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Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de duas ferramentas computacionais: um

pipeline para análise de expressão diferencial de genes e outra para a visualização

gráfica de resultados de expressão diferencial, chamada DEPICTViz, que agrega ao

resultado da análise de expressão diferencial informações de interação funcional de

protéınas. O pipeline desenvolvido realiza o mapeamento de reads no genoma de

referência, a ordenação dos reads mapeados, a construção e união de transcritos e

a análise de expressão diferencial. A ferramenta DEPICTViz foi desenvolvida para

a visualização de experimentos de expressão diferencial de genes e interação de

protéınas. DEPICTViz foi testada com sucesso em vários estudos de caso.

Palavras-chave: Genômica, transcritômica, expressão diferencial de genes, in-

teração de protéınas, RNA-Seq.

Abstract

This work describes the development of two computational tools: a pipeline for dif-

ferential gene expression analysis and another one, called DEPICTViz, for graphically

visualizing differential gene expression analysis and protein interactions. The deve-

loped pipeline executes the read mapping into the reference genome, the sorting of

the mapped reads, the building and the union of transcripts and finally the diffe-

rential gene expression analysis. DEPICTViz was developed to visualize differential

gene expression analysis and protein interactions. DEPICTViz has been successfully

tested on several case studies.

Keywords: Genomics, transcriptomics, differential gene expression, protein inte-

ractions, RNA-Seq.
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4.7 Janela aberta após o usuário buscar identificadores Swiss-Prot e clicar

no botão ‘Multi Search’ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63

4.8 Informações de um ponto ao passar o mouse sobre ele . . . . . . . . . 64

ix



x LISTA DE FIGURAS

4.9 Aplicação de zoom in . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

4.10 Janela aberta ao clicar em um ponto na área do gráfico . . . . . . . . 65
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Caṕıtulo 1

Introdução

Os avanços de áreas como a de Biologia Molecular, em particular dos métodos de se-

quenciamento de DNA, tornaram posśıvel a identificação da exata sequência de bases

que formam essas moléculas, possibilitando o sequenciamento do genoma completo

de bactérias, animais, plantas e v́ırus, além do sequenciamento de RNAs, produzindo

importantes avanços nas áreas da genômica, metagenômica e transcritômica [85].

O genoma de um organismo é formado por longas moléculas de DNA (ácido desoxir-

ribonucleico) e funcionalmente é dividido em genes [78]. Cada gene é uma sequência

linear de DNA que codifica uma molécula composta por outro tipo de ácido, o RNA

(ácido ribonucleico). O RNA é formado após a etapa de transcrição do DNA e

contém a mesma informação da sequência molde de DNA.

Existem diversos tipos de RNAs transcritos a partir do DNA. O principal tipo, o

RNA mensageiro (mRNA) desempenha um papel vital na śıntese de protéınas, mas

há também RNAs que não codificam protéınas, chamados de RNAs não codificado-

res (ncRNAs), que por si só desempenham o seu papel funcional, sem que haja a

necessidade da śıntese de protéına a partir dele [116].

Em qualquer caso, o estudo dos transcritos de um organismo, de um tecido, ou de

uma célula em determinada situação é importante. A esse conjunto de transcritos

denomina-se transcritoma. E esse estudo é denominado trancritômica.
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2 CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO

O transcritoma constantemente altera-se, tanto em termos qualitativos (o que está

ou não sendo transcrito) quanto em termos quantitativos (com que intensidade deter-

minados genes estão sendo transcritos) [25]. Dessa forma, a análise do transcritoma

estuda o ńıvel de expressão dos genes de maneira qualitativa, identificando os ge-

nes que são expressos e os que não são expressos em um determinado momento,

e de forma quantitativa, medindo a variação de expressão dos diferentes genes em

diferentes situações. Esse estudo é conhecido como Análise de Expressão Diferencial.

Por meio da comparação dos transcritomas de diferentes tipos de células, ou de

células expostas a diferentes condições, é posśıvel entender a constituição de um

tipo espećıfico de célula, como essa célula normalmente funciona e como mudanças

no ńıvel de expressão gênica podem refletir ou contribuir para mudanças fenot́ıpicas.

Além disso, é posśıvel ter uma visão completa dos genes que estão ativos em uma

célula espećıfica ou ainda caracterizar mRNAs diferentes oriundos de um gene es-

pećıfico, pois alguns genes codificam múltiplos mRNAs [68].

A análise de expressão diferencial dos genes tem se tornado um importante instru-

mento de diagnóstico em certas áreas da Medicina. O exame do perfil de expressão

gênica de um tumor, por exemplo, pode ajudar no diagnóstico do tipo de neopla-

sia, na determinação da probabilidade de metástase e na estratégia de tratamento

mais eficaz [25]. Esse tipo de análise tornou-se muito popular a partir do uso de

sequenciadores de alto desempenho para esse fim.

Outro aspecto importante envolvendo a expressão de genes, em particular aque-

les que codificam protéınas, é que dificilmente as protéınas agem isoladamente no

exerćıcio das suas funções [115]. Mais de 80% das protéınas não operam sozinhas,

mas sim em complexos [21]. As protéınas envolvidas em um mesmo processo celu-

lar são repetidamente encontradas interagindo entre si. O estudo dessas interações

também é importante para inferir a função da protéına dentro da célula. A funcio-

nalidade de protéınas não identificadas podem ser previstas sob a evidência da sua

interação com outra protéına, cuja função já é conhecida [111].

O estudo desse tipo de interação tem acelerado a modelagem das vias funcionais para

exemplificar os mecanismos moleculares dos processos celulares [117] e identificado

alvos para medicamentos [84].
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Este trabalho se insere na área de Bioinformática, exatamente na junção desses

dois aspectos: análise de expressão diferencial e interação de protéınas. O trabalho

consistiu no desenvolvimento de duas ferramentas computacionais: um pipeline para

análise de expressão diferencial e outra de visualização de resultados de expressão

diferencial, chamada DEPICTViz, que agrega informações de interação funcional de

protéınas, Gene Ontology (GO), grupo de genes ortólogos (COG), classificação de

enzimas (EC number) e vias metabólicas relacionadas.

O pipeline desenvolvido realiza o mapeamento das sequências no genoma de re-

ferência utilizando o segemehl [58, 59], ordenação dos reads mapeados com o SAMtools

[69], construção e união de transcritos e análise de expressão diferencial utilizando

o pacote Cufflinks [107, 108].

A outra ferramenta resultante deste trabalho é chamada de DEPICTViz, desenvolvida

para a visualização de experimentos de expressão diferencial de genes e interação

de protéınas. A ferramenta web surgiu da necessidade de se visualizar pequenos

conjuntos de genes de interesse em experimentos de expressão diferencial de RNA-

Seq. Sua principal caracteŕıstica é a apresentação de um gráfico MA (MA plot),

similar aos gráficos Smear Plot, presentes nos pacotes EdgeR [91] e DESeq2 [73].

O principal diferencial da DEPICTViz é o fato de ser uma ferramenta interativa. Além

disso, DEPICTViz é de fácil instalação, e também de fácil utilização. A entrada da

ferramenta consiste de uma tabela onde os campos são separados por tabulação,

contendo todas as informações necessárias para a construção do gráfico e suas fun-

cionalidades. Como resultado, a sáıda da ferramenta é apresentada em uma janela

no navegador web do usuário, podendo este hospedá-la em um servidor ou mantê-la

localmente.

Avaliações, tanto do pipeline de análise de expressão diferencial, quanto da DEPICTViz,

foram feitas em quatro estudos de caso contendo diferentes tipos de dados. Dos

quatro estudos de caso, os dois primeiros, relacionados aos chamados genes HOX,

mostram a utilização do pipeline para análise de expressão diferencial. Os demais

estudos de caso apresentam diferentes usos da ferramenta DEPICTViz. A partir

desses estudos de caso, as publicações [70, 71, 72, 94] foram geradas e uma pu-

blicação descrevendo e disponibilizando o DEPICTViz está em preparação. Am-

bas as ferramentas estão dispońıveis para download no endereço https://git.

facom.ufms.br/bioinfo/.
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O texto segue organizado da seguinte forma. O Caṕıtulo 2 descreve conceitos básicos.

No Caṕıtulo 3 o pipeline de expressão diferencial é descrito. DEPICTViz e seus

detalhes são descritos no Caṕıtulo 4. Os resultados obtidos para alguns estudos de

caso são apresentados no Caṕıtulo 5. No Caṕıtulo 6, considerações finais são feitas.

Finalmente, os Apêncides A e B descrevem os manuais de instalação e utilização do

pipeline de expressão diferencial e da ferramenta DEPICTViz, respectivamente.



Caṕıtulo 2

Contextualização

Este caṕıtulo tem como objetivo abordar os conceitos necessários para o entendi-

mento do trabalho, assim como contextualizá-los no âmbito das ferramentas apre-

sentadas nos caṕıtulos 3 e 4. O ńıvel de detalhamento na descrição de cada conceito

depende do seu grau de importância no contexto das ferramentas.

2.1 Genômica

Apesar da similaridade em ńıvel fenot́ıpico entre os seres vivos, os organismos

mantêm diferenças fundamentais em ńıvel celular, podendo ser classificados em dois

grupos: os procariotos e eucariotos. Os organismos procariotos são unicelulares e

de organização simples, não possuem núcleo e seu material genético é armazenado

na região chamada de nucleóide, não existindo membrana que separa essa região do

restante da célula. Fazem parte desse grupo as bactérias e as arqueas. Já os orga-

nismos eucariotos são mais complexos, com células possuindo núcleo e membrana

nuclear que armazenam o material genético. Pertencem a esse grupo as plantas

pluricelulares, animais, fungos e alguns organismos unicelulares, como leveduras e

algas verdes.

Independentemente da classificação de um organismo, toda a sua informação genética,

necessária para a sobrevivência da espécie e também para seu funcionamento, é man-

tida em seu genoma, composto por longas sequências de ácido desoxirribonucleico

5



6 CAPÍTULO 2. CONTEXTUALIZAÇÃO

(DNA), que fornecem toda a informação genética utilizada no desenvolvimento, com-

portamento e reprodução do organismo [90]. A genômica é o estudo das principais

caracteŕısticas dessas moléculas, como elas estão organizadas e em que porções elas

carregam de fato informação genética capaz de regular funcionalmente a célula.

Fisicamente, o genoma pode estar dividido em várias moléculas de fita dupla de DNA

e chamadas de replicons, pelo fato de possúırem regiões ou śıtios de replicação. O

śıtio de replicação determina o ińıcio da replicação da molécula. Os cromossomos

são os replicons maiores da célula e são responsáveis pelo armazenamento da maior

parte da informação genética do organismo [63].

Alguns organismos, especialmente procariotos, possuem também replicons menores,

chamados de plasmı́deos, que também são moléculas de fita dupla de DNA que

carregam informação genética. Em bactérias, por exemplo, plasmı́deos costumam

conter genes responsáveis pela resistência a antibióticos. Quando uma célula se

replica, todos os plasmı́deos também são copiados, mas os plasmı́deos podem se

replicar independentemente [60].

Funcionalmente, o genoma está dividido em genes [78]. Cada gene é uma sequência

linear de DNA que codifica uma molécula de RNA funcional, ou uma única unidade

de transcrição [83].

Existem dois tipos de ácidos nucleicos: o ácido desoxirribonucleico (DNA) e o

ácido ribonucleico (RNA), mostrados na Figura 2.1. O RNA é formado após a

etapa de transcrição do DNA e contém a mesma informação da sequência molde

de DNA, sendo então traduzido durante a etapa de tradução, resultando na śıntese

de protéınas. Ambos ácidos nucleicos são macromoléculas formadas a partir de

unidades menores e mais simples chamadas de nucleot́ıdeos.

Cada nucleot́ıdeo é composto por um açúcar (pentose), um grupo fosfato e uma base

nitrogenada. A molécula de açúcar é formada por cinco átomos de carbono (numera-

dos de 1’ até 5’). O grupo fosfato conecta o carbono 3’ da molécula de açúcar de um

nucleot́ıdeo ao carbono 5’ da molécula de açúcar do próximo nucleot́ıdeo, formando

uma cadeia ou fita. Essa fita possui uma orientação que inicia na extremidade 5’ e

acaba na extremidade 3’.
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Figura 2.1: Representação do RNA, DNA e das estruturas qúımicas das bases ni-
trogenadas. Figura adaptada de [28].

A base nitrogenada pode ser: adenina (A), citosina (C), guanina (C), timina (T) ou

uracila (U). Adenina e guanina pertencem ao grupo das purinas, enquanto citosina,

timina e uracila pertencem ao grupo das pirimidinas [79].

Quando o DNA forma sua dupla hélice, um nucleot́ıdeo do grupo das purinas é

ligado com um nucleot́ıdeo do grupo das pirimidinas na outra fita. Elas são ligadas

por pontes de hidrogênios formando pares de bases, sendo que adenina é pareada

com timina (A-T) e citosina com guanina (C-G). Os pares A-T e C-G são denominados

pares de bases complementares, ou simplesmente pares de bases.

Algumas diferenças entre os dois tipos de ácido nucleico residem no tipo de açúcar

e na composição de bases nitrogenadas da molécula. No DNA, a pentose é sempre

a desoxirribose e, no RNA, a ribose. Adenina, citosina e guanina estão presentes

tanto no DNA quanto no RNA, mas a timina ocorre apenas no DNA, enquanto

que a uracila está presente apenas no RNA. Entretanto, a principal diferença entre

DNA e RNA é o fato das moléculas de RNA serem compostas por uma única fita e

existirem diferentes tipos de RNAs, classificados de acordo com suas localizações e

suas funções na célula.
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Uma célula contém diferentes tipos de RNAs, onde os mais importantes e que estão

ligados diretamente com a śıntese de protéınas são o RNA mensageiro (mRNA),

RNA transportador (tRNA) e RNA ribossomal (rRNA) [79].

A descoberta de novas classes de RNA levou a uma classificação geral dos RNAs

em codificadores e não codificadores. RNAs codificadores são exclusivamente os

mRNAs que contém a informação genética para a śıntese de protéınas. Os demais

RNAs são denominados não codificadores (ncRNAs) e incluem o rRNA e tRNA,

além de outros como small nuclear RNA (snRNA), small nucleolar RNA (snoRNA),

micro RNA (miRNA) e small interfering RNA (siRNA) [27].

Dogma central da biologia molecular

O Dogma Central da Biologia Molecular (Figura 2.2) define como ocorre o fluxo

da informação genética do DNA, passando pelo ácido ribonucleico até a protéına.

Atualmente, esses passos são bem conhecidos e detalhados. O DNA pode se replicar,

dando origens a novas moléculas de DNA ou pode ser transcrito em uma molécula

de RNA, que contém a mesma informação da sequência molde de DNA. Logo, o

RNA transcrito pode ser um mRNA que será traduzido em protéınas ou, pode ser

transcrito em um ncRNA que por si só possui uma função definida na célula [41].

Figura 2.2: Representação do dogma central da biologia molecular [78].

Os conceitos apresentados nos itens adiantes foram extráıdos de [20, 27, 28, 79].

Replicação

Na célula, a replicação do DNA tem ińıcio em locais espećıficos, como já foi dito.

De uma cadeia original de DNA formam-se duas. A replicação do DNA é o processo

de auto-duplicação do material genético, mantendo o padrão de herança ao longo

das gerações.
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Para que o processo de replicação se inicie, é necessária a atuação de uma enzima,

a helicase. A enzima liga-se à cadeia de DNA e desliza sobre esta, quebrando

as ligações de hidrogênio, ficando então as duas cadeias de DNA separadas. Em

seguida liga-se às cadeias de DNA a enzima RNA primase que sintetiza um primer,

que consiste numa sequência de bases de RNA que iniciam a śıntese, visto que a

DNA-polimerase não é capaz de atuar pela ausência de nucleot́ıdeos livres. Após

a śıntese do primer, a DNA-polimerase da continuidade ao processo que ocorre no

sentido da extremidade 5’ para a extremidade 3’ da nova cadeia. Uma das fitas,

chamada leading strand, é alongada continuamente no sentido 5’ → 3’ enquanto a

replicação ocorre. Já a outra fita, denominada lagging strand, é primeiro sintetizada

como uma série de fragmentos denominados fragmentos de Okazaki. Em seguida,

uma enzima, a DNA-ligase, junta os fragmentos de Okazaki em uma única fita de

DNA. Durante todo o processo de replicação atuam outras enzimas entre elas as

SSB (Single Strand Binding Proteins) e as topoisomerases que têm como função

evitar o enrolamento da cadeia durante a śıntese. A Figura 2.3 mostra o processo

de replicação.

Figura 2.3: Esquema de replicação do DNA. Figura adaptada de https://en.

wikipedia.org/wiki/DNA_replication

Transcrição

A transcrição é o processo de formação de uma fita de RNA, que carrega a informação

genética do DNA que no caso dos mRNA, será utilizado na śıntese de protéınas da

célula.

https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
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A enzima responsável pela transcrição é a RNA-polimerase. A transcrição pode ser

dividida em três estágios: iniciação, elongação e terminação. A sequência de DNA

onde a RNA-polimerase se liga e inicia a transcrição é conhecida como promotor.

O promotor inclui o ponto de ińıcio da transcrição e tipicamente inicia-se algumas

dezenas de nucleot́ıdeos acima desse ponto de ińıcio. Além de determinar a posição

em que a transcrição começa, o promotor determina qual das fitas de DNA será

usada como molde.

Certas seções do promotor são especialmente importantes para a ligação da RNA-

polimerase, chamadas de TATA boxes. Em procariotos, a própria RNA-polimerase

reconhece e se liga ao promotor. Já em eucariotos, um conjunto de protéınas, cha-

madas fatores de transcrição, regulam a ligação da RNA-polimerase e o ińıcio da

transcrição. Dessa forma, somente após os fatores de transcrição estarem ligados ao

promotor é que a RNA-polimerase se liga. O conjunto completo dos fatores de trans-

crição e a RNA-polimerase ligada ao promotor é denominada complexo de iniciação

da transcrição, conforme ilustrado na Figura 2.4.

Figura 2.4: Representação esquemática da iniciação da transcrição. Nos eucariotos,
os fatores de transcrição se ligam ao promotor para que a RNA-polimerase reconheça
e se ligue ao TATA boxes, formando o complexo de iniciação da transcrição. Figura
adaptada de [28].

Depois que a polimerase está devidamente fixada ao promotor do DNA, ela catalisa

a formação de ligações fosfodiéster entre os nucleótidos que formam a cadeia simples

do RNA, permitindo que ribonucleośıdeos trifosfato se liguem a esta por comple-

mentariedade de bases. Conforme a enzima percorre a fita molde no sentindo 5’ →
3’, são formadas ligações fosfodiéster entre os ribonucleot́ıdeos por meio da hidrólise

do trifosfato pelas RNA polimerases, liberando pirofosfato. Paralelamente, o pa-
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reamento das bases nitrogenadas é desfeito, de forma que a molécula de RNA em

formação é estendida lateralmente a região transcrita.

Após iniciada a transcrição, a RNA-polimerase move-se ao longo do DNA, desen-

rolando a dupla hélice e expondo cerca de 10-20 bases do DNA de cada vez para o

pareamento com os nucleot́ıdeos do RNA em formação (Figura 2.5). Enzimas adi-

cionam nucleot́ıdeos à extremidade 3’ da molécula de RNA, alongando-a. O DNA

já transcrito volta a se enrolar, recompondo sua estrutura em dupla hélice.

Figura 2.5: Representação da elongação da transcrição. Depois de estar devidamente
ligada ao promotor, belicases e topoisomerases desenrolam a dupla hélice do DNA
e a RNA-polimerase inicia a śıntese do RNA. O DNA já transcrito recompõe sua
dupla hélice. Figura adaptada de [28].

A transcrição continua até que a RNA-polimerase transcreva uma sequência de DNA

conhecida como terminador. Em seguida, o mRNA é liberado e a RNA-polimerase

dissocia-se do DNA.

Nos procariotos, o mRNA transcrito é imediatamente traduzido em uma sequência

de aminoácidos de acordo com seu código genético. Ao contrário dos eucariotos,
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onde o mRNA precursor, também conhecido como pré-mRNA, precisa ser processado

antes de ser traduzido (Figura 2.6).

Figura 2.6: Etapa do processamento do pré-RNA é uma etapa intermediária que é
feita entre a transcrição e a tradução. Figura adaptada de [28].

A primeira etapa do processamento do pré-mRNA é o capping que ocorre na extre-

midade 5’ do pré-mRNA, onde é adicionada uma forma modificada de guanina deno-

minada cap. Em seguida, ocorre a poliadenilação na extremidade 3’ do pré-mRNA,

onde uma enzima adiciona uma cauda poli-A formada de 50-250 nucleot́ıdeos de

adenina. Essas duas modificações (Figura 2.7) protegem o mRNA de ser degradado

e ajudam na fixação do ribossomo para a tradução.

Figura 2.7: Processamento do pré-mRNA: Enzimas modificam as extremidades
(adição do cap 5’ e cauda poli-A) da molécula de pré-RNA em eucariotos. As
extremidades modificadas ajudam a proteger o mRNA da degradação e facilita a
ligação dos ribossomos. Figura adaptada de [28].
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Outra etapa importante no processamento do pré-mRNA é um processo conhecido

como processamento do RNA em eucariotos. Durante esse processo, as regiões

não codificadoras, chamadas de ı́ntrons, são removidas e as regiões codificadoras,

chamadas de éxons, são unidas (Figura 2.8). Uma importante consequência da

presença de ı́ntrons em genes é que um único gene pode codificar mais de um tipo

de protéına. Muitos genes são conhecidos por codificar duas ou mais protéınas,

dependendo de quais éxons são usados durante o processamento do pré-mRNA;

este processo é conhecido como alternative splicing (Figura 2.9). Cada alternative

splicing gera o que é chamado de isoformas de RNA.

Figura 2.8: Processamento do pré-mRNA: (RNA splicing). A molécula de RNA
mostrada codifica a β-globina, um dos polipept́ıdeos da hemoglobina. Seu pré-
mRNA possui três éxons. Durante o processamento do pré-mRNA, os ı́ntrons são
removidos e os éxons são unidos. Em muitos genes, os ı́ntrons são muito maiores
que os éxons. Figura adaptada de [28].
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Figura 2.9: Splicing alternativo. Um gene pode ser processado em mais de uma ma-
neira, gerando diferentes moléculas de mRNA. Note que os mRNA gerados possuem
duas sequência de éxons diferentes, que serão traduzidos em protéınas diferentes.
Figura adaptada de [28].

Tradução

A tradução é o processo pelo qual uma molécula de mRNA maduro, resultante após

o processamento do pré-mRNA, é utilizada como um molde para a śıntese de uma

protéına. As protéınas são macromoléculas constitúıdas por uma ou mais cadeias

de aminoácidos, participam em praticamente todos os processos celulares e possuem

diversas funções nos organismos.

A tradução é realizada pelos ribossomos, que são grandes complexos macromolecu-

lares de várias moléculas de rRNA e de protéına. Os ribossomos são responsáveis

pela decodificação do código genético no mRNA, convertendo-o na sequência de

aminoácidos de protéınas [89].

O código genético do mRNA é lido três nucleótidos por vez, em unidades chamadas

códons, através de interações do mRNA com moléculas de RNA especializadas cha-

madas RNA de transferência (tRNA). Cada tRNA tem três bases desemparelhadas,
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conhecidos como anticódon, que são complementares aos códons. O tRNA também

é covalentemente ligado ao aminoácido especificado pelo seu anticódon. Quando o

tRNA se liga ao seu códon complementar de uma cadeia de mRNA, o ribossomo

liga sua carga de aminoácidos para a cadeia polipept́ıdica em construção. Quando a

śıntese da protéına é conclúıda, a protéına é liberada do ribossomo. Durante e após a

sua śıntese, a nova protéına deve-se enovelar para ativar sua estrutura tridimensional

para que ela possa cumprir a sua função celular [110].

Uma única molécula de mRNA pode ser traduzida várias vezes e, assim, produzir

muitas protéınas idênticas em função da sua meia-vida na célula, isto é, o tempo

médio que permanece no interior da célula antes de ser degradada.

Todo o caminho percorrido desde a transcrição até a tradução de protéına pode ser

vista na Figura 2.10.
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Figura 2.10: Fluxograma que mostra o caminho da transcrição do mRNA até sua
tradução em uma protéına. Figura adaptada de [79].

Montagem e mapeamento

Para se obter a sequência de cada replicon de um genoma, usa-se o que é conhe-

cido como sequenciamento, que consiste em uma técnica de biologia molecular que

basicamente determina a sequência de nucleot́ıdeos em uma determinada região do

replicon.

A despeito do atual avanço nas técnicas conhecidas , o sequenciamento de genomas

ainda é feito de maneira aleatória e gera sequências relativamente curtas, o que
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resulta na necessidade de um processo de montagem dos fragmentos para obter

a sequência do DNA. O processo de montagem consiste na sobreposição dessas

sequências ou fragmentos, conhecidos como reads, com o objetivo de formar trechos

cont́ınuos de DNA, denominados contigs.

Apesar da grande quantidade e qualidade dos reads produzidos pelas diferentes pla-

taformas de sequenciamento, é preciso considerar os seguintes aspectos: os reads são

pequenos e são gerados milhões deles. Além disso, há erros de sequenciamento e há

regiões repetitivas nos genomas. Todas essas caracteŕısticas dificultam o processo

de montagem e requerem o desenvolvimento de algoritmos e ferramentas computa-

cionais mais eficientes para analisar esse grande volume de dados.

Se existir algum organismo muito semelhante ao genoma estudado, este pode ser

usado como referência. Dessa maneira os reads podem ser mapeados nesse orga-

nismo. Neste caso, a montagem é denominada montagem por referência, mapea-

mento ou alinhamento, ou ainda montagem guiada. O genoma de referência deve

ser muito próximo filogeneticamente do genoma estudado.

Na ausência de um genoma de referência, a estratégia utilizada é conhecida como

montagem de novo. Nesse caso, a montagem não toma qualquer informação acerca

do genoma estudado e monta os contigs somente com base na sobreposição dos

fragmentos.

Os algoritmos e técnicas conhecidos para a montagem e para o mapeamento estão

fora do escopo deste trabalho. No entanto, na Seção 3.1 descrevemos em detalhes

um software que faz mapeamento, uma vez que este é um passo do pipeline descrito

naquela seção.

Anotação

A anotação do genoma é o processo de atribuir informação biológica às suas sequên-

cias [99]. O processo é composto de três etapas principais: anotação em ńıvel de

DNA, anotação em ńıvel de protéına e anotação em ńıvel de processos biológicos [99].
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A anotação em ńıvel de nucleot́ıdeos consiste na detecção dos genes codificadores e

não codificadores de protéınas, além das regiões repetitivas e marcadores genéticos

conhecidos.

Os genomas de bactérias e de arqueas possuem uma alta densidade de genes e peque-

nas regiões intergênicas adicionais. Normalmente, possuem cerca de um gene a cada

1000 nucleot́ıdeos [78]. Essa caracteŕıstica dos procariotos tornam a identificação

dos genes uma tarefa mais simples e consiste em encontrar longas ORFs (Open Rea-

ding Frames). Uma ORF é uma subsequência de DNA cujo comprimento é múltiplo

de 3, começa com um start códon (ATG por exemplo) e termina imediatamente antes

de um stop códon (TAA, TAG, TGA). Programas como GLIMMER [95] e GenMark [74]

eficientemente encontram genes em bactérias [85].

Em contraste com os genomas procariotos, os genomas eucariotos contêm uma por-

centagem pequena de genes e enormes quantidades de regiões não codificadoras.

Este material não codificante inclui regiões repetitivas e ı́ntrons que são removidos

de transcritos de RNAs. Por isso, identificar genes codificadores de protéınas em

genomas eucariotos é muito mais complexo do que em procariotos [85].

A anotação em ńıvel de protéınas cataloga as protéınas encontradas, nomeando-as

e identificando suas prováveis funções. Apesar de parecer um processo simples, na

prática isso não é verdade. Durante a evolução, as protéınas podem ser duplicadas

uma ou várias vezes, e suas cópias são diferentes, formando uma famı́lia de protéınas

relacionadas, conhecidas como parálogas. Entretanto, nem sempre protéınas da

mesma famı́lia possuem funções similares [99].

Uma forma comum de fazer a anotação de protéınas é procurar por similaridade,

usando ferramentas como BLASTP [15], em diferentes bancos de dados de protéınas.

Uma estratégia complementar é buscar por domı́nios protéicos em banco de dados

como o PFAM [46]. Isso é posśıvel porque partimos do pressuposto que protéınas

muito similares têm estruturas similares e, portanto, tendem a desempenhar a

mesma função [98].

A anotação em ńıvel de processos identifica de quais vias metabólicas e processos

os diferentes genes/protéınas participam. Essa etapa depende da existência de um

banco de dados com a capacidade de relacionar genes que foram anotados por di-

ferentes grupos de pesquisa. Essa base de dados é o Gene Ontology (GO), criada
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em 1991 [52]. O GO é um vocabulário padrão para descrever as funções de genes.

Ele está dividido em três partes: função molecular, processo biológico e componente

celular. A parte de função molecular descreve as tarefas realizadas por produtos

gênicos individuais. Processos biológicos são utilizados para objetivos biológicos

mais amplos, como meiose ou crescimento e manutenção celular, por exemplo. Com-

ponentes celulares descrevem os genes em termos da estrutura subcelular na qual

estão localizadas, como as organelas, bem como o complexo macromolecular a que

pertencem, como os ribossomos, por exemplo [78].

Genômica comparativa

A partir da anotação de um genoma, é posśıvel a execução de diversas análises, que

são muito importantes na determinação de funcionalidades do organismo estudado.

A genômica comparativa é um campo de pesquisa biológica em que as caracteŕısticas

genômicas de diferentes organismos são comparados [104, 114]. As caracteŕısticas

genômicas podem incluir a sequência de DNA, genes, sequências regulatórias, e

outros marcos estruturais genômicos [114]. Neste ramo da genômica, partes inteiras

ou grandes do genoma resultantes de projetos de genoma são comparados para

estudar semelhanças biológicas básicas e diferenças, bem como as relações evolutivas

entre os organismos [87, 93, 104, 56].

2.2 Transcritômica

Com o surgimento, há cerca de 10 anos, das novas plataformas de sequenciamento,

também chamadas de tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS), tornou-

se posśıvel gerar milhões de pares de base em um tempo muito curto e a um custo

muito baixo. Essas tecnologias vêm se desenvolvendo muito rapidamente. Com

essas técnicas, tornou-se posśıvel o estudo do transcritoma de um organismo de

forma bastante eficiente.

O transcritoma é o conjunto completo de transcritos de uma célula, e suas quanti-

dades, para uma determinada condição ou um estágio em que ela se encontra. É o

conjunto de todos os RNAs que estão sendo expressos em um determinado instante,
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sejam RNAs que, após traduzidos, se transformam em protéınas, ou sejam, RNAs

que codificam protéınas (mRNAs), ou RNAs que por si só têm sua função definida,

sem que sejam traduzidos. Esses últimos são conhecidos por RNAs não-codificadores

ou não-codificantes (ncRNAs).

Entender o transcritoma é essencial para a descoberta de funcionalidades de células

e tecidos e também para a determinação do desenvolvimento de doenças. A trans-

critômica é a área da Biologia Molecular que consiste em catalogar todos os trans-

critos de uma célula, incluindo mRNAs e ncRNAs [112].

Uma das técnicas mais utilizadas para a transcritômica é conhecida como RNA-Seq,

que permite a análise do transcritoma inteiro de um organismo de maneira muito

eficiente. Em particular, RNA-Seq permite a determinação do ńıvel de expressão

de RNAs quando a célula encontra-se em determinada condição. Dessa forma é

posśıvel, por exemplo, quantificar diferentes ńıveis de expressão de cada RNA (seja

ele mRNA ou ncRNA) em células saudáveis e com câncer. Essa técnica é conhecida

como análise de expressão diferencial, e tem sido muito utilizada para a determinação

de genes responsáveis pelo desenvolvimento de doenças.

2.3 Análise de expressão diferencial

Uma das contribuições deste trabalho é um pipeline para a análise de expressão

diferencial, descrito no Caṕıtulo 3. Por isso, nesta seção, esse tópico será abordado.

Um gene (seja ele resultante de mRNA ou ncRNA) é dito diferencialmente ex-

presso se, dados dois conjuntos de amostras, é mais (up-regulated) ou menos (down-

regulated) expresso, se comparado ao mesmo gene no outro conjunto. Essa análise

leva ao desenvolvimento de várias estratégias para melhor entender essas diferenças.

Apesar de existirem diferentes pipelines para análise de expressão diferencial [29, 82],

incluindo o proposto neste trabalho, eles podem ser resumidos em cinco passos, mos-

trados na Figura 2.11. A partir do resultado do sequenciamento, que basicamente

consiste em um conjunto (em geral) de milhões de pequenas sequências ou pequenos

fragmentos, a análise de expressão diferencial precisa de um pré-processamento, que

é a verificação e limpeza dos reads. Após esse pré-processamento, eles são mapeados
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em um genoma de referência. Em seguida, com o conjunto de reads mapeados e a

anotação do genoma de referência utilizado, é feita a contagem de reads mapeados

em cada gene. Por fim, métodos estat́ısticos são utilizados na análise de expressão

diferencial. Essas etapas são agora descritas.

Figura 2.11: Visão geral de um pipeline para análise de expressão diferencial. Ini-
cialmente os dados são avaliados e bases com baixa qualidade, adaptadores e con-
taminações são removidos, além disso, sequências menores que um determinado
tamanho são removidas. As sequências restantes são mapeadas e o seu resultado é
utilizado para estimar a abundância de cada gene. Por fim, os resultados são avali-
ados e os genes diferencialmente expressos são identificados. Entre parênteses estão
os formatos de arquivos produzidos em cada etapa [78].

Controle de qualidade e pré-processamento

Os dados produzidos pelos sequenciadores apresentam rúıdos, como sequências com

baixa qualidade, contaminações e adaptadores. Nessa primeira etapa, é verificada
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a qualidade de cada read na busca de rúıdos e eles são removidos. O passo inicial

de limpeza reduz o conjunto de reads, economizando recursos computacionais e

aumentando a confiabilidade dos dados [78]. FastX-Toolkit [65], Cutadapt [75] e

FastQC [18] são exemplos de programas dispońıveis para a tarefa de controle e

filtragem de reads.

Mapeamento de transcritos

Após toda a fase inicial de controle de qualidade e pré-processamento, os reads de-

vem, após serem agrupadas com base em sobreposições, reconstruir o transcrito de

onde foram sequenciados. O mapeamento consiste em mapear os reads no chamado

genoma de referência, permitindo assim a determinação dos transcritos. O genoma

de referência deve ser muito próximo filogeneticamente do genoma estudado. O

mapeamento feito na ausência de um genoma de referência é chamado de monta-

gem de novo e não toma qualquer informação acerca do genoma estudado, sendo

considerada uma tarefa computacional muito custosa.

O mapeamento dos reads fornece várias informações sobre a amostra sequenciada,

como polimorfismo e evidências de novos genes e ncRNAs, além de ser usado para

quantificar o ńıvel de expressão de genes e transcritos, uma vez que o número de

reads produzidos por um transcrito é proporcional à sua abundância na célula [106].

Alguns exemplos de mapeadores utilizados atualmente são: segemehl, Bowtie [66],

Bowtie2 [67], Tophat [109], Tophat2 [64] e STAR [30].

Contagem

Depois dos reads terem sido mapeados no genoma de referência, juntamente com

a anotação genômica, é posśıvel quantificar a expressão gênica. A maneira mais

comum de estimar a expressão é realizar a contagem de reads que foram mapeados

em cada gene, transcrito ou éxon. Programas como HTSeq [17], BEDTools [88] e

Cufflinks são utilizados para essa função.

Teoricamente, contar o número de reads mapeados forneceria uma forma direta de

estimar a abundância de um transcrito porém, na prática, outros fatores devem ser
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considerados, pois o número de reads gerados por transcrito depende da cobertura do

sequenciamento e do tamanho do transcrito. Logo, cada software utiliza diferentes

estratégias para a contagem de reads.

Expressão diferencial

Após feita a contagem dos reads das amostras, a fase para identificar genes dife-

rencialmente expressos envolve a normalização de dados, a escolha de um modelo

estat́ıstico e o teste para expressão diferencial. Esses passos são implementados por

diferentes programas, dentre os quais podemos citar: DESeq [16], DESeq2, EdgeR e

Cuffdiff [107].

Os métodos de normalização tentam controlar as diferenças das amostras, e assim

facilitar a precisão das comparações entre as diferentes condições estudadas. Existem

diversos métodos desenvolvidos para a normalização de dados, entretanto não há

uma unanimidade sobre qual a melhor escolha. Entre os métodos dispońıveis estão

total count (TC), RPKM [77] e FPKM [107].

O método TC divide a contagem de cada gene pelo número total de reads mapeados

na amostra, e multiplica o resultado pela contagem total média de todas as amostras

do conjunto de dados [38]. Já o conceito de RPKM (Reads Per Kilobase per Million

mapped reads) normaliza o número de reads mapeados em um dado transcrito, visto

que transcritos maiores tendem a gerar mais reads que transcritos menores. Além

disso, em amostras diferentes, a diferença entre o montante total de reads usados

pode influenciar na contagem. O cálculo de RPKM é dado pela fórmula

RPKM =
C

L
103
× N

106

=
109 × C
L×N

,

onde C é o número de reads mapeados no transcrito, L é o tamanho do transcrito

e N é o número total de reads mapeados. As divisões por 106 e 103 são feitas

proporcionalmente aos altos valores de N e L, respectivamente. A divisão por

L é uma normalização que leva em conta os diferentes tamanhos dos transcritos,

enquanto que a divisão por N leva em conta o número total de reads mapeados.

De modo análogo, o FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million frag-

ments mapped) lida com dados paired-end. O FPKM é uma unidade de expressão
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que considera cada fragmento mapeado e não cada read. O fragmento é definido

como um par de reads.

Outro ponto que deve ser considerado diz respeito à contagem total de uma amos-

tra, que pode ser altamente dependente de poucos genes altamente expressos (Ta-

bela 2.1) [78]. Isso faz com que a expressão dos demais genes seja subestimada.

Para lidar com esse problema, a estratégia é utilizar fatores de escala como Trim-

med Means of M values (TMM) [92] ou upper-quartile [35].

Tabela 2.1: Diferença na contagem das amostras. Exemplo de contagem onde o
número de reads nas duas amostras são iguais, mas com diferentes distribuições.

Amostra A Amostra B

gene 1 100 80

gene 2 100 80
...

...
...

gene 99 100 80

gene 100 20 2000

dA = 9920 dA = 9920

O TMM é calculado removendo uma determinada porcentagem dos genes conside-

rados os mais extremos entre as amostras comparadas. Este fator de normalização é

então usado para corrigir as diferenças no tamanho das amostras. Já o upper-quartile

é semelhante ao principio de total count, onde a contagem total são substitúıdos pelo

quartil superior de contagens diferentes de 0 no cálculo dos fatores de normalização.

A comparação do ńıvel de expressão dos genes em duas diferentes condições invaria-

velmente possuirá diferentes contagens. Essa diferença pode ser devida à verdadeira

diferença entre as condições ou apenas a rúıdos do experimento. A combinação de

modelos de distribuição e testes estat́ısticos permitem distinguir entre essas duas

possibilidades [78].
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2.4 Análise funcional

A análise funcional de um organismo passa pelo estudo de seu ciclo de vida e por

como os mecanismos e processos celulares se comportam frente a diferentes situações.

Todos esses mecanismos são executados, em última instância, pelas protéınas pro-

duzidas pela célula e principalmente como elas interagem.

Nesta seção alguns conceitos, banco de dados e ferramentas relacionadas à análise

funcional são brevemente descritos. Como a ferramenta DEPICTViz, descrita no

Caṕıtulo 4, relaciona dados de análise de expressão diferencial com dados de in-

teração entre protéınas, o que listamos a seguir são softwares ou banco de dados que

envolvem essas informações, particularmente aqueles que foram sugeridos nos pro-

jetos onde DEPICTViz foi utilizado. Esses projetos estão descritos no Caṕıtulo 5.

COG

As relações entre genes de diferentes genomas são naturalmente representadas como

um sistema de famı́lias homólogas que incluem ambos os ortólogos e parálogos.

Ortólogos são genes de diferentes espécies que evolúıram a partir de um gene ances-

tral comum por especiação. Já os parálogos, são genes originados por duplicação den-

tro de um genoma [47]. Normalmente, ortólogos possuem a mesma função no curso

da evolução, ao passo que parálogos evoluem novas funções, mesmo que estejam rela-

cionadas à original. Logo, a identificação de ortólogos é fundamental para a previsão

confiável de funções de genes em genomas recém-sequenciados [101]. É igualmente

importante para a análise filogenética, pois as árvores filogenéticas interpretáveis

geralmente podem ser constrúıdas apenas dentro de conjuntos de ortólogos [48].

Dada as várias relações que podem existir entre ortólogos, foi criado o conceito de

Clusters of Orthologous Groups (COGs). Cada COG consiste de genes ortólogos

individuais ou grupos ortólogos de parálogos de três ou mais linhagens filogenéticas.

Em outras palavras, quaisquer duas protéınas diferentes a partir de linhagens que

pertencem ao mesmo COG são ortólogos. Cada COG é assumido ter evolúıdo a

partir de um gene ancestral através de uma série de eventos de especiação e du-

plicação [101].
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A aplicação mais direta para os COGs é a predição de funções de protéınas individu-

ais ou grupos de protéınas, incluindo as encontradas em novos genomas recentemente

sequenciados [100]. Os COGs são classificado em 26 categorias funcionais [42] repre-

sentadas por letras, onde cada COG pode ser associado a uma ou mais categorias.

Cada identificador COG tem o formato COGX, onde X representa uma sequência

de números inteiros. Dentre as bases de dados que utilizam COG, podemos citar:

NCBI [50], EggNOG [36] e UniProt [19].

GO

Similarmente ao COG, o crescente volume de dados e a ampla difusão de base de

dados biológicos trouxe a necessidade de se fazer o melhor proveito de toda essa

informação, onde diferentes tipos de informação de diferentes fontes precisam ser

integradas de maneira a serem úteis para os biólogos. Um grande esforço realizado

para tal foram o desenvolvimento e uso de padrões estruturados de anotação como

ontologias. As ontologias fornecem os conceitos de domı́nios de conhecimento e faci-

lita a comunicação de pesquisadores e a interoperabilidade entre base de dados [52].

O projeto Gene Ontology (GO) tem como objetivo desenvolver e utilizar ontologias

para apoiar anotação biologicamente significativa de genes e seus produtos de uma

grande variedade de organismos [102].

O GO é composto por três ontologias [33]: (i) a ontologia componente celular, que

pode ser usada para descrever os produtos de genes de acordo com a sua localização

celular ou como parte de um complexo de protéınas, (ii) a ontologia função mo-

lecular, que inclui termos descrevendo atividades enzimáticas e de ligação e (iii) a

ontologia processo biológico, que contém termos que descrevem qualquer série de

eventos em uma célula ou organismo realizado por um ou mais conjuntos ordenados

de funções moleculares.

A atribuição de um termo (identificador) GO para um produto de gene é baseada no

conhecimento de qualquer produto de gene que foi adquirido com a experimentação

direta, como relatado na literatura, ou por meio de similaridade de sequência para

outro produto de gene que se tem sido descrito experimentalmente. O GO é fre-

quentemente utilizado na análise de conjuntos de high-throughput datasets, particu-

larmente para a análise de enriquecimento onde um conjunto de genes de interesse
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são analisados através dos termos GO [44] e para a identificação de módulos fun-

cionais dentro das redes protéına-protéına [33]. Cada identificador GO possui uma

representação semelhante ao COG, cujo formato é GOX, sendo X uma sequência

de números inteiros. Dentre as várias base de dados que utilizam GO, destaca-se:

AmiGO [45], EggNOG e UniProt.

UniProtKB/Swiss-Prot

O UniProt Knowledgebase (UniProtKB) é um banco de dados manualmente curado,

sendo um ponto de acesso central para informações de protéınas e integrado com

referências cruzadas de múltiplas fontes (COG e GO inclúıdos). Uma de suas seções,

conhecida como UniProtKB/Swiss-Prot, é responsável por armazenar anotações ma-

nuais que foram extráıdas da literatura e de análises computacionais após a avaliação

de um especialista. A anotação consiste em descrever informações de uma protéına

como: funções, informações enzimáticas, domı́nios e locais biologicamente relevan-

tes, estrutura, interações e doenças associadas ou deficiências [103].

Sequências de um mesmo gene ou de uma mesma espécie são unidas em uma mesma

entrada na base de dados, a fim de manter o mı́nimo de redundância posśıvel. Di-

ferenças entre sequências são identificadas e documentadas (splicing alternativo,

variação natural, etc) [1]. Cada identificador do Swiss-Prot pode ser representada

como X Y, onde X é um mnemônico de caracteres alfanuméricos que representam

o nome da protéına e Y é um código de, no máximo, cinco caracteres alfanuméricos

representando a fonte biológica da protéına [113]. Além do UniProtKB, outras ba-

ses usam identificadores do Swiss-Prot, destacando-se: OMA Browser [96], SWISS-

MODEL [55] e STRING [37].

EC

O Enzyme Commission number (EC number) é um sistema de classificação numérica

para as enzimas, com base nas reações qúımicas que elas catalisam. Como é um

sistema de nomenclatura para enzimas, cada EC number é associado a um nome

recomendado para a respectiva enzima. Estritamente falando, EC numbers não

especificam enzimas, mas sim as reações catalisadas por enzimas. Se enzimas dife-
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rentes (por exemplo, a partir de diferentes organismos) catalisam a mesma reação,

logo recebem o mesmo EC number [14].

Um EC number é representado pelas letras ‘EC’ seguido por quatro d́ıgitos separados

por pontos (EC 1.1.1.1). Esses números representam uma classificação progressiva-

mente mais detalhada da enzima. O primeiro, segundo, terceiro e quarto número

representam, respectivamente, a classe, subclasse, subsubclasse e serial. A classe

representa o tipo de reação qúımica realizada pela enzima (Oxirredutases, Trans-

ferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases), a subclasse especifica o tipo da

reação enzimática, a subsubclasse especifica os substratos necessários e o serial é

usado para identificar enzimas individuais dentro da subsubclasse [76]. Quando não

é posśıvel fazer uma completa caracterização enzimática em um dos ńıveis, o EC

number é considerado incompleto [32] e os ńıveis são preenchidos com o carácter ‘-’

(EC 1.1.1.-, EC 1.1.-.- e EC 1.-.-.-). Dentre as diversas bases de dados que utilizam

EC numbers estão: ExPASy [49], BRENDA [97], ExplorEnz [34], MetaCyc [43] e

KEGG [39].

KEGG

O KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é uma base de dados de

recursos que integra informações genômicas, qúımicas e sistemáticas funcionais para

interpretação de sequências de um genoma e high-throughput data. O principal

objetivo do KEGG tem sido estabelecer ligações entre conjuntos de genes do genoma

e funções de alto ńıvel da célula e do organismo. Com o grande volume de dados

biológicos que estão sendo gerados atualmente, o KEGG se tornou uma das bases

de dados biológicas mais utilizadas em todo o mundo [39].

A anotação genômica no KEGG é feita através da associação de grupos ortólogos

à funções moleculares de genes e protéınas armazenadas em uma base de dados

chamada KEGG Orthology (KO), permitindo assim a extensão de evidência expe-

rimental de um organismo espećıfico para outros organismos. A anotação de genes

individuais é feita atribuindo identificadores para as entradas da base KO, chamado

K numbers. Um K number tem a forma KX, onde X representa uma sequência de

números inteiros que identifica a entrada. A representação das funções de alto ńıvel

associadas podem ser visualizadas através do KEGG Pathway [39].
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Uma via metabólica (pathway) é uma série de ações entre moléculas em uma célula

que leva a um certo produto ou mudança na célula. Dessa forma, um pathway pode

desencadear a śıntese de novas moléculas, tais como um ácido graxo ou protéına.

Pathways também podem ativar ou inibir genes ou estimular uma célula a se mover.

Os pathways biológicos mais comuns estão envolvidos no metabolismo, regulação de

expressão de genes e transmissão de sinais. [3].

UCSC Genome Browser

O University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser é um conjunto de

ferramentas dispońıveis publicamente para visualização e análise de dados biológicos

de uma grande variedade de espécies de vertebrados e invertebrados, fornecidos pela

Universidade da Califórnia. Há ainda a possibilidade do usuário fazer o upload e

visualizar seu próprio conjunto de dados.

O UCSC Genome Browser provê uma plataforma web interativa para a visualização

de grandes conjuntos de dados genômicos, conhecidos como tracks, que incluem

predições de genes, ńıveis de expressão e elementos regulatórios. A interface do

usuário oferece uma ampla gama de personalização, tanto na exibição das tracks

dispońıveis, bem como da própria janela do browser. A janela de cada track é

dinâmica, onde as tracks podem ser adicionadas, removidas ou realocadas. O Ge-

nome Browser também inclúı várias opções para a navegação entre diferentes regiões

do genoma, permitindo zoom em diferentes ńıveis do genoma, desde uma única base

até um cromossomo inteiro. Após configurar o Genome Browser para seu conjunto

de dados, o usuário pode salvar sua visualização em uma sessão, para uma análise

posterior ou compartilhar com outras pessoas [40].

Interação funcional de protéınas

Interações protéına-protéına (PPIs - Protein-protein interactions) controlam uma

vasta gama de processos biológicos, incluindo as interações célula-a-célula, controle

metabólico e desenvolvimental [26].



30 CAPÍTULO 2. CONTEXTUALIZAÇÃO

Dificilmente as protéınas agem isoladamente no exerćıcio das suas funções in vivo [115].

Foi revelado que mais de 80% das protéınas não operam sozinhas, mas sim em com-

plexos [21]. Além disso, protéınas envolvidas em um mesmo processo celular são

repetidamente encontradas interagindo entre si. O estudo de PPIs também é im-

portante para inferir a função da protéına dentro da célula. A funcionalidade de

protéınas não identificadas podem ser previstas sobre a evidência da sua interação

com outra protéına, cuja função já é conhecida [111].

Dentre várias funções que PPIs desempenham estão [86]: modificar propriedades

cinéticas de enzimas, ativação ou supressão de protéınas e papel regulador em qual-

quer ńıvel acima ou abaixo.

O estudo detalhado dessas interações tem acelerado a modelagem das vias funci-

onais para exemplificar os mecanismos moleculares dos processos celulares [117] e

identificado alvos para medicamentos [84]. Entre as bases de dados existentes sobre

interação funcional de protéınas, podemos citar o STRING [37].



Caṕıtulo 3

Pipeline para análise de expressão

diferencial

Este caṕıtulo descreve o desenvolvimento de um pipeline para análise de expressão

diferencial. No contexto deste trabalho, entende-se por pipeline uma sequência or-

denada de tarefas tais que a execução de uma tarefa tem como entrada a sáıda da

tarefa anterior, na sequência.

A abordagem adotada para o desenvolvimento do pipeline pressupõe a seguinte

sequência de passos:

• mapeamento das sequências no genoma de referência;

• construção dos transcritos;

• união dos transcritos;

• análise de expressão diferencial; e

• visualização dos resultados.

Um ponto importante a se destacar nessa abordagem é que estamos considerando

que os reads já passaram por quaisquer processos de filtragem e limpeza. Esta etapa,

portanto, fica fora do escopo deste trabalho.

31
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3.1 Mapeamento

O conjunto de reads gerado pelo sequenciamento devem, após serem agrupados com

base em sobreposições, reconstruir o transcrito de onde foram sequenciados. O

processo de montagem de novo dessas sequências é uma tarefa computacional muito

custosa. Uma abordagem menos custosa, e que é utilizada neste trabalho, consiste

em mapear as sequências no chamado genoma de referência, permitindo assim a

determinação dos transcritos.

Primeiramente, foi preciso decidir qual o software a ser usado para fazer mapea-

mento dos reads. O mapeamento dos reads no genoma de referência é uma das mais

importantes tarefas computacionais de todo o processo, uma vez que geralmente

eles podem ser mapeados em várias posições do genoma. Para essa etapa, foi deci-

dido utilizar o software segemehl que é um mapeador que lida eficientemente com

mismatches, inserções e remoções em reads de tamanhos pequenos e médios.

Para chegar a essa decisão, foi realizado um experimento de análise de expressão

diferencial descrito na seção 5.1. Pela análise deste experimento realizado e pelo

segemehl lidar eficientemente com mismatches, inserções e remoções, foi o mapeador

escolhido.

segemehl

A estratégia empregada pelo segemehl é baseada no uso de arrays de sufixo aprimo-

rados (Figura 3.1), que procuram encontrar o melhor alinhamento local dos reads e

o genoma de referência utilizando um simples sistema de pontuação apresentado na

Tabela 3.1. Isso é feito determinando, para cada sufixo do read, o maior prefixo que

ocorre no genoma de referência. Isto forma um matching backbone, onde um número

limitado de ramificações são derivadas por mismatches, inserções e remoções [59].
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Figura 3.1: Array de sufixo aprimorado (esquerda) para a sequência S = attcttcggc
e sua árvore de intervalo de sufixos (direita). O array ’suf’ representa os sufixos de S
ordenados lexicograficamente, ’lcp’ representa o tamanho do maior prefixo comum
de Ssuf [i] e Ssuf [i−1]. A partir do array de sufixo aprimorado é posśıvel gerar a árvore
de intervalos de sufixo, onde um intervalo de sufixo é denotado por [l..r,h], sendo
que todos os sufixos do intervalo [l+1..r] possuem prefixo comum máximo menor ou
igual a h [59].

Tabela 3.1: Sistema de pontuação utilizado pelo segemehl.

Match +1

Mismatch -1

Inserção -1

Remoção -1

Antes de fazer o mapeamento, é necessário construir os ı́ndices para o genoma de re-

ferência apenas uma vez, de modo que a estrutura fique salva em disco. A construção

é feita em tempo linear a partir do seguinte comando:

./segemehl.x -x file.idx -d file.fa,

onde o segemehl é executado com a opção -x, que indica que o ı́ndice será gerado e

armazenado em disco. file.idx é o nome do arquivo do ı́ndice que será criado, -d é a
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opção que indica que o próximo parâmetro será o arquivo contendo a referência para

a qual se deseja criar o ı́ndice e, por fim, o arquivo file.fa contendo a referência

em formato fasta. Para se ter uma ideia, o array de sufixo aprimorado ocupa

aproximadamente 4GB de espaço em disco para o cromossomo 1 humano e consome

cerca de 6 GB de RAM.

Após conclúıda a construção do ı́ndice, o mapeamento de um conjunto de reads é

feito a partir do comando

./segemehl.x -i file.idx -d file.fa -q myreads.fa > mymap.sam,

onde o segemehl é executado com a opção -i, que indica que o próximo parâmetro

a ser passado será o ı́ndice que foi criado na etapa anterior. file.idx é o caminho

para o ı́ndice, -d indica que o próximo parâmetro a ser passado será a referência

usada para criar o ı́ndice, file.fa é a referência do ı́ndice, -q indica que o próximo

parâmetro a ser passado será o conjunto de reads que se deseja mapear, myreads.fa

é o conjunto de reads e > mymap.sam indica que a sáıda do segemehl deve ser redire-

cionada para o arquivo mymap.sam de formato SAM. Todas as informações adicionais

necessárias podem ser encontradas em [57].

Modo de mapeamento

Após o mapeador ter sido escolhido, foi preciso decidir como o mapeamento deve ser

feito, se utilizando o genoma humano completo como referência ou apenas os locais

onde os genes de interesse se encontram, na tentativa de diminuir o tempo e espaço

necessário para o mapeamento.

Após a realização do experimento descrito na Seção 5.1, constatou-se que a melhor

decisão é a de utilizar o genoma completo, pois ao mapear os reads apenas em

trechos onde os genes de interesse estão localizados, o mapeador tende a mapeá-

los naquelas posições de alguma forma. Ao mapear contra o genoma completo, o

mapeador encontrará a melhor posição posśıvel para cada read, sendo mais preciso.

A Figura 3.2 ilustra os dois casos, onde G é o mapeamento feito no genoma completo,

H apenas nas regiões onde são encontrados os genes de interesse e a região destacada

é região de interesse.
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Figura 3.2: Mapeamentos no genoma completo e em trechos de interesse: (a) Mape-
amento feito no genoma completo, onde o read destacado em vermelho é mapeado
fora da região de interesse e em (b) o mesmo é forçado a ser mapeado na região.

3.2 Construção dos Transcritos

Neste ponto do processo tem-se o resultado do mapeamento de cada uma das

amostras contra o genoma de referência. A construção dos transcritos é feita pelo

Cufflinks [107, 108]. Vale notar aqui que Cufflinks é o nome dado tanto para o

pacote todo, que executa os passos de construção dos transcritos, união dos trans-

critos e análise de expressão diferencial, como também para o software que faz a

construção dos transcritos propriamente dita.

Uma adaptação à sáıda do segemehl precisou ser feita para que o Cufflinks pu-

desse tomá-la como entrada. Basicamente, essa adaptação consiste na ordenação

pela posição de cada read mapeado no genoma de referência. Isso é feito usando o

software SAMtools. Mais detalhes podem ser vistos na Seção 5.2.

O Cufflinks constrói transcritos individuais de reads de RNA-seq que foram ma-

peados no genoma. Como métrica de contagem de reads mapeados, o programa

utiliza o conceito de RPKM (Reads per kilobase per million mapped reads) para a

normalização do número de reads mapeados em um dado transcrito, descrito na

Seção 2.2.

Outro passo importante na determinação dos transcritos tem a ver com um fenômeno

muito comum em eucariotos, chamado de splicing alternativo e descrito na Seção 2.1,

onde apenas alguns éxons de um transcrito são efetivamente usados na transcrição.
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Quando um gene sofre splicing alternativo e produz múltiplas isoformas na mesma

amostra, muitos reads serão mapeados em éxons compartilhados, o que complica

o processo de contagem dos reads para cada transcrito. Assim, para calcular com

precisão o ńıvel de expressão para cada transcrito, um procedimento simples de

contagem não é suficiente. Para resolver esse problema, o pacote Cufflinks imple-

menta um modelo estat́ıstico linear que observa os reads com maior verossimilhança

(método conhecido como maximum likelihood) [106].

A estimativa por máxima verossimilhança é um método para estimar os parâmetros

de um modelo estat́ıstico. Assim, dado um conjunto de dados e um modelo es-

tat́ıstico, o método de máxima verossimilhança estima os valores dos diferentes

parâmetros do modelo estat́ıstico de maneira a maximizar a probabilidade dos dados

observados, isto é, busca parâmetros que maximizem a função de verossimilhança.

A construção dos transcritos é um processo oneroso e, após conclúıdo, será arma-

zenado em arquivos as informações refente as contagens de genes, isoformas e a

construção dos transcritos em si.

O pipeline até este ponto pode ser visto na Figura 3.3, que deve ser executado para

cada amostra.
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Figura 3.3: Ilustração do pipeline até a construção dos transcritos. O exemplo usado
nesta Figura é referente ao experimento descrito na Seção 5.2.
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3.3 União dos transcritos de todas as amostras

analisadas

Após ter executado o Cufflinks para todas as amostras como descrito na seção an-

terior, haverá um arquivo transcripts.gtf para cada amostra. O próximo passo

a ser executado é unir todos os transcritos constrúıdos em um único arquivo, exe-

cutado pelo Cuffmerge. Essa união irá prover uma base uniforme para o cálculo de

expressão de genes e transcritos em cada condição, que será feita pelo Cuffdiff e

descrita na próxima seção. Ainda, se houver a anotação do genoma dispońıvel, como

é o caso deste trabalho, é posśıvel passá-lo ao Cuffmerge a fim de unir isoformas

novas e conhecidas e maximizar a qualidade geral do arquivo gerado. O principal

objetivo do Cuffmerge é construir um arquivo GTF adequado para o Cuffdiff.

3.4 Expressão diferencial

Ao unir todos os transcritos constrúıdos em um único arquivo GTF, é posśıvel então

calcular os ńıveis de expressão diferencial entre duas ou mais amostras e testar as

mudanças significativas observadas entre elas utilizando o Cuffdiff. O modelo

estat́ıstico usado para avaliar as diferenças assume que o número de reads produzido

por cada transcrito é proporcional à sua abundância. Com várias replicatas de uma

mesma condição, o Cuffdiff analisa como a contagem de reads varia para cada gene

entre as replicatas e utiliza essa estimativa de variância para calcular as diferenças

de expressão significantes [106].

O resultado gerado é distribúıdo em vários arquivos contendo os resultados da análise

da expressão diferencial das amostras. Os ńıveis de expressão de genes e transcritos

são reportados em arquivos de simples tabulação, capazes de serem visualizados em

qualquer editor de texto dispońıvel. Estes arquivos contêm informações dispońıveis

como fold change, nome de genes e transcritos e localização no genoma. A medida

fold change é dada pela divisão dos ńıveis de expressão nas duas condições, digamos

A e B. O objetivo é mostrar como uma expressão é mais abundante do que a outra.

Geralmente usa-se log-fold-change (base 2) para deixar os valores simétricos e de

visualização mais simples.
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As Figuras 3.4 e 3.5 mostram os gráficos Smear resultantes da análise feita no ex-

perimento descrito na Seção 5.1, utilizando Bowtie e segemehl, respectivamente.

O gráfico Smear mostra o ńıvel de expressão gênica entre conjuntos, onde quanto

maior o valor no eixo horizontal, maior é o ńıvel de expressão de um determinado

gene; e quanto maior o valor no eixo vertical, maior é a diferença de expressão de de-

terminado gene para o conjunto de dados treated em relação ao conjunto untreated.

Os genes diferencialmente expressos são coloridos em vermelho, os não diferencial-

mente expressos são coloridos em preto e os coloridos em alaranjado representam

genes cuja contagem de reads mapeados foi igual a zero para todas as amostras de

uma das condições.

Figura 3.4: Gráfico Smear gerado utilizando o mapeamento pelo Bowtie.

Há ainda resultados adicionais que são gerados, como a identificação de genes que

são diferencialmente spliced ou diferencialmente regulados, onde o Cuffdiff agrupa

isoformas de genes que possuem o mesmo TSS (Transcription Start Size) e procura

por diferenças relativas entre genes que possuem múltiplos TSS [106].
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Figura 3.5: Gráfico Smear gerado utilizando o mapeamento feito pelo segemehl.

Da mesma forma como o Cufflinks, a execução do Cuffdiff é um passo oneroso

e, ao fim deste, a sáıda gerada consiste em arquivos de quatro extensões diferentes,

sendo elas: diff, FPKM tracking, count tracking e read group tracking. Os

arquivos com extensão diff são resultados de expressão diferencial entre as amos-

tras para transcritos spliced, transcritos primários, genes e sequencias codificadoras,

onde a última coluna do arquivo informa se o item é diferencialmente expresso ou

não. Os arquivos com extensão FPKM tracking mostra os cálculos de RPKM para

cada transcrito spliced, transcrito primário e gene em cada amostra. Os arquivos

com extensão count tracking mostra o número de fragmentos que originou cada

transcrito spliced, transcrito primário e gene em cada amostra. Por fim, os arquivos

com extensão read group tracking calcula a expressão e contagem de fragmentos

para cada transcrito spliced, transcrito primário e gene em cada replicata.
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3.5 Análise dos resultados

O cummeRbund [53], ferramenta projetada para simplificar a visualização de dados

de RNA-seq, é um pacote da linguagem R que tem como objetivo gerenciar, visua-

lizar e integrar todos os dados produzidos pela análise do Cuffdiff, simplificando

tarefas comuns de exploração de dados, plotagem de gráficos e análises de expressão

diferencial [106]. Há vários gráficos prontos para publicação que podem ser gerados,

tais como: MAplot, volcano, box plot, similaridade e dendrograma.

O restante do pipeline proposto pode ser visto na Figura 3.6.

Com o resultado gerado pelo cuffdiff, o 
próximo passo consiste em usar o 
cummeRbund para interpretar e 
visualizar o que foi encontrado

GRCh37_75.gtf H_01_transcripts.gtf H_02_transcripts.gtf ... C_39_transcripts.gtf

Cuffmerge

-g

GRCh37_75.fa

-s

Unir todos os transcritos encontrados em 
um único arquivo

merged.gtfGRCh37_75.fa H_14_hox.bamC_14_hox.bam ...

-b -u

Cuffdiff-L Ctrl,HD Nesse passo deve ser especificado os rótulos 
das condições com a opção -L, Ctrl e HD neste 
caso, além das listas de arquivos .bam que 
foram criados nas etapas anteriores pelo 
samtools. A lista deve respeitar a ordem dos 
rótulos

Differential 
expression 

analysis files

cummeRbund

Figura 3.6: Ilustração do restante do pipeline proposto, usando dados do experi-
mento descrito na Seção 5.2.
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Outra posśıvel análise a ser feita após a construção e determinação dos transcri-

tos tem a ver com a possibilidade de se encontrar novas features, não inclúıdas na

anotação dada como entrada. Isso poderá ser feito pela busca em bases de dados

previamente definidas pelo usuário no arquivo de configuração do pipeline. A ideia

é então buscar nessas bases, respostas na identificação dessas novas features encon-

tradas para, por exemplo, poder classificar todos os tipos de ncRNAs e mRNAs

up/down-regulated não identificados na anotação dada.

3.6 Construção do Pipeline

Nesta seção será abordado o desenvolvimento do pipeline proposto propriamente

dito, realizando todas as etapas descritas até aqui.

Funcionalidades

O pipeline desenvolvido realiza o mapeamento das sequências no genoma de re-

ferência utilizando o segemehl, ordenação dos reads mapeados com o SAMtools,

construção e união de transcritos e análise de expressão diferencial utilizando o

pacote Cufflinks; e visualização dos resultados utilizando o cummeRbund e DE-

PICTViz, abordado no Caṕıtulo 4.

As funcionalidades implementadas podem ser executadas separadamente ou em con-

junto, bastando pequenas modificações em um arquivo de configuração. Os passos

de configuração do pipeline são descritos nos itens abaixo.

Requisitos do Sistema

Os scripts que compõe o pipeline foram desenvolvidos em linguagem Perl e R e são

executados através de um terminal, utilizando ambiente Unix. Além das linguagens

Perl e R, o usuário do pipeline deve possuir dispońıveis e localizados no PATH de seu

sistema o caminho para o segemehl, SAMtools, Cufflinks, Cuffmerge, Cuffdiff e
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o pacote cummeRbund instalado na linguagem R. As versões dos programas utilizados

durante o desenvolvimento e teste do pipeline foram:

• Linux

• R (v. 3.3)

• Perl (v. 5.18.2)

• segemehl (v. 0.2.0-418)

• SAMtools (v. 0.1.19)

• Cufflinks (v. 2.2.1)

• Cuffmerge (v. 2.2.1)

• Cuffdiff (v. 2.2.1)

• cummeRbund (v. 2.6.1)

Instalação e Configuração

O pacote do pipeline para download encontra-se dispońıvel na página do projeto em

http://git.facom.ufms.br/bioinfo/pipeline_segemehl_cufflinks. Sua ins-

talação é feita de forma simples, bastando extrair o conteúdo do pacote para uma

pasta de sua preferência e fornecer permissões de leitura, escrita e execução. As

permissões permitem ao pipeline criar e manipular diretórios e programas.

O pipeline é dividido em dois diretórios, chamados de scripts/ e configs/. O

diretório scripts/ contém todos os scripts que são executados pelo usuário do pi-

peline, enquanto o diretório configs/ contém arquivos de configurações que são

lidos pelos scripts e possuem informações e parâmetros necessários para a execução

de cada etapa do pipeline, ficando a cargo do usuário editá-los conforme sua neces-

sidade.

O pacote do pipeline desenvolvido possui a seguinte árvore de diretórios.

http://git.facom.ufms.br/bioinfo/pipeline_segemehl_cufflinks
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./

configs/

cuffdiff.conf

cufflinks.conf

cuffmerge.conf

pipeline.conf

segemehl.conf

scripts/

diff2depictviz.pl

exec cummeRbund.R

exec pipeline.pl

getCoordinatesCuffdiffOut.R

separate genes.pl

A execução do pipeline é feita pelo script exec pipeline.pl, porém sua confi-

guração deve ser feita em primeiro lugar pelo arquivo pipeline.conf. Neste ar-

quivo deverão ser fornecidas informações importantes como o caminho dos reads,

genoma e anotação, local onde se encontram os arquivos de configuração dos demais

programas, local onde serão escrito os resultados e quais etapas do pipeline serão

executadas.

Os conjuntos de reads que serão mapeados e estarão no diretório informado pelo

usuário no arquivo pipeline.conf, deverão ter um nome espećıfico. O nome de

cada arquivo utiliza o nome da condição, número da replicata e o tipo do read

(apenas para reads paired-end) separados por “ ”.

• reads paired-end :

– condiç~ao replicata R1.fasta

– condiç~ao replicata R2.fasta



3.6. CONSTRUÇÃO DO PIPELINE 45

• reads single-end :

– condiç~ao replicata.fasta

A replicata deve ser consecutivamente ordenada de 1 a n, onde n é o número de repli-

catas. É importante manter os nomes dos arquivos arquivos porque esta informação

é utilizada para gerar as sáıdas durante a execução do pipeline.

Após a configuração do pipeline, deve-se agora configurar os arquivos relativos à

cada programa que serão executados, sendo eles: segemehl.conf, cufflinks.conf,

cuffmerge.conf e cuffdiff.conf. Cada um desses arquivos deverão conter os

parâmetros que serão passados para os programas. Para todos os arquivos de confi-

guração, caso um parâmetro espera receber um valor, estes devem ser separados por

espaço ou tabulação. Parâmetros que esperam receber caminhos (reads, genoma,

anotação) devem omitir essas informações, visto que já se encontram no arquivo de

configuração do pipeline. Não há necessidade de configurar os arquivos dos progra-

mas que não serão executados. Durante a execução do script exec pipeline.pl,

serão feitas as leituras dos arquivos de configurações, tanto do pipeline quanto dos

programas, e cada etapa será executada sequencialmente.

Conclúıdas todas as configurações descritas até aqui, a execução do pipeline se dá

pelo comando

$ ./exec pipeline.pl ../configs/pipeline.conf > log.txt,

executando o script exec pipeline.pl e passando o arquivo pipeline.conf como

parâmetro. Os demais arquivos de configuração dos programas são lidos automa-

ticamente, visto que o caminho para esses arquivos já deverão estar corretamente

atribúıdos no arquivo pipeline.conf, juntamente com o local onde deverão ser

armazenados o resultado.

Após a análise de expressão diferencial feita pelo Cuffdiff na última etapa dis-

pońıvel no pipeline, podemos executar o cummeRbund para então gerarmos alguns

gráficos que podem nos ajudar na visualização do resultado. Tal funcionalidade

pode ser executada através do script exec cummeRbund.R, que permite executar o

cummeRbund, gerando gráficos [53] de MA plot, Densidade, Volcano, Dendrograma e
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MDS. O script deve ser executado dentro do diretório onde se encontra o resultado

do Cuffdiff. Sua execução é dada pelo comando

$ Rscript exec cummeRbund.R Condiç~ao1 Condiç~ao2,

onde deve ser passado como parâmetro o nome das condições, exatamente iguais aos

que foram atribúıdos ao Label (parâmetro -L) para a execução do Cuffdiff.

Há ainda três outros scripts presentes no pacote, que tem como função adap-

tar a sáıda do pipeline aqui proposto para a ferramenta web DEPICTViz desen-

volvida e descrita no Caṕıtulo 4. São os scripts getCoordinatesCuffdiffOut.R,

diff2depictviz.pl e separate genes.pl.

O script getCoordinatesCuffdiffOut.R tem como objetivo extrair as informações

necessárias da sáıda do Cuffdiff para gerar um MA plot de todos os genes presentes

no experimento, utilizando para isso o cummeRbund. A execução do script se dá por

$ Rscript getCoordinatesCuffdiffOut.R Condiç~ao1 Condiç~ao2,

onde os parâmetros são, novamente, o nome das condições usadas no Label na

execução do Cuffdiff. Em sua sáıda é gerada uma tabela em formato csv chamada

de coordenadas.csv contendo as coordenadas de todos os genes genes presentes.

Porém, algumas entradas dessa tabelas contém valores que não são reconhecidos

pela ferramenta DEPICTViz, como valores de mais ou menos infinito (inf e -inf) que

são atribúıdos quando a contagem do gene é zero para alguma das condições, influ-

enciando o cálculo de LogFC e contagem média. Da mesma forma, a tabela contém

colunas não reconhecidas pela ferramenta e seu header também não se encontra no

padrão correto. Logo, o script diff2depictviz.pl é utilizado para resolver tais

problemas e criar uma tabela contendo as informações compat́ıveis e pronta para

ser usada como entrada para o DEPICTViz. O comando para execução do script é:

$ ./diff2depictviz.pl coordenadas.csv,

tendo como parâmetro a tabela de sáıda do script getCoordinatesCuffdiffOut.R

e cria uma outra tabela chamada de in depictviz.csv. Como geralmente há um
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conjunto muito grande de genes presente na tabela, caso o usuário queira limitar

esse conjunto é posśıvel utilizar o último script desenvolvido nesse pacote, chamado

de separate genes.pl. Com ele é posśıvel criar um subconjunto de genes de acordo

com uma lista de nomes passados por parâmetro, ou ainda de genes com p-value

menor que dado valor. A medida p-value é abordada na Seção 4.1. A execução do

script é feito pelo comando

$ ./separate genes.pl -i arquivo entrada -o arquivo saida -de 0.05

gene name1 gene name2...,

onde são passados os arquivos de entrada (in depictviz.csv), sáıda, opcionalmente

um valor de corte para o p-value e a lista de genes que serão procurados. Por

exemplo, caso o usuário queira fazer um subconjunto com todos os genes HOX

presentes, basta executar o comando abaixo:

$ ./separate genes.pl -i in depictviz.csv -o subset depictviz.csv HOX

Como a tabela de sáıda se trata de um subconjunto do arquivo in depictviz.csv,

os valores dos campos e seu header já estão corretos e podem ser utilizados sem

problemas. Os padrões utilizados no arquivo de entrada da DEPICTViz são descritos

na Seção 4.2.

Mais detalhes acerca da instalação e da utilização do pipeline podem ser vistos no

Apêndice A.
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Caṕıtulo 4

DEPICTViz - Differential

Expression and Protein

InteraCTions Visualization Tool

Uma ferramenta desenvolvida neste trabalho e que consiste na sua principal con-

tribuição é a ferramenta web DEPICTViz, desenvolvida para a visualização de expe-

rimentos de expressão diferencial de genes e interação de protéınas. A ferramenta

surgiu da necessidade de se visualizar pequenos conjuntos de genes de interesse em

experimentos de expressão diferencial de RNA-Seq. Sua principal caracteŕıstica é

a apresentação de um gráfico MA (MA plot), similar aos gráficos Smear Plot e

MA plot, presentes nos pacotes EdgeR e DESeq2, respectivamente. O diferencial da

DEPICTViz é o fato de ela ser interativa.

O gráfico MA é um gráfico cartesiano onde o eixo y representa os ńıveis de expressão

dos genes em Log2FC, como descrito na Seção 3.4. O eixo x, por sua vez, representa a

contagem média de cada gene. No gráfico, cada ponto representa um gene diferente.

As informações acesśıveis a partir de um gene são descritas na Seção 4.1.

A entrada da ferramenta consiste de uma tabela onde os campos são separados por

tabulação, contendo todas as informações necessárias para a construção do gráfico

e suas funcionalidades. Como resultado, a ferramenta apresenta uma janela no

navegador web do usuário, podendo este hospedá-la em um servidor ou mantê-la

localmente. Demais informações são descritas em detalhes na Seção 4.2.

49
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DEPICTViz foi utilizada em vários experimentos, apresentados no Caṕıtulo 5. A

seguir, descrevemos as funcionalidades da ferramenta.

4.1 Funcionalidades

Pelo fato da DEPICTViz ser interativa, foi posśıvel adicionar várias funcionalidades

para visualizar e cruzar informações que podem ser relevantes para uma análise mais

detalhada. Dentre todas as funcionalidades que serão descritas nesta seção, as mais

básicas são o nome do gene, as coordenadas e a cor que cada ponto no gráfico terá,

visto que não é posśıvel construir o gráfico sem elas.

Primeiramente, as coordenadas por si só já dizem muita informação no gráfico, onde

quanto maior for o valor em que um gene se encontra no eixo x, maior é o ńıvel de

expressão do gene; quanto maior (ou menor) o valor no eixo y, maior é a diferença

de expressão do gene entre as condições do experimento.

Da mesma forma que as coordenadas, a cor de cada gene traz consigo uma in-

formação muito importante, que diz respeito ao seu ńıvel de expressão. Um gene

pode ser colorido por três cores: preto, vermelho ou laranja. A cor preta representa

genes que foram classificados como não diferencialmente expressos, a cor vermelha

representa os que foram classificados como diferencialmente expressos e a cor laranja

representa os genes cuja contagem de reads mapeados foi igual a zero em uma das

condições.

As informações para as coordenadas e cores podem ser obtidas através da expressão

diferencial de programas como EdgeR e DESeq2, além de também serem extráıdas no

passo de visualização do pipeline desenvolvido nesse trabalho. Para o eixo y, ambos

programas e o pipeline utilizam ńıveis de expressão dado em Log2FC. Já para o eixo

x, a contagem utilizada pelo EdgeR é dada em Log2CPM (Counts Per Million), onde

CPM =
número de reads mapeados

tamanho do experimento
× 106.



4.1. FUNCIONALIDADES 51

O DESeq2 utiliza a contagem dada em baseMean que é a média da contagem norma-

lizada dos reads mapeados entre todas as amostras. Por sua vez, o pipeline mostra

a contagem em Log10FPKM.

Para determinar a classificação e cor de um gene, seja ele diferencialmente expresso

ou não, DEPICTViz utiliza o p-value como medida. P-value é a probabilidade de que

o resultado observado não tenha co-relação com o que se está realmente testando,

determinando a significância de seus resultados [23]. Em outras palavras, dizemos

que há significância estat́ıstica quando o p-value é menor que o ńıvel de significância

adotado, geralmente 0.05.

Por padrão, na DEPICTViz o gene é classificado como diferencialmente expresso e

recebe a cor vermelha no gráfico para valores de p-value menores que 0.05 . Ana-

logamente, valores maiores ou iguais a 0.05 são considerados não diferencialmente

expressos e recebem a cor preta. Um gene recebe a cor alaranjado quando o p-value

tem o valor NA, indicando que a contagem foi igual a zero para todas as amostras

de uma das condições. Tal valor de p-value pode ocorrer em análises de expressão

diferencial realizadas por DESeq2.

DEPICTViz foi desenvolvida utilizando como base os experimentos de expressão dife-

rencial realizados pelos softwares EdgeR e DESeq2, utilizando então seus resultados

para a captura dos valores necessários para as coordenadas de plotagem (Log2FC x

LogCPM ou BaseMean), classificação e coloração (p-value). Entretanto, informações

oriundas de outros softwares que exprimam o mesmo significado também são válidas.

Diferente das coordenadas de plotagem e classificação, que são fundamentais para

a construção do gráfico, os demais itens a seguir consistem em funcionalidades que

enriquecem a análise e visualização, porém não são obrigatórios para a construção

do gráfico. Todas as funcionalidades a seguir empregam conceitos descritos no

Caṕıtulo 2, onde sua necessidade surgiu dos experimentos descritos no Caṕıtulo 5.

Detalhes de implementação e resultados são descritos na Seção 4.3.
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STRING

Durante o desenvolvimento da ferramenta, a primeira funcionalidade inserida e e im-

plementada foi ligar os genes presentes no gráfico ao STRING, cruzando informações

referentes a interação de genes e protéınas.

A interação da DEPICTViz com o STRING ocorre de duas formas. A primeira é

a busca do nome do gene no STRING, que leva o usuário a página do STRING

referente ao gene que foi buscado. A segunda forma é para um dado gene sele-

cionado, buscar no STRING a informação referente a todos os genes que possuem

interação conhecida com aquele que foi selecionado. Se dentre todos os genes presen-

tes no gráfico houver pelo menos um gene que possua interação conhecida, segundo

o STRING, estes são ligados através de arestas representando a interação no gráfico.

COG

Ao depararmos com os resultados presentes no experimento descrito na Seção 5.3,

percebemos que havia uma grande quantidade de informações que podeŕıamos de

alguma forma incluir na ferramenta para enriquecer a análise e visualização.

A primeira foi o uso do COG. Há duas funcionalidades relacionadas ao COG que

foram desenvolvidas. A primeira é o uso de identificadores COG, que possibilita levar

o usuário às páginas do NCBI e EggNOG para consulta de função e informações mais

detalhadas. A segunda funcionalidade utiliza a informação de categoria dos COGs,

onde para um gene selecionado que possua uma categoria COG atribúıda, busca-se

dentre todos os genes quais possuem exatamente a mesma função ou possuam pelo

menos uma função em comum, e os liga através de arestas. Além dos identificadores,

há um campo para se depositar a descrição da função de cada COG.

KEGG

Da mesma forma ao COG, é posśıvel mostrar informações relacionadas ao KEGG

Orthology (KO) e identificadores de genes no KEGG. Seu uso se dá redirecionando

o usuário para as páginas do KEGG onde então são mostradas mais informações de

cada entrada.
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Swiss-Prot

Entre os resultados obtidos, uma das informações mais pertinentes são os identifica-

dores do Swiss-Prot, devido ao fato de concentrarem informações referentes a outras

fontes como COG e GO. Dentre as ações posśıveis na DEPICTViz está a busca por

protéınas no STRING, UniProt, OMA Browser e SWISS-MODEL. Através deste

último é posśıvel ver a estrutura 3D da protéına, caso seja conhecida.

GO

Assim como o COG, foram adicionadas identificadores GOs e suas descrições para

representar genes e seus produtos, aumentando sua anotação. Para cada uma das

três ontologias que compõe o GO, pode haver uma lista de identificadores e descrições

para cada gene no gráfico. Através dos identificadores é posśıvel aceder ao NCBI,

AmiGO, EggNOG e UniProt.

EC Number

Uma das últimas funcionalidades implementadas até então nesse trabalho foi a in-

clusão de EC numbers na ferramenta. Cada gene no gráfico pode possuir uma lista

de EC numbers associados que representam reações catalisadas por suas enzimas.

Além da ferramenta permitir redirecionar o usuário para bases de dados espećıficas

de enzimas como ExPASy, ExplorEnz, BRENDA e MetaCyc, há a opção do usuário

acessar a seção de enzimas do KEGG e seu pathway biológico.

Genome Browser

A última funcionalidade implementada é o acesso ao UCSC Genome Browser. Essa

funcionalidade permite visualizar o gene escolhido em uma track no genome browser,

onde a partir de então é posśıvel adicionar ou cruzar mais informações dentre a gama

de opções oferecidas pelo genome browser, criando assim uma custom track que pode

ser salva para análise posterior ou compartilhada.
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4.2 Requisitos

Esta seção tem como objetivo descrever os passos, configurações e requisitos ne-

cessários para a instalação correta da ferramenta.

Requisitos do Sistema

DEPICTViz é uma ferramenta web que foi desenvolvida para ser capaz de ser execu-

tada em navegadores web modernos e utilizando um web server em qualquer sistema

operacional, embora tenha sido especialmente desenvolvida para executar em plata-

formas Linux. DEPICTViz foi testada com sucesso nas plataformas a seguir, embora

deva funcionar normalmente para outras plataformas não descritas aqui:

• Debian 8.2

• Ubuntu 14.04.3 LTS

• Linux Mint 17.2+

Os navegadores web Google Chrome (v. 47.0.2526.80) e Firefox (v. 42.0), juntamente

com o web server Apache2 (v. 2.4.7), foram testados na ferramenta.

Instalação

Atualmente, o download da DEPICTViz pode ser feito através da página do projeto

em http://projetos.facom.ufms.br/bioinfo/depictviz. A instalação da ferra-

menta é simples e rápida, não exigindo grande conhecimento por parte do usuário.

Após completar o download da ferramenta e descompactá-la, basta o usuário mover

a pasta extráıda para um local dentro da pasta raiz de seu servidor. Se o usuário usa

o Apache2 no Linux, por exemplo, comumente o diretório raiz é /var/www/html/,

logo basta mover a pasta para este diretório ou subdiretório dentro do mesmo.

http://projetos.facom.ufms.br/bioinfo/depictviz
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Arquivos de Entrada e Configuração

Após a instalação da ferramenta, o próximo passo é fornecer o arquivo de entrada

para a ferramenta. O arquivo de entrada deve estar presente na pasta input/ no

diretório corrente onde a DEPICTViz se encontra. Esse arquivo de entrada consiste

de uma tabela onde os campos são separados por tabulação (tab-separated value) e

com um conjunto de headers bem definidos identificando os campos presentes. A Ta-

bela 4.1 mostra os campos que podem constar no arquivo de entrada da ferramenta,

onde o header de cada campo pode variar entre letras maiúsculas e minúsculas (no

case-sensitive) e a obrigatoriedade de cada um para a construção do gráfico.
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sã
o

cl
as

si
fi
ca

d
os

co
m

o
d
if

.
ex

p
re

ss
os

.
S
im

C
O

G
ID

Id
en

ti
fi
ca

d
or

C
O

G
p
ar

a
u
m

ge
n
e.

N
ão

C
O

G
D

es
cr

ip
ti

on
D

es
cr

iç
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é

en
tã
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A ordem dos campos não interfere no funcionamento da ferramenta. Caso um campo

considerado obrigatório não esteja presente, a ferramenta não irá construir o gráfico

e um erro será mostrado indicando o campo que está faltando. Para representar

a ausência de informação quando um campo é usado, deve-se usar ‘--’ em vez de

deixá-lo vazio.

Os campos de GOs e descrições, identificadores COG e descrições, EC numbers,

Swiss-Prot, KO e KEGG gene aceitam uma lista de valores para cada entrada, onde

estes devem ser separados obrigatoriamente por v́ırgula. Após a análise dos resul-

tados obtidos no Capitulo 5, percebeu-se que os identificadores GOs não possúıam

padrões nos experimentos. Logo, para o ‘GO:0007018’ por exemplo, as informações

podiam estar em três formas distintas: GO:0007018, 0007018 e 7018. Portanto, to-

das as três formas descritas são aceitas pela ferramenta a fim de evitar problemas de

entrada. A Tabela 4.2 mostra um exemplo de uma entrada válida. Outros exemplos

de entrada prontos estão dispońıveis dentro do diretório input/ da ferramenta para

consulta.

Com o arquivo de entrada pronto e localizado no diretório correto, o próximo passo a

ser tomado é editar um rápido arquivo de configuração para terminar a configuração

e deixar a ferramenta pronta para a execução.

O arquivo de configuração, chamado de init.js, está localizado dentro do diretório

data/js/ na pasta corrente da ferramenta. Neste arquivo pode ser editado in-

formações como: nome do arquivo de entrada que foi depositado no diretório input/,

limiar do p-value utilizado para classificar genes diferencialmente expressos (0.05 por

padrão), nome das condições que representam os valores positivos e negativos do eixo

y, subt́ıtulo do gráfico e sua descrição.
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4.3 Representação da sáıda

Conclúıda a instalação e configuração da ferramenta, já podemos então executá-

la através do navegador web. Para executá-la, basta o usuário acessar o caminho

escolhido, abordado na Seção 4.2, partindo da raiz do servidor. Primeiramente,

caso exista algum erro referente ao arquivo de entrada, seja por falta de um campo

obrigatório para a construção do gráfico, pela existência de um campo não definido,

campos duplicados, campo com header incorreto ou até mesmo por incoerência dos

valores (strings onde deveriam haver apenas números), uma mensagem de erro será

exibida para o usuário (Figura 4.1) informando o tipo de erro. Após a correção,

basta atualizar novamente a página. Caso o erro persista, tente limpar o cache de

seu navegador.

Figura 4.1: Diferentes mensagens de erros que podem ser disparadas devido a erros
no arquivo de entrada.

Validando o arquivo de entrada com sucesso, o usuário recebe em uma janela a opção

de selecionar o organismo que melhor representa os genes presentes no arquivo de en-

trada (Figura 4.2). Dentre os experimentos que foram realizados, apenas o genoma

do Homo sapiens e Mus musculus foram usados. Portanto, para organismos diferen-
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tes há uma terceira opção chamda de ‘Other ’. A seleção de organismos serve para

a ferramenta fazer a correta relação entre os dados e as buscas e redirecionamentos

para outros bancos, permitindo assim uma busca mais precisa.

Figura 4.2: Janela de seleção de organismos.

Tendo-se selecionado o organismo que melhor representa o conjunto de dados de

entrada, a ferramenta é completamente carregada. Caso o usuário queira selecionar

novamente o organismo, o botão ‘Reselect organism’ abaixo do gráfico foi adicionado

para tal propósito. Podemos separar a ferramenta em três áreas: busca, gráfico e

descrição de ajuda. A Figura 4.3 mostra o gráfico e as outras áreas.
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Figura 4.3: Ferramenta completamente carregada com informações referente ao ex-
perimento descrito na Seção 5.3. É composta pelas áreas de busca (1), gráfico (2) e
descrição (3).

Sistema de busca

A área de busca se encontra acima do gráfico, composta por um filtro seletor, um

campo de texto para a busca e um botão para executar a busca. Ao clicar sobre o

filtro, um seletor é exibido dando ao usuário a possibilidade de escolher sobre qual

campo deseja realizar a busca (Figura 4.4). Só é posśıvel selecionar um campo que

esteja presente no arquivo de entrada. Por padrão a busca é feita pelo nome ou ID

do gene.



62 CAPÍTULO 4. DEPICTVIZ

Figura 4.4: Seletor de filtro permite escolher o campo em que se deseja realizar a
busca.

A string de busca deve ser inserida no campo texto que está localizado ao lado do

filtro. À medida que a string é digitada, são exibidos sugestões de busca (autocom-

plete) para o usuário (Figura 4.5).

Figura 4.5: Campo de texto para inserir a string de busca. O campo de texto possui
Autocomplete que possibilita mostrar sugestões para o usuário.

Ao executar a busca, o gene que possuir a informação buscada será selecionado na

área do gráfico abaixo. Caso contrário, uma mensagem é exibida no canto superior

direito da tela informando que não foram encontrados resultados.

Assim como a busca unitária (Single Search), há ainda a possibilidade de se fazer

buscas múltiplas (Multiple Searches). O tipo de busca pode ser alternado através

da seleção das abas acima do botão de seleção de filtro. A busca múltipla funciona

de uma maneira ligeiramente diferente da busca unitária. Ao inserir as strings de

busca, o usuário deve clicar em alguma sugestão dentre as que lhe foram dadas ou

pressionar a tecla Enter para buscar a string ou substring desejada. À medida que

as strings são buscadas no gráfico e selecionados os genes onde estas se encontram,

também são armazenadas em um campo de tags abaixo do campo de texto. Dessa

forma, é posśıvel remover uma ou mais strings sem que haja a necessidade de refazer
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todas as buscas, bastando clicar no ı́cone “fechar” de cada tag (x). A Figura 4.6

mostra a seleção das strings de busca e seu armazenamento em tags.

Figura 4.6: Seleção de strings de busca durante a busca múltipla. As strings são
armazenadas em um campo de tags abaixo do campo de texto.

O botão ‘Multi Search’ visto na Figura 4.6 possui uma ação diferente do seu corres-

pondente da busca unitária. Quando clicado, é exibido uma janela para o usuário

que oferece a opção de redirecioná-lo para o STRING, onde são mostrados as in-

terações de genes e protéınas pertencentes aos pontos que foram selecionados na

busca múltipla (Figura 4.7). Essa ação é válida somente para buscas de nomes/ID

de genes e pelo Swiss-Prot. Portanto, é necessário buscar por estes através do filtro.

Figura 4.7: Janela aberta após o usuário fazer buscas múltiplas de identificadores
Swiss-Prot e clicar no botão ‘Multi Search’. A ação ao clicar no botão ‘Multi Search
STRING ’ da nova janela o leva ao STRING, a fim de mostrar a interação de genes
e protéınas relacionados aos pontos que foram selecionados na busca.

Gráfico

A área mais importante da ferramenta é a área do gráfico, devido ao fato desta

mostrar todas as informações posśıveis. Pelo fato do gráfico ser interativo, podemos

interagir com qualquer ponto presente nele. Ao realizar uma busca que procura um
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ponto ou clicando sobre o mesmo, o ponto é selecionado e permanece destacado dos

demais. Para limpar essa seleção, o usuário pode recorrer ao botão ‘Clear Selection’

logo abaixo do gráfico.

Ao passar o mouse sobre um ponto, pode-se visualizar uma caixa de legenda que

mostra de maneira rápida as informações presentes naquele ponto (Figura 4.8).

Figura 4.8: Legenda que mostra as informações de um ponto ao passar o mouse
sobre ele. Figura retirada do experimento da Seção 5.3.

Caso o o número de pontos no gráfico seja grande ou eles estejam muitos próximos

entre si, é posśıvel aplicar zoom in em uma área desejada. Para isso, o usuário deve,

dentro da área do gráfico, clicar com o mouse e arrastá-lo para criar a área de seleção

desejada. Através desses passos, o zoom in será aplicado na área selecionada. Para

voltar ao zoom original, há um botão no canto superior direito da área do gráfico

chamado ‘Reset zoom’ (Figura 4.9).

Ao clicar em um ponto no gráfico, uma janela é aberta mostrando todas as in-

formações presentes na legenda, além de botões para executar as ações descritas na

Seção 4.1 (Figura 4.10). A disponibilidade de cada opção depende exclusivamente do

arquivo de entrada fornecido. A primeira opção presente, ‘COG Search’, tem como

objetivo redirecionar o usuário para as páginas do NCBI e EggNOG utilizando um

identificador COG, caso este esteja presente no gene selecionado.
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Figura 4.9: Aplicação de zoom in (1) pela seleção de área com o mouse e zoom out
(2) ao clicar no botão ‘Reset zoom’ no gráfico. Figura retirada do experimento da
Seção 5.3.

Figura 4.10: Janela aberta ao clicar em um ponto na área do gráfico. Através dessa
janela é posśıvel realizar diversas ações com os dados presentes. Figura retirada do
experimento da Seção 5.3.
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A segunda opção, ‘Show Interacted Genes ’, mostra as interações do gene selecionado

com os demais presentes. Os genes que possuem interação são ligados com arestas

entre si. Há dois tipos posśıveis de interações que foram adicionadas até o momento

da escrita deste trabalho: Interação entre genes segundo informações enviadas pelo

STRING e genes que possuem a mesma categoria de COG. A interação entre genes

segundo o STRING é mostrada através de arestas de cor azul entre os pontos (Fi-

gura 4.11). Já a interação de genes que compartilham as mesmas categorias COG

são feitas por arestas de cor roxa, para genes que possuem exatamente o mesmo

conjunto de categorias COG, e arestas de cor verde para genes que possuem pelo

menos uma categoria em comum (Figura 4.12). Para limpar as arestas que foram

adicionadas, o usuário pode usar o botão ‘Clear edges ’ abaixo do gráfico.

Figura 4.11: Arestas em cor azul que mostram a interação do gene selecionado com
os demais, segundo o STRING.

A opção ‘Swiss-Prot Search’ permite fazer uma busca nas bases de dados online

de protéınas: UniProt, OMA Browser e SWISS-MODEL; utilizando identificadores

Swiss-Prot que o gene possuir. Da mesma forma, ‘KEGG Search’ e ‘STRING Search’

possibilitam uma busca, respectivamente, no KEGG, através de identificadores KO

e KEGG Gene ou gene ID, e STRING, por identificadores Swiss-Prot e gene ID.

Como é posśıvel haver mais de um identificador Swiss-Prot por entrada, ao usuário

clicar em um gene que possua uma lista de identificadores, é apresentado uma janela

onde o usuário escolha qual identificador gostaria de selecionar para fazer a busca

(Figura 4.13).
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Figura 4.12: Arestas em cor roxa que mostram os genes que possuem exatamente
a mesma categoria COG do gene selecionado, e arestas em cor verde para genes
que compartilham pelo menos uma categoria COG com o gene selecionado. Figura
retirada do experimento da Seção 5.3.

Figura 4.13: Janela aberta para a busca de um Swiss-Prot na base de dados UniProt.
Figura retirada do experimento da Seção 5.2.

Uma das últimas opções que foram desenvolvidas e a que traz consigo mais funcio-

nalidades é a ‘EC Number Search’. Através dela é posśıvel fazer buscas em diversas

base de dados especializadas em enzimas, sendo eles: ExPASy, ExplorEnz, BRENDA

Enzymes, MetaCyc e KEGG. A Figura 4.14 mostra a janela que é aberta para a es-

colha de um EC number dentre a lista de EC numbers que cada gene pode possuir.

Ao buscar um EC number no KEGG, é posśıvel também selecionar um pathway

biológico para este, caso exista (Figura 4.15).
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Figura 4.14: Janela aberta para a busca de um EC number na base de dados do
ExPASy.

Figura 4.15: Janela aberta para a busca de um EC number na base de dados do
KEGG. Além da busca de informações de enzimas, o usuário pode fazer uma busca
de pathways biológicos que estão relacionados ao EC number selecionado.

Similar ao ‘EC Number Search’, o ‘GO Search’ possibilita buscar por um GO nas

bases de dados: NCBI, AmiGO, EggNOG e UniProt. Da mesma forma ao busca

por um EC number, uma nova janela é aberta onde o usuário escolhe um GO dentre

a lista de GOs que pode haver atribúıda ao gene (Figura 4.16).

Por fim, a última opção que se tem dispońıvel é a ‘Genome Browser ’. Para ela estar

dispońıvel basta o usuário ter selecionado um organismo conhecido (Homo sapiens

ou Mus musculus). Através dela o usuário é redirecionado para o UCSC Genome

Browser, onde este pode analisar o gene com um maior ńıvel de detalhes e criar sua

própria custom track.
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Figura 4.16: Janela aberta para buscar por um GO. Após a escolha de um dos GOs
listados, o usuário fica a cargo de escolher em qual base de dados deseja fazer a
busca.

Descrição

A última área da ferramenta compõe a descrição ou informação que pode ser edi-

tada pelo usuário. O texto pode ser alterado através do arquivo de configuração

já mencionado anteriormente. Por padrão, o texto atribúıdo a descrição descreve

brevemente o gráfico em geral (coordenadas, coloração dos pontos, etc).

4.4 Implementação

O desenvolvimento da ferramenta foi totalmente realizado utilizando a linguagem

JavaScript, HTML e diversas APIs que proveem as funções realizadas pela mesma.

O pacote da ferramenta já possui todas as APIs e dependências integradas para

a sua correta execução. As APIs e suas versões (entre parenteses) utilizadas no

desenvolvimento da ferramenta foram:

• Highcharts [6] (v. 4.1.9)

• Bootstrap [4] (v. 3.3.5)

• Bootstrap-select [5] (v. 1.6.4)

• jQuery [7] (v. 2.1.4)

• jQuery-Autocomplete [8] (v. 1.2.24)

• jQuery-tagEditor [10] (v. 1.0.19)



70 CAPÍTULO 4. DEPICTVIZ

• jQuery Caret [9] (v. 1.3.3)

• Nprogress [11] (v. 0.2.0)

• Toastr [13] (v. 2.1.2)

• SweetAlert [12] (v. 1.0.0)

Como a linguagem JavaScript é executada no navegador web do usuário, todo o

processo se torna transparente para quem está o executando, não havendo a neces-

sidade de instalar ou executar algum outro software ou dependência. O jQuery é

uma biblioteca para JavaScript que foi utilizada para facilitar o desenvolvimento

e melhor manipulação das APIs listadas acima.

A construção do gráfico foi realizado utilizado a API Highcharts. É através dela

que os dados lidos do arquivo de entrada são convertidos em pontos, são coloridos e

plotados no gráfico final. Dessa forma, todas as informações relativas a cada ponto

ficam armazenadas em uma estrutura de dados bem definida pela API, tornando o

acesso, manipulação e interação de cada ponto muito fácil.

Os dados do arquivo de entrada são lidos linha a linha, onde para cada linha é feita

uma verificação para localizar posśıveis erros. Se um erro é identificado, o script

aborta a execução e exibe uma mensagem para o usuário informando o tipo de

erro através da API SweetAlert, como já mostrado na Figura 4.1. Do contrário, a

execução continua e cada linha do arquivo de entrada que corresponde a um gene se

transforma em um ponto no gráfico. Caso existam duas entradas com o mesmo ID

e coordenadas, a ferramenta irá unir as informações de ambas as entradas em um

mesmo ponto, respeitando o valor do p-value da primeira ocorrência.

O Bootstrap é um framework open-source para a criação de websites e aplicações

web. Ele contém inúmeros templates e design para botões, formulários, navegações

e outros componentes, sendo muito utilizado para desenvolver websites dinâmicos

como neste trabalho. Para a DEPICTViz, foi utilizado na criação de todos os botões

e janelas desenvolvidos. Para campos de seleção, como os de seleção de EC number

e GO mostrados nas Figuras 4.14 e 4.16, foi utilizado o Bootstrap-select que

modifica o seletor presente no Bootstrap e adiciona novas funcionalidades.

Quando o usuário realiza uma busca, à medida que a string vai sendo inserida

no campo de texto, sugestões são oferecidas para o usuário. Essas sugestões são
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informações na qual a string que está sendo digitada é substring. Para implemen-

tar essa funcionalidade foram utilizados as APIs jQuery-Autocomplete e jQuery

Caret, permitindo ainda um alto grau de customização como a adição de caracteres

e śımbolos junto às sugestões (śımbolo de adição para sugestões de busca múltipla).

As strings que são inseridas durante a busca múltipla são armazenadas em um campo

de tags. Este campo foi adicionado através da API jQuery-tagEditor, permitindo

a adição, remoção e alteração de tags durante a execução da busca múltipla.

Durante a navegação do usuário pela ferramenta, informações ou avisos podem ser

emitidos informando sobre algum evento ou má operação. Essas mensagens são

exibidas em uma caixa dinâmica que surge no campo superior direito da tela, através

do uso do Toastr. A partir desse feedback o usuário poderá melhor interagir com a

ferramenta. A última API utilizada foi Nprogress. Esta última cria uma pequena

barra de progresso localizada acima das abas de busca, mostrada durante ações que

exigem um maior tempo de resposta, como a requisição feita junto ao STRING para

identificar interações entre genes no gráfico.

O ambiente no qual a ferramenta foi desenvolvida utilizou em um sistema operacional

Linux Mint 17.2, editor ATOM [2] e servidor Apache2 local. Após cada atualização

no desenvolvimento, o projeto é atualizado na página do GitLab do projeto.

O pacote da ferramenta encontrado na página do projeto possui a seguinte árvore

de diretórios abaixo.
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./

data/

API/

bootstrap/

bootstrap-select/

highcharts/

jquery/

jquery-autocomplete/

jquery-caret/

nprogress/

sweetalert/

tageditor/

toastr/

css/

chart.css

js/

chart.js

btn actions.js

functions.js

init.js

map/

pathway.map

index.html

input/
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O arquivo index.html contém toda a estrutura HTML utilizada na ferramenta, in-

cluindo a janela do gráfico, modals e botões. Ao executar a ferramenta no servidor, é

o primeiro arquivo a ser buscado e executado pelo servidor. Todas as APIs utilizadas

se encontram dentro do diretório data/API/ e não devem ser modificadas.

O maior esforço para o desenvolvimento dessa ferramenta, assim como o index.html,

está localizado nos diretórios data/css/ e data/js/. O diretório data/css/ contém

um único arquivo chamado chart.css que aplica estilos e define a apresentação de

botões e modals definidos em index.html. O diretório data/js/ contém todos os

arquivos JavaScript que foram desenvolvidos, incluindo o arquivo de configuração

da ferramenta. O arquivo chart.js inicializa o gráfico e faz a leitura do arquivo

de entrada, transformando as informações em pontos no gráfico. O arquivo btn -

actions.js contém todos os eventos e ações que são realizados pelos botões da

ferramenta; e functions.js contém todas as funções auxiliares que são utilizadas

pelos outros dois arquivos. O arquivo init.js corresponde ao arquivo de confi-

guração que já foi abordado anteriormente na Seção 4.2.

Por fim, o diretório data/map/ possui o arquivo pathway.map que contém uma lista

mapeando EC numbers com seus respectivos pathways. Essa lista foi extráıda direta-

mente do KEGG e pode ser encontrada em http://rest.kegg.jp/link/pathway/

ec. Através dessa lista foi posśıvel verificar se existe pathway dispońıvel para um EC

number escolhido pelo usuário e levá-lo ao KEGG, como mostrado na Figura 4.15.

Instruções de como instalar e utilizar a DEPICTViz estão descritos no Apêndice B.

http://rest.kegg.jp/link/pathway/ec
http://rest.kegg.jp/link/pathway/ec


74 CAPÍTULO 4. DEPICTVIZ



Caṕıtulo 5

Experimentos

Neste caṕıtulo são descritos os experimentos realizados com as ferramentas propostas

neste trabalho, a partir de vários estudos de caso contendo diferentes tipos de dados.

Dos quatro estudos de caso apresentados aqui, apenas os dois primeiros, relacionado

aos chamados genes HOX, mostram a utilização do pipeline para análise de expressão

diferencial, descrito no Caṕıtulo 3. Os demais estudos de caso apresentam diferentes

usos da ferramenta DEPICTViz, descrita no Caṕıtulo 4.

5.1 Genes HOX e câncer

Os genes HOX formam a primeira famı́lia de genes envolvidos no desenvolvimento,

que foram reconhecidos como sendo compartilhados entre vários animais diferen-

tes [51]. Esses genes pertencem à famı́lia dos genes homeobox, que são um segmento

de genes reguladores, que partilham 120 pares de bases de sequência de DNA em

comum, codificando protéınas (chamadas homeodominio) de 61 aminoácidos que

podem se ligar ao DNA e interagir com genes alvos, promovendo sua ativação ou

repressão.

Essas protéınas agem como fatores de transcrição durante o desenvolvimento em-

brionário e tem como principal papel a formação do eixo ântero-posterior do embrião,

ajudando no estabelecimento da forma básica do corpo. Pequenas alterações em ge-

75
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nes controladores tão poderosos, ou alterações nos genes que são ligados por eles,

podem representar uma enorme fonte de mudanças evolutivas [22].

No genoma humano existe um total de 39 genes HOX, que são organizados em

clusters (entre 9 e 11 genes cada) em uma ordem espećıfica, associada ao local

e ordem onde são expressos. São localizados em quatro cromossomos e clusters

diferentes:

• Cromossomo 2 – Cluster HOX D,

• Cromossomo 7 – Cluster HOX A,

• Cromossomo 12 – Cluster HOX C e

• Cromossomo 17 — Cluster HOX B.

A Figura 5.1 ilustra os clusters HOX encontrados na mosca da fruta (Drosophila

melanogaster) e no humano.

Figura 5.1: Distribuição dos genes HOX: (A) A mosca possui apenas 8 genes HOX,
localizados em um único cluster, enquanto no humano (B) possui 39 genes HOX,
separados em 4 clusters e cada cluster localizado em um cromossomo distinto [54].
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Pesquisas atuais têm mostrado que genes HOX estão envolvidos no desenvolvimento

de vários tipos de câncer [22]. Esses resultados têm mostrado que alguns genes

HOX apresentam um maior ńıvel de expressão (up-regulated) e um menor ńıvel de

expressão (down-regulated) na promoção da carcinogênese.

Câncer é a segunda maior causa de morte em páıses desenvolvidos e sua incidência

no resto do mundo tem aumentado. De acordo com a Organização Mundial da

Saúde (OMS), cerca de 8, 2 milhões de pessoas morreram de câncer em 2012 e a

estimativa para 2030 é que este número chegue a quase 17 milhões [81].

O entendimento dos mecanismos de regulação que definem um comportamento dife-

rente entre instâncias de pacientes saudáveis e com câncer, por exemplo, é um passo

crucial para o desenvolvimento de novas terapias e tratamentos [24]. A Figura 5.2

mostra os genes HOX que são mais ou menos expressos em diferentes tipos de câncer.

Figura 5.2: Nı́veis de expressão de genes HOX para diferentes tipos de câncer [22].
A cor de cada gene indica para qual tipo de câncer ele é diferencialmente expresso.
Genes na cor preta indicam genes que não estão relacionados aos tipos de câncer
apresentados na figura.

Nesta seção apresentamos um experimento que serviu para tomadas de decisões

referentes a alguns passos do pipeline proposto e descrito no Caṕıtulo 3, além da

própria execução do mesmo para um conjunto de testes. Para o experimento aqui

descrito utilizamos a versão GRCh37.p13 do genoma humano.

Este experimento teve como objetivo a análise de expressão diferencial de genes

HOX. Através dele foi posśıvel determinar o mapeador a ser utilizado pelo pipeline
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proposto e, como o mapeamento deveria ser feito (genoma completo ou apenas locais

que os genes HOX se encontram), ambos abordados na seção 3.1.

Para o experimento foram utilizados dois conjuntos de dados com amostras de te-

cidos com câncer de próstata [82], onde um conjunto representa pacientes que rece-

beram tratamentos a base de hormônios (treated) e o outro representando pacientes

que não receberam tratamento (untreated). Dados os dois conjuntos, foi feito o ma-

peamento no genoma humano desses conjuntos de reads utilizando os mapeadores

segemehl e Bowtie, a fim de comparar os resultados obtidos. Após o mapeamento,

os reads mapeados foram contados pelo software HTSeq e utilizado o EdgeR para fazer

a análise da expressão diferencial e gerar gráficos que possam detalhar a análise.

Ao analisarmos ambos os gráficos das Figuras 3.4 e 3.5, percebemos facilmente que

o número de genes apresentados no gráfico do segemehl é maior que o do Bowtie,

ou seja, o número de reads mapeados pelo segemehl é maior em comparação ao

Bowtie.

Como o conjunto dos genes HOX é pequeno, é posśıvel fazer uma análise a olho nu

para cada gene no gráfico. A Figura 5.3 mostra o mesmo gráfico para um conjunto

de dados muito maior, onde seria imposśıvel a olho nu analisar cada gene.

Após constatar que o segemehl se mostrou melhor que o Bowtie para este experi-

mento, foi realizada uma nova rodada para o experimento com o segemehl apenas,

mas dessa vez fazendo o mapeamento dos reads contra o genoma humano completo

e somente nos locais onde os genes HOX se encontram em seus respectivos cromos-

somos (na tentativa de reduzir o tempo e espaço necessário para o mapeamento).

Para delimitar o local dos genes HOX, foi criado um subconjunto do genoma humano

que contém apenas as regiões dos clusters HOX. A Tabela 5.1 mostra as posições

utilizadas para criar tal subconjunto, de acordo com as informações presentes na

anotação do genoma utilizado, onde a posição inicial é a primeira posição após o

último gene localizado antes do cluster HOX e a posição final é a posição anterior

ao próximo gene que ocorre após o cluster HOX.
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Figura 5.3: Gráfico Smear representando um conjunto grande de genes, onde os
genes em vermelho acima do 0 no eixo vertical representa genes mais expressos em
um certo conjunto A em relação a B e vice-versa [78].

Tabela 5.1: Região utilizada para criar o conjunto dos clusters HOX.

Cromossomo Pos Inicial Pos Final

2 176.944.835 177.065.63

7 27.088.248 27.238.193

12 54.210.264 54.452.037

17 46.556.561 46.810.452
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Ao comparar os resultados obtidos, notou-se que a taxa de verdadeiros-positivos é

muito baixa quando o mapeamento é feito apenas nos locais onde se encontram os

genes HOX. A fórmula a seguir mostra a taxa de verdadeiros-positivos, onde TP é o

número de verdadeiros-positivos (número de reads mapeados corretamente na região

de interesse) e FP é o número de falsos-positivos (reads mapeados erroneamente na

região de interesse).

TP

TP + FP
= 0, 6%.

Portanto, como o número de verdadeiro-positivos é muito pequeno, quando compa-

rado com o total mapeado na região de interesse, o experimento mostrou que não

se deve mapear em regiões espećıficas de interesse, mas sim deve-se mapear contra

o genoma humano completo.

5.2 Genes HOX e Doença de Huntington

A Doença de Huntington (Huntington Disease, HD) é uma doença neurológica,

hereditária e degenerativa, cujos sintomas incluem o aparecimento de movimentos

involuntários, demência e mudanças de personalidade. É geneticamente causada pela

mutação no gene huntingtin (HTT), especificamente pelo aumento do número de

repetições do codon CAG. Micro RNAs (miRNAs) têm sido relacionados na literatura

a doenças desse tipo, em particular com HD [61].

Para esse experimento, tomamos o conjunto de reads de RNA-seq dispońıvel em [61]

como sendo nosso dataset para o mapeamento. Nesse trabalho, os autores procuram

investigar se há expressão alterada de miRNAs em pacientes humanos com HD e

qual o papel desses miRNAs no ńıvel de expressão dos seus genes alvos.

Temos dois conjuntos distintos de amostras: um conjunto com 12 amostras de pa-

cientes que sofrem de doença de Huntington e outro conjunto com 9 amostras de

pacientes sadios que não possuem a doença (chamados de controle – Ctrl), totali-

zando 21 amostras diferentes.
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Primeiramente, foi feita a construção do ı́ndice do genoma humano e, em seguida,

o mapeamento dos reads de cada amostra utilizando o segemehl contra o genoma

humano completo (versão GRCh37.p13), resultando em um arquivo SAM para cada

amostra que servirá de entrada para o Cufflinks. Porém, o Cufflinks requer que

os reads estejam ordenados pela sua posição de referência. Como o mapeamento do

segemehl não estava ordenado, a ordenação foi feita utilizando o software SAMtools.

Para ordenar, antes tivemos que converter o arquivo de formato SAM para sua

forma binária, conhecida como formato BAM. Para diminuir o tempo e automatizar

essa tarefa, foi então criado um script chamado sam2bam.pl escrito em linguagem

perl que faz a conversão utilizando o SAMtools e cria um novo arquivo em formato

BAM. Agora já com os arquivos BAM de cada amostra mapeada, podemos fazer

o ordenação. Para esta tarefa, também foi criado um script em perl chamado

bam2sorted.pl que irá criar um arquivo BAM já ordenado.

Após a ordenação ter sido conclúıda para o resultado do mapeamento de cada amos-

tra, o próximo passo executado foi a criação dos transcritos, onde o Cufflinks foi

executado passando como entrada a anotação do genoma (GTF) com a opção -g e,

o arquivo BAM ordenado para cada uma das amostras. O resultado gerado foram

os arquivos contendo a contagem dos genes, isoformas e os transcritos constrúıdos.

O pipeline até a construção dos transcritos já foi mostrado na seção 3.2, onde ele

deve ser executado separadamente para cada uma das amostras.

O próximo passo foi a união dos transcritos de todas as amostras com o Cuffmerge.

O Cuffmerge foi executado passando como entrada a anotação do genoma com a

opção -g, o próprio genoma humano em formato FASTA com a opção -s e um

arquivo texto contendo o caminho para cada transcrito constrúıdo pelo Cufflinks,

um por linha. O resultado gerado é a criação de uma pasta no diretório atual com

um único arquivo chamado merged.gtf, contendo a união de todos os transcritos

das amostras.

Com a união de todos os transcritos em um único arquivo, passamos ao passo de

expressão diferencial. O Cuffdiff foi executado tomando como entrada o arquivo

FASTA do genoma humano com a opção -b, o arquivo merged.gtf contendo a união

dos transcritos com a opção -u, o rótulo de ambas as condições das amostras utili-

zadas, que são Ctrl e HD, separados por v́ırgula com a opção -L e por fim, as listas
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dos arquivos BAM ordenados de cada amostra separado por v́ırgula, respeitando a

ordem que foram informados os rótulos. Logo, como o primeiro rótulo foi Ctrl, a

primeira lista que foi passada são amostras de controle. A separação entre as listas

é feita apenas por um espaço. O resultado gerado por ele são diversos arquivos con-

tendo informações de expressão diferencial para transcritos, isoformas e contagem

de RPKM, reads que originou cada transcrito e isoformas. O restante do pipeline

já foi mostrado na seção 3.5.

Com o resultado da expressão diferencial feito pelo Cuffdiff, utilizamos o software

cummeRbund para fazer a análise dos resultados obtidos e geração de alguns gráficos.

Dentre os resultados, estão os gráficos mostrados nas Figuras 5.4 e 5.5. O primeiro

mostra que os genes HOX-D3, HOX-D4 e o miRNA MIR-10B são mais expressos em

amostras HD do que as de Ctrl. O segundo mostra que o gene HOXD-AS1 é mais

expresso em amostras Ctrl do que as de HD. Há ainda o dendrograma (Figura 5.6)

e um gráfico MDS (Figura 5.7) que mostra o relacionamento e similaridade, respec-

tivamente, de todas as amostras utilizadas no experimento. Através desses gráficos

é posśıvel verificar que há amostras de Ctrl muito similares as de HD, o que não é

algo bom visto que isso pode influenciar na análise de expressão diferencial.
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0e+00

1e+08
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Figura 5.4: Gráfico gerado pelo cummeRbund que mostra que os genes HOX-D3,
HOX-D4 e o miRNA MIR-10B são mais expressos em amostras HD do que as de
Ctrl.
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Figura 5.5: Gráfico gerado pelo cummeRbund que mostra que o gene HOXD-AS1 é
mais expresso em amostras Ctrl do que as de HD.

Apesar de não termos encontrado todos os genes HOX descritos como diferencial-

mente expressos em [61], todos os que encontramos, listados no parágrafo anterior,

foram confirmados.

Pipeline e DEPICTViz

Após o desenvolvimento da DEPICTViz, executamos novamente o pipeline visando in-

tegrar as duas ferramentas. Desta vez utilizamos uma versão mais recente do genoma

humano (GRCh38.p15) e os resultados do pipeline após a execução do Cuffdiff fo-

ram submetidos aos scripts getCoordinatesCuffdiffOut.R e diff2depictviz.pl

discutidos na Seção 3.6 e presentes no pacote do pipeline. Através dos scripts utili-

zados foi posśıvel converter a sáıda do Cuffdiff para um formato compat́ıvel com a

DEPICTViz. Como o conjunto de entrada para a DEPICTViz carecia de informação,

enriquecemos a informação presente após cruzarmos os genes presentes com in-

formações obtidas em BioMart (http://www.ensembl.org/biomart/) e UniProt

(http://www.uniprot.org/uniprot/) para os mesmos genes presentes em Homo

http://www.ensembl.org/biomart/
http://www.uniprot.org/uniprot/
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sapiens. Logo, adicionamos informações de Swiss-Prot, EC number, KO, KEGG

gene e GOs.

Figura 5.6: Dendrograma que mostra o relacionamento de todas amostras utilizadas
neste experimento.

Como o objetivo do experimento era investigar miRNAs e genes HOX, filtramos

a tabela de entrada apenas (Figura 5.8) para mostrar esse subconjunto (560 miR-

NAs e genes HOX) e também pela impossibilidade de mostrar todos os genes do

experimento. Embora tenha sido utilizado uma anotação adequada do genoma du-

rante as etapas do pipeline, muitos genes não foram reconhecidos devido à ausência

de informações espećıficas na anotação, provavelmente miRNAs e ncRNAs. Logo,

utilizados apenas miRNAs e HOX reconhecidos pela anotação.

Percebemos também que todos os miRNAs considerados diferencialmente expressos

(p-value < 0.05) pelo pipeline estão sendo mais expressos em amostras HD em

relação a de controle (Figura 5.9).
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Figura 5.7: Gráfico MDS que mostra a similaridade de todas amostras utilizadas
neste experimento.

Figura 5.8: Visualização de miRNAs e genes HOX na DEPICTViz obtidos do expe-
rimento HD executado pelo pipeline.
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Figura 5.9: Visualização de genes HOX e miRNAs diferencialmente expressos para
amostras HD em relação as de controle.

Esse estudo de caso foi importante para o trabalho demonstrando compatibilidade

entre as duas diferentes ferramentas propostas nesse trabalho. Resultados obti-

dos até este ponto foram apresentados no Simpósio Brasileiro de Bioinformática de

2015 [72].

5.3 Brachiaria decunbens

O Brasil tem cerca de 169 milhões de hectares de pastagens, usadas para alimentar

cerca de 208 milhões de cabeças de gado. As principais forrageiras usadas pertencem

ao gênero Urochloa, popularmente conhecido como Brachiaria [80].

A espécie Urochloa decumbens, ou Brachiaria decumbens, tem ganho especial atenção,

pelo fato de ser de alta produtividade, ter crescimento vigoroso e ser de fácil plantio.

Além disso, se adapta facilmente em solos ácidos e não férteis. A alta presença de

alumı́nio é uma das principais caracteŕısticas de solos ácidos e é um dos fatores que

mais prejudicam o crescimento dessa forrageira. Isso acontece porque o alumı́nio

modifica a parede celular e a estrutura da membrana da planta, prejudicando a ab-

sorção de água e nutrientes, comprometendo assim seu crescimento. Dessa forma, a

tolerância ao alumı́nio nesse tipo de solo tem sido alvo de estudos [94].
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Em um projeto coordenado por pesquisadores da Embrapa Gado de Corte, o trans-

critoma de ráızes de U. decumbens foi obtido, objetivando estudar os efeitos causados

pela alta concentração de alumı́nio [94].

O experimento realizado com a Brachiaria decunbens foi o primeiro na qual utili-

zamos a DEPICTViz em um projeto prático, e com grande impacto em seu desen-

volvimento, permitindo a inclusão de diversas funcionalidades através da grande

quantidade de informações que estavam presentes nos dados do projeto.

Inicialmente, havia apenas uma tabela contendo genes representado por IDs, pelo

fato do genoma não possuir uma anotação dispońıvel, a contagem dos reads ma-

peados de cada gene e demais informações que foram atribúıdas para cada gene

como: Swiss-Prot ID, COG ID, COG Description, COG Category, KO ID, KEGG

Gene, EC number, GO Biological Process, GO Molecular Function, GO Cellular

Component e descrições para os três tipos de ontologias.

Como não havia a informação básica para a construção do gráfico (coordenadas e p-

value), o caminho então tomado foi a execução do EdgeR utilizando as contagens já

existentes, para então conseguirmos extrair as coordenadas (Log2FC e LogCPM) e o

p-value de cada gene. Posteriormente, os mesmos passos foram realizados utilizando

o DESeq2.

A partir do momento que possúıamos todas as informações necessárias, selecionamos

o genes de interesse para o experimento e constrúımos o arquivo de entrada, descrito

na Seção 4.2. No total foram realizados dois experimentos. O primeiro experimento

possúıa 200 genes, 100 genes dos quais classificados como os mais diferencialmente

expressos (up-regulated) para a condição Final em relação a Inicial; e 100 ge-

nes classificados como os mais diferencialmente expressos (down-regulated) para a

condição Inicial em relação a Final.

O segundo experimento possúıa 400 genes na mesma proporção do anterior, 200 up-

regulated e 200 down-regulated. A razão de haver dois experimentos com diferentes

números de genes foi testar o comportamento e navegação da ferramenta, utilizando

diferentes volumes de dados. Embora tivesse o dobro de genes no gráfico, o se-

gundo experimento mostrou boa usabilidade e não apresentou problemas durante

sua execução, limitando-se apenas a uma inicialização ligeiramente maior, devido a

leitura do arquivo de entrada maior.
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A Figura 4.3, mostrada na Seção 4.3, corresponde ao gráfico carregado com os dados

do segundo experimento (400 genes), enquanto que a Figura 5.10 mostra o transcrito

Unigene66910 e todos os diferencialmente expressos que possuem a mesma categoria

COG (categoria I - lipid metabolism).

Figura 5.10: Todos os transcritos considerados diferencialmente expressos, com des-
taque para a escolha do transcrito 66910, a partir do qual vê-se todos com a mesma
categoria COG I (lipid metabolins).

Pelo fato do organismo não possuir uma anotação para o genoma, a seleção do orga-

nismo deve ser feita como Other (Figura 4.2) e algumas funções não são dispońıveis

durante o uso, ficando inativas como o Genome Browser (Figura 4.10), por exem-

plo. Os resultados até aqui obtidos estão sendo usados na publicação submetida

recentemente [94].

5.4 Pseudomonas corrugata

Pseudomonas corrugata é uma bactéria de plantas oportunista que causa a doença

conhecida como tomato pith necrosis. Apesar disso, consegue proteger a planta de

outros patógenos, sendo também usada como agente de controle biológico [105].

A produção de lipopept́ıdeos em P. corrugata é regulado por dois reguladores trans-

cricionais pertencentes à superfamı́lia LuxR, conhecidos como PcoR e RfiA. O inte-

resse neste projeto é o estudo do papel que esses reguladores têm na interação com

plantas e na atividade antimicrobiana. Especificamente, deseja-se investigar os ge-

nes controlados por PcoR e RfiA. Para isso, análise de expressão diferencial baseada

em RNA-Seq foi feita usando mutantes PcoR e RfiA, em comparação com o wild

type (WT) CFBP5454, cultivado normalmente, que foi sequenciado recentemente e

descrito em [105].
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Esse projeto tem a colaboração com pesquisadores da Grécia e da Itália e já geraram

duas publicações de resumos em congressos [70, 71].

Neste caso, não houve grandes problemas ao montar o arquivo de entrada, visto

que os dados já haviam sido processados pelo EdgeR e já possúıam os campos ne-

cessários. Diferente dos outros e experimentos realizados até então, para este haviam

informações que até então não haviam sido usadas, sendo elas: Start, End, Contig,

Strand e Gene Product. Estas informações não estão diretamente ligadas a funciona-

lidades como as outras existentes, porém elas servem como consulta ao usuário e são

mostradas tanto na legenda ao passar o mouse por um ponto, quanto ao clicar no

mesmo (Figura 5.11). Além disso, há ainda informações de Swiss-Prot ID presentes.

Embora os genes tenham sido já entregues anotados, após uma rápida pesquisa

nas bases de dados utilizadas na ferramenta, não foram encontradas referências a

Pseudomonas corrugata, logo, preferimos nos abster e recomendar a seleção de Other

durante a seleção de organismos da DEPICTViz.

Figura 5.11: Conjunto de informações usadas nos experimentos de Pseudomonas
corrugata que até então não haviam sido utilizadas.

Através do conjunto de dados obtidos, foram realizados quatro experimentos distin-

tos, sendo dois experimentos entre as condições WT vs DR e dois entre WT vs RfiA.

Para a primeira rodada, os dois primeiros experimentos (Figuras 5.12 e 5.13) conti-

nham apenas genes considerados diferencialmente expressos para alguma condição.

Para alcançar esse objetivo, selecionamos os genes com FDR < 0.05. Durante os qua-

tro experimentos realizados, o FDR foi utilizado ao invés do p-value. O FDR (False

Discovery Rate) é uma forma ajustada do p-value, também chamada de q-value.

Logo, o uso do mesmo como substituto não causa nenhum impacto no experimento.

Ainda assim, caso fosse necessário usar outro indicador diferente de p-value ou FDR

com diferentes limiares, este poderia normalmente preencher o campo de p-value no

arquivo de entrada, e seu limiar de corte alterado no arquivo de configuração.
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Figura 5.12: Experimento WT vs DR contendo apenas genes considerados diferen-
cialmente expressos em alguma condição (FDR < 0.05). No total são 152 genes
presentes no gráfico.

Figura 5.13: Experimento WT vs RfiA contendo apenas genes considerados dife-
rencialmente expressos em alguma condição (FDR < 0.05). No total são 130 genes
presentes no gráfico.

Para a segunda rodada também foram realizados dois novos experimentos (Figu-

ras 5.14 e 5.15), utilizando as mesmas condições da rodada passada, porém incluindo

todos os genes, seja qual for o valor de seu FDR. A Tabela 5.2 representa os expe-

rimentos executados e o total de genes presentes em cada experimento.

O conjunto de experimentos executados teve uma grande importância para o tra-

balho como um todo. Com ele foi posśıvel por a prova a ferramenta para grandes

volumes de dados e analisar seu comportamento. Seu comportamento somente é afe-

tado drasticamente durante a inicialização da ferramenta, onde ocorre a leitura do
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arquivo de entrada e construção do gráfico, levando alguns segundos para carregá-lo

totalmente devido ao grande volume de dados.

Figura 5.14: Experimento WT vs DR contendo todos os genes do experimento. Nota-
se a alta concentração de genes próximo ao 0 no eixo x. No total são 3096 genes
presentes no gráfico.

Figura 5.15: Experimento WT vs RfiA contendo todos os genes do experimento.
Nota-se a alta concentração de genes próximo ao 0 no eixo x. No total são 3966
genes presentes no gráfico.

Tabela 5.2: Total de genes presentes em cada um dos experimentos.

Experimento Condições FDR Total Genes

1 WT vs DR < 0.05 152

2 WT vs RfiA < 0.05 130

3 WT vs DR Todos 3096

4 WT vs RfiA Todos 3966
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Caṕıtulo 6

Conclusão

O trabalho aqui descrito e resultado de minha pesquisa no programa de Mestrado

em Ciência da Computação consistiu no desenvolvimento de duas ferramentas com-

putacionais: um pipeline para análise de expressão diferencial e outra para a visua-

lização de resultados de expressão diferencial, chamada DEPICTViz, que agrega ao

resultado da análise de expressão diferencial informações de interação funcional de

protéınas.

O pipeline desenvolvido realiza o mapeamento das sequências no genoma de re-

ferência, a ordenação dos reads mapeados, a construção e união de transcritos e a

análise de expressão diferencial.

A ferramenta DEPICTViz, por sua vez, foi desenvolvida para a visualização de expe-

rimentos de expressão diferencial de genes e interação de protéınas. A ferramenta

web surgiu da necessidade de se visualizar pequenos conjuntos de genes de interesse

em experimentos de expressão diferencial de RNA-Seq. Sua principal caracteŕıstica

é a apresentação de um gráfico MA (MA plot), similar aos gráficos Smear Plot, pre-

sentes nos pacotes EdgeR e DESeq2, respectivamente. Não temos conhecimento na

literatura de uma ferramenta semelhante.

O principal diferencial da DEPICTViz é o fato de ela ser interativa. Além disso,

DEPICTViz é de fácil instalação, e também de fácil utilização. A entrada da ferra-

menta é basicamente uma tabela contendo todas as informações necessárias para a

construção do gráfico e suas funcionalidades. Como resultado, a sáıda da ferramenta

93
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é apresentada uma janela no navegador web do usuário, podendo este hospedá-la

em um servidor ou mantê-la localmente.

As duas ferramentas foram avaliadas a partir de projetos que nos foram demandados

por colaboradores externos à UFMS e resultaram nas publicações [70, 71, 72, 94],

além de uma espećıfica, descrevendo e disponibilizando o DEPICTViz, que está em

preparação.

Trabalhos Futuros

O desenvolvimento e manutenção do pipeline e da ferramenta DEPICTViz, propostos

nesse trabalho, não se limitam apenas à conclusão e obtenção do t́ıtulo de mestre

proposto pelo programa de pós-graduação, visto que ainda há muito o que pode ser

feito e melhorado, principalmente na DEPICTViz.

A cada experimento com o qual nos deparamos, demandas por novas funcionali-

dades foram aparecendo. Entre as prováveis novas funcionalidades que poderiam

ser inclúıdas estão: ligação por arestas entre genes que possuem interação entre si

segundo o STRING utilizando informações de Swiss-Prot, inclusão de novas bases

de dados para pesquisas (GO, EC number, COG), além de melhorias de estabilidade

e código.

O pipeline pode também ser expandido para análise de expressão diferencial de

isoformas, sendo esse um dos pontos fortes do pacote Cufflinks e que poucos pro-

gramas o fazem. Dentre outras posśıveis inclusões estão a inserção de novas etapas

como: filtragem de dados antes do mapeamento e inclusão de novas anotações antes

da construção dos transcritos. A inclusão das novas anotações permitiria ao usuário

do pipeline escolher o que deseja procurar, ou seja, possibilitar que ele próprio enri-

queça a anotação do genoma, através do download de anotações contidas em bases

de dados espećıficas de anotação.

A inclusão dessas anotações poderia ser feita utilizando um arquivo de configuração

(novo ou o já existente), onde haveria opções de múltipla escolha, como por exemplo

as bases de dados suportadas pelo pipeline. Essas bases podem ser, por exemplo, de

miRNA ou ncRNAs, geralmente não presentes nas anotações originais. Exemplos
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de bases de dados que poderão ser investigadas e utilizadas são: miRWalk [31] e

miRTarBase [62].
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[7] jQuery. Dispońıvel em: http://jquery.com/download/. Acessado em 27 de

abril de 2016.
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doutorado, Faculdade de Computação, Universidade Federal de Mato Grosso

do Sul, 2015.

[79] O.Brandenberg, Z. Dhlamini, A. Sensi, K. Ghosh, and A. Sonnino. Intro-

duction to molecular biology and genetic engineering. Food and Agriculture

Organization of the United Nations, 2011.

[80] Association of Brazilian beef exporters ABIEC. Brazilian beef pofile, 2013.

http://www.brazilianbeef.org.br/texto.asp?id=9.

[81] World Health Organization. Cancer - World Health Organization, 2014.

[82] A. Oshlack, M. D. Robinson, and M. D. Young. From RNA-seq reads to

differential expression results. Genome Biology, 220, 2010.

[83] H. Pearson. Genetics: What is a gene? Nature, 441(7092):398–401, 2006.
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Apêndice A

Pipeline User’s Guide

Overview of the Pipeline

This document describes a specific pipeline for differential gene and transcript ex-

pression analysis of RNA-seq experiments. Code is available at https://git.

facom.ufms.br/bioinfo/pipeline_segemehl_cufflinks.

The input of the pipeline is the set of reads with replicates in different conditions

and a configuration file defined by the user. The output is the list of differential

expression genes and graphics that shows these genes.

There are four stages in the pipeline:

1. Aligning reads to a reference genome: Using a reference genome, reads

are mapped to find the point of origin for every read. The output is an

alignment file showing the mapped reads and their mapping positions in the

genome.

2. Building and union of transcripts: Using the genome reference, annota-

tion and the mapped reads the goal is assemble transcriptomes from RNA-Seq

data and merge these assemblies into a single master transcriptome to perform

a differential expression analysis. The output is a single transcripts file.
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108 APÊNDICE A. PIPELINE USER’S GUIDE

3. Differential expression analysis: Using the genome reference, the union

of transcripts and all the mapped reads files, the goal is calculate expression

levels and identify genes that are differentially regulated. The output is a

set of text files containing gene and transcript expression level changes and

additional reports.

4. Visualization of results: Using the output of differential expression analysis,

the goal is simplify the visualization of results and generating some graphics

to better understand the result.

Requirements

To use the pipeline, the list above must be installed. Listed in parenthesis are the

test versions used of each software.

• Linux

• R (v. 3.3)

• Perl (v. 5.18.2)

• segemehl (v. 0.2.0-418)

• SAMtools (v. 0.1.19)

• Cufflinks (v. 2.2.1)

• Cuffmerge (v. 2.2.1)

• Cuffdiff (v. 2.2.1)

• cummeRbund (v. 2.6.1)

Installation

Although the pipeline has several scripts and configuration files, the only thing

that user needs to do in order to install it is to unpack from the site mentioned

earlier in this chapter and set the permissions for all scripts are executable. The

following commands will unpack the downloaded package and assure the permissions,

respectively:

$ unzip pipeline rod.zip

$ chmod -R 777 pipeline rod/*
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Unpacking results in two directories:

• scripts: The directory with all scripts files of the pipeline.

– diff2depictviz.pl

– exec cummeRbund.R

– exec pipeline.pl

– getCoordinatesCuffdiffOut.R

– separate genes.pl

• configs: The directory with all configuration files of the pipeline.

– cuffdiff.conf

– cufflinks.conf

– cuffmerge.conf

– pipeline.conf

– segemehl.conf

To facilitate the pipeline execution, the user may add the directory of scripts in

his/her path environment variable.

Executing the Pipeline

The first step to use the pipeline is the configuration of the file pipeline.conf.

In this file important information should be provided such as the path of reads,

reference genome and its annotation, the path of the configuration files of other

programs used by the pipeline, the path where will be written the results and which

pipeline stages will be executed.

The reads inside the directory given in the pipeline.conf must have a specific

name. The name of each file use the condition, the number of the replicate and the

type of read (only for paired-end reads) separated by “ ”.

• paired-end reads:

– condition replicate R1.fasta

– condition replicate R2.fasta
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• single-end reads:

– condition replicate.fasta

The replicate must be numbered consecutively from 1 to n, where n is the number of

replicates. It is important to keep track of the name of files because this informations

is used to generates the outputs during the pipeline.

The next step is to fill the configuration files. For each software there is a configu-

ration file with the parameters that must be used during the analysis.

For all configuration files, if a parameter expects a value, they must be separated by

space or tab. Parameters expectig to receive paths (reads, genome or annotation)

should omit this information, once already exists in the pipeline configuration file.

No need to configure the files of the programs that will not be executed.

After specifying the parameters to be used in the analysis, just use the next command

to execute the pipeline:

$ nohup ./exec pipeline.pl ../configs/pipeline.conf > log.txt

This command will execute the entire pipeline automatically, but it is possible to

execute manually steps of pipeline, or redo some steps just changing the values in

the configuration file.

Steps of the Pipeline

This section describes each step of the pipeline. All the steps are executed by the

exec pipeline.pl. To run a specific step or a few steps, you need to set what you

want in pipeline.conf.

Each step was implemented to receive a specific type of file.
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Aligning Reads to a Reference Genome

The pipeline uses segemehl to align the reads. There is an option to create the

index of your genome with segemehl by assigning the build index information in

configuration file to 0 (no execute) or 1 (execute). The search or creating of the

genome index will be run in the path of the genome informed in configuration file.

In order to know what kind of reads will be looked for (paired or single), there is an

option named paired to be set to 0 or 1. The reads that will be align must have

format *.fasta, *.fa, *.fastq or *.fq, no matter if they are single or paired-end.

The output of the alignment will be written in a directory inside the path project

defined in the configuration file and named mapped reads. Each file will have the

SAM format and his name will preserve the condition name and the number of the

replicate (condition replicate.sam).

After the aligment, the pipeline will sort the alignment and convert to the BAM

format if the option sort was set to 1 in the configuration file. To execute the next

step in the pipeline, the aligment must be sorted. The sorted files will be created in

the same directory of mapped reads and his name will be the same as before with

the suffix “ sorted” (condition replicate sorted.bam).

Building and union of transcripts

The building and union of transcripts uses Cufflinks and Cuffmerge, respectively.

To build the transcripts of each sample of reads Cufflinks uses the sorted alignment

file found in mapped reads directory. The transcripts built are storage in a diffe-

rent directory inside the path project named Cufflinks out. Each sample have

your own directory with your transcript built with the name format condition -

replicate Cufflinks. The Cufflinks produces the following files:

• genes.fpkm tracking: This file contains the estimated gene-level expression

values in FPKM.

• isoforms.fpkm tracking: This file contains the estimated isoform-level ex-

pression values in FPKM.



112 APÊNDICE A. PIPELINE USER’S GUIDE

• skipped.gtf: This file contains the skipped loci if the parameter max-bundle-frags

is used.

• transcripts.gtf: This GTF file contains Cufflinks assembled isoforms.

With all the transcripts built, Cuffmerge search for all transcripts.gtf across the

directory and merge them in a single assembly file. The results are storage in the

directory Cuffmerge out inside the path project. The Cuffmerge produces a log

directory and the merged assemblies (merged.gtf) .

Differential expression analysis

The differential expression analysis to identify genes expressed in different quantities

in distinct groups of samples we use Cuffdiff. The Cuffdiff take as input the

merged assemblies in the last step, the labels of conditions (parameter -L) set in

the cuffdiff.conf file separated by a coma (Ex: -L Cond1,Cond2) and a list with

the sorted alignments of samples respecting the order of the labels (separating same

conditions samples by coma and different conditions by space). It is very important

to use the same names as the conditions presents in the samples of reads for the

labels.

The output are written in a directory named cuffdiff out in the path project.

The Cuffdiff produces the following files:

• *.fpkm tracking: Calculates the FPKM of each transcript, primary trans-

cript, and gene in each sample.

• *.count tracking: Estimates the number of fragments that originated from

each transcript, primary transcript, and gene in each sample.

• *.read count tracking: Calculates the expression and fragment count for

each transcript, primary transcript, and gene in each replicate.

• *.diff: Tab delimited files lists the results of differential expression testing

between samples for spliced transcripts, primary transcripts, genes, and coding

sequences, isoform switching detected among its isoforms and the amount of

overloading detected among its primary transcripts.
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Visualization of results

The visualization step is important because it helps to understand the results of

the differential expression analysis. The visualization can be done with cummeRbund

and DEPICTViz. To visualize with cummeRbund we use the script exec cummeRbund.R

inside the cuffdiff out directory, taking as input the name of conditions used as

label in the step above. The script was developed in R and produces the following

graphics:

• MAplot all genes.pdf: Graphic to examine intensity vs fold-change plots.

• MDS.pdf: Graphic to examine the level of similarity of individual cases of a

dataset.

• volcano.pdf: The volcano plot is a useful visualization to compare fold change

between any two conditions and significance (-log P-values).

• dendrograma.pdf: Dendrogram can provide insight into the relationships

between conditions.

The script can be executed by the command:

$ Rscript exec cummeRbund.R Condition1 Condition2

The visualization with DEPICTViz, the web tool proposed in this paper, can be

done using three scripts: getCoordinatesCuffdiffOut.R, diff2depictviz.pl and

separate genes.pl. These scripts can generate a compatible input file for DEPICTViz.

The first step is to extract the information from Cuffdiff output with the script

getCoordinatesCuffdiffOut.R. The script must be executed inside the cuffdiff -

out directory passing the name of conditions used as label in the differential expres-

sion analysis. The output is a file named coordenadas.csv with the coordinates of

all genes.

The script can be executed by the command:

$ Rscript getCoordinatesCuffdiffOut.R Condition1 Condition2

Once with the coordinates file, we use the script diff2depictviz.pl to clean low

coverage entries and set the correct headers to DEPICTViz read as a valid input
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file. The scripts takes as input the coordenadas.csv and the result is a file named

in depictviz.csv. The script can be executed by the command:

$ ./diff2depictviz.pl coordenadas.csv

Although in depictviz.csv file already is a valid input file for the tool, it can

contain many genes and overload the tool, where it was made to handle small sets

of genes. To work around this problem, there is one last script to extract a subset

of genes of interest. The separate genes.pl script takes as a parameter the in -

depictviz.csv file and a list of names of the genes of interest. You can still filter the

genes by using the p-value -de parameter with a value. The script can be executed

by the following command, where the parameters -o and -de are optional:

$ ./separate genes.pl -i in depictviz.csv -o output file -de 0.05

gene name1 gene name2...

Example

Suppose that all steps will be executed in the folder /home/user/project/. You

have two conditions (A and B) and each one has duplicates. The reads are paired-

end and and they are stored in /home/user/reads/, so your input data is:

• A 1 R1.fastq and A 1 R2.fastq

• A 2 R1.fastq and A 2 R2.fastq

• B 1 R1.fastq and B 1 R2.fastq

• B 2 R1.fastq and B 2 R2.fastq

The genome used to map the reads is genome.fa and it is stored in /home/user/

genomes/ and all configuration files used in the analysis are in configs folder. In

this example we will use all steps of the pipeline, so we need to set several files.

First we need to set the pipeline.conf the path to genome, annotation, reads,

configuration files, outputs and softwares used. In this example below, the execution

builds the genome index, creates the directories and execute the entire pipeline. If

you don’t want to execute some step, just set 0 to the value.
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path project /home/user/project/

path genome /home/user/genomes/genome.fa

path annotation /home/user/genomes/genome.gtf

path reads /home/user/reads/

path segemehl conf ../configs/segemehl.conf

path cufflinks conf ../configs/cufflinks.conf

path cuffmerge conf ../configs/cuffmerge.conf

path cuffdiff conf ../configs/cuffdiff.conf

build index 1

paired 1

segemehl 1

cufflinks 1

cuffmerge 1

cuffdiff 1

sort 1

In segemehl.conf, we set the number of threads (-t 8) and others optional para-

meters like -S (detect split/spliced reads) and -s (silent to reduce the log messages).

-t 8

-S

-s

In cufflinks.conf, we tell to Cufflinks use 8 threads (-p 8), use an annotation

to guide assembly (-g) and no print unnecessary log (-q). Note that we do not

pass the path of annotation by parameter, as this information is already on file

pipeline.conf.

-p 8

-g

-q

In cuffmerge.conf, we tell to Cuffmerge to use 8 threads (-p 8), a reference an-

notation (-g) and the genome file for reference (-s).
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-p 8

-g

-s

In cuffdiff.conf, we use 8 threads (-p 8), the genome for bias correction (-b),

the Labels (-L) of conditions (A and B) and no print unnecessary log (-q).

-p 8

-b

-L A,B

-q

The results of each step will be written in /home/user/project/ directory.



Apêndice B

DEPICTViz User’s Guide

Overview of the DEPICTViz

This document describes an interactive web tool showing a MA Plot, containing

all genes of interest given by the user. All genes in the interface are clickable,

linked to databases of protein interactions and gene ontology, like STRING and

COG, allowing further GO functional enrichment. Code is available at https:

//git.facom.ufms.br/bioinfo/depictviz.

The input of the tool is an input file (tsv format) containing information about

several genes of interest. The output is an interactive MA Plot loaded in the web

browser.

Requirements

The web tool is written in Javascript and should work on any OS that supports

a modern web browser and have it installed and running a web server, but our tool

was specifically designed to run with a Linux OS and has been successfully tested

on the following three platforms:

• Debian 8.2
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• Ubuntu 14.04.3 LTS

• Linux Mint 17.2+

The tool also requires some third party software to run successfully (web browser

and server). Listed in parenthesis are the versions used to test the tool:

• Google Chrome (v. 47.0.2526.80)

• Firefox (v. 42.0)

• Apache2 (v. 2.4.7)

There are several APIs used by the tool that is already present and integrated in

the package. The list of these and his versions are:

• Highcharts (v. 4.1.9)

• Bootstrap (v. 3.3.5)

• Bootstrap-select (v. 1.6.4)

• jQuery (v. 2.1.4)

• jQuery-Autocomplete (v. 1.2.24)

• jQuery-tagEditor (v. 1.0.19)

• jQuery Caret (v. 1.3.3)

• Nprogress (v. 0.2.0)

• Toastr (v. 2.1.2)

• SweetAlert (v. 1.0.0)

Installation and Configuration

After downloading the package, the only thing the user needs to do in order to install

it is to unpack and to move the content to the document root from web server or

any other desirable subdirectory. In case of using apache2 on Linux, the document

root should be in /var/www/html/.

The following command will unpack the downloaded package:

$ unzip depictviz.zip

The result of unpack are stored in two directories:
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• input: This directory should keep the input files.

• data: This directory contains all the APIs, source code and support files.

There is a HTML (index.html) file in the main directory in which the tool is loaded

in the browser.

After moving it, the next step is configure the tool for your own experiment. The

input file should be copy to input directory. The file must be in tab-separated value

(tsv) format and the header should be the same (no case-sensitive) as described

below, as well as whether it is required or not.
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The order of the fields does not matter. The tool will not work if at least one of

the required fields is not present. A small example input with the required fields

can be found in input folder and works with all organisms. To represent the lack

of information when a field is used, you should use “--” instead of leaving it empty.

The GOs fields and descriptions, COG tags and descriptions, EC numbers, Swiss-

Prot, KO and KEGG gene accept a list of values for each entry, where they shall

be separated by commas. To avoid GO identifiers representation problems, three

different forms of GO identifiers are accepted. For example, for ‘GO: 0007018’, the

information can be represented in three different ways: GO: 0007018, 0007018 and

7018. Other examples of input files are available in the input directory.

The last step consists in editing init.js file inside data/js/ directory. There you

should set the input file name present in input directory to load the data, subtitle

of your chart, name of the conditions, set the the p-value threshold used to classify

differentially expressed genes and edit the description information of your chart if

necessary.

Running the Web Tool

After the step of installation and configuration, to run the web tool on your server

you just need to access the path through the web browser. If there is any error

related to the input file, either for lack of a required field for the construction of

chart or incoherent values, an error message will be displayed to the user informing

the type of error. After correction, just refresh the page again. If the error persists

even after the correction, try clearing your browser cache.

If there is no problem with the input file, a window opens with the option to select

the organism that best represents the genes present in the input file. Among the

organisms are available Homo sapiens and Mus musculus. For other organizations

exists the option Other. The selection of organisms aims to make the correct rela-

tionship between the data, searches and links to other databases, thereby allowing

a more accurate search. If the user wants to reselect the organism, the Reselect

organism button below the chart was added for this purpose.
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Error alert when there is something wrong with the input file.

Organism selection window.

After selecting the organism, the tool is completely loaded and it can be divided

into three areas: search, plot and description.

Search System

The search area is above the chart, consisting of a filter selector, a text field for

search and a button to perform the search. By clicking on the filter, a selector is

displayed giving the user the possibility to choose on which field you want to perform

the search. You can only select a field that is present in the input file. By default

the search is made by the gene ID.

The search string should be inserted into text field which is located next to the filter.

As the string is entered, suggestions are presented as autocomplete.
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Tool completely loaded and separated into three areas: search (1), chart (2) and
description (3).

Filter selector allows you to choose the field in which you want to perform the search.

When you run the search, the gene found by the search will be selected in the chart

area below. Otherwise, a message is displayed in the upper right corner of the screen

indicating that results were not found.



124 APÊNDICE B. DEPICTVIZ USER’S GUIDE

The text field has Autocomplete that allows show off suggestions to the user.

As the single search, there is the possibility of multiple searches. The type of search

can be toggled by selecting the tabs above the filter selection button. Multiple

search runs in a slightly different manner. When you enter the search string, the

user must click on a suggestion or press the Enter key to search the desired string

or substring.

As the strings are searched and found in the chart, they are also stored in a tag

field below the text field. That way, you can remove one or more strings without

the need to redo all the searches by simply clicking the close icon of each tag (x).

Selection of search strings for the multiple search. The searched strings are stored
in a tag field below the text field.

Multi Search button has a different action of its corresponding of the Single Search.

When clicked, a window is displayed to the user that offers the option to redirect it

to the STRING, where the interactions of genes and proteins belonging to the points

that have been selected in multiple search are shown. This action is only valid for

genes ID and Swiss-Prot searches, so you need to search for them through the filter.
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Window open after the user performs multiple searches of Swiss-Prot identifiers and
click on the button Multi Search. The action by clicking on the Multi Search

STRING button takes you to the STRING in order to show off the interaction of
genes and proteins related to the points that have been selected in the search.

Chart

The most important area of the tool is the chart area, due to the fact this show off

all possible information. Since the graph is interactive, we can interact with any

point present on it. When performing a search looking for a point or clicking on it,

the point is selected and remains detached from others. To clear this selection, the

user can click in the Clear Selection button below the chart.

Hovering the mouse over a point, you can view a tooltip that shows quickly the

information present at that point.

Tooltip shown when the mouse hover a point.

If the number of points on the chart is large or they are many close together, you

can zoom in on a desired area. For this, the user must within the chart area click
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with your mouse and drag it to create a selection area. Through these steps, the

zoom will be applied in the selected area. To return to the original zoom, there is a

button in the upper right corner of the chart area called Reset zoom.

Using zoom in (1) by creating a selection area with the mouse and zoom out (2) by
clicking the Zoom Reset button in the upper right corner of the chart.

By clicking a point, a window opens showing all the information of the point and

there are buttons to perform different actions. The availability of each option of

the buttons depends exclusively of the provided input file. The first button, COG

Search, aims to redirect the user to the pages of NCBI and EggNOG using a COG

identifier, if present in the selected gene.

The second button, Show Interacted Genes, shows the interactions of the selected

gene with others present. The genes that have interaction are connected with edges

to each other. There are two possible types of interactions: Interaction between
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Window open by clicking a point on the chart area.

genes according to the STRING and genes that have the same category of the

COG.

The interaction between genes according to the STRING is shown by blue edges

between the points. The interaction of genes that share the same COG categories

are made by purple edges, where the genes have exactly the same set of COG

categories and green edges for genes that have at least one category in common. To

clean the edges in the chart, the user can use the Clear button below the chart.

Edges in blue showing the interaction of the selected point with the others, according
to STRING.

The Swiss-Prot Search button allows you to search in the online protein databases:

UniProt, OMA Browser and SWISS-MODEL; using the Swiss-Prot identifiers of the

gene. Likewise, KEGG Search and STRING Search buttons allows you to search for

KO indentifiers and gene ID in the KEGG database and Swiss-Prot and gene ID in

the STRING, respectively. How is possible have more than one Swiss-Prot identifier
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Edges in purple showing the genes that have exactly the same category COG with
selected gene, and edges in green for genes that share at least one COG category
with the selected gene.

for a gene, when the user clicks a gene that has a list of Swiss-Prot identifiers, a

window appears where the user choose which identifier would like to search.

Window open to search for a Swiss-Prot identifier in the UniProt database.

One of the last options that have been developed and that brings more features is the

EC Number Search. Through it is possible to search on several specialized databases

of enzymes, which are: ExPASy, ExplorEnz, BRENDA Enzymes, MetaCyc and

KEGG. When searching for an EC number in KEGG, it is also possible to select a

biological pathway for this, if any.

Similar to EC Number Search, GO Search allows searches for a GO in the databases:

NCBI, friend, eggnog and UniProt. Likewise to search for an EC number, a new

window opens where the user chooses a GO from the GOs list attributed to the

gene.
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Window open to search for an EC number in ExPASy database.

Window open to search for an EC number in the KEGG database. In addition to
finding information of enzymes, you can do a search for biological pathways that
are related to selected EC number.

Opened window to search for a GO. After selecting one of the listed GOs, the user
is left to choose which database you want to search.

Finally, the last button that is available is the Genome Browser. In order for it is

available, the user must have selected an organism (Homo sapiens or Mus musculus).

Through it the user is redirected to the UCSC Genome Browser, where it can analyze

the gene with a higher level of detail and create your own custom track.
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Description

The last area of the tool composes a description or information that can be edited

by the user. The text can be changed through the configuration file (init.js)

mentioned above. By default, the text assigned the description briefly describes the

graphic in general (coordinates, color points, chart interpretation).
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