQLCEASAVSGDEQEVRDILINTLEPCVNEITFDGLGSFVARKGNKGPKVAVVGHMDEV
. GFMVTHIDESGFLRFTTIGGWWNQSMLNHRVTIRTHKGVKIPGVIGSVAPHALTEKQKQQPLSFD
fructose- specific | EMFIDIGANSREEVEKRGVEIGNFISPEANFACWGEDKVVGKALDNRIGCAMMAELLQTVNNPEIT

phosphotransferase | LYGVGSVEEEVGLRGAQTSAEHIKPDVVIVLDTAVAGDVPGIDNIKYPLKLGQGPGLMLFDKRYFP 16131738

system protein FrvX | NQKLVAALKSCAAHNDLPLQFSTMKTGATDGGRYNVMGGGRPVVALC
LPTRYLHANSGMISKADYEALLTLIRGFLTTLTAEKVNAFSQFRQVD

QUADRO 4 - AS DEZ SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS UTILIZADAS NESTE TRABALHO PARA GERAR DADOS PARA OS DEZ EXPERIMENTOS

REALIZADOS. (continua)
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Nome do Gene

Sequéncia de aminoacido

Identificador Gl

pyridoxamine-
phosphate oxidase
protein

KLRFKDIGFILQASNLIPFLTVKQQLELVDKLMKNENNQLQESLFEDLGITHLKNKLPRDLSGGERQ
RLAIARALYNDPAIVLADEPTASLDSEKAYEVVELLTKECKEKQKTVIMVTHDRRMIESCDKIFEIRD
GVLKQQ

333905884

2-component
transcriptional
regulator

MSHKPAHLLLVDDDPGLLKLLGLRLTSEGYSVVTAESGAEGLRVLNREKVDLVISDLRMDEMDGM
QLFAEIQKVQPGMPVIILTAHGSIPDAVAATQQGVFSFLTKPVDKDALYQAIDDALEQSAPATDER
WREAIVTRSPLMLRLLEQARLVAQSDVSVLINGQSGTGKEIFAQAIHNASPRNSKPFIAINCGALPE
QLLESELFGHARGAFTGAVSNREGLFQAAEGGTLFLDEIGDMPAPLQVKLLRVLQERKVRPLGSN
RDIDINVRIISATHRDLPKAMARGEFREDLYYRLNVVSLKIPALAERTEDIPLLANHLLRQAAERHKP
FVRAFSTDAMKRLMTASWPGNVRQLVNVIEQCVALTSSPVISDALVEQALEGENTALPTFVEARN
QFELNYLRKLLQITKG NVTHAARMAGRNRTEFYKLLSRHELDANDFKE

15803079

Ferritin-like protein

MAYTTFSQTKNDQLKEPMFFGQPVNVARYDQQKYDIFEKLIEKQLSFFWRPEEVDVSRDRIDYQA
LPEHEKHIFISNLKYQTLLDSIQGRSPNVALLPLISIPELETWVETWAFSETIHSRSYTHIIRNIVNDPS
VVFDDIVTNEQIQKRAEGISSYYDELIEMTSYWHLLGEGTHTVNGKTVTVSLRELKKKLYLCLMSV
NALEAIRFYVSFACSFAFAERELMEGNAKIIRLIARDEALHLTGTQHMLNLLRSGADDPEMAEIAEE
CKQECYDLFVQAAQQEKDWADYLFRDGSMIGLNKDILCQYVEYITNIRMQAVGLDLPFQTRSNPI
PWINTWLVSDNVQVAPQEVEVSSYLVGQIDSEVDTDDLSNFQL

15802782

response regulator

receiver modulated
metal dependent

phosphohydrolase

MESMLDRPEQELVLVVDDTPDNLLLMRELLEEQYRVRTAGSGPAGLRAAVEEPRPDLILLDVNMP
GMDGYEVCRRLKADPLTRDIPLMFLTARADRDDEQQGLALGAVDYLGKPVSPPIVLARVRTHLQL
KANADFLRDKSEYLELEVRRRTRQLQQLQDAVIEALATLGDLRDNPRSRHLPRIERYVRLLAEHLA
AQRAFADELTPEAVDLLSKSALLHDIGKVAVPDRVLLNPGQLDAADTALLQGHTRAGRDALASAE
RRLGQPSGFLRFARQIAYSHHERWDGRGFPEGLAGERIPLAARIVALADRYDELTSRHAYRPPLA
HAEAVLLIQAGAGSEFDPRLVEAFVAVADAFAEVARRYADSAEALDVEMQRLEQAVAESIELTAPP
A

15599975

QUADRO 4 - AS DEZ SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS UTILIZADAS NESTE TRABALHO PARA GERAR DADOS PARA OS DEZ EXPERIMENTOS
REALIZADOS.

FONTE: A autora (2012)
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3.2 Softwares e linguagens de programacao utilizadas

e Matlab: é um software para o desenvolvimento de aplicativos de carater
técnico (MATHWORKS, 2008). Foi utilizado a versdo 11.0 do software para
execucao dos scripts do Som Toolbox .

e Netbeans: € um ambiente de desenvolvimento (NETBEANS, 2011) para a
escrita de scripts, a versao utilizada foi a 6.9.

o Excel: foi utilizado para auxiliar a analise dos dados dos agrupamentos, a
versdo utilizada foi Microsoft Office Excel 2007 (MICROSOFT., 2011)

e Blast: ultimo acesso a ferramenta on line em 14/12/2011. Ferramenta utilizada
para realizar alinhamentos. Foram utilizados os parametros padroes do
programa:

o Search Set Database: Non-redundant protein sequences (nr)

o Program Selection Algorithm: blastp (protein BLAST)

o Max target sequences: 100

o Expect threshold: 10

o Matrix: BLOSUM62

o Gap Costs: Existence 11 Extension 1

o Compositional adjustments: Conditional compositional score matrix
adjustement

e PostgreSQL: é de Sistema Gerenciador de Banco de Dados open-source
(POSTGRESAQL, 2011) . Para este trabalho foi utilizada a versao 8.0.0.

e PgAdmin: software utilizado para escrever consultas SQL, apresenta uma
interface grafica para facilitar a administragdo do banco de dados (pgAdmin
PostgreSQL tools, 2009). Foi utilizada a versdo 1.14.1 para escrever
consultas SQL.

e DbDesigner 4: € um sistema para modelagem de banco de dados relacional
(ZINNER, 2003). Foi utilizado para modelar o banco de dados desenvolvido.

e Hibernate: versao utilizada foi a 3.6.9, empregado para mapear os atributos
entre uma base de dados relacional e o modelo objeto de uma aplicagéo
(HIBERNATE, 2011).

e PFam: é um banco de dados de familias de proteinas, cada uma
representada por alinhamentos de sequéncia multipla e HMMs (modelos
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ocultos de Markov) (SONNHAMMER, EDDY e DURBIN, 1997) (FINN, et al.,
2010). Também gera agrupamentos de familias aparentadas, denominado
como clds. Um cla é uma colegdo de PFam-A?' relacionados por estrutura,
sequéncia ou por modelos ocultos de Markov (PFAM, 2011). Neste trabalho
foi utilizada a versao 26.0 para identificagao das familias dos genes.

e SQL: é uma das mais populares linguagens relacionais (SIMKOVICS, 1998).
Foi utilizada para inserir dados no banco de dados bem como realizar
consultas.

e JAVA: é uma linguagem de programacgao orientada a objetos (PROCESS,
2011), foi utilizada para escrever todos os scripts dos processos que
antecedem a Rede SOM.

3.3 Parametros do SOM

A seguir sdo apresentados os parametros do SOM que foram utilizados neste
trabalho:

¢ Tamanho do mapa: é calculado automaticamente na rotina de inicializacao
pelo Som Toolbox utilizando a seguinte heuristica:

o cinco vezes a raiz quadrada do tamanho da amostra - ou seja — no
caso dos experimentos realizados neste estudo temos uma amostra
igual a 100 que implicaria no seguinte céalculo: 5 X +/100 = 50;

e Dimensao do mapa: é também utilizada uma heuristica de modo que a razéao
entre os comprimentos dos dois lados do mapa seja calculada como a raiz
quadrada da razdo dos dois maiores autovalores do conjunto de dados. Os
comprimentos dos lados s&o, entdo, ajustados de modo que seu produto seja
préximo do numero desejado de neurdnios do mapa (VESANTO, et al., 2000).
Esta rotina do SOM Toolbox determinou um tamanho de mapa de dimensao
6x8 e, portanto, com 48 neurbnios;

e Algoritmo de treinamento: em lote com duas fases (fase de ordenagéo e

fase de ajuste fino ou convergéncia);

*" PFam-A s&o entradas (sequéncias) de alta qualidade, de familias manualmente curada.
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¢ Inicializagao: rotina Lininit (som lininit (base de dados)) que inicializa o0 mapa
de forma linear;

e Topologia: em forma hexagonal;

¢ Formato de vizinhang¢a: dado pela fungéo gaussiana;

¢ Taxa de aprendizagem: o algoritmo em lote nado a utiliza;

¢ Numero de Epocas: 200;

3.4 Fluxograma da Metodologia desenvolvida

A metodologia desenvolvida para a execugao deste trabalho esta representada
em um fluxograma na FIGURA 10, e cada um dos processos realizados sera
detalhado a seguir.
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FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA DESENVOLVIDAPARA ESTE ESTUDO.
FONTE: A autora (2012)
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3.5 Analisador de arquivo NR

Um analisador é um tipo de programa que tem o objetivo de quebrar um texto
de entrada em partes menores e classificar essas partes segundo a gramatica de
uma linguagem (DELAMARO, 2004). Ainda segundo Delamaro, um analisador pode
ser dividido em analise léxica, andlise sintatica e analise semantica. A analise Iéxica
(AL) separa e identifica os simbolos do programa, a andlise sintatica (AS) verifica os
simbolos contidos no programa e a ordem em que sao encontrados, a analise
semantica (ASem) verifica se os aspectos seméanticos do programa estao corretos,
ou seja, verifica se nao existe incoeréncias em relagcdo ao significado das
construgdes feitas pelo programador.

Baseado nos fatores descritos anteriormente foi desenvolvido um script na
linguagem de programagao Java que executa a analise do arquivo de dados do NR.
O script esta descrito no Apéndice A.

A formatacao do banco de dados NR é composta por um numero de Gl Unico
que identifica a combinagao de uma determinada sequéncia de aminoacido com o
nome de um gene. (TAO, 2011).

3.6 Banco de dados baseado no NR

Foi realizada a implementagdo do modelo fisico no sistema gerenciador de
banco de dados PostgreSQL.

Foram utilizados scripts em SQL para criacdo das tabelas e seus
relacionamentos. SQL é uma linguagem de pesquisa para banco de dados
relacional. Diversas caracteristicas dessa linguagem foram inspiradas na algebra
relacional (DATE e DARWEN, 1997)

Para armazenar no banco de dados as informacdes extraidas através do
analisador de arquivo, foram desenvolvidos scripts em Java utilizando a Java
Persistence APl (PROCESS, 2011) que € um conjunto de interfaces que automatiza
o processo de persisténcia de objetos em um banco de dados relacional. A

biblioteca utilizada foi o Hibernate, que é uma colegao de projetos que permite ao
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desenvolvedor utilizar modelos do tipo POJO # (Plain Old Java Object) e assim
realizar o Mapeamento Objeto/Relacional (HIBERNATE, 2011). Esta ferramenta foi

escolhida por agregar produtividade ao projeto.

3.7 BlastP

O subprograma BlastP foi utilizado para realizar os alinhamentos das

sequéncias de aminoacidos utilizadas nos experimentos.

Cada uma das dez sequéncias selecionadas anteriormente serviram de
entrada (query) para o programa BlastP, gerando assim, dez conjuntos de dados

distintos contendo 100 genes cada um.

3.8 Arquivo XML

Depois de concretizado cada alinhamento, o programa Blast disponibiliza para
download um arquivo em formato XML que contém informacgdes estatisticas
expressas através dos alinhamentos. Sua finalidade principal é a facilitar o
compartilhamento das informagdes através da internet.

Para cada experimento foi feito o download do arquivo XML correspondente
ao alinhamento realizado e salvo em uma pasta temporaria no computador para ser

interpretado posteriormente.

3.9 Interpretagao automatica do arquivo XML

Foi criado um script em Java para interpretar automaticamente o arquivo XML e

extrair as informacgdes de interesse dos seguintes campos do arquivo:

e Hsp evalue: Campo que contém a informacgao do valor de E-Value de cada

alinhamento;

2 330 objetos Java que seguem uma estrutura simplificada, porém rigida, onde a classe deve
obrigatériamente ser composta por: um construtor default sem argumentos e métodos que
seguem o padrao de getters e setters para seus atributos.
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e Hsp gseq: Campo que contém a sequéncia query;

e Hsp hseq: Campo que contém a sequéncia subject;

e Hsp hit-to: Campo que contém o tamanho da sequéncia query;

e Hsp positive: Campo que contém o valor da similaridade entre os
alinhamentos;

e Hsp identity: Campo que contém o valor de identidade entre os alinhamentos.

O formato do arquivo é organizado de forma hierarquica, como mostra a FIGURA

11, o que facilita a identificagcdo dos campos que sao de interesse.
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[<iteraviony ] Nivell
<Iteration iter-num>l</Iteration_ iter-num>
<Iteration_query-ID>50621</Iteration gquery-ID>
<Iteration_query-def>unnamed protein product</Iteration_query-def>
<Iteration_query-len>3%3«</Iteration_guery-lenx

<Iteration hits>

;
ke T nivel3

<Hit nume>l1</Hit nuoms Nivel 3.1
KHit id>gi|1559997S5|ref |NP 253469.1|«</Hit id> I i R
Hit def ic di-GMP phosphodieste =1- 1= N|U9|3'2

<Hit_acceasion>NP_253469</Hit_accessionx>
<Hit_len>393</Hit_len>
Nivel 4
<Hap>

<Hap num>1</Hap num>

<Hsp bit-3core>770</H3p bit-score>

<Hap acore»1987</Hap acore>»

3 3 Nivel 4.1

<Hsp query-from>1l</Hsp query-from>

<Hsp query-to>393</Hsp guery-to>

<Hap hit-from>l</Hap hit-from>

[(Bsp_hit-to>393</Hep hit-to> | MNivel4.2

<Hap_query-frame>0</Hap_query-frame>

<Hap hit-frame>»0</Hap hit-frame> N, |

lcHap identity>393</Hap identity> ivel4.3 MNivel 4.5
<Hsp positives393</Hap posirives | Nivel4.4

| <Hap_gseq> FARQIAYSHHERWDGRGFPEGLAGERIPLAARIVALADRYDELTSRHAYRPPLAHAERVLLIQAGAGSEFDPRLVERFVAVADAFAEVARRYADSAEALDVEMQRLEQRVAESIELTAPPAS/ Eiap_q:eq‘:rl
<Hap_haeq>

FIGURA 11 - TRECHO DE UM ARQUIVO XML.
FONTE: A autora (2012).

A figura mostra os niveis hierarquicos que foram utilizados neste trabalho até chegar aos campos de interesse. As
informagdes dos niveis 3.1 e 3.2 foram utilizadas para rotulagem na Matriz-U e posteriormente esses dados foram armazenados
no banco de dados. Os niveis 4.1 a 4.5 foram utilizados na fase de selegao de caracteristicas.
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3.10 Linha de corte

Apds a extragdo das informagdes de interesse do arquivo XML, foi aplicada
uma linha de corte de E-Value > 1e~1° nesses resultados. Este filtro foi necessario
para que baixos indices de alinhamento (ou alinhamentos de pouca expresséo) nao

interferissem no resultado final do agrupamento.

Este valor de corte do E-Value foi utilizado em diversos trabalhos de
Bioinformatica e Biologia Molecular (PAVY, et al., 2005) (FRECH e CHEN, 2010) (YI
e JUNG, 2011) (BELDA-FERRE, et al., 2011).

No caso dos experimentos realizados neste estudo nenhum alinhamento ficou
abaixo da linha de corte, mas essa medida pode ser util em experimentos futuros

realizados com um numero maior de genes.

3.11 Normalizagdao dos nomes dos genes

Foi utilizada a combinacao de diversas técnicas de normalizagdo de nomes
de genes para minimizar a ambiguidade e pequenas variagbes de nomes que
podem ocorrer.

Este processo foi realizado como um pré-processamento para calcular o valor
do INREC (indice Recursivo) do nome do gene. O INREC é utilizado para redugéo
de dimensionalidade.

As técnicas utilizadas neste trabalho e um exemplo de como aplica-las estao
descritos no QUADRO 5.
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TECNICA EXEMPLO
Converter a letras maiusculas em minuscula (COHEN, et | 112 > il2
al., 2002)
Retirar hifen (BRUIJN e MARTIN, 2003) (FANG, et al., iI-2 > il2
2006)
Retirar espagcos em branco extras (inicio, meio, fim) i12->il2

(FANG, et al., 2006)

Remocéo de parénteses (FANG, et al., 2006) I1(2) > il2

Converter Romano em Arabico (BRUIJN e MARTIN, 2003) | illl - il2

QUADRO 5 - TECNICAS UTILIZADAS PARA NORMALIZACAO DOS NOMES DOS GENES E SEUS
RESPECTIVOS EXEMPLOS DE UTILIZAGAO.

FONTE: A autora (2012)

3.12 Extragao das caracteristicas

Apos a obtengdo dos dados de interesse resultantes do alinhamento e da

realizacdo da normalizagdo dos nomes dos genes, foram extraidas as

caracteristicas que serviram de base para o processamento da rede SOM.

As caracteristicas contempladas nessa pesquisa estdo descritas a seguir:

1.

INREC: foi utilizado o INREC para redugao de dimensionalidade do nome do
gene em um valor numérico unico que o representasse (SOUZA, 1999). Para
cada letra do nome do gene foi atribuido um valor numérico de acordo com o
padrao ASCII. O processo de atribuicdo dos valores ASCII para os nomes dos
genes e o calculo recursivo do INREC foram obtidos automaticamente através
dos scripts desenvolvidos;

. Tamanho sequéncia: a quantidade de aminoacidos presentes na sequéncia

subject foi utilizada como caracteristica.

Similaridade X Identidade: Para que os valores percentuais de Similaridade
e ldentidade ficassem com uma melhor padronizacao, foi realizada uma
normalizagéo desses valores pelo tamanho da sequéncia original de consulta
(query) (COUTINHO, 2011), através de um script escrito em Java. A média
simples entre os percentuais normalizados de Identidade e Similaridade foi

utilizada como caracteristica.
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4. E-Value: Por indicar a probabilidade que o alinhamento entre duas
sequéncias tenha acontecido ao acaso, (BEDELL, KORF e YANDELL, 2003),

esta medida foi utilizada como caracteristica.

3.13 Arquivo de caracteristicas

Para submeter um arquivo contendo as caracteristicas a rede SOM, foi

gerado automaticamente um arquivo tabulado conforme especificagdo do Som

Toolbox (VESANTO, et al., 2000) e esta esquematizado na FIGURA 12.

| ‘/‘ A:Numero de caracteristicas(variaveis) ‘
4

B #n 1nrEC E-value MediaSimXIden TamanhoSequenciaQ =

3

— 4.

9.

9120460822453145E-53 0.0 393.0 393 1 ‘ B: Nomes das varidveis precedidos de #n

.0625030780842005E-73 0.0 3%2.5 393 3

308224481321282E-21 0.0 35%2.5 393 4

4.5513068450636835E-73 0.0 3%2.0 383 5

2.098€92759794303E-55 0.0 3351.5 393@ D

3.0625030780842005E-73 0.0 389.5 393

< 1.3231791382811835E-45 0.0 368.0 393 8 ‘ D:Na dltima coluna os labels

1.3231791382811835E-45 5.6€793E-153 260.0 393 8
5.1105187837930445E-158 €.59804E-138 233.0 393 10
B8.976598730703648E-131 7.94035E-138 233.5 393 11
1.3231791382811835E-45 €.91226E-136 229.0 353 8
7.088€78712202476E-10 8.96158E-135 226.5 393 13
_  8.976598730703648E-131 1.29053E-134 2295.5 393 11

C: Formato de uma matriz, onde cada linha da matriz representa uma amostra dos dados
e cada coluna representa uma variavel(caracteristica ou componente)

FIGURA 12 - TRECHO DE UM ARQUIVO FORMATADO CONFORME ESPECIFICAGAO DO SOM
TOOLBOX CONTENDO AS CARACTERISTICAS QUE SERAO SUBMETIDAS AO PROCESSO DE

AGRUPAMENTO SOM.
FONTE: A autora (2012)

Na primeira linha contém o numero de variaveis (caracteristicas).

Na segunda linha deve conter os nomes das variaveis precedidos de #n
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A partir da terceira linha o conteldo deve estar no formato de uma matriz,
onde cada linha representa uma amostra dos dados e cada coluna representa uma
variavel (caracteristica ou componente).

Para cada amostra de dados (linha da matriz) é possivel inserir rétulos que
facilitam a analise dos dados apds o treinamento (VESANTO, et al., 2000). Os

rétulos devem ser curtos para facilitar a identificagao.

3.14 Fungdes Som Toolbox

Foi utilizado o Matlab para execug¢do do pacote Som Toolbox (VESANTO, et
al., 2000), desenvolvido na Universidade da Finlandia pela equipe de pesquisa em
Mapas Auto-Organizaveis, dirigida por Teuvo Kohonen e disponivel para download
no sitio: http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox/.

As funcgdes utilizadas neste trabalho e suas respectivas finalidades estao

apresentadas no Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..



Fungao

Finalidade

Parametros

sd =som_read_data (“Nome do arquivo”)

Leitura do arquivo com os

valores das caracteristicas

“Nome do arquivo”: nome do
arquivo que contém as variaveis.

Exemplo: Experimento1.txt

som_normalize (sd, 'tipo da normalizacao’, 1:X
ou X)

Normalizar os valores das
caracteristicas entre 0 e 1. Pode-
se normalizar todas as
caracteristicas ou especificar

quais serao normalizadas.

sd: é a base de dados em
estudo

'tipo da normalizacao’
utilizada:

e 'var' - A variancia é
normalizada a um.

1:X ou X: numero da coluna da
variavel a ser normalizada, pode
ser todas as variaveis da coluna
1 até a coluna final das variaveis
(1:X) ou pode ser apenas uma

determinada variavel (X).

QUADRO 6 - FUNCOES DO SOM TOOLBOX. (continua)
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Fungao

Finalidade

Parametros

sm = som_lininit (sd ,'tipo da topologia’) OU

Inicializagdo do mapa.

som_lininit: inicializagao linear

sd: a base de dados em estudo
'tipo da topologia':
e ‘hexa’: topologia

hexagonal

som_seqtrain(sm,sd) OU

som_batchtrain(sm,sd)

Funcao de treinamento
som_seqtrain: treinamento da
rede SOM com o algoritmo de
sequencial
som_batchtrain: treina a rede

SOM com algoritmo batch (lote)

sm: é o mapa criado e
inicializado com uma das
funcdes de inicializagao

sd: a base de dados em estudo

som_quality (sm,sd)

Métricas de desempenho: erro

de quantizagao e erro topografico

sm: é o mapa criado e
inicializado com uma das
funcdes de inicializagao

sd: a base de dados em estudo

QUADRO 6 - FUNCOES DO SOM TOOLBOX. (continuagio)
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Fungao

Finalidade

Parametros

som_autolabel (sm,sd,” mode’)

Rotulagem do mapa

sm: é 0 mapa criado e
inicializado com uma das
funcdes de inicializacao

sd: a base de dados em estudo
‘mode’: algoritmo de rotulamento
dos dados;:

e ‘freq’: apenas uma
instancia de cada rétulo é
mantido e a frequéncia de
cada rotulo é adicionada
no final

e ‘vote’: apenas o rétulo
com a maioria dos casos é

mantido

QUADRO 6 - FUNCOES DO SOM TOOLBOX. (continuagio)
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Fungao

Finalidade

Parametros

som_show(sm,'umat’,'all’,'comp’, 1:X,'empty",'Labe
Is’, )

Visualizagao da Matriz-U

sm: é o mapa criado e
inicializado com uma das
funcdes de inicializagao

‘umat’: visualizacdo da matriz-U
‘all": visualizagao de todos os
componentes

‘comp’: adiciona o nome de
cada componente

1:X: quais componentes devem
ser mostrados, da coluna 1 até a
coluna X(4 no caso deste
trabalho)

‘'empty’. faz um mapa vazio para
ser preenchido posteriormente

Labels: Adiciona os rotulos

QUADRO 6 - FUNCOES DO SOM TOOLBOX. (continuago)
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Fungao

Finalidade

Parametros

som_show_add('label’,sm, 'subplot’,X)

Adiciona rétulos no mapa

formado

'label’: deve ser adicionado
rétulo a Matriz-U

sm: é o mapa criado e
inicializado com uma das
funcdes de inicializacao
'subplot’: tipo da plotagem que
deve ser adicionado

X: numero do mapa que deve ser

adicionado os rétulos

som_show_add(‘'hit’, som_hits(sm,sd))

Adiciona hits o mapa formado

‘hit’: deve ser adicionado hits de
histograma a Matriz-U
som_hits: adicionar o mapa

criado a visualizacao

QUADRO 6 - FUNCOES DO SOM TOOLBOX.
FONTE: Adaptado de (VESANTO, et al., 2000)
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3.15 Identificagdo e analise dos agrupamentos

A identificagdo dos agrupamentos foi feita de forma manual, interpretando a
Matriz-U apresentada na visualizagdo. Para o suporte da organizagao e analises de
verificagao dos agrupamentos foi utilizada a planilha Excel.

O interesse foi em identificar o grupo onde se encontra a sequéncia query, o
que indicaria que todos os genes que fazem parte desse grupo podem ser
sindnimos.

Um esquema de um exemplo ficticio € mostrado na FIGURA 13. O grupo que
contém a sequéncia query, neste trabalho, serd denominado neste trabalho de grupo

de interesse.

RESULTADO BLAST

Gene:lyase
QUERY Gene: liase
Gene: argininosuccinate lyase
Gene:lyase Gene: hypothetical protein BIFADO
Seq.: TTNGEHLALWGGRFKSGPSPEA - Gene: resolvase-like protein

Gene: lyase argininos.

Gene: hypothetical protein BIM_0
Gene: hypothetical protein B34M_0

Grupo de interesse, contém
0 gene query

Outros grupos

Gene: liase

Gene: lyase argininos.

Gene: resolvase-like protein
ene: hypothetical protein BIFADO
Gene: hypothetical protein BIM_0

Gene: argininosuccinate lyase Gene: hypothetical protein B34M_0

Gene:lyase

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

FIGURA 13 — ESQUEMA DE INTERPRETACAO DO RESULTADO OBTIDO COM O
AGRUPAMENTO.
FONTE: A autora (2012)

Neste exemplo ficticio, o gene query é a lyase.
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O resultado do Blast gerou oito nomes de genes. O resultado do agrupamento
resultou em trés grupos.

No Grupo 1 esta a Ilyase (gene query) e outros trés genes, dessa forma
poderiamos inferir que estes outros trés genes que estdo no mesmo grupo da lyase
s&o sindnimos dela.

Outra interpretacdo que pode ocorrer, além da identificacdo de possiveis
sindnimos, é que ha indicios que o gene hipotético (hypothetical protein BIFADO)

pode ser uma lyase por pertencerem ao mesmo grupo.

3.15.1 Identificagao dos agrupamento através da Matriz-U

Para identificar os grupos, foi aplicada a técnica denominada Matriz-U, onde a
matriz apresentada é quase duas vezes maior que o mapa original, pois existem
hexagonos adicionais entre todos os pares de unidades de mapa vizinhas, ou seja,
considera cada célula como um hexagono central cercado por outros hexagonos,
para delimitagdo dos agrupamentos.

As cores variam de acordo com uma escala de distadncias. No caso do Som
Toolbox as cores variam do azul escuro ao vermelho, onde a cor azul escuro
representa as células (neurdnios) mais proximas, ou seja, 0os agrupamentos. As
cores mais claras até o vermelho representam a separagdo dos agrupamentos
(VESANTO et al., 2000a).

Na FIGURA 14 um exemplo da interpretagcdo da U-Matrix. A rotulagem do
mapa foi realizada através de uma numeragédo que cada gene recebeu. Um script
em Java gerou uma legenda com os nomes para que facilitasse sua posterior

identificagao.
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Bordasvermelhas: indicam uma possivel separagao
entre os dois grupos.

FIGURA 14 - INTERPRETAGAO DA MATRIZ-U COM ROTUI:OS: DOIS GRANDES GRUPOS (A E B)
E UM GRUPO MENOR(C). O QUE INDICA UMA SEPARACAO DOS DOIS GRANDES (A E B) SAO
AS BORDAS DE COR VERMELHA (QUE FORAM EVIDENCIADAS NA IMAGEM).

FONTE: A autora (2012)

3.16 Métricas de desempenho do mapa

Para avaliar a qualidade do mapa gerado foram utilizadas duas medidas de
desempenho (erro médio de quantizacdo e erro topografico) que ja estao
implementadas no Som Toolbox através da funcao [Qe,Te] = som_quality (sM,sD)
como mostra a FIGURA 15.
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som_quality (sm,sd) [«—— Chamadadafuncdo

>> [QCe,Te] =
Qe =
0.1665
Te =
0.2200

Resultadodo erro de quantizacao

«———— Resultado do erro topografico

FIGURA 15 - CAPTURA DE TELA DOS ERROS DE QUANTIZAGAO E TOPOGRAFICO.

FONTE: A autora (2012)

Os parametros para utilizacao dessa funcao:

e Qe: representa o resultado do erro de quantizacao

e Te: representa o resultado do erro topografico

e sM: representa o mapa criado treinado, € um parametro obrigatério

e sD: representa a base de dados utilizada, € um parametro obrigatério

3.17 Armazenagem dos dados

Os dados resultantes da interpretacdo dos agrupamentos foram armazenados

no Bando de Dados de acordo com o esquema apresentado na FIGURA 16.




#,HIBERNATE

O Hibernate
persiste objetos

Java comuns

Application

Plain Old Java
Objects(P0OJO)

Persistent Objects

Hibernate

hibernate.
properties

XML Mapping

Acesso ao banco

de dados

Database

Gerencia
transagdes e
fornece conexdes
JDBC

As classes
persistentes sao
definidades
(descritas) em
documentos de
mapeamento

FIGURA 16 - ESQUEMA PARA ARMAZENAR AS INFORMAGOES NO BANCO DE DADOS.

FONTE: (HIBERNATE, 2011)

Cada camada presente no esquema apresentado na FIGURA 16 tem uma

funcao, sao elas:

e a camada de aplicagao gerencia as transagdes e fornece as conexdes

JDBC;

e a camada de persisténcia de objetos interage entre a camada de

aplicagao e a camada do Hibernate, ela é responsavel por persistir os

scripts que contém as classes POJOs;
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e a camada do Hibernate é onde as classes persistentes sao definidas em

um documento de mapeamento denominado web.xml;

e ¢, por fim ha o acesso ao banco de dados onde as transagdes sao

efetivadas.

O diagrama de entidade e relacionamento desenvolvido sera detalhado em

Resultados e Discussao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados diversos experimentos variando a topologia, fungdes e forma
de treinamento até a obtencdo de mapas que apresentassem o menor valor de erro
topografico e erro de quantizagdo. Os dez experimentos realizados utilizaram os

mesmos parametros ja descritos anteriormente em Materiais e Métodos.

4.1 O Banco de Dados

A implementagcdo do banco de dados possibilitou a armazenagem das
informacgdes identificadas com os agrupamentos. Foi realizada uma modelagem do
banco de dados que comportasse tanto os dados do NR como as novas informacoes
obtidas com os agrupamentos.

e O modelo de dados: Um DER (diagrama de entidade e relacionamento) foi
construido para atender as necessidades descritas anteriormente. A FIGURA
17 demonstra o DER do banco de dados deste trabalho.
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gi

% gi_numero: INTEGER

@ seguencia_seq_codigo: INTEGER. (FK)

@ seguencia_nome_gennom_codigo: INTEGER. (FK)
[+

[+]

@

organismo/ gi organismo_org_codigo: INTEGER (FK)

organismo - ¢ gi_dbOrigem: VARCHAR

¥ org_codigo: INTEGER gi_status: BIT

@ org_nome: VARCHAR & ai_id_dbOrigem: VARCHAR
< org_status: BIT I3 g organismo_fx

§ organismo_org_codigo
I3 gi_gene_nome_ik
@ seguencia_nome_gennom_codigo

ene_nome/gi
gene /o I3 gi seq a3 %

¢ @ seguencia_seq_codigo
gena_nome hd o
# gennom_codigo: INTEGER sequencia/gi
% gennom_nome: VARCHAR Q
& gennom_nomeMormalizado: VARCHAR
< gennom_status: BIT
seqguencia i

# seq_codigo: INTEGER
I .
sequencia/sequencia_sinonimo @ seq_aa: TEXT
& seq_status: BIT

sequencia_sinonimo v
# sequencia_sinonimo_codigo: INTEGER
# sequencia_seq_codigo: INTEGER (FK)

# sinonimo_sin_codigo: INTEGER (FK) R — =
|3 sequenca_sinomimo_fk sinonimo/sequencia_sinonimo, '@ <in_codigo: INTEGER

# sequencia_seq_codigo 10 sin_agrupamento: INTEGER

|3 sequencia_sinomima_fk ' sin_nome: VARCHAR

¥ sinonimo_sin_codigo '

@ sin_status: BIT
@ sin_quantidade_nome: NUMERIC

L

FIGURA 17- DIAGRAMA DE ENTIDADE E RELACIONAMENTO DESENVOLVIDO PARA ESTE
TRABALHO.

FONTE: A AUTORA.

A criacdo deste banco de dados facilitou a selecdo de sequéncias de
aminoacidos utilizadas para os experimentos deste trabalho e permitiu armazenar as
informacdes identificadas nos agrupamentos. No Apéndice B esta disponivel o

dicionario de dados deste modelo.

4.2 Experimentos realizados

Foram realizados dez experimentos onde cada experimento continha um
conjunto de dados de 100 genes (esta quantidade de genes foi arbitrariamente

selecionada nos parametros do BlastP), gerados pela ferramenta BlastP. Esses
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experimentos foram realizados para analisar e validar os grupos encontrados, a
FIGURA 18 exibe de forma resumida os resultados obtidos nos experimentos

realizados.



Experimento 10

Experimento9

Experimento 8

Experimento 7

Experimento 6

Experimento 5

Experimento4

Experimento 3

Experimento 2

Experimento 1
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FIGURA 18 - RESUMO DOS RESULTADOS DOS DEZ EXPERIMENTOS REALIZADOS.

FONTE: A autora (2012)

67



68

No grafico apresentado as barras indicam os grupos e cada barra apresenta a
quantidade de genes pertencente ao grupo.

Nos agrupamentos podem ocorrer diversas ocorréncias: nomes de genes
pertencentes a mesma familia, nomes de genes pertencentes a familia diferentes,
nome de genes hipotéticos, nome de genes genéricos (como por exemplo, somente
nome da familia nome de um dominio, at¢é mesmo nenhum nome), quando
encontrado um gene pertencente a uma familia diferente em um grupo que
predominada uma determinada familia, este sera investigado a fim de identificar o

motivo.

O tamanho dos mapas formados em todos os experimentos € o mesmo, pois
ha o mesmo numero de dados (100) em cada um deles. O mapa original é formado
por uma matriz de 6X8 totalizando 48 neurbnios e o mapa formado para visualizacao
da Matriz-U é uma matriz de 11X15. O mapa formado para visualizacdo da matriz-U
€ quase o dobro do tamanho do mapa original, isso ocorre porque s&o adicionados
hexagonos coloridos entre os neurdnios adjacentes que representam a distancia
entre esses neurdnios.

Na FIGURA 19 ha um exemplo representativo dos mapas, onde se pode

observar a diferenca de tamanho entre eles.



69

U-matrix

Labels

."f.:‘@

3

(A) (B)

FIGURA 19 — EXEMPLO DOS MAPAS FORMADOS. (A) MAPA DA MATRIZ-U. MAPA ORIGINAL.
(B)
FONTE: A AUTORA (2012)

O mapa (A) representa a Matriz-U de tamanho 11X15 e o mapa (B)
representa o mapa original de tamanho 6X8.
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4.2.1 Experimento 1

Por questdes de legibilidade serdo detalhados dois dos dez experimentos
realizados, os demais estao disponiveis no Apéndice C. Estes dois experimentos
foram escolhidos por apresentarem todas as caracteristicas abordadas nos demais

experimentos.

O gene query desse experimento é o Argininosuccinate lyase. E apresentada

através da FIGURA 20 a visualizagao da Matriz-U referente ao Experimento 1.

FIGURA 20 - MATRIZ-U DO EXPERIMENTO 3.2.1. (A) CIRCULADO EM VERMELHO OS TRES
GRUPOS IDENTIFICADOS. (B) MAPA COM A FREQUENCIA DOS GENES EM CADA UNIDADE.

FONTE: A AUTORA (2012).

A Matriz-U resultante mostra a existéncia de trés grupos. O grupo 1 apresenta
77 genes, o grupo 2 apresenta 22 genes enquanto que o grupo 3 apresenta apenas
um gene. A TABELA 1 apresenta detalhes das informacbes apresentadas e
identificadas graficamente.
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TABELA 1 - GENES IDENTIFICADOS EM CADA UM DOS AGRUPAMENTOS DO EXPERIMENTO
1.

Grupo Nome do gene Quantidade de Familia

genes

Argininosuccinate 20 Lyase
lyase

N
o
o
S
S

o

putative 1 Lyase
argininosuccinate
lyase

hypothetical protein
BIFANG_03230

hypothetical protein 1 -

® BIFADO 01950

Grupo

FONTE: A autora (2012)
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No grupo 1 foram identificados dois genes hipotéticos, um gene putative
Argininosuccinate Ilyase, uma sigla (argh), um gene com o nome RecName:
Full=Argininosuccinate lyase e 72 genes referente a Argininosuccinate lyase.

Com base nesse resultado ha uma forte indicagado de que os genes descritos
como hipotéticos no grupo 1 sejam uma Argininosuccinate lyase, porém, nao se
pode afirmar pois apenas procedimentos realizados em laboratério é que
confirmariam essa hipoétese.

Entretanto € possivel afirmar que a sigla argh presente neste grupo
representa uma Argininosuccinate lyase.

O gene RecName: Full=Argininosuccinate lyase ilustra que ainda poderia ser
realizada uma validagao retirando palavras que ndo fazem parte do nome do gene
(neste caso especifico “RecName: Full=" poderia ser retirado do nome do gene).

Todas essas informacbes identificadas com os agrupamentos foram

armazenadas no banco de dados como esquematizado na FIGURA 21.

Sequéncia

MTENMNEHLALWGGRFTSGPSPELARLSKSTQFDWRLADDDIAGSRA
HARALGRAGLLTADELORMEDALDTLORHVDDGSFAPIEDDEDEAT
ALERGLIDIAGSDELGGKLRAGRSRNDQIACLIRMWLRRHSRVIAGLLL-. N ome G éne
DLVNALIEQEEKAGRTVMPGRTHMOHACQPVLLAHOLMAHAWPLI
ROVORLIDWDKRINASPYGSGALAGNTLGLDP EAVARELGFERVTON
SIDGTAARDLVAEFVFVAAMTGYDISRLSEE! IWNTQEFAFVELD DG
1 ¥ETGESIMPOKKNPDIAELARGKSGRUGDLTGLLATLKGLPTAYARDL
QEDKEAVFDOVDTLEVLLPAFTGMVRTMHFDGDRLEEEAPTGFRALA
TOIAEWLVENGYPFRHAHELSGACVE LAEGRGOELWDLTD NDFIET
FAAFLPADKAPGVREVLESHGEVDSRNGKGGTAYGRVREQIADAKA
EVEELKLFPASTSDGSAYKAPGTF

~~ = Argininosuccinate lyase

MAENTEYLALWGGRFTSGP SPELARLSKSTQFD'WRLADDDIAGSRA
HARALGRAGLLTADELSRMEASLDELORRVDSGAFAPI EDDEDEATA
LERGLLEIAGDELGGKLRAGRSRND QI ACLIRMWLRRHSRVIAGOLLS
LASALI DOSVEAGGTVMPGRTHMOH AQPVLLAH QL MAHVWPLLR /
DWVORLVDWDKRIDASPYGSGALAGNTLGLEPVAVARELGFGKNTEN

7 7 SIDGTASRDLVAEFAFVAAMAGYDISRLSEE! IWNTQEFAFVRLDDA
Y¥STGSSIMPOKKNPDIAELARGKSG RUGDLTGLLATLKGLFTAYARDL
QEDKEAVFDOVDTLEVLLPAFTGMIATMEFDHDRLAAEAPTGFALA
TDIAEWLVKNGYPFRHAHELSGACVK LAEGRGOQELWDLTD DDFIGIF
ROFLPADKAPOVREVLSTEGSVSARNGKGGTSP ARVREQIACAKATY
DALRVFANEVEDGPAYKSPKSL

FIGURA 21 - ESQUEMA REPRESENTANDO A FORMA EM QUE AS INFORMAGOES SAO
ARMAZENADAS NO BANCO DE DADOS.

FONTE: A autora (2012)

Cada uma das 77 sequéncias contidas no grupo 1 tem seis nomes de genes

relacionados a elas. Em letras vermelhas é apontado o nome do gene que aparece
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com maior frequéncia (Argininosuccinate lyase), que pode fornecer um subsidio para

a escolha do nome de um novo gene a ser anotado.

4.2.2 Experimento 2

Neste experimento dos 100 genes que foram obtidos com o resultado da
ferramenta BlastP, 26 deles tinham nomes distintos. Como pode ser observado na
TABELA 2 é possivel visualizar o nome original do gene e o respectivo rétulo (que
consiste em um numero aleatério produzido por um script automatico escrito em
Java levando em consideragao a normalizagao realizada no nome do gene) utilizado

para auxiliar na analise do resultado dos agrupamentos obtidos.



TABELA 2 - ROTULOS UTILIZADOS PARA AUXILIAR A ANALISE E A QUANTIDADE DE NOMES DE GENES QUE OS REPRESENTA.

Nome original do gene (sem normalizagao) Rétulo (considerando a Quantidade

normalizagao)

ABC transporter 65 06

ABC transporter, ATP-binding protein 3 14

ABC transporter family protein 15 01

ABC transporter-like ATP-binding protein 45 01
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TABELA 2 - ROTULOS UTILIZADOS PARA AUXILIAR A ANALISE E A QUANTIDADE DE NOMES DE GENES QUE OS REPRESENTA.
(continua)

hypothetical protein CAT7_09005 86 01

hypothetical protein HMPREF0433_01076 28 01

hypothetical protein lin2471 4 01

hypothetical protein Imo2372 1 01
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TABELA 2 - ROTULOS UTILIZADOS PARA AUXILIAR A ANALISE E A QUANTIDADE DE NOMES DE GENES QUE OS REPRESENTA.
(continuagao)

hypothetical protein LmonF_01221 14 01

hypothetical protein LMRG_02687 29 01

lipoprotein-releasing system ATP-binding protein LolD 8 05

macrolide export ATP-binding/permease protein MacB 16 02

putative ABC transporter ATP-binding protein 57 02
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TABELA 2 - ROTULOS UTILIZADOS PARA AUXILIAR A ANALISE E A QUANTIDADE DE NOMES DE GENES QUE OS REPRESENTA.
(conclusao)

pyridoxamine 5-phosphate oxidase protein 79 01

FONTE: A autora (2012)
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Nesta tabela é possivel observar como a normalizagdo dos nomes dos genes
foi util. Escrito em letras vermelhas os genes com os mesmos nomes, diferenciados
apenas por uma virgula e um hifen (grifados em azul), mas que foram agrupados em
um unico nome de gene (ABC transporter ATP-binding protein), tendo assim o

mesmo rotulo para os trés nomes de genes.

Apds os dados serem submetido ao SOM treinado, foi possivel visualizar a
Matriz-U correspondente, onde se pode observar a presenga de quatro grupos.

Este resultado pode ser observado na FIGURA 22 que mostra também uma
sobreposigcdo entre a Matriz-u e a matriz que contém os rétulos (C), o que facilita
ainda mais a interpretagdo dos agrupamentos, além dos hits de histograma (D) onde

podemos visualizar a quantidade de genes que ativaram determinados neurénios.
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1.78

0.894

0.009%4

1.78

0.394

0.00994

() (D)

FIGURA 22 - VISUALIZACAO DO RESULTADO OBTIDO COM O EXPERIMENTO 3.2.2. (A) MAPA
COM A MATRIZ-U COM OS GRUPOS IDENTIFICADOS MARCADOS DE 1-4, (B) MAPA COM
LABELS, (C) ROTULOS SOBREPOSTOS NA MATRIZ-U E (D) MAPAS COM HITS DE
HISTOGRAMA.

FONTE: A AUTORA (2012)

Para visualizar quais genes foram ativados em cada unidade, é utilizada a
funcdo som_autolabel (sM, sD, 'freq') do Som Toolbox, onde: sM é o mapa criado,
inicializado e treinado, sD é a base de dados e o terceiro parametro ‘freq’

representa a frequéncia em que cada dado (gene) ativou determinado neurdnio.

Na FIGURA 23 é possivel observar uma ampliacao da captura de tela de uma
unidade do mapa desse experimento, os demais serao omitidos por questdes de
legibilidade, porém os dados encontrados em cada unidade estdo disponiveis na
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TABELA 3.

Labels Labels

Rotulo do ulltimo dado
que ativou este neurdnio

Rétulo do dlltimo dado

. . Frequéncia de
que ativou este neurdnio

cada rotulo entre

=
(&}
:__l

Sde parénteses
Todos os dados
Que ativaram este
neurdnio

(A) (B)

FIGURA 23 - FREQUENCIA DOS DADOS EM UM NEURONIO. (A) VISUALIZAGAO SOMENTE
COM ROTULO. (B) VISUALIZAGAO UTILIZANDO A FUNGAO DE FREQUENCIA.

FONTE: A autora (2012)

Nessa unidade do mapa a FIGURA 23.A apresenta apenas o rétulo do ultimo
dado que ativou este neurbnio (rétulo: 1), na FIGURA 23.B com a ampliagdo é
possivel verificar todas as entradas que ativaram este neurénio (rétulos: 1, 4, 23, 33)

e suas respectivas frequéncias.

No grupo 1 foram identificados quatro genes todos hipotéticos e que
pertencem ao mesmo neurbnio, a distancia entre o neurbnio em que eles estao
contemplados e os vizinhos mais préximos é grande o que indica que sdo genes

diferentes (ndo tem nenhuma relagao de vizinhanga).

No grupo 2 foram identificados dez genes (sendo um hipotético) e no grupo 3
13 genes em sua maioria pertencente a familia ABC Transporter.
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No grupo 4 foram identificados 74 genes, este € 0 grupo que contém a
maioria dos genes incluindo o gene query ABC-transporter ATP binding protein.

A
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TABELA 3 mostra quais genes foram identificados em cada grupo e suas
respectivas familias de acordo com o software PFAM.
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TABELA 3 - GENES IDENTIFICADOS EM CADA UM DOS AGRUPAMENTOS DO EXPERIMENTO
2.

Grupo 1

hypothetical protein
Imo2580

hypothetical protein
in2725

hypothetical protein
lin2471

hypothetical protein
Imo2372

01

01

01

01
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TABELA 3 - GENES IDENTIFICADOS EM CADA UM DOS AGRUPAMENTOS DO EXPERIMENTO

2. (continua)

Grupo 3

ABC transporter ATP-
binding protein

lipoprotein-releasing
system ATP-binding
protein LolD

ABC superfamily ATP
binding cassette
transporter, ABC
protein

ABC transporter
protein

ABC transporter
related protein

02

01

04

03

03

ABC_tran
(PFO0005)

ABC_tran
(PFO0005)

ABC_tran
(PFO0005)

ABC_tran
(PFO0005)

ABC_tran
(PFO0005)
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TABELA 3 - GENES IDENTIFICADOS EM CADA UM DOS AGRUPAMENTOS DO EXPERIMENTO
2. (continuagao)
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TABELA 3 - GENES IDENTIFICADOS EM CADA UM DOS AGRUPAMENTOS DO EXPERIMENTO
2. (conclusao)

Grupo Nome do gene Quantidade de  Familia

genes

TOTAL - 100 -

FONTE: A autora (2012)

No grupo quatro foi encontrado o gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
protein que nao pertence a familia ABC_tran (PF00005) que é a familia da maioria

dos genes que estao neste grupo.

Foi entdo realizada uma pesquisa no PFAM utilizando apenas o nome do
gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase protein e o resultado obtido foi que este

gene pertence a familia Pyridox_oxidase (PF01243).

Depois de encontrada a familia do gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase

protein foi realizada uma nova consulta para identificar em qual agrupamento de
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familias esta estava presente. O resultado obtido através do PFAM a familia
Pyridox_oxidase (PF01243) encontra-se no agrupamento denominado FMN-binding
(CL0336).

Neste agrupamento ainda sdo encontradas mais sete familias(DUF385,
DUF447, Flavin_Reduc, FMN_bind_2, Pyrid_oxidase_2, Pyridox_ ox 2 e
Pyridox_oxase_2) e nenhuma delas se refere a familia ABC_tran (PF00005) o que
descartou qualquer possibilidade do gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
protein ter alguma ligagédo com a familia ABC_tran (PF00005).

Com o intuito de investigar o motivo de este gene estar em um grupo onde a
maioria dos genes pertencem a familia ABC Transporter, foi realizado um
alinhamento entre a sequéncia de aminoacido referente ao gene pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase protein contra todas as outras sequéncias pertencentes ao

mesmo grupo, a fim de verificar qual o percentual de similaridade dos alinhamentos.

A FIGURA 24 apresenta o melhor alinhamento obtido entre a sequéncia de
aminodacido (query) referente ao gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase protein e a
sequéncia referente ao gene ABC transporter ATP-binding protein (subject) que
corresponde a 85% de identidade, ou seja, este resultado é mais um indicio que o
gene em questédo deveria ser anotado com um Transportador ABC e ndo como um

gene pyridoxamine 5'-phosphate oxidase protein.
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adjust.
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120

:PYRIDOXAMINE 5'-PHOSPHATE

OXIDASE PROTEIN (QUERY) X ABC TRANSPORTER ATP-BINDING PROTEIN (SUBJECT)
FONTE: A autora (2012)
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4.3 Erro topografico e erro de quantizagao

Os valores apresentados na TABELA 4 sao referentes a cada experimento
realizado e sdo obtidos depois de treinada a rede através da fungédo do Som
Toolbox: som_quality (sm,sd). Os parametros utilizados em cada experimento foram
0os mesmos conforme descrito em Materiais e Métodos.

TABELA 4 - VALORES DO ERRO TOPOGRAFICO E ERRO DE QUANTIZAGCAO OBTIDOS EM
CADA UM DOS 10 EXPERIMENTOS REALIZADOS.

Experimento Erro topografico Erro de quantizagao
1 0,1470 0,2500
2 0,1000 0,1617
3 0,3392 0,0700
4 0,2663 0,0900
5 0,3145 0,0500
6 0,2550 0,1500
7 0,3613 0,1100
8 0,1122 0,3800
9 0,1575 0,2000
10 0,3792 0,1400

FONTE: A autora (2012)

E possivel observar que quando o erro de quantizagdo diminui, h4& um aumento
do erro topografico. Segundo KOHONEN (1990) o melhor mapa € o que tem o
menor valor de erro de quantizagéo, pois este estaria mais bem ajustado aos vetores

de entrada.
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Seria possivel diminuir ainda mais os erros de quantizagdo dos experimentos: 1, 8

e 9; mas para isso seria necessario modificar os parametros a cada novo

experimento realizado.

O objetivo foi deixar um grupo de parametros padrdes (apresentado na sec¢éo 4.3)

onde a maioria dos casos apresentados obtivesse um erro de quantizagdo menor

que 0,2 (valor arbitrario - inferido pela média da variagdo dos erros de quantizagéo

obtidos nos experimentos, que foi no maximo de 0,49).

4.4 Comparativo deste trabalho com os trabalhos correlatos

Os trabalhos descritos na se¢ao 2.1.2 foram comparados com este trabalho e os

elementos de comparagao incluem as seguintes caracteristicas:

a)

b)

c)

d)

f)

g)

h)

Alinhamento de sequéncia: se considera o alinhamento entre sequéncias
como uma caracteristica para auxilio na identificacao de sinénimo;

Forma sintatica do nome: se considera a estrutura sintatica do nome do gene
para auxilio na identificagdo de sinbnimo;

Conexao com banco de dados: permite realizar consultas através de um
banco de dados previamente populado com os sinénimos;

Bases de dados utilizadas: quais bases de dados com informagdes génicas

sdo utilizadas como base para o processo de agrupamento;

Inclui genes hipotéticos: inclui genes descritos como hipotéticos nos
agrupamentos;
Formato arquivo para agrupamento: qual formato de arquivo é utilizado para

realizar agrupamentos;

Pesquisa através da internet. se é possivel realizar a pesquisa de sinbnimos
através da internet;

Identifica erro de anotacdo: Capacidade de identificar possiveis erros de
anotacgéao;

No QUADRO 7 é possivel observar as diferencas entre os principais trabalhos de

relacionados a sinonimia de genes.
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CD-HIT
Este trabalho | Biothesaurus | GPSDB versdo 4.5.4
(a)
Alinhamento sim nao nao sim
sequéncia
(b) Forma
sintatica do sim sim sim nao
nome
(c) Conexao
com banco de sim sim sim nao
dados
(d) Bases de
dados A B C D
utilizadas
(e) Inclui
genes sim nao nao -
hipotéticos
Agrupamento | Agrupamento
(f) Formato . pré pré
) Arquivo de .
arquivo para texto (.xt) processados processados | Arquivo Fasta
agrupamento ' através do através do
nome do gene | nome do gene

(g) Pesquisa
através nao sim sim sim
internet
(h) Identifica
erro de sim nao nao nao
anotacao

QUADRO 7 - COMPARATIVO ENTRE OS ESTUDOS SOBRE SINONIMOS DE GENES.
FONTE: A autora (2012)

No item (d) referente as bases de dados utilizadas para agrupamentos, ha
uma diversidade de conjuntos referentes a elas e estdo descritos a seguir:
A — GenBank, EMBL Data Library, DDBJ, NBRF PIR, Protein Research Foundation,
SWISS-PROT, Brookhaven Protein Data Bank, Patents, NCBI Reference Sequence;
B — UniProt, Swiss-Prot, TrEMBL, PIR-PSD, Entrez Gene, RefSeq e GenPept, MGD,
SGD, RGD, FlyBase e WormBase, HUGO, EC enzyme nomenclature e OMIM,;
C - LocusLink, Swiss-Prot, GDB, HUGO, OMIM, MGD, RGD, Ratmap; Flybase;
SGD, TAIR, WormBase, SubtiList e EcoGene
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D — NCBI NR, Swissprot e PDBO. O usuario também pode fornecer uma base de

dados especifica.
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5 CONCLUSAO

Foi analisada a estrutura do arquivo NR (Non-Redundant Data Base)
disponibilizado pelo NCBI. Com a identificagdo dos padrbes existentes neste
arquivo, foi possivel desenvolver um script em Java para interpretar
automaticamente as informagdes contidas nele.

Um banco de dados relacional foi criado para integrar as informagdes
disponiveis no banco de dados NR do NCBI com as informagdes identificadas sobre
os sinbnimos dos genes, adquiridas no decorrer da mineragado de dados realizada
neste trabalho.

Foram aplicadas técnicas de KDD para identificar os sinbnimos dos nomes dos
genes, baseado nos resultados obtidos através dos alinhamentos de sequéncias de
aminodacidos e na estrutura sintatica dos nomes dos genes. Estas técnicas foram

fundamentais para compor a metodologia desenvolvida.

Nos experimentos realizados com a Rede de Kohonen foi possivel identificar em
um dos grupos no experimento 2, um gene que nao pertencia a mesma familia dos
demais, o que pode indicar um provavel erro de anotacdo. Com essa indicacao,
poderia ser realizados procedimentos laboratoriais que confirmassem a hipotese
levantada.

A metodologia desenvolvida é aplicavel para descrever genes hipotéticos,
putative e outros sem uma funcido descrita ou conhecida, podendo indicar uma
possivel fungcéo a estes genes apds o agrupamento.

Outras vantagens observadas com a utilizagdo do algoritmo SOM: rapidez com
que gera os mapas, nao havendo a obrigagdo de realizar um grande numero de
iteracbes para se obter um bom resultado; A forma de visualizagdo do mapa do
através da Matriz-U permite identificar a quantidade de grupos formados por meio de
uma matriz de cores. Deste modo, esta técnica de visualizagdo é muito interessante,
pois a principio ela ndo necessita que seja informado o numero de grupos a serem
formados.

A metodologia descrita pode ser utilizada com qualquer sequéncia de aminoacido
que gere um grupo de dados através de alinhamentos, onde possa ser submetidos a
rede SOM.
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6 TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho é apenas o inicio do estudo desse assunto tdo vasto. Para
melhorar ainda mais a metodologia, poderia ser aplicadas em conjunto técnicas de
validagao bioldgica como, por exemplo, as ontologias de fungdes, de processos
bioldégicos e de componente celular que s&o fornecidas através do consércio Gene
Ontology (ASHBURNER, et al.,, 2000), o que enriqueceria os agrupamentos com
coeréncias bioldgicas.

Para a metodologia ser aplicada em uma grande quantidade de dados como, por
exemplo, todo o Banco de Dados NR, seria necessario estudar ou desenvolver uma
forma de automatizar o processo de identificagdo dos agrupamentos, que neste
trabalho foi feito de forma manual.

No provavel erro de anotacao identificado em um dos experimentos, poderia ser
realizado um procedimento laboratorial para confirmar a hipétese levantada neste
estudo, com isso, haveria mais um subsidio de confiabilidade aos resultados

apresentados.
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Apéndice A — Script para interpretagao arquivo NR

FIGURA A. 1 - METODO EM JAVA REFERENTE A LEITURA E INTERPRETAGAO DO ARQUIVO
NR UTILIZANDO EXPRESSOES REGULARES.

public static wvoid lerArgnivoNr () throws Exception {
ArrayList<Segql> arguiwvo;
Seql itemArgquivo;
String[] idGI:
String[] stringNomesGene;
Sequencia segCbj = new Segquencial();
Organismo orgCbj = new Organismol():;
GI giCbj = new GI{():
GeneNome geneNomeCbj = new GeneNome ()

argquivo = Fasta.readMany("c: Nr/nr2.txt"™, 10240);

for (int k = 0; k < arguivo.size(); k++) {
itemArguivo = arquivo.get(k):
seqglbj.setSequencia (itemArquivo.subseqg (itemArquivo.bounds () .plus() ) .toString () )

idGI = itemArquivo.id() .replace("|", ",,").split(",,"):
gilbj.setGi_codigo (Integer.parselnt(idGI[1])):

stringNomesGene = itemArgquivo.description().splic(” "):
giCbj.setGi_dbOrigem (1dGI[2] + " " + idGI[3]):
stringNomesGene [0] = stringNomesGene[0].replace("[", "::");
sztringNomesGene [0] = =tringNomesGens[0] .replace("]", ",,"):

stringNomesGene [0] = stringNomesGene[0] .replace (" ’
Pattern pOrganismo = Pattern.compile("::(.*7),,"):
Matcher mOrganismo = pOrganismo.matcher (stringNomesGene[0])
Pattern pNomeGene = Pattern.compile("(.*7)::");

Matcher mNomeGene = pNomeGene.matcher (stringNomesGene[0]):

if (mNomeGene.find()) {

geneNomeOb] . setGennom_nome (mNomeGene.group(l));

}
if (mOrganismo.find()) {

orglb]j .setNome (mNomeGene.group (1) ) ;
}

giObj.setGi_id_dbOrigem(idGI[1]):

BcessoDB acesso = new AcessoDB();
acesso.inserirGene (genelomelbi) ;
acesso.inserirOrganismo (orglbj):

Apéndice B — Dicionario de dados
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QUADRO B. 1 - DICIONARIO DE DADOS DA ENTIDADE ORGANISMO.

Entidade: Organismo

Atributo Classe Dominio Tamanho | Descrigédo

. . - Chave primaria da entidade
org_codigo | Determinante | Numérico | - Organismo
org_nome | Simples Texto 300 Nome do organismo
org_status | Simples Texto 1 Status ativo ou inativo (A ou

QUADRO B. 2 - DICIONARIO DE DADOS DA ENTIDADE SEQUENCIA.

Entidade: Sequencia

Atributo Classe Dominio Tamanho | Descrigao

. . - Chave primaria da entidade
seq_codigo | Determinante | Numérico Sequencia
seq_aa Simples Texto 5000 Sequéncia de aminoacido
seq_status | Simples Texto 1 Status ativo ou inativo (A ou

QUADRO B. 3 - DICIONARIO DE DADOS DA ENTIDADE GENE_NOME.

Entidade: Gene_Nome

Atributo Classe Dominio | Tamanho | Descrigado
. Chave primaria da
. Determina - .
gennom_codigo Numérico | - entidade
nte
Gene_Nome

gennom_nome Simples Texto 300 Nome do gene
gennom . Simples Texto 300 Nome (.jo gene apos
_nomeNormalizado normalizagao

. Status ativo ou
gennom _status Simples Texto 1 inativo (A ou I)

QUADRO B. 4 - DICIONARIO DE DADOS DA ENTIDADE GlI.

Entidade: GI

Atributo

Classe

Dominio

Tamanh

o Descrigao
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gi_numero

Determinant
e

Numéric
o]

Chave
primaria da
entidade Gl
-éo
numero
apresentad
0 no
arquivo NR

sequencia_seq_codigo

Determinant
e

Numéric
o]

Chave
estrangeira
da entidade
Sequencia

sequencia_nome_gennom_codi
go

Determinant
e

Numéric
o]

Chave
estrangeira
da entidade
Gene_Nom
e

organismo_org_codigo

Determinant
e

Numéric
o]

Chave

estrangeira
da entidade
Organismo

Gi_dbOrigem

Simples

Texto

100

Banco de
dados de
origem do
nome do
gene

gi_status

Simples

Texto

Status ativo
ou inativo
(Aoul)

QUADRO B. 5 - DICIONARIO DE DADOS DA ENTIDADE SINONIMO.

Entidade: Sinonimo

Atributo

Classe

Dominio

Tamanho

Descrigao

sin_codigo

Determinante

Numérico

Chave
primaria da
entidade
Sinonimo

gene_nome_gennom_codigo_

Determinante

Numérico

Chave
estrangeira
da entidade
Nome Gene




105

Numero

. . L identificador
sin_agrupamento Determinante | Numérico | - do

agrupamento

Nome de
maior
frequéncia
que ira
representar
0 grupo

sin_nome Simples Texto 300

Status ativo
sin_status Simples Texto 1 ou inativo (A
oul)

Apéndice C — Experimentos realizados

Experimento 3

Neste experimento foi observado a formagao de 4 grupos conforme mostra a

Matriz-U referente a este processo (Figura C.1).

(A) (B)

FIGURA C. 1 - CAPTURA DE TELA DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U DO EXPERIMENTO 3. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.
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Na Tabela C.1 Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.podemos verificar

quais genes pertencem a cada um dos grupos identificados, o grupo um tem 32

genes, o grupo dois 61 genes, o grupo trés 01 gene e o grupo quatro 06 genes.

TABELA C. 1 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 3.

Grupo Nome do gene Quantidade de
genes
Grupo 1 transposon Tn21 02
resolvase
Tn3 family 01
resolvase
putative resolvase | 01
transposon Tn21 06
resolvase
resolvase-like 01
protein
Resolvase domain | 03
protein
site-specific 01
recombinase
resolvase domain- | 06
containing protein
transposon 01
resolvase
site-specific 02

recombinase, DNA
invertase Pin




hypothetical protein | 01
p49879 2p17
hypothetical protein | 01
plpl0043
TnpR-like 01
resolvase
recombinase 01
hypothetical protein | 01
pOU7519 72
transposase 01
hypothetical protein | 01
ABTWO07_3879
helix-turn-helix 01
protein

Grupo 2 resolvase for Tn21 | 01
truncated 01
resolvase
transposon Tn21 03
resolvase
Tn3 family 01
resolvase
putative resolvase | 01
resolvase 20
hypothetical protein | 01
B1M_04234
hypothetical protein | 01

METUNv1_03110
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resolvase-like 04
protein

Resolvase domain | 02
protein

site-specific 02
recombinase

resolvase family 01
recombinase

inversion of 01
adjacent DNA

putative resolvase | 01
HDEF p0007

Tn1721 resolvase | 01
TnAtcArs resolvase | 01
Tn4653 resolvase | 01
TnpR resolvase 01
resolvase family 02
recombinase

putative Tn4653A- | 01
like resolvase

protein

resolvase domain- | 04
containing protein
Tn501 01
transposition

resolvase
resolvase/integrase | 01

TnpR
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Tn4656/Tn4658 01
resolvase
TnpR recombinase | 03
Transposon Tn501 | 01
resolvase
transposition 01
resolvase
hypothetical protein | 01
SMAC_09673
site specific 01
resolvase
Grupo 3 resolvase 01
Grupo 4 TnpR 06

Experimento 4
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Neste experimento foi identificado a presenga de 4 grupos conforme mostra a

Matriz-U referente a este processo FIGURA C. 2
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U-matrix

(A)

(B)

FIGURA C. 2 - CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 4 DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.2 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos

grupos identificados, o grupo foi identificado 06 genes, no grupo dois 69 genes, no

grupo trés 04 genes e no grupo quatro 21 genes.

TABELA C. 2 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 4

Grupo

Nome do gene

Quantidade de

genes

Grupo 1

phosphate regulon
transcriptional
regulatory protein
PhoB

04

two component
transcriptional
regulator PhoB,
winged helix family

01

transcriptional
regulator PhoB

01




Grupo 2

phosphate regulon
transcriptional
regulatory protein
PhoB

23

putative DNA-
binding response
regulator PhoB

04

DNA-binding
response regulator
in two-component
regulatory system
with PhoR

01

response regulator
homolog PhoB
(phosphate regulon
transcriptional
regulatory protein)

01

two component
transcriptional
regulator

01

two component
transcriptional
regulator PhoB,
winged helix family

05

transcriptional
regulatory protein

01

phosphate regulon
transcriptional
regulatory protein

05

two-component
regulatory system
response regulator

01

phosphate regulon

03
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response regulator

phosphate regulon
transcriptional
regulatory protein
PhoB (SphR)

01

winged helix family
two component
transcriptional
regulator

01

phosphate regulon
transcriptional
regulator PhoB

01

transcriptional
regulator PhoB

18

DNA-binding
response regulator
in two-component
regulatory system
with PhoR (or
CreC)

01

two-component
system response
regulator PhoB

01

phosphate regulon
two-component
system, response
regulator

01

Grupo 3

PhoB

04

Grupo 4

DNA-binding
response
regulator PhoB

09
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phosphate regulon | 08
transcriptional
regulatory protein
PhoB

response regulator | 01
homolog PhoB

recombination 01
associated protein

response regulator | 02

Experimento 5

Neste experimento foi identificada a presenga de quatro grupos conforme
mostra a Matriz-U referente a este processo (Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada.).

U-matrix

“o*

1.39

0.715
0.0416
1.39
0.715
0.0416

(A) (B)

FIGURA C. 3 - CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 5 DA VISUALIZAGCAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.



114

Na Tabela C.3 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos

grupos identificados, o grupo um tem 05 genes, o grupo dois 35 genes, o0 grupo trés

03 genes e no grupo quatro 57 genes.

TABELA C. 3 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 5

Grupo

Nome do gene

Quantidade de
genes

Grupo 1

ribonucleotide

reductase

05

Grupo 2

Chain A, Crystal
Structure Of
Manganese
Substituted R2-D84e
(D84e Mutant Of The
R2 Subunit Of E. Coli
Ribonucleotide
Reductase)

01

Chain A,
Ribonucleoside-
Diphosphate
Reductase 1 Beta
Chain

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2 Subunit
From E. Coli

01

Chain A, Y122f Mutant
Of Ribonucleotide
Reductase From
Escherichia Coli

01

putative ribonucleoside
diphosphate reductase
1, beta subunit, ferritin-
like protein

01

Ribonucleoside-
diphosphate reductase

05




ribonucleoside-
diphosphate reductase
1 beta chain

01

ribonucleoside-
diphosphate reductase
1 subunit beta

02

ribonucleoside-
diphosphate reductase,
beta subunit

03

ribonucleotide
reductase of class la
(aerobic), subunit beta

01

ribonucleotide
reductase, beta subunit

01

ribonucleotide-
diphosphate reductase
subunit beta

16

Hypothetical protein

01

Grupo 3

ribonucleoside-
diphosphate reductase
1 subunit beta

01

ribonucleotide-
diphosphate reductase
subunit beta

02

Grupo 4

ribonucleotide-
diphosphate
reductase subunit
beta

21

ribonucleoside-
diphosphate reductase,
beta subunit

17

ribonucleoside-
diphosphate reductase
1, beta subunit, B2

01

Chain A,
Ribonucleoside-
Diphosphate

01

115



Reductase 1 Beta
Chain

Chain A, Crystal
Structure Of The
Y122h Mutant Of
Ribonucleotide
Reductase R2 Protein
From E. Coli

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2 Soaked
With Ferrous lon At
Neutral Ph

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase Y122no2y
Modified R2 Subunit Of
E. Coli

01

ribonucleoside-
diphosphate reductase
1 subunit beta

03

Chain B,
Ribonucleoside-
Diphosphate
Reductase 1 Beta
Chain Mutant E238a

01

Chain A, Dithionite
Reduced E. Coli
Ribonucleotide
Reductase R2 Subunit,
D84e Mutant

01

Chain A, Azide
Complex Of The
Diferrous F208a
Mutant R2 Subunit Of
Ribonucleotide
Reductase

01

Chain A, Substitution
Of Manganese For Iron
In Ribonucleotide
Reductase From
Escherichia Coli.

01
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Spectroscopic And
Crystallographic
Characterization

Hypothetical protein

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2-
D84eW48F MUTANT
SOAKED WITH
Ferrous lons At Neutral
Ph

01

Chain A, Autocatalytic
Generation Of Dopa In
The Engineered
Protein R2 F208y From
Escherichia Coli
Ribonucleotide
Reductase And Crystal
Structure Of The Dopa-
208 Protein

01

Ribonucleotide
reductase of class 1a
beta subunit

02

Ribonucleoside-
diphosphate reductase

01

ribonucleoside-
diphosphate reductase
class la beta subunit

01

Experimento 6
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Neste experimento foi identificado a presenga de trés grupos conforme mostra

a Matriz-U referente a este processo (figura C.4).
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FIGURA C. 4 - CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 6 DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.4 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos
grupos identificados, o grupo um tem 03 genes, o grupo dois 50 genes e o grupo trés

47 genes.

TABELA C. 4 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 6

Grupo Nome do gene Quantidade de
genes

Grupo 1 YsdC 03

Grupo 2 M42 glutamyl 03

aminopeptidase

hypothetical protein 01
SDB_00048

Endo-1,4-beta- 06
glucanase




M42 family peptidase | 03
hypothetical protein 01
GK2713

peptidase, M42 05
family

cellulase 06
glutamyl- 02
aminopeptidase
deblocking 13
aminopeptidase, M42
hypothetical protein 01
BSNT_04206

putative endo-1,4- 02
beta-glucanase
glucanase/ 02
deblocking
aminopeptidase

cellulase M related 01
protein

COG1363: Cellulase | 01
M and related

proteins

deblocking 01
aminopeptidase
hypothetical protein 01
GYO_3133

M42 family 01
deblocking

aminopeptidase
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Grupo 3

predicted peptidase 01
M42 glutamyl 15
aminopeptidase

putative fructose- 10
specific
phosphotransferase
system protein FrvX

frv operon protein 02
frvX

aminopeptidase 05
putative 01
aminopeptidase

ysdC

hypothetical protein 01
ECoL_03844
fructose-specific 07
phosphotransferase
system protein FrvX

frv operon protein 01
conserved 01
hypothetical protein
putative peptidase 01
hypothetical protein 01
ENTCAN_09569
deblocking 01

aminopeptidase, M42

120



121

Experimento 7

Neste experimento foi identificado a presenga de cinco grupos conforme
mostra a Matriz-U referente a este processo (figura C.5).

U-matrix

(A) (B)

FIGURA C. 5- CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 7 DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.5 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos
grupos identificados, o grupo um tem 06 genes, o grupo dois 01 genes, o grupo trés
90 genes, grupo quatro 02 genes e grupo cinco 01 gene.

TABELA C. 5 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 7

Grupo Nome do gene Quantidade de
genes

Grupo 1 ABC transporter ATP- | 03
binding protein

ABC superfamily ATP | 01
binding cassette




transporter, ABC
protein

peptide ABC
transporter ATPase

01

ABC-type
antimicrobial peptide
transport system,
ATPase component

01

Grupo 2

ABC transporter ATP-
binding protein

01

Grupo 3

pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase
protein

01

ABC transporter ATP-
binding protein

43

hypothetical protein
HMPREF0433_01076

01

hypothetical protein
HMPREF0428 00848

01

lipoprotein releasing
system, ATP-binding
protein

03

putative lipoprotein
ABC transporter,
ATP-binding protein

01

ABC superfamily ATP
binding cassette
transporter, ABC
protein

12

peptide ABC
transporter ATP-

03
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binding protein

ABC transporter

09

lipoprotein-releasing
system ATP-binding
protein LolD

03

multidrug resistance
ABC superfamily ATP
binding cassette
transporter, ABC
protein

01

peptide ABC
transporter ATPase

02

putative ABC
exporter, ATP-binding
subunit

01

hypothetical protein
STRINF_01601

01

putative ABC
transporter ATP-
binding protein

03

ABC-type
antimicrobial peptide
transport system,
ATPase component

01

antimicrobial peptide
ABC transporter ATP-
binding protein

01

ABC transporter
ATPase

01

antimicrobial peptide
ABC transporter

01
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ATPase

ABC-type
antimicrobial peptide
transport system
protein

01

Grupo 4

ABC transporter ATP-
binding protein

01

ABC superfamily ATP
binding cassette
transporter, ABC
protein

01

Grupo 5

hypothetical protein
lImg_2548

01

Experimento 8

Neste experimento foi identificado a presenga de 2 grupos conforme mostra a

Matriz-U referente a este processo (figura C.6).

U-matrix
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FIGURA C. 6- CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 8 DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.6 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos

grupos identificados, o grupo um tem 97 genes e no grupo dois 03 genes.

TABELA C. 6 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 8

Grupo Nome do gene Quantidade de

genes

Grupo 1 2-component 04
transcriptional
regulator

putative 2- 08
component
transcriptional
regulator

transcriptional 02
regulatory protein
zraR

sigma-54 05
dependent
response regulator

two-component 01
response regulator

DNA-binding 04
response regulator
in two-component
system

conserved 02
hypothetical protein




hypothetical protein
ECNA114_2627

01

sigma-54
interaction domain-
containing protein

03

putative DNA-
binding response
regulator in two-
component system

02

putative C4-
dicarboxylate
transport
transcriptional
regulatory protein
DctD

03

hypothetical protein
ECP_2556

01

hypothetical protein
c3077

01

hypothetical protein
UTI89_C2873

01

nitrogen regulator |
homolog

01

Two-component
system response
regulator

12

C4-dicarboxylate
transport
transcriptional
regulatory protein
DctD

04

hypothetical protein

01
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CKO_00233

transcriptional
regulator

03

sigma-54
dependent
transcriptional
regulator/response
regulator

01

putative
transcriptional
regulator

01

hypothetical protein
SARI_00314

01

two component,
sigmab4 specific,
Fis family
transcriptional
regulator

03

putative two
component,
sigmab4 specific,
transcriptional
regulator

01

Response
regulator
containing CheY-
like receiver, AAA-
type ATPase, and
DNA-binding
domains

01

two-component
system, NtrC
family, response
regulator YfhA

01
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DNA-binding
response regulator
HsfA

01

response regulator
GIrR

03

sigma-54
dependent DNA-
binding response
regulator

01

putative two
component,
sigmab4 specific,
transcriptional
regulator, Fis
family

05

hypothetical protein
ESA_00708

01

hypothetical protein
plu3311

01

two-component
transcriptional
regulator

01

putative Fis family
two component
sigma-54 specific
transcriptional
regulator

01

transcriptional
regulatory protein

01

two component,
sigmab4 specific,
transcriptional
regulator

01
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response regulator
in two-component
regulatory system
(EBP family)

02

two component
sigma-54 specific
Fis family
transcriptional
regulator

01

hypothetical protein
yruck0001_6810

01

two component
YfhA

01

hypothetical protein
yaldo0001_25090

01

hypothetical protein
yfred0001_36530

01

hypothetical protein
yrohd0001_20800

01

hypothetical protein
yberc0001_30440

01

2-component
transcriptional
regulator yfhA

01

hypothetical protein
ymoll0001_29720

01

two-component
system, NtrC
family, response
regulator

01

DNA-binding
reponse regulator

01
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HsfA

Grupo 2 yfhA protein 03

Experimento 9

Neste experimento foi identificado a presenga de trés grupos conforme mostra
a Matriz-U referente a este processo (figura C.7).

U-matrix

U-matrix

1
..
e o

3
(A) (B)

FIGURA C. 7 - CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 9 DA VISUALIZAGAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.7 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos
grupos identificados, o grupo um tem 05 genes, o grupo dois 32 genes e o grupo trés

63 genes.

TABELA C. 7 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 9

Grupo Nome do gene Quantidade de

genes




Grupo 1

ribonucleotide
reductase

05

Grupo 2

ribonucleotide-
diphosphate
reductase subunit
beta

14

ribonucleoside-
diphosphate
reductase, beta
subunit

02

Chain A,
Ribonucleoside-
Diphosphate
Reductase 1 Beta
Chain

01

ribonucleoside-
diphosphate
reductase 1
subunit beta

03

Hypothetical

protein

01

Ribonucleoside-
diphosphate
reductase

04

ribonucleotide
reductase of class
la (aerobic) subunit
beta

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2
Subunit From E.
Coli

01

Chain A, Y122f

01
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Mutant Of
Ribonucleotide
Reductase From
Escherichia Coli

ribonucleoside-
diphosphate
reductase 1 beta
chain

01

ribonucleotide
reductase, beta
subunit 01

01

Chain A, Crystal
Structure Of
Manganese
Substituted R2-
D84e (D84e
Mutant Of The R2
Subunit Of E. Coli
Ribonucleotide
Reductase)

01

putative
ribonucleoside
diphosphate
reductase 1, beta
subunit, ferritin-like
protein

01

Grupo 3

ribonucleotide-
diphosphate
reductase subunit
beta

26

ribonucleoside-
diphosphate
reductase, beta
subunit

17

ferritin-like
protein

01
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Chain A,
Ribonucleoside-
Diphosphate
Reductase 1 Beta
Chain

01

Chain A, Crystal
Structure Of The
Y122h Mutant Of
Ribonucleotide
Reductase R2
Protein From E.
Coli

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2
Soaked With
Ferrous lon At
Neutral Ph

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase
Y122n02y Modified
R2 Subunit Of E.
Coli

01

ribonucleoside-
diphosphate
reductase 1
subunit beta

03

Chain B,
Ribonucleoside-
Diphosphate
Reductase 1 Beta
Chain Mutant
E238a

01

Chain A, Dithionite
Reduced E. Coli
Ribonucleotide

01
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Reductase R2
Subunit, D84e
Mutant

Chain A, Azide
Complex Of The
Diferrous F208a
Mutant R2 Subunit
Of Ribonucleotide
Reductase

01

Chain A,
Substitution Of
Manganese For
Iron In
Ribonucleotide
Reductase From
Escherichia Coli.
Spectroscopic And
Crystallographic
Characterization

01

protein

01

Chain A,
Ribonucleotide
Reductase R2-
D84eW48F
MUTANT SOAKED
WITH Ferrous lons
At Neutral Ph

01

Chain A,
Autocatalytic
Generation Of
Dopa In The
Engineered Protein
R2 F208y From
Escherichia Coli
Ribonucleotide
Reductase And
Crystal Structure
Of The Dopa-208

01
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Protein

Ribonucleotide 01
reductase of class
1a beta subunit

Ribonucleotide 02
reductase of class
la (aerobic), beta

subunit

ribonucleoside- 01
diphosphate

reductase
ribonucleoside- 01

diphosphate
reductase class la
beta subunit

Experimento 10

Neste experimento foi identificado a presenga de 4 grupos conforme mostra a

Matriz-U referente a este processo (figura C.8).

U-matrix

(A) (B)
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FIGURA C. 8 - CAPTURA DE TELA DO EXPERIMENTO 10 DA VISUALIZACAO DA MATRIZ-U. (A)
MATRIZ-U COM OS RESPECTIVOS LABELS. (B) HITS DE HISTOGRAMA.

Na Tabela C.8 podemos verificar quais genes pertencem a cada um dos

grupos identificados, o grupo um tem 20 genes, o grupo dois 71 genes, 0 grupo trés

07 genes e o grupo quatro 02 genes.

TABELA C. 8 - GENES IDENTIFICADOS NO EXPERIMENTO 10

Grupo Nome do gene Quantidade de
genes
Grupo 1 Two-component 01
response regulator
response regulator 14
two-component 01
system response
regulator
response regulator | 04
receiver modulated
metal dependent
phosphohydrolase
Grupo 2 two-component 02
response regulator
response regulator 07
receiver protein
COG3437: Response | 01

regulator containing a
CheY-like receiver
domain and an HD-
GYP domain




response regulator
receiver modulated
metal dependent

phosphohydrolase

24

Response regulator
receiver:Metal-
dependent
phosphohydrolase,
HD subdomain

03

response regulator

15

regulatory
components of
sensory transduction
system

03

two component
system,
transcriptional
regulatory protein

02

pole remodelling
regulatory
diguanylate cyclase

07

response regulator
rpfG

03

metal-dependent
phosphohydrolase
HD sub domain-
containing protein

01

signal transduction
histidine-protein
kinase BarA

02

Response regulator
containing a CheY-
like receiver domain
and an HD-GYP

01
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domain

Grupo 3

cyclic di-GMP
phosphodiesterase

01

putative two-
component response
regulator

02

hypothetical protein
HMPREF1030_01984

01

probable two-
component response
regulator

01

two-component
response regulator

01

response regulator
receiver

01

Grupo 4

hypothetical protein
Csp_C22930

01

HD domain protein

01
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