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UMA METODOLOGIA PARA,IDENTIFICACAO DE MODULOS FORMADORES
DE SEQUENCIAS DE PROTEINAS MOSAICAS DO Trypanosoma cruzi A PARTIR
DO TRANSCRIPTOMA DO PARASITO UTILIZANDO A FERRAMENTA BLAST

RESUMO

Este trabalho prop6s uma metodologia de identificacdo de mddulos formadores de
sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas mosaicas do Trypanosoma cruzi
utilizando a ferramenta BLAST. Para o desenvolvimento da metodologia, foi utilizada a
familia MASP de proteinas e aplicado inicialmente o conjunto de valores padrdo dos
parametros da ferramenta. Posteriormente foram estudadas diferentes combinagbes de
valores de pardmetros a fim de comparacgéo de resultados, incluindo valores indicados pela
literatura. A metodologia desenvolvida provou ser eficaz para o objetivo proposto, obtendo
melhores resultados quando aplicados valores diferentes dos valores padrdo para filtro de
regides de baixa complexidade, E-value e tamanho inicial de palavra.

Palavras-chave: Bioinformatica, Proteinas Mosaicas, Trypanosoma cruzi, Transcriptoma,
BLAST.

A METHODOLOGY FOR IDENTIFICATION OF COMPONENT MODULES OF
Trypanosoma cruzi MOSAIC PROTEIN SEQUENCES FROM THE PARASITE’S
TRANSCRIPTOME USING BLAST

ABSTRACT

This paper proposed a methodology for the identifying component modules of nucleotide
sequences that code Trypanosoma cruzi mosaic proteins using BLAST. For the
development of the methodology, MASP protein family was used and a set of default
BLAST parameter values was initially applied. Afterwards, different combinations of
parameter values were studied for result comparison, including those indicated in
literature. The developed methodology proved to be efficient for the proposed objective,
obtaining better results when non-default parameter values for low complexity region
filter, E-value and initial word size were applied.

Keywords: Bioinformatics, Mosaic Proteins, Trypanosoma cruzi, Transcriptome, BLAST.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizac&o e Motivacao

O genoma é um depdsito de informacdes biolégicas. O Projeto Genoma,
possibilitado pelo avango tecnoldgico das ultimas décadas, tem como principais objetivos o
sequenciamento de todo o Acido Desoxirribonucléico (DNA) do genoma, a criacdo de
mapas fisicos de alta resolucdo que descrevem as caracteristicas quimicas da molécula de
DNA, a criagdo de bancos de dados para armazenamento das informacdes obtidas e o
aperfeicoamento de técnicas moleculares de modo a promover a melhoria da qualidade dos
estudos envolvendo genoma. Por se tratar de bancos de dados muito extensos, €
indispensavel a utilizacdo de plataformas computacionais eficientes para se realizar a

andlise dos dados e a interpretacdo dos resultados.

Pela diversidade e inter-relacionamento dos dados bioldgicos provenientes de
estudos gendmicos, esses sdo relativamente complexos em comparacdo aqueles derivados
de outras areas cientificas. A comunidade cientifica busca a compreensdo do conjunto de
pecas atuantes no funcionamento complexo de todo o organismo a partir do conhecimento
fundamental do genoma. No entanto, isso € somente parcialmente possivel no momento.
Procura-se entender as estruturas moleculares das proteinas e suas interacdes, entre si e
com diferentes moléculas bioldgicas (DNA, carboidratos, lipidios), além de obter
conhecimento sobre o papel da variabilidade genética representada pelas varias formas de

cada proteina e sobre as diversas vias metabdlicas celulares.

Somente com o apoio da Informatica toda a informacdo gerada pela ciéncia
genbmica pode ser organizada, analisada e interpretada. Por isso, a Bioinformatica €
indispensavel para a manipulacdo de dados biol6gicos. Pode-se definir Bioinformatica
como uma modalidade que envolve todos os aspectos de aquisi¢do, processamento,
armazenamento, distribuicdo, analise e interpretacdo da informacdo bioldgica. Diversas
ferramentas que auxiliam na compreensdo do significado biol6gico representado pelos
dados genémicos sdo elaboradas por meio da combinagédo de procedimentos e técnicas da
Matematica, Estatistica e Ciéncia da Computacdo. Além disso, a Bioinformatica acelera a
investigacdo em outras areas como Medicina, Biotecnologia e Agronomia por meio da

criacdo de bancos de dados com as informagGes ja processadas.



Com o apoio da Bioinformatica, foram iniciadas pesquisas sobre a biologia
molecular do Trypanosoma cruzi (T. cruzi) em diversos centros de pesquisas
simultaneamente, em especial no Brasil e na Argentina. O T. cruzi é um protozoario
causador da Doenca de Chagas, uma doenca sem cura e debilitante que atinge milhdes de
pessoas na América Latina. O sequenciamento do genoma desse parasito permitiu o inicio
de andlises de sequéncias de nucleotideos e aminodcidos derivadas buscando a
identificacdo de novos alvos terapéuticos potenciais e, além disso, fornece dados
estruturais para estudos funcionais posteriores como os dados sobre modulos presentes em
proteinas mosaicas, que sdo formadas pelo rearranjo genético desses. Modulos podem ser
definidos como conjuntos de aminoacidos invariaveis ou altamente conservados usados
como “blocos de constru¢do” em diversas proteinas. Cada médulo pode apresentar uma
diferente funcdo enzimatica, sinalizadora, regulatéria ou estrutural, o que faz com que a
estrutura modular de proteinas permita sua evolugdo com funcdes complexas e altamente

especializadas.

A infeccdo do hospedeiro pelo T. cruzi se da por meio de estratégias adaptativas
envolvendo diferentes familias de proteinas de superficie, entre elas a familia de Proteinas
de Superficie Associadas a Mucinas (MASP — Mucin Associated Surface Proteins) em
estudo. Em proteinas desse tipo € encontrado um numero de diferentes médulos, no
entanto na literatura ndo existem estudos que verifiquem a estrutura mosaica das proteinas
da familia MASP do T. cruzi.

O tratamento da Doenca de Chagas é limitado a medicamentos utilizados desde o
final da década de 1960 devido a grande variabilidade clinica e epidemiolégica da doenca e
as caracteristicas genéticas da populacdo do T. cruzi. Esses medicamentos apresentam altas
taxas de efeitos colaterais e eficacia varidvel durante a fase cronica da doenca. Por essa
razdo, a identificacdo dos mddulos constituintes das proteinas de familias protéicas
necessarias a sobrevida e a patogenicidade do parasito por meio da analise de seu
transcriptoma abre caminho para a busca de novas estratégias terapéuticas e para a
identificacdo de biomarcadores novos importantes para o desenvolvimento de novas drogas

e prognostico clinico da Doenga de Chagas.

1.2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de uma metodologia para

identificar modulos formadores de sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas



mosaicas e, dada uma familia de proteinas do T. cruzi, para verificar se essas proteinas

apresentam estrutura mosaica, ou seja, se sdo formadas por médulos que se repetem em

diferentes proteinas da familia. Para o desenvolvimento da metodologia de identificacdo de

modulos foi utilizada a familia MASP de proteinas do T. cruzi.

Os objetivos especificos deste trabalho s&o os seguintes:

Desenvolvimento de um algoritmo para identificar mddulos comuns a
diversas proteinas de uma familia protéica a partir das sequéncias
nucleotidicas que as codificam;

Aplicacdo do algoritmo desenvolvido para identificagdo dos modulos
presentes nas proteinas da familia MASP em estudo;

Identificacdo, para cada mddulo encontrado, das sequéncias da familia
protéica em questdo que o apresentam e mapeamento da posicdo em que
ocorre em tais sequéncias;

Identificacdo, para cada sequéncia da familia protéica em questdo, dos
modulos que ela apresenta e mapeamento das posi¢des em que ocorrem;
Anadlise e discussdo dos resultados encontrados e da metodologia

desenvolvida.

1.3. Estrutura do Trabalho

Este trabalho se encontra dividido em seus capitulos da seguinte forma:

No Capitulo Dois sdo apresentados o0s conceitos da Biologia tomados como

necessarios para o melhor entendimento deste trabalho e dos ganhos obtidos;

No Capitulo Trés sdo explanados conceitos e técnicas da Bioinformatica

utilizados para realizagdo do trabalho;

No Capitulo Quatro sdo expostas a classificacdo da pesquisa e a

metodologia utilizada para o desenvolvimento do trabalho;
No Capitulo Cinco sdo apresentados resultados e discussdo desses;

No Capitulo Seis sdo apresentadas as conclusdes do trabalho e propostas de

continuidade do mesmo.



2. REFERENCIAL BIOLOGICO

2.1. O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi pertence a ordem Kinetoplatida, que compreende as familias Bodonidae
Hollande e Trypanosomatidae Kent. Essas familias englobam flagelados com um ou dois
flagelos que se originam de uma abertura conhecida como bolsa flagelar e normalmente
conttm uma estrutura paraflagelar e uma estrutura proeminente conhecida como
cinetoplasto, que corresponde a uma condensacdo de DNA localizado no interior de uma
mitocondria Unica e ramificada por todo o corpo do protozoario. A familia
Trypanosomatidae inclui os géneros: Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum,
Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomonas e Trypanosoma (SOUZA, 2008).

O género Trypanosoma € um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae por incluir uma série de espécies causadoras de doencas humanas como
o T. cruzi (Figura 2.1), agente da doenca de Chagas, Trypanosoma rhodesiense e
Trypanosoma gambiense, agentes da doenga do sono, e de doencas de animais como
Trypanosoma brucei (T. brucei), Trypanosoma equiperdum e Trypanosoma equinum. Com
base no comportamento do parasito nos seus hospedeiros, principalmente no vetor, o
género Trypanosoma foi dividido em dois grupos: Stercoraria e Salivaria. O T. cruzi se
inclui no grupo Stercoraria, que inclui tripanosomos que se desenvolvem no tubo digestivo
do vetor, progredindo no sentido da porcdo intestinal com liberacdo de formas infectantes
pelas fezes (SOUZA, 2008).

Figura 2.1 — O Trypanosoma cruzi Rodeado por Glébulos Vermelhos
Fonte: Levy (2006)



A Doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, descoberta em 1909 por
Carlos Chagas em Lassance, MG, tem como agente etiologico o T. cruzi (NEVES et al.,
2005). Esse parasito, cuja presenca no planeta remonta ha mais de 150 milhdes de anos, é
largamente distribuido na natureza e sua circulacdo ocorre entre insetos vetores e
mamiferos silvestres. O T. cruzi é dotado de grande diversidade genética, de modo que
suas populagdes e clones estudados tém em geral sido agrupados segundo estudos de perfil
molecular e isoenziméatico em trés grupos ou linhagens maiores denominados GI, Gllil
(grupos basicamente de origem silvestre, vinculados naturalmente a marsupiais) e Z2
(encontrado na Doenca de Chagas Humana da América do Sul e naturalmente ligado a
primatas) (DIAS, 2006).

O T. cruzi infecta e se adapta ao hospedeiro vertebrado explorando estratégias
evolucionérias para invadir células alvo e evadir (ou confundir) o sistema imunoldgico
(ANDRADE & ANDREWS, 2005). O processo de invasdo, evasdo e infecgdo envolve
diferentes familias de proteinas de superficie (FRASCH, 2000). Uma estratégia chave € a
geracdo e apresentacdo de antigenos de superficie variaveis (KAHN et al., 1999). O
parasito pode tirar vantagem dessa estratégia para aderir a diferentes moléculas na

membrana celular e matriz extracelular da célula hospedeira (FRASCH, 2000).

2.2. Expresséo do Genoma

O genoma contém a informacdo bioldgica necessaria para construir € manter um
exemplar vivo de todo e qualquer organismo. No entanto, 0 genoma sozinho ndo é capaz
de liberar essa informacéo para a célula, sendo necessaria para isso uma série complexa de

reagdes bioquimicas chamada expressdo gendmica (BROWN, 2002).

2.2.1. Nucleotideos

DNA e Acido Ribonucléico (RNA) s&o polimeros lineares ndo ramificados cujas
subunidades monoméricas sdo quatro nucleotideos quimicamente distintos que podem ser
ligados em qualquer ordem em cadeias com centenas, milhares ou mesmo milhdes de
unidades de comprimento (BROWN, 2002). Nucleotideos sdo componentes organicos
constituidos de trés estruturas combinadas: uma base nitrogenada, um agutcar e um grupo
fosfato. O agucar é uma ribose no RNA e uma desoxirribose no DNA (HIB et al., 2003). A

estrutura de um nucleotideo pode ser observada na Figura 2.2.



Base Base
( pirimidina) {purina)

Figura 2.2 — Estrutura dos Nucleotideos
Fonte: Freudenrich (2008)

Além de serem as unidades estruturais de moléculas de RNA e DNA, os
nucleotideos também funcionam como importantes co-fatores na sinalizacdo e no

metabolismo celular.

Nucleotideos podem ser sintetizados com bases tanto purinas quanto pirimidinas
por uma variedade de métodos in vitro e in vivo. No DNA as bases purinas sdo Adenina
(A) e Guanina (G), enquanto as pirimidinas sdo Timina (T) e Citosina (C). J4 o RNA usa
Uracila (U) no lugar de Timina. Um nucleotideo passa por varios estagios bioquimicos
enguanto esta sendo processado, adicionando e removendo atomos por meio do uso de
diversas enzimas (ALBERTS et al., 2006).

A Figura 2.3 apresenta a estrutura do DNA. Para formar a estrutura de dupla hélice,
o fosfato de um nucleotideo é ligado ao agucar de outro. As pontes de hidrogénio entre os
fosfatos fazem o filamento do DNA se torcer. As bases nitrogenadas formam pares com

bases complementares (purina com pirimidina).



molécula nitrogénio  Molécula de aglicar
s e desoxirribose

de fosfato

molécula de aglicar ligagbes frageis coluna vertebral
desoxirribose entre as bases  acucar-fosfato

Figura 2.3 — Ligacdes entre Nucleotideos para Formacgdo do DNA
Fonte: Freudenrich (2008)

2.2.2. Dogma Central da Biologia Molecular

O produto inicial da expressdo genébmica € o transcriptoma, uma colecdo de
moléculas de RNA derivadas dos genes codificadores de proteinas cuja informacédo
bioldgica € requisitada pela célula em um dado momento. Essas moléculas de RNA
direcionam a sintese do produto final da expressdo genémica: o proteoma, 0 repertério
celular de proteinas, que especificam a natureza das reacfes bioguimicas que a célula é
capaz de realizar (BROWN, 2002). A Figura 2.4 apresenta os produtos da expressdo do

genoma.

O transcriptoma é construido pelo processo chamado transcri¢do, no qual genes
individuais sdo copiados para moléculas de RNA. A construcdo do proteoma envolve a
traducdo dessas moléculas de RNA em proteina (BROWN, 2002).



TRANSCRIPTOMA
GENOMA \‘ Cépias de RNA dos
e ,/ genes codiﬁcadoresg
de proteinas

Figura 2.4 — Genoma, Transcriptoma e Proteoma

Apds a determinacdo da estrutura do DNA no inicio da década de 1950, tornou-se
claro o fato de que a informagdo genética nas células estava codificada na sua sequéncia de
nucleotideos. No entanto, mesmo antes da decodificacio do DNA ja se sabia que a
informacdo genética era responsavel pelo direcionamento da sintese das principais
constituintes das células e determinantes tanto de sua estrutura quanto de seu
funcionamento: as proteinas (ALBERTS et al., 2006).

DNA e proteinas, ambos polimeros com unidades repetidas, sdo macromoléculas
com papel fundamental na vida celular. O primeiro armazena toda a informacdo genética
como uma sequéncia de nucleotideos e a transmite por meio de sua replicacdo. No entanto
ndo é esse o0 responsavel pela realizacdo das fungdes vitais da célula, e sim as proteinas.
Portanto é necessario que os quatro tipos de nucleotideos sejam traduzidos para os vinte
tipos de aminodacidos constituintes das proteinas. Essa etapa de traducdo é crucial para a
expressao genémica (KAMOUN et al., 2006).

Em cada gene do genoma a informacdo biologica é dividida em uma série de exons
codificantes de proteinas separados por introns ndo codificantes. O RNA inicialmente
sintetizado durante a expressdo de um gene € uma copia do gene completo, ou seja, inclui
tanto introns quanto exons. No processo de splicing os introns sdo removidos desse pré-
RNA mensageiro e 0s exons sdo unidos para formar o RNAm que, no fim, dirige a sintese
protéica (BROWN, 2002).

Por meio de um mecanismo celular moléculas de DNA sdo transcritas para
moléculas de RNA, que sdo entdo traduzidas para proteinas. Cada grupo de trés
nucleotideos (um codon) é traduzido para um aminoacido no processo de tradugédo. Esses
aminoacidos se unem por ligacdes peptidicas formando uma proteina. Considerando que
existem vinte tipos de aminodcidos e 64 possiveis combinagBes dos quatro tipos de
nucleotideos trés a trés, observa-se que ha aminoacidos codificados por mais de um codon.

A Figura 2.5 mostra o Dogma Central da Biologia Molecular, formado pelos fluxos de



informacdo de DNA para DNA por meio do processo de replicacdo e de DNA para
proteinas passando pelo RNA com o0s processos de transcri¢do e traducdo (KANEHISA,
2000).

’ Transcricao Traducio

~DNA - RNA - Proteina

Replicaca

Figura 2.5 — Dogma Central da Biologia Molecular

Mecanismos de controle existem para regular cada um dos passos da expressao
genbmica, permitindo que a composi¢do do transcriptoma e proteoma seja alterada de
modo rapido e preciso e que a célula ajuste suas capacidades bioquimicas em resposta a

variacdes no ambiente extracelular e a sinais recebidos de outras células (BROWN, 2002).

Parasitos da familia do T. cruzi desenvolveram mecanismos de funcionamento
proprios que lhes permitem escapar das defesas dos organismos hospedeiros e se
reproduzir rapidamente. A principal diferenca entre esses parasitos e 0s demais organismos
com células nucleadas esta no fato de que, no momento de se dividir e originar outra célula
idéntica, esses protozoarios seguem uma estratégia diferente. Na etapa inicial de sintese
protéica, ao invés da decodificacdo de um gene por vez, sdo lidos todos os genes de uma
Unica vez. Nesse momento, a longa molécula espiralada de DNA se espalha pela periferia
do nucleo do parasito e somente apds o término da cOpia simultdnea dos genes a
mensagem de cada um é separada e a sintese das proteinas que formardo seus descendentes
é iniciada (ZORZETTO, 2005). O T. cruzi, assim como outros tripanosomatideos, regula a
expressao de proteinas apos a transcricdo por meio de variagdes na estabilidade ou na
eficiéncia da traducio dos RNAs mensageiros (SODRE et al., 2008).

2.2.3. Transcriptoma

Apesar de o transcriptoma constituir menos de 4% do RNA celular total, ele ¢ o
componente mais significativo porque contém os RNAs codificantes de proteinas, ou seja,
que especificam a composicdo do proteoma e, portanto, determinam a capacidade
bioquimica da célula. Um ponto importante a notar é que o transcriptoma nunca é

sintetizado novamente. Toda célula recebe parte do transcriptoma de sua célula mae



durante a divisdo celular e mantém um transcriptoma durante sua vida. O processo de
transcricdo, desse modo, ndo resulta na sintese do transcriptoma, mas na manutencéo dele
por meio da substituicdlo de RNAs mensageiros que tenham sido degradados e traz
modificagdes a composicao do transcriptoma ativando e desativando diferentes conjuntos
de genes (BROWN, 2002).

Sequéncias de RNAm espelham a sequéncia de DNA dos genes dos quais foram
transcritas. Consequentemente, por meio da analise do transcriptoma, pesquisadores podem
determinar o momento e o local em que um gene é ativado ou desativado em Varios tipos
de células e tecidos. A depender da técnica utilizada é possivel contar o nimero de
transcrigdes para determinar a quantidade de atividade genética, ou nivel de expressao, em
certo tipo de célula ou tecido. Quanto maior o nimero de transcri¢cGes, geralmente mais
importante aquela transcricdo é para o funcionamento celular (NHGRI, 2008). Estudos
com transcriptoma ajudam a explicar uma sequéncia de genoma, dando apoio a
identificacdo dos genes cujos papéis no genoma ndo foram determinados por outros
métodos (BROWN, 2002).

As variacOes de padrdes de expressdo génica sdo a base da ampla variedade de
diferencas fisicas, bioquimicas e de desenvolvimento entre os varios tipos de células e
tecidos. Por meio da coleta e comparacdo de transcriptomas de diferentes tipos celulares,
pesquisadores podem adquirir conhecimento mais profundo sobre os constituintes de um
tipo celular especifico e sobre como alteracdes na atividade celular podem refletir ou
contribuir para doencas. Além disso, € possivel gerar, por meio do alinhamento do
transcriptoma de cada tipo celular com o genoma, uma boa idéia de quais genes estdo
ativos em quais células (NHGRI, 2008).

Probst et al. (2007) realizou a analise com microarray do transcriptoma do T. cruzi
em diferentes processos como diferenciacdo, ciclo de vida, resisténcia a drogas, ciclo
celular, resposta a estresse e sobre-expressdo protéica. Juntos, esses dados fornecem uma
oportunidade de identificar conjuntos de RNAm co-regulados em situagdes distintas,
permitindo a construgédo da primeira representacao do reguloma do T. cruzi, com regulagao

genética envolvida em processos como replicacdo, transcrigdo e tradugéo, entre outros.

10



2.3. Proteinas Mosaicas

Proteinas mosaicas, de acordo com Avery et al. (1993), podem ser formadas por um
ou mais tipos de mddulos estruturais e possuem uma extensdo de diferentes funcgdes.
Segundo Gaboriaud et al. (1998), muitas proteinas extracelulares sdo constituidas por um
repertorio limitado de padrGes ou modulos de sequéncia, sendo chamadas de proteinas
mosaicas e descritas como a justaposi¢do linear de modulos e/ou dominios contiguos. A

Figura 2.6 mostra a representacdo grafica da estrutura de proteinas mosaicas.

Figura 2.6 — Representacdo Grafica da Estrutura de Proteinas Mosaicas

Mddulos podem ser definidos como subconjuntos de dominios usados em diversas
proteinas como “blocos de construgdo”, e provavelmente apareceram devido a “mistura”
de genes (HEGYI & BORK, 1997). Vérias proteinas mosaicas desempenham um papel

essencial na série de reacBes quimicas da biologia extracelular (GABORIAUD, 1998).

Conforme Kolkman & Stemmer (2001), dominios discretos frequentemente
envolvidos em funcBes especificas que contribuem para a atividade protéica geral
compdem muitas proteinas. Uma forte correlacdo entre organizacdo de dominio e estrutura
intron-exon é revelada pela analise dos genes codificadores de proteinas mosaicas, ou seja,
ha uma tendéncia a dominios estarem codificados por um ou uma combinagdo de exons
que iniciam e terminam no mesmo quadro de splice. Proteinas mosaicas aparentam ser

criadas pela unido de maltiplos dominios por meio do embaralhamento de exons.

Para Doolittle (1995) dominios encontrados em proteinas mosaicas se espalharam
no decorrer da evolugdo e por isso ocorrem agora em proteinas que antes ndo estariam
relacionadas. E proposto que proteinas mosaicas desempenharam papel importante na
evolucdo da multicelularidade, visto que a maioria delas é extracelular ou constitui as

partes extracelulares de proteinas ligadas a membrana (PATTHY, 1991).



2.4. Sequenciamento do Genoma do T. cruzi

A comunidade cientifica em torno de T. cruzi, Leishmania major (L. major) e T.
brucei, com o advento dos projetos genoma de diversos organismos no cenario
internacional no inicio dos anos 1990, passou a discutir a possibilidade de inicio dos
projetos genoma desses parasitos (DEGRAVE, 2008). O conhecimento sobre a genética
dos parasitos aumentou consideravelmente com os lancamentos desses projetos e tambem
com outras iniciativas de sequenciamento em grande escala. O sequenciamento dos
genomas de T. cruzi, L. major e T. brucei foi concluido em 2005, mas, mesmo antes de
concluidos, esses projetos genoma ja permitiram aos cientistas identificar diversos novos
alvos terapéuticos potenciais, além de fornecer dados estruturais para estudos funcionais
posteriores (GUIMARAES, 2006).

Devido a dificuldades encontradas no Projeto Genoma do T. cruzi por
caracteristicas do genoma do parasito, o sequenciamento do genoma do T. cruzi, publicado
na revista Science em 2005 juntamente com as sequéncias gendmicas completas de L.
major e T. brucei, foi apenas parcial. Foram preditas 22.570 proteinas, das quais 12.570
formam pares alélicos (DEGRAVE, 2008).

Em termos biolégicos, o T. cruzi apresenta caracteristicas bastante peculiares que se
refletem na organizacdo e funcdo de seu genoma. Sua constituicdo genética demonstra a
existéncia de grande polimorfismo, tendo consequentemente uma variagédo significativa na
quantidade de DNA nuclear e no numero de cromossomos entre diferentes isolados do
parasito. Além disso, diferentemente da maioria dos organismos eucaridticos, 0s genes do
T. cruzi e de outros tripanosomatideos geralmente ndo sdo interrompidos por sequéncias de
insercdo (GOLDENBERG, 2008). Tais sequéncias sdo simplesmente sequéncias de DNA
que se integram em diferentes pontos do genoma, provocando ou ndo modificacdo na

funcéo génica.

As sequéncias repetitivas do DNA do T. cruzi representam pelo menos 50% de todo
0 seu genoma e sdo formadas principalmente pelas familias de genes que compdem as
proteinas de superficie. Esses totalizam 18% dos genes codificadores de proteinas do T.
cruzi. A familia MASP do T. cruzi, utilizada neste trabalho, ¢ uma familia de proteinas de
superficie associadas a mucinas que contém 1.377 membros, 0 que corresponde a

aproximadamente 6% do genoma dipldide do T. cruzi, e é caracterizada por regides
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centrais altamente varidveis e que frequentemente contém sequéncias repetidas (EL-
SAYED et al., 2005).

O baixo numero de peptideos detectados por abordagens protebmicas sugere que
proteinas da familia MASP podem conter extensivas modificacbes apds o processo de
traducdo. Genes da familia MASP podem ser expressos em estagios intermediarios ndo
representados nos dados do proteoma ou podem ser expressos de modo mutuamente
exclusivo (EL-SAYED et al., 2005).

Ainda ha um campo vasto a ser pesquisado em relacdo a regulacdo da expressdo
génica em tripanosomatideos. No entanto, com a determinacdo da sequéncia genémica dos
trés desses de maior relevancia para a satde humana (T. cruzi, T. brucei e L. major) e 0 uso
de ferramentas de analise genémica e p6s-gendmica, além do avanco dos estudos voltados

para epigenética, novos mecanismos devem ser evidenciados (GOLDENBERG, 2008).
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3. TECNICAS E FERRAMENTAS

A busca por similaridade entre sequéncias de acidos nucléicos (DNA e RNA) ou
proteinas € a base da maioria das ferramentas computacionais utilizadas na Bioinformatica.
Ferramentas fundamentadas na busca de similaridade podem ser utilizadas, por exemplo,
para inferir fungdes, visto que é provavel que sequéncias similares possuam uma histéria

evolutiva e fungdes em comum.

3.1. Alinhamento de Sequéncias por Pares

Alinhamento de sequéncias é a comparacdo de duas ou mais (alinhamento por pares
e alinhamento mudltiplo, respectivamente) sequéncias de acidos nucléicos ou proteina
buscando uma série de caracteres individuais ou padrdes de caracteres que ocorrem na
mesma ordem nas sequéncias (MOUNT, 2004).

Por meio do alinhamento de sequéncias 0 pesquisador pode determinar se
sequéncias possuem similaridade suficiente para justificar uma inferéncia sobre homologia,
que significa que as sequéncias apresentam um ancestral comum. Similaridade, um
argumento forte para homologia, ¢ uma medida da qualidade do alinhamento entre
sequéncias com base em um dado critério, sendo simplesmente uma comparacdo das
sequéncias com algum método, por exemplo, a contagem das posic¢des idénticas entre duas
sequéncias, ndo se referindo a nenhum processo historico.

Para alinhar um par de sequéncias, essas sdo escritas em duas linhas e se busca fazer
com que caracteres idénticos ou similares sejam posicionados na mesma coluna. Caracteres
que ndo sdo idénticos podem ser colocados na mesma coluna, sendo considerado
casamento sem éxito, ou em frente a um gap (lacuna) da outra sequéncia. Caracteres nao-
idénticos e gaps devem ser posicionados de modo que o maior nimero possivel de
caracteres idénticos ou similares estejam posicionados na mesma coluna. Sdo chamadas de
sequéncias similares aquelas sequéncias que podem ser alinhadas imediatamente dessa
maneira (MOUNT, 2004).

O numero de alinhamentos possiveis é exponencial ao tamanho das sequéncias,
Vvisto que a ocorréncia de gaps é permitida. Assim, ndo e possivel experimentar todos.
Além disso, a presenca de gaps também pode gerar alinhamentos sem sentido, sendo
necessario diferenciar alinhamentos que ocorreram devido a homologia de alinhamentos

gue Sse espera ocorrer ao acaso.



H& duas formas de alinhamento por pares: global e local. O alinhamento global
tenta alinhar toda a extensdo das sequéncias, sendo apropriado para sequéncias bastante
semelhantes e que possuem aproximadamente o0 mesmo tamanho. Ja o alinhamento local
alinha regides de sequéncia com alta densidade de casamentos, gerando assim ilhas de
casamentos ou sub-alinhamentos nas sequéncias alinhadas. Esse tipo de alinhamento é
apropriado para sequéncias que se assemelham em apenas algumas partes, que possuem
tamanhos diferentes ou que compartilham dominios ou regifes conservadas (MOUNT,
2004). A Figura 3.1 ilustra a diferenca entre os dois tipos de alinhamento de sequéncias por
pares.

1 10 19
| + 1
seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq? GTGACTAAGACCTCTCATT

Alinhamento Gll.'lhy Wﬂmentu Local

seql GCTCATICGACCTGACTHG
seqf GIGACTAAGACCTCTCATT

seq1 9 GACCT 13
seq2 9 GACCT 13

seql 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7

seql 2 CTCATT 7

M 'yualdade [ seq2 12 CTCATT 19

Desigualdade

Figura 3.1 — Exemplo de Alinhamento Global (a) e Local (b)
Fonte: Prosdocimi et al. (2002)

O algoritmo Smith-Waterman é utilizado para produzir alinhamentos locais entre
pares de sequéncias de aminoacidos ou nucleotideos. Em um alinhamento local, o
alinhamento é interrompido nas extremidades de regides de alta similaridade e é dada uma
prioridade muito maior & busca de tais regifes do que a extensdo do alinhamento para
incluir mais pares de aminoacidos ou nucleotideos vizinhos. Esse tipo de alinhamento
favorece a localizagdo de padrfes conservados de nucleotideos em sequéncias de &cidos

nucléicos ou de dominios de aminoacidos em sequéncias protéicas (MOUNT, 2004).
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Segundo Prosdocimi et al. (2002) h& diversas ferramentas computacionais que
realizam alinhamentos de sequéncias, sendo que a grande maioria delas pode ser utilizada
online, sem necessidade de instalagdo. As mais utilizadas séo:

e BLAST, o programa de alinhamento mais utilizado no mundo, busca bancos
de dados de acidos nucléicos e proteinas por sequéncias homologas e realiza
alinhamento local por pares de sequéncias, e por isso foi escolhido como
ferramenta deste trabalho;

e ClustalW, que é um programa de alinhamento multiplo de sequéncias de
DNA ou proteinas de propoésito geral. Produz alinhamentos mdaltiplos
biologicamente significativos de sequéncias divergentes. Calcula o melhor
casamento para as sequéncias selecionadas, e as posiciona de forma que as
identidades, similaridades e diferencas possam ser observadas.

e FASTA, que realiza alinhamento local buscando bancos de dados de acidos
nucléicos e proteinas. E o precursor dos programas de alinhamento. Pode ser
muito especifico identificando regides extensas de baixa similaridade,
especialmente para sequéncias altamente divergentes;

e MultAlin, que cria alinhamento multiplo de sequéncias de um grupo de

sequéncias relacionadas usando progressivos alinhamentos por pares.

3.2. BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

O BLAST, uma das principais ferramentas da Bioinformética, utiliza um método
heuristico baseado na determinacdo de trechos de similaridade local pela comparacéo de
sequéncias de acidos nucléicos ou proteinas contra sequéncias armazenadas em um banco
de dados. Apos as comparagOes é calculada a significancia estatistica para os resultados
obtidos. O BLAST pode ser usado para auxilio a identificacdo de membros de familias
génicas e para inferir relacdes funcionais evolutivas de véarias sequéncias (KORF et al.,
2003).

3.2.1. Os Programas do BLAST

O BLAST ¢ basicamente um conjunto de programas que buscam similaridades
estatisticamente significativas em bancos de dados de sequéncias. Os cinco programas
tradicionais do BLAST sdo BLASTN, BLASTP, BLASTX, TBLASTN e TBLASTX. O

primeiro trabalha com comparacéo de sequéncias de acidos nucléicos, enquanto os demais
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realizam comparacdo de sequéncias protéicas (KORF et al., 2003). Neste trabalho foi

utilizado o programa BLASTN, descrito em detalhes a seguir. Os demais programas sao

descritos brevemente.

BLASTN — Tem como entrada uma sequéncia de nucleotideos e a compara
com um banco de dados de sequéncias de nucleotideos. O BLASTN €é muito
utilizado para procurar sequéncias que sdo muito conservadas, sendo
tipicamente aplicado para classificagcdo de elementos repetitivos, exploragao
de sequéncias entre espécies, explicacdo de DNA gendmico e clusterizacéo
de estudos protéicos. Como a molécula de DNA tem fita dupla e genes
podem ocorrer em ambas as fitas, quando uma sequéncia query é comparada
com um banco de dados o BLASTN examina ambas as suas fitas: a
sequéncia original com rétulo positivo e seu complemento reverso, com
rotulo negativo. Como o BLAST alinha apenas caracteres e ndo tem nenhum
modelo de genes ou outras caracteristicas incluidas, é impossivel determinar
a partir de um alinhamento BLASTN em que fita o gene estad (KORF et al.,
2003).

BLASTP — Compara uma sequéncia de aminoédcidos com um banco de
dados de sequéncias de aminoacidos.

BLASTX — Compara uma sequéncia de nucleotideos traduzida em proteina
com um banco de dados de sequéncias de aminoacidos.

TBLASTN — Compara uma sequéncia de aminoécidos contra um banco de
dados de nucleotideos traduzidos em proteina.

TBLASTX — Compara uma sequéncia de nucleotideos traduzidos em
proteina contra um banco de dados de sequéncias de nucleotideos traduzidos

em proteina.

3.2.2. Parametros do BLAST
Uma série de parametros controla o algoritmo do BLAST (Secdo 3.2.3), muitos dos

quais possuem valores padrdo e ndo precisam ser explicitamente determinados. Os

parametros do BLASTN utilizados neste trabalho e tidos como mais relevantes sao

detalhados abaixo. Uma lista completa dos parametros pode ser encontrada no Anexo.
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e Filtro de Regides de Baixa Complexidade (-F)

A filtragem elimina do relatério do BLAST informacfes que, apesar de
estatisticamente significantes, sdo desinteressantes biologicamente, mantendo apenas
regides biologicamente mais interessantes da sequéncia de consulta (query) para serem
comparadas com as sequéncias do banco de dados. O BLAST usa por padrdo a filtragem
DUST para o BLASTN e SEG para os outros programas (MAYER, 2008).

e E-value (-e)

E a medida da probabilidade de um alinhamento ocorrer ao acaso, indicando a
validade do alinhamento: quanto menor, mais provavel de representar uma similaridade
real ao invés de ser um alinhamento aleatério (MAYER, 2008). Um alinhamento com E-
value de 1e-63, por exemplo, indica que a probabilidade de ocorrer ao acaso um
alinhamento tdo bom quanto o primeiro ou ainda melhor é minima (CLARK, 2008). O
BLAST calcula o E-value para cada alinhamento, e o valor deste pardmetro representa o
limite maximo de E-value para um alinhamento ser incluido no resultado final. Séo

relatados por padrdo alinhamentos com E-value maximo dez.

e Tamanho Inicial de Palavra (-W)
O Tamanho Inicial de Palavra é um dos pardmetros mais importantes que dirigem a
sensibilidade de busca do BLAST, visto que define o tamanho de palavra a ser considerado
no segundo passo do algoritmo do BLAST (Secdo 3.2.3). Os valores padrdo sdo trés para

sequéncias de proteinas e 11 para sequéncias de acidos nucléicos.

e Sistema de Pontuacéo para Nucleotideos (-q e -r)

Muitas buscas de nucleotideos usam um sistema de pontuacdo simples que consiste
em uma “recompensa” para uma igualdade de nucleotideos e uma “penalizacdo” para
desigualdade. A razao recompensa/penalizacdo absoluta deve ser aumentada a medida que
a divergéncia de sequéncias aumenta. Uma razdo de 0,33 (1/-3) é apropriada para
sequéncias que sdo perto de 99% conservadas; uma razdo de 0,5 (1/-2), para sequéncias
95% conservadas; e uma razdo de um (1/-1), para sequéncias 75% conservadas (MAYER,
2008). O BLAST usa por padréo o sistema 1/-3.

3.2.3. O Algoritmo do BLAST
O algoritmo do BLAST busca primeiro por palavras ou k-tuplas comuns a

sequéncia query e a sequéncias de um banco de dados, e por isso aumenta a velocidade do
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alinhamento de sequéncias. Essa busca é delimitada as palavras mais significativas, sendo

o tamanho inicial de palavra padrdo trés para proteinas e 11 para acidos nucléicos. Esses

tamanhos sdo o0 minimo necessario para alcancar uma pontuacdo de palavra alta o

suficiente para ser significativa, mas nao tao alta que padrdes significativos curtos sejam
perdidos (MOUNT, 2004).
Segundo Mount (2004), os passos do algoritmo do BLAST para alinhar uma

sequéncia query com um banco de dados de sequéncias sao:

1)

2)

3)

Opcionalmente € aplicado a sequéncia query o filtro de regides de baixa
complexidade para remover regides que podem nao ser Uteis para a producao de
alinhamentos significativos;

Uma lista de palavras de tamanho W (11 por padrdo para acidos nucléicos) na
sequéncia query é montada comecando com as posicdes 1 a W; entdo 2 a W+l e
assim por diante até que as ultimas posi¢cdes disponiveis na sequéncia sejam
alcancadas;

As palavras da sequéncia query e seus complementos reversos (no caso de
sequéncias nucleotidicas) sdo avaliados buscando um casamento exato com uma
palavra em qualquer sequéncia do banco de dados. Para palavras de &cidos
nucléicos, é usado um sistema de pontuacdo padrdo de +1 para igualdade de
nucleotideos e -3 para desigualdade. Para buscas envolvendo sequéncias
protéicas, as palavras query também sdo analisadas em busca de casamentos
com qualquer outra combinacdo de aminoacidos, com o objetivo de se criar uma
lista de possiveis casamentos para cada palavra query. A Figura 3.2 traz uma
representacdo grafica dos passos um a trés;

———  Sequéncia query de tamanho L

L ' Maximo de L-w+1 palavras
— (w =11 por padrao para acidos
(..)) nucléicos)

Lista de palavras com
casamento exato em
sequéncias do banco de dados

il

Figura 3.2 — Primeira Etapa do Algoritmo do BLAST (Passos Um a Trés)
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4)

5)

6)

7)

As palavras da sequéncia query e seus complementos reversos (no caso de
sequéncias nucleotidicas) sdo avaliados buscando um casamento exato com uma
palavra em qualquer sequéncia do banco de dados. Para palavras de acidos
nucléicos, é usado um sistema de pontuacdo padrdo de +1 para igualdade de
nucleotideos e -3 para desigualdade. Para buscas envolvendo sequéncias
protéicas, as palavras query também sdo analisadas em busca de casamentos
com qualquer outra combinagdo de aminoacidos, com o objetivo de se criar uma
lista de possiveis casamentos para cada palavra query. A Figura 3.2 traz uma
representacdo grafica dos passos um a trés;

Para buscas com sequéncias protéicas, uma pontuacdo de corte chamada limiar
de pontuacdo de palavra da vizinhanca (T) é selecionada para reduzir o niUmero
de possiveis casamentos com a palavra query para apenas 0s mais significativos.
Desse modo, apenas as palavras com pontuacdo maior ou igual a T séo
mantidas. A lista de possiveis casamentos da palavra query é desse modo
reduzida de todas as possibilidades de casamento a apenas as de maior
pontuacao;

Para sequéncias de nucleotideos, as palavras definidas nos passos dois e trés sao
organizadas como tabelas indexadas ou dicionarios da query e do banco de
dados. O programa pode entdo encontrar rapidamente casamentos exatos iniciais
com palavras query simplesmente procurando uma dada palavra no dicionario
do banco de dados (INCOGEN, 2008);

Cada sequéncia do banco de dados é consultada em busca de um casamento
exato com as palavras query definidas no passo trés. Se um casamento é
encontrado, ele é usado como semente de um possivel alinhamento sem gaps
entre a sequéncia query e as sequéncias do banco de dados. A Figura 3.3 mostra

a representacdo grafica deste passo;
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8)

9)

— Sequéncias do
e —
Banco de Dados

Casamentos exatos com a lista de palavras

Figura 3.3 — Segunda Etapa do Algoritmo do BLAST (Passo Seis)

E realizada uma tentativa de extensdo de um alinhamento em cada direcdo ao
longo das sequéncias a partir de palavras casadas, continuando enquanto a
pontuacdo aumentar, como mostrado na Figura 3.4. A extensdo é interrompida
quando a pontuacdo acumulada comeca a cair. Nesse ponto, um trecho maior de
sequéncia chamada high-scoring segment pair (HSP) ou par de segmentos de
alta pontuacdo, que possui uma pontuacdo maior que a palavra original, pode ter

sido encontrada;

F 3
v
F 3
v

[ oe— [ -eem——
Pares de Segmentos de Alta Pontuacdo (HSPs)

Figura 3.4 — Terceira Etapa do Algoritmo do BLAST (Passo Sete)

E determinado se cada pontuacio de HSP encontrada tem valor maior que uma
pontuacéo de corte S. Um valor apropriado para S € determinado empiricamente
examinando a faixa de pontuacdes encontradas pela comparacdo de sequéncias
aleatorias e pela escolha do valor significativamente maior. Os HSPs casados

em todo o banco de dados sdo identificados e listados;

10)E determinada a significncia estatistica para cada pontuacio de HSP e

calculada a probabilidade de duas sequéncias aleatdrias atingirem a pontuacéo
de HSP;



11) Sdo mostrados alinhamentos locais Smith-Waterman da sequéncia query com
cada sequéncia casada no banco de dados. Versdes iniciais do BLAST
produziam apenas alinhamentos sem gaps que incluiam o HSP inicialmente
encontrado. Se dois HSPs eram encontrados, dois alinhamentos separados eram
produzidos porque as duas regides ndo podiam ser alinhadas sem gaps. O
BLAST2 produz um unico alinhamento com gaps que inclui todas as regides
HSP inicialmente encontradas. A pontuacdo do alinhamento é obtida e o E-
value (Secdo 3.2.2) para aquela pontuacdo é calculado usando parametros
estatisticos para alinhamentos com gaps que utilizam a mesma combinacao de
sistema de pontuacdo e penalidade de gap usada na busca de similaridade;

12) Quando o E-value para a pontuacdo do alinhamento local da sequéncia query
com a sequéncia do banco de dados satisfaz o valor limite (que pode ser alterado
pelo usuério), o casamento com a sequéncia do banco de dados é reportado. Os
resultados da busca sdo mostrados como uma lista de casamentos ordenados
pela pontuacdo do alinhamento e E-value, seguida pelos alinhamentos de

sequéncias.

3.2.4. Sistema de Pontuacgé&o para Sequéncias Nucleotidicas

A extensdo de alinhamentos semente necessita de um sistema de pontuagéo e de um
procedimento para maximizar a pontuacdo localmente. O sistema de pontuacdo designa
“recompensas” para igualdades de nucleotideos e “penalidades” para desigualdades e para
formacdo e extensdo de gaps. Geralmente sdo utilizados os valores padrdo, mas esses
podem também ser fornecidos pelo usuario. A maximizacdo local da pontuacdo (para
conseguir o alinhamento final) acontece pela exploracdo de possiveis extensdes, mantendo-
se a par do alinhamento de maior pontuacdo encontrado e voltando a esse alinhamento
guando a pontuacdo cai mais do que um determinado valor abaixo da pontuacdo mais alta
corrente (CLARK, 2008).

A pontuacdo é a base da busca do BLAST. Para cada nucleotideo em um
alinhamento é dada uma pontuacdo dependendo se 0 seu casamento teve ou ndo éxito. Se o
casamento ndo teve éxito (desigualdade), a pontuagdo € negativa; caso contrario
(igualdade), é positiva. Para cada regido de alinhamento todas as pontuagdes sdo somadas,

embora a pontuacdo nunca possa ficar abaixo de zero (CLARK, 2008).
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Posicao: 1 2 3 4 & & 7 @ 910 11 1213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Qey A T T T € € G € € €6 GA TG GE€E GEEAGTIEECEA EC

T T C G € G € A G T
SequénciaBD, C 6 T T €C A G € €C € A T A A A A CTAGTT G T 6
Poptiagaoi=1: =1 & L L= % T L L=k L=k N=h=b=l=0 L B L1k=050
PontuagdoAcumuiada 0 0 1 2 3 2 3 4 5 6 5 4 3 2 1 0 0 0 1 2 3 2 10 0

Figura 3.5 — Exemplo de Pontuacdes de um Alinhamento

A Figura 3.5 apresenta um exemplo de pontuacdes de alinhamento. Nesse
alinhamento simples, a primeira pontuacdo acumulada positiva esta na posicdo trés, que €
entdo definida como o inicio da regido de alta pontuagcdo. A maxima pontuacdo acumulada
ocorre na posicdo dez, que é entdo definida como o fim potencial da regido de alta
pontuacdo. O valor se tornaria negativo na posi¢do 17, o que confirma o fim da regido de
alta pontuacdo. A proxima regido positiva esta na posicdo 19 e vai até a posicdo 21.
Novamente, o resultado se tornaria negativo na posi¢do 25, que também é o fim da
sequéncia, logo 19-21 também é uma regido de alta pontuacéo.

No exemplo foi usado um sistema simples +1/-1 para demonstrar o principio de
pontuacdo. O programa BLAST que executa uma busca nucleotidica (BLASTN) usa por
padréo +1 para um casamento com éxito e -3 para um casamento sem éxito. Alinhamentos
de &cidos nucléicos sdo simples porque ha apenas alteracdes limitadas que podem ocorrer,
podendo-se pontuar um casamento com éxito com um valor positivo e um sem éxito com
um valor negativo (CLARK, 2008).

3.2.5. Relatorio do BLAST

A saida produzida pelo BLAST é um relatério contendo informagdes de
similaridade dos alinhamentos encontrados (SOUSA, 2007). Esse relatério consiste de trés
secdes principais: cabecalho contendo informacao sobre a sequéncia query e o banco de
dados buscado; descri¢cGes de cada sequéncia do banco de dados alinhada com a query;
alinhamentos da query com cada sequéncia do banco de dados alinhada, podendo haver
mais de um para a mesma sequéncia (KORF et al., 2003).
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Score = 184 bits (93), Expect = 2e-048
Identities = 96/97 (98%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1014 cagtgacggcagcaccgcggtctcccacaccaccrtcceccretrrrgerrettetegrrgt 1073
PR e e e e r e e e e e e e e e e e e v ennnneti
Sbijct: 981 cagtgacggcagcaccgeggtecrcccacaccaccteccecretrttgettecttecttgtigt 1040

Query: 1074 tgcgrtgtgcggetgeggetgeggtggrggecgegrga 1110
PEERRRR R eennn el
Sbijct: 1041 tgcgtgtgcggcectgetgetgeggtggtggecgegtga 1077

Score = 95.6 bits (48), Expect = 2e-021
Identities = 51/52 (98%)
Strand = Plus / Plus

Query: 13 atgactggccgtgtgetgetggtgtgtgecctetgegtgetgtggtgeggty 64
PERRRR R R e e e e e e n e e e e venvneen e nnnttd
Sbjct: 1 atgactggccgtgrtgetgetggtgtgtgeccrecgegtgetgtggtgeggrg 52

Figura 3.6 — Alinhamento Local de Par de Sequéncias em Relatério do BLAST

Os alinhamentos constituem a maior parte do relatério do BLAST. Na Figura 3.6
sdo apresentados dois alinhamentos locais entre uma query e uma sequéncia do banco de
dados (Sbjct) gerados pelo programa BLASTN (Se¢do 3.2.1). Para cada alinhamento €
apresentado um conjunto de valores que caracterizam similaridade: a pontuacao (Score), o
E-value (Expect) e o nimero e percentual de identidade entre nucleotideos (ldentities).

Além disso, sdo apresentadas as posicOes da regido alinhada em cada sequéncia.

3.2.6. Busca por Casamentos Curtos

Sequéncias curtas (menos de 20 nucleotideos) frequentemente ndo encontrardo
casamentos significativos com as entradas do banco de dados sob as configurac¢des padrao
do BLAST. As razdes gerais para isso sdo que o limiar de significancia definido pelo E-
value é estabelecido muito rigorosamente e o tamanho de palavra padrao é definido muito
alto. Esses parametros devem ser ajustados para trabalhar com sequéncias curtas. O filtro
de baixa complexidade tambeém € removido visto que elimina porcentagens maiores de
uma sequéncia curta, podendo até mesmo eliminar a query (INCOGEN, 2008).

Quanto menor o E-value, mais significativo € o alinhamento. No entanto, buscas
envolvendo sequéncias curtas podem ser praticamente idénticas e apresentar E-value alto

visto que o célculo do E-value leva em consideracdo o tamanho da sequéncia query e, além
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disso, sequéncias curtas tém alta probabilidade de ocorrer no banco de dados puramente ao
acaso. Por isso quando se trabalha com sequéncias curtas deve ser definido um valor muito
alto de E-value tanto para sequéncias de acidos nucléicos quanto para sequéncias protéicas
(MAYER, 2008).

A Tabela 3.1 apresenta um conjunto de parametros sugerido por NCBI (2008a) para
buscas com sequéncias de nucleotideos curtas.

Tabela 3.1 — Parametros do BLAST para Sequéncias Nucleotidicas Curtas

Parametro Valor Padréao Valor Indicado
Tamanho Inicial de Palavra 11 7
E-value 10 1000

Filtro de Baixa Complexidade Ativado (T) Desativado (F)
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4. METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentados o tipo de pesquisa em que se enquadra este
trabalho, os dados tratados e os procedimentos metodoldgicos utilizados ao longo do
trabalho.

4.1. Tipo de Pesquisa

Quanto a natureza, segundo Jung (2004) esta pesquisa ¢é aplicada, visto que busca
gerar novos conhecimentos por meio da utilizagdo de conhecimentos e experiéncias
adquiridos por estudiosos e profissionais da Bioinformatica e aplica técnicas ja existentes
na literatura.

Como se estuda um assunto atual ainda pouco examinado entre as comunidades e se
tem em vista a descoberta de teorias e praticas que modificardo as existentes, em relacéo ao
objetivo esta pesquisa € exploratoria (JUNG, 2004 apud ZAMBALDE, 2008).

Quanto aos procedimentos, segundo Jung (2004) esta pesquisa é experimental, visto
que requere manipulacdo imparcial de dados, viabiliza a descoberta de novos métodos e

técnicas e é utilizada para obtencdo de novos conhecimentos.

4.2. Obtencao dos Dados

Neste trabalho foram utilizadas 810 sequéncias de nucleotideos codificadoras das
proteinas da familia MASP do T. cruzi e constituintes do transcriptoma do parasito,
organizadas no formato FASTA, que é o formato de entrada padrdo para o0 BLAST. Os
dados foram obtidos junto ao Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, que tem o T. cruzi como uma de suas

linhas de pesquisa na subarea de Protozologia.

4.3. Procedimentos Metodoldgicos

Como ainda ndo foi proposta na literatura uma metodologia para identificacdo de
modulos formadores de proteinas mosaicas, neste trabalho foram empregados
procedimentos para criacdo de uma estratégia que possibilitasse o desenvolvimento da
metodologia proposta de identificagdo de modulos formadores de proteinas mosaicas do T.
cruzi a partir do transcriptoma do parasito. Este trabalho foi realizado em paralelo com o



trabalho de Gomes & Souza (2008), que propée uma metodologia de identificagdo de
maodulos de proteinas mosaicas do T. cruzi a partir do proteoma do parasito.

Neste trabalho foram utilizados os programas BLASTN e formatdb da versao 2.2.17
da ferramenta BLAST para realizacdo de alinhamentos entre pares de sequéncias
nucleotidicas e criacdo de bancos de dados a partir de arquivos contendo sequéncias,
respectivamente.

O passo inicial adotado para o desenvolvimento da metodologia de identificacdo de
modulos foi a realizacdo do alinhamento das sequéncias nucleotidicas codificadoras das
proteinas da familia MASP todas contra todas e da anélise dos resultados obtidos. Assim, o
BLAST foi executado com valores padrdo dos parametros para o conjunto S; das 810
sequéncias em estudo gerando o alinhamento A;. Os resultados foram filtrados segundo a
estratégia detalhada na Secdo 4.3.1.2, eliminando desse modo os alinhamentos néo
considerados significativos, visto que, considerando a estrutura modular das proteinas, tais
maodulos estariam presentes nos alinhamentos filtrados.

O resultado do BLAST possibilitou a verificacdo visual da existéncia de regibes
comuns a diversas sequéncias da familia. A Figura 4.1 exemplifica isso, mostrando
alinhamentos da mesma regido de uma sequéncia query com trés sequéncias distintas do
banco de dados. Essas regiGes foram extraidas para possibilitar a analise especifica das
mesmas, sendo utilizada para isso uma estratégia de corte detalhada na Secdo 4.3.1.3. As
regides extraidas compdem o conjunto de sequéncias S, que sdo subsequéncias daquelas
contidas em S;.

Entre os alinhamentos filtrados de A; também foi possivel observar a existéncia de
transitividade, ou seja, considerando, por exemplo, regides A, B e C de sequéncias, se a
alinhou com B, que por sua vez alinhou com C, entdo A também alinhou com C. Como
consequéncia, a ocorréncia de redundancia no conjunto S, é bastante evidente, sendo
necessaria a sua eliminagdo. Para isso as sequéncias de S, foram alinhadas com elas
mesmas e foi realizada, posteriormente, a filtragem dos resultados. Foi criada entdo uma
estratégia de separacdo dos resultados em grupos (Secédo 4.3.1.4), de modo que sequéncias
semelhantes, ou seja, que apresentam partes idénticas entre si, fossem inseridas no mesmo
grupo. A separacdo dos grupos possibilitou a observacdo de que uma mesma sequéncia
pode ser inserida em grupos diferentes, visto que pode conter mais de uma regido comum
as demais sequéncias. Para tratamento disso, a estratégia de corte foi aplicada aos grupos

para se obter uma subsequéncia representativa de cada um, gerando o conjunto de
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sequéncias Sz. Assim foi possivel reduzir o nimero de sequéncias presentes em mais de

um grupo.

>Tc00.1047053506703.20
Length = 1242

Scoxre = 127 bits (€4), Expect = 4e-030
Identitie= = £4/64 (100%)
S3trand = Plus / Plus

Query: 1 atggcgatgatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgtgocctotgogtgotgtggtge 60
SRR RN R R R R R R R R R R RN R RN RN RN RRRRRRRRRRERRY

Sbjct: 1 atggcgatgatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgtgocctotgegtgotgtggtge 60

Query: €1 ggtg €4
1111
Sbjct: €1 ggtg €4

>Tc00.1047053511603.190
Length = 878

Scoxre = 127 bits (€4), Expect = 4e-030
Identitie= = €4/€4 (100%)
Strand = Flu= / Plus=

Query: 1 atggcgatgatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgtgocctotgegtgotgtggtge €0
SRR R R R R R R R R R R RN R RN RN RN RN RRRRRERNRNRRARY
Sbject: 1 atggcgatgatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgtgocctotgegtgotgtggtge 60

Query: €1 ggtg €4
1l
3bjct: €1 ggtg €4

>Tc00.1047053511089.30
Length = 758

Score = 115 bit= (S58), Expect = Z2e-02€
Identitie= = 58/58 (100%)
Strand = Plu= / Plus=

Query: 7 atgatgatgactggccgtgtgotgotggtgtgtgocctotgegtgotgtggtgeggaty €4
RERERR R R RN RN RN RN RN RN RN RN RN NNRRRNRRRRRNRNET
Sbjct: 1 atgatgatgactggcoogtgtgotgotggtgtgtgocctotgogtgotgtggtgeggty SB

Figura 4.1 — Alinhamento de uma Mesma Regido da Query com Trés Sequéncias
Distintas do Banco de Dados

Foi notado que para se atingir os possiveis modulos da familia protéica era
necessaria a ado¢do de uma abordagem iterativa dos passos descritos anteriormente, até
que todos 0s grupos se tornassem unitarios, ou seja, cada um contivesse apenas um
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possivel modulo “escolhido” ao longo do processo. A cada iteracdo é definido pela
estratégia de corte um representante de cada grupo para ser colocado no novo conjunto de
sequéncias gerado. O tamanho dos grupos é reduzido até que a sequéncia de um grupo sé
alinhe com ela mesma, sendo assim uma candidata a mdédulo que representa todas as
demais sequéncias dos grupos dos quais ela participou ao longo do processo. Essa é a idéia
central da metodologia desenvolvida neste trabalho.

Por ultimo foi criada uma estratégia para definir quais médulos candidatos seriam

considerados modulos da familia de proteinas mosaicas (Secédo 4.3.1.5).

4.3.1. Estratégias Utilizadas
Nesta secdo sdo detalhadas as estratégias e rotinas criadas para a metodologia

desenvolvida.

4.3.1.1. Formatacédo do Relatorio do BLAST

Diversas informacdes sobre todos os alinhamentos significativos encontrados pelo
BLAST sdo apresentadas em seu relatério, como descrito na Secdo 3.2.5. As informacgdes
relevantes para a metodologia desenvolvida sdo apenas a identificacdo das sequéncias
envolvidas no alinhamento, as posi¢Ges alinhadas em cada uma delas e o valor de
identidade do alinhamento. Esta rotina de formatacdo do relatério extrai do relatorio essas
informacdes e as organiza de modo a facilitar sua manipulagdo, como mostrado na Figura
4.2, em que cada linha representa um alinhamento e as colunas representam,
respectivamente, as identificacGes da sequéncia query e da sequéncia do banco de dados,
as posicdes iniciais e finais dos alinhamentos na query e na sequéncia do banco de dados e

a porcentagem de identidade.

Tc00.1047053408547.10 Tc00.1047053506879.10 339 351 290 302 92
Tc00.1047053408547.10  Tc00.1047053508081.30 339 351 287 299 100
Tc00.1047053508869.59 Tc00.1047053510625.54 4 21 3 20 94
Tc00.1047053508869.59 Tc00.1047053508481.20 1 19 1 19 94
Tc00.1047053507071.349 Tc00.1047053510035.30 1 28 3 30 50

Figura 4.2 — Exemplo de Formatacgdo do Relatério do BLAST

4.3.1.2. Filtragem dos Resultados
A estratégia de filtragem dos resultados elimina os alinhamentos que ndo obedecem

a determinado patamar de identidade, conservando apenas os considerados significativos.
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Foi definido que para sequéncias nucleotidicas apenas alinhamentos com 100% de
identidade seriam considerados, visto que a variagdo de apenas um nucleotideo leva a
modificacdo do codon, que por sua vez pode codificar um aminoacido diferente, podendo

assim modificar alguma caracteristica da proteina codificada.

4.3.1.3. Estratégia de Corte

A estratégia de corte é aplicada tanto ao resultado do alinhamento das sequéncias
originais quanto aos grupos criados durante as iteracfes. A idéia central dessa estratégia é,
considerando os alinhamentos de uma dada regido em uma dada sequéncia query,
encontrar a subsequéncia da query que estd presente na maioria dos alinhamentos ou
mesmo em todos. Para isso sdo estudadas as posi¢des da query alinhadas em cada um
desses alinhamentos e sdo utilizadas como posi¢des de corte aquelas que mais se repetem
entre as posic¢oes iniciais e finais dos alinhamentos.

Uma vez definidas as posi¢cOes de corte, essas sdo avaliadas para verificar se
limitam uma subsequéncia com um dado tamanho minimo. Para sequéncias nucleotidicas
esse tamanho foi definido como 12 nucleotideos, o que corresponde a codificacdo de
quatro aminoacidos, para evitar a obtencdo de modulos a partir de ocorréncias aleatorias, o
que pode ocorrer caso sejam considerados tamanhos menores. Se a subsequéncia definida
pelas posicBes de corte obedecer a essa restricdo de tamanho, € inserida no novo conjunto
de sequéncias S; sendo construido. Caso contrario, as posi¢cdes de corte sdo descartadas e é
buscado um novo par de posi¢bes que limite uma subsequéncia que satisfaca a restricdo.

Na auséncia de tal par de posic¢des, a regido da query sendo trabalhada é descartada.

Figura 4.3 — Exemplo de Aplicacédo da Estratégia de Corte

A Figura 4.3 ilustra a aplicacdo da Estratégia de Corte. Considerando as linhas
horizontais como alinhamentos de uma mesma regido de uma sequéncia de consulta com
diferentes sequéncias do banco de dados, as linhas verticais representam as posi¢oes de

corte definidas por essa estratégia.
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4.3.1.4. Separacao de Grupos

Esta estratégia tem como objetivo o agrupamento de sequéncias semelhantes, ou
seja, que apresentam partes idénticas entre si. Considerando as sequéncias A, B, C, D, E e
F e os alinhamentos A-B, A-C, B-C, C-D, C-F e E-F, a separacdo em grupos é feita da
seguinte forma: como inicialmente ainda ndo foram criados grupos, cria-se um novo grupo
G; do qual A é cabega; todas as sequéncias com as quais A se alinha sdo entdo inseridas no
mesmo grupo. Para o exemplo, neste ponto G; = {A, B, C}.

Passa-se entdo aos alinhamentos com a query B. Inicialmente se busca todos os
grupos aos quais B pertence (G; no caso do exemplo). Cada alinhamento de B é analisado
a fim de se verificar se a sequéncia com que B se alinha pertence a algum grupo ao qual B
pertence. Caso a sequéncia nao esteja em nenhum grupo de B, ela € inserida no grupo em
que B for cabeca; se tal grupo néo existir € criado um novo grupo do qual B é cabeca e a
sequéncia é inserida nesse novo grupo. Para o exemplo, verifica-se que C ja pertence a G;.

Continuando o processo se passa a analise dos alinhamentos da query C. E realizado
0 mesmo processo aplicado a B. Para o exemplo, ao analisar os alinhamentos de C é
verificado que D nédo pertence a G;. Como C ainda ndo é cabeca de grupo, € criado um
novo grupo G, = {C, D} e se passa ao proximo alinhamento (C-F). Como F ndo estd em
nenhum grupo a que C pertence mas C ¢é cabeca do grupo G, F é inserido em G, que
passa a ser G, = {C, D, F}.

A anélise continua com os alinhamentos de E, visto que no exemplo ndo ha
alinhamentos cuja query é D. Neste ponto se atinge um novo caso: E ndo esta em nenhum
grupo, portanto € criado um novo grupo Gz = {E, F}.

A Tabela 4.1 apresenta a configuracdo final dos grupos para o exemplo dado.

Tabela 4.1 — Exemplo de Separacéo em Grupos

G G, Gs
A C E
B D F
C F

A estratégia de corte aplicada aos grupos define uma subsequéncia da cabeca de
cada um como representante de todo o grupo. Para o exemplo dado, as posi¢Oes de corte
que definem a subsequéncia de A representante de G; sdo definidas com base nas posi¢oes
dos alinhamentos A-B e A-C; a representante de G,, com base nas posic¢des de C-D e C-F;
e a representante de Gs, com base nas posic¢des do alinhamento E-F.
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4.3.1.5. Definicdo de Mddulos

Ao fim do processo iterativo sdo definidos os candidatos a modulos da familia
protéica. A estratégia de Definicdo de Modulos realiza o alinhamento dos possiveis
modulos com as sequéncias originais e considera como modulos aqueles que alinham toda
a sua extensdo com 100% de identidade com pelo menos 1% das sequéncias da familia.
Essa porcentagem minima de alinhamentos foi definida considerando que candidatos
presentes em menos de 1% das sequéncias da familia tém grande chance de ocorrer ao

acaso.

4.3.2. Valores de Parametros do BLAST Utilizados

Os parametros do BLAST utilizados neste trabalho foram apresentados na Secao
3.2.2. Foram buscados na literatura valores de parametros mais indicados para se trabalhar
com sequéncias curtas, o que foi descrito na Sec¢do 3.2.6. Os valores utilizados para
comparacdo de resultados da metodologia desenvolvida aplicada a familia MASP do T.
cruzi sdo apresentados na Tabela 4.2. A coluna “Valor NCBI” corresponde aos valores
para sequéncias nucleotidicas curtas indicadas por NCBI (2008a). A coluna “Outros
Valores” corresponde a valores testados diferentes dos valores padrdo e dos indicados pela
literatura. O sistema de pontuacdo de nucleotideos é apresentado no formato

(recompensa/penalidade).

Tabela 4.2 — Valores de Parametros Utilizados para Comparacéo de Resultados

Parametro Valor Valor NCBI Outros
Padrao (2008a) Valores
E-value 10 1000 500
Filtro de Regides de Baixa Complexidade Ativado Desativado
Tamanho Inicial de Palavra 11 7 8-10, 12,13
Sistema de Pontuacéo (1/-3) (1/-2), (1/-1)

O E-value 500 foi escolhido para teste por ser um valor intermediario entre 0s
valores padrdo e indicado pela literatura. Os sistemas de pontuacdo (1/-2) e (1/-1) foram
testados por serem indicados, respectivamente, para sequéncias 95% e 75% conservadas
segundo Mayer (2008).
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4.3.3. Metodologia Desenvolvida

O processo descrito para chegar a metodologia de identificacdo de modulos
formadores de proteinas mosaicas proposta utilizou valores padrdo dos pardametros do
BLAST. A metodologia desenvolvida neste trabalho é apresentada em forma de algoritmo
na Figura 4.4. A entrada do algoritmo é um conjunto (S;) de sequéncias nucleotidicas
codificadoras de proteinas de uma familia do T. cruzi.

Esse algoritmo foi implementado em C++ e executado para a familia MASP do T.
cruzi inicialmente com os valores padrdo dos parametros do BLAST. Posteriormente se
passou a estudar outros valores, incluindo aqueles sugeridos na literatura, comparando-se

0s resultados obtidos para cada combinacao de parametros utilizada.

Inicio do Algoritmo
Fazer 1 = 1;
Fazer u = falso;
Enquanto u for igual a falso, fazer:
Executar o BLASTN para obter os alinhamentos de S; com S;;
Filtrar os alinhamentos utilizando a estratégia de filtragem;
Se i > 1
Separar os alinhamentos filtrados em grupos;
Se todos os grupos forem unitdrios fazer:
u = verdadeiro;
Interromper o loop;
Sendo
Aplicar a estratégia de corte nos grupos gerando
o conjunto de sequéncias Siii;
Senédo
Aplicar a estratégia de corte aos alinhamentos
filtrados gerando o conjunto Sii;
Fazer i = 1 + 1;
Fim do Enquanto;
Executar o BLASTN para obter os alinhamentos de S; contra S;;
Definir os mbédulos wutilizando a estratégia de definigcdo de
médulos;
Fim do Algoritmo.

Figura 4.4 — Algoritmo Representativo da Metodologia Desenvolvida
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O algoritmo desenvolvido neste trabalho, descrito na Secéo 4.3.3, foi implementado
em C++ e executado para as sequéncias nucleotidicas codificadoras das proteinas da
familia MASP do T. cruzi com diferentes conjuntos de valores para os parametros do
BLAST. Para uma melhor avaliagdo dos resultados obtidos, o alinhamento dos possiveis
modulos com as sequéncias originais foi utilizado para mapear, para cada modulo, as
posicdes em que ocorre nas sequéncias da familia e para calcular sua frequéncia de
ocorréncia.

Posteriormente o conjunto de sequéncias originais foi alinhado com o conjunto de
modulos definidos, sendo mapeadas, para cada sequéncia, as posi¢cdes em que 0s modulos
que ela apresenta ocorrem e calculada a frequéncia de ocorréncia. A Tabela 5.1 apresenta
os resultados encontrados para cada combinacdo de pardmetros testada, onde os cddigos
dos parametros sdo -F para filtro de regides de baixa complexidade, -e para E-value, -W
para tamanho de palavra, -r para recompensa de igualdade de nucleotideos e -q para
penalidade de desigualdade de nucleotideos.

Os conjuntos de valores de parametros testados foram:

e C;:-FT,-e10,-W11,-r1,-q-3; e C;-FF,-e500,-W9,-rl,-q-3;
e Cp-FF -e10,-W11,-r1,-q-3; e Cg-FF, -e500,-WS8,-rl,-q-3;
e Cj3 -FF,-e100,-W11,-r1,-q-3; e Cy-FF,-e500,-W12,-r1,-q-3;
e C,-FF, -e500,-W11,-r1,-q-3; e Cyo-FF,-e500,-W13,-r1,-q-3;
e Cs -FF, -1000,-W11,-r1,-q-3; e Cy:-FF, -e500,-W12,-r1,-q-2;
o Cq -FF,-e500,-W10,-r1,-q-3; o Cyp:-FF,-e500,-W12,-r1,-q-1.

O valor sete indicado por NCBI (2008a) para tamanho inicial de palavra ndo consta
entre os resultados apresentados, pois houve erro de execucdo do BLAST para todas as
combinagbes de valores de parametro testadas envolvendo esse valor de tamanho de
palavra. Isso se deve possivelmente a auséncia de memoria necessaria a execugéo correta,
devendo-se ressaltar que a configuracdo da maquina utilizada contava com processador
Core 2 Duo de 2GHz e 4GB de memdria RAM. Na impossibilidade de execucdo do
algoritmo com o valor indicado na literatura, foi testado o tamanho inicial de palavra com
valores oito e nove. Os resultados com combinacOes desses valores se mostraram
insatisfatérios visto que poucos moédulos foram encontrados e 0 mapeamento desses

resultou em varias sequéncias desprovidas de médulos.



Tabela 5.1 — Comparativo de Resultados de Combinacdes de Valores de Parametros

do BLAST
Conjunto de Total de Média de Média de M,éximo de
Valores de , N Madulos por Moadulos por
N Mddulos Ocorréncias A A
Parametros Sequéncia Sequéncia
Ci 496 29 14 39
C, 527 28 16 60
Cs 1300 17 24 97
Cs4 1045 24 28 69
Cs 1043 24 28 67
Cs 530 21 12 39
Cy 169 25 4 20
Cs 24 32 0 7
Co 2464 16 42 183
Cuo 1235 17 23 147
Cu 2364 17 42 168
Cu2 1368 21 30 136

Para comparagdo de resultados foi atribuido maior peso ao nimero de modulos
encontrados e as frequéncias de ocorréncia (valores médios de ocorréncia de modulos e de
ocorréncia de mddulos por sequéncia), considerando melhores os maiores valores. Um
resultado é considerado melhor que aqueles aos quais estd sendo comparado quando
apresenta pelo menos dois desses trés valores maiores que 0s dos demais.

O primeiro dos quatro parametros testados (Secdo 3.2.3) foi o Filtro de Regides de
Baixa Complexidade, tendo cada um dos demais parametros mantido seu valor padrdo. A
comparacdo de C; (valores padrdo) com C,, apresentada na Tabela 5.2, mostrou que a
desativacdo do filtro de regides de baixa complexidade levou a melhores resultados. Dessa
forma todas as outras combinacdes de valores de parametros testados utilizam o filtro

desativado.

Tabela 5.2 — Resultados da Ativagéao/Desativacao do Filtro de Baixa Complexidade

Valor Total de Mddulos Med[a d_e Meédia de NEOdEJIOS
Ocorréncias por Sequéncia
C. - Ativado 496 29 14
C, — Desativado 527 28 16
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O préximo parametro testado foi o E-value. A Tabela 5.3 mostra os resultados do
valor padrdo (dez) com um valor maior (cem). Os resultados da comparacdo de C, e C3

indicam que a elevacéo do valor desse parametro leva a melhoria dos resultados.

Tabela 5.3 — Resultados do Aumento do E-value

Valor Total de Mddulos Med[a d'e Media de l\/lodglos
Ocorréncias por Sequéncia
C,-10 527 28 16
C;-100 1300 17 24

Como o aumento do E-value em relacdo ao valor padrdo provoca melhoria dos
resultados, testou-se valores ainda maiores desse parametro com o objetivo de encontrar o
que produz os melhores resultados. Na Tabela 5.4, que apresenta resultados de C3, C4 € Cs.
Observa-se que os valores quinhentos e mil sdo melhores em relagcdo ao valor cem e sdo
equivalentes entre si. No entanto, C4 € ligeiramente melhor dado o numero total de
modulos encontrados, portanto as demais combinacGes de valores de parametros

consideram o E-value de quinhentos.

Tabela 5.4 — Resultados do Aumento Adicional do E-value

Valor Total de Mddulos MédiAa d_e Media de I\/lédglos
Ocorréncias por Sequéncia
Cs;-100 1300 17 24
C,-500 1045 24 28
Cs—1000 1043 24 28

Em seguida foi testada a reducdo do valor do parametro Tamanho Inicial de Palavra
(Tabela 5.5). A comparacdo de C, com Cg, C; e Cg mostra que a reducdo do valor desse

parametro levou a producéo de resultados piores que o uso do valor padréo.

Tabela 5.5 — Resultados da Diminui¢do do Tamanho Inicial de Palavra

Valor Total de Mddulos MédiAa d_e Média de 'Vlédf“os
Ocorréncias por Sequéncia

C,-11 1045 24 28

Cs—10 530 21 12

C;-9 169 25 4

Cs-8 24 32 0
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Foi testado entdo o aumento do Tamanho Inicial de Palavra, sendo os resultados
apresentados na Tabela 5.6. Observou-se a melhoria dos resultados com Cy, mas a
comparagdo com Cyo mostra que a elevacdo de mais uma unidade no valor desse parametro
provoca piora dos resultados. Sendo assim, as demais combinacGes de valores de

parametro testados utilizam o Tamanho Inicial de Palavra 12.

Tabela 5.6 — Resultados do Aumento do Tamanho Inicial de Palavra

Valor Total de Mddulos MédiAa d_e Media de I\/lédglos
Ocorréncias por Sequéncia
C,-11 1045 24 28
Cy-12 2464 16 42
Cio—-13 1235 17 23

O ultimo dos quatro parametros testados foi o Sistema de Pontuacdo de
Nucleotideos. Os resultados séo apresentados na Tabela 5.7, onde se observa que o Sistema
de Pontuacdo com melhores resultados é o padrdo (1/-3), que é mais apropriado para

sequéncias 99% conservadas, como mostrado na Secéao 4.3.2.

Tabela 5.7 — Resultados de Diferentes Sistemas de Pontuacéo de Nucleotideos

Valor Total de Mddulos MédiAa d_e Media de I\/lédglos
Ocorréncias por Sequéncia
Cy-1/-3 2464 16 42
Cy—-1/-2 2364 17 42
Cip—-1/-1 1368 21 30

A andlise dos resultados dos conjuntos de valores de pardmetros testados permitiu
verificar que a configuracdo que apresentou melhores resultados na execucdo da
metodologia proposta para a familia de proteinas MASP do T. cruzi foi a combinacao Co.
Essa configuracdo associa Sistema de Pontuagéo padréo para igualdade e desigualdade de
nucleotideos, alto valor de E-value, desativagdo do Filtro de Regifes de Baixa
Complexidade e ligeira elevacdo em relacdo ao valor padrdo do Tamanho Inicial de
Palavra.

O processamento da familia MASP com o conjunto de valores Cq levou quatro
iteracGes do algoritmo, distribuidas ao longo dos 192 minutos de execucao utilizando uma

méaquina de 4GB de RAM com processador Core 2 Duo de 2GHz. Aplicada a estratégia de
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definicdo de mddulos, foram definidos 2464 mddulos, sendo que cada um ocorreu em
média 16 vezes ao longo das sequéncias da familia. A Tabela 5.8 apresenta os cinco
modulos de maior incidéncia na familia MASP.

O Apéndice mostra 0 mapeamento de mddulos para a sequéncia de maior incidéncia
desses (183 mddulos). A Figura 5.1 apresenta uma visualizacdo grafica desse mapeamento,
com 0s modulos em destaque, onde é possivel observar a ocorréncia de sobreposi¢cdo de
modulos, 0 que acontece devido ao préprio BLAST relatar alinhamentos sobrepostos por
alinhar uma mesma regido da query mais de uma vez com a mesma sequéncia do banco de
dados. A sobreposicdo sugere que os modulos obtidos ao fim do algoritmo ndo constituem
necessariamente madulos individuais, havendo a possibilidade de serem combinados para

formar outros modulos em um processo de refinamento dos resultados.

Tabela 5.8 — Médulos de Maior Incidéncia nas Proteinas da Familia MASP

Médulo Numero de

Ocorréncias
GTGGTGGCCGCGTGA 646
CGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCTCTGCGTG 616
CCCCTCTTTTGC 602
GCGATGATGATG 478
GGCGACAGTGAC 363
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~Tc00.1047053510377.134

ATGGCGATGATGATGAGTGGCLGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCTCTGCGTGC
TGTGGTCCGIIIGCGGCCGATGGAGAIGTIGTIGIIICTGGIGEGGAAGACAA
CAGTCTGAAAGAATTATTTATICCAGTTGCIGAGATTIGCAGGAAAGACAAGA
ACAAAGAGCAGTAGAAGCAACAGCTGATGCAAAIGIGCAGCAGCAG AG@

€ CA CAGCAAAAGCAGAGGAAGCAGAGGCAGCAGUAACAGA

AGCAAAGGCGGCTGCAGAGACAGCAGICAIGAAIGCAGCAANGGCAGITAIGCA
AGGOAGICAG CAICGGCAGCAGAAGUGGCAGCAW@
CACAGCAGCAAAGGCAIGTAGACACCGAGGCAARAGCAAAAGCAGCAGC
|AGCAGCAGCTGA|A'[@GCA’HCA}G@
ICAAICAAAAGCAAAAGCAACAGCATCAGCAGCARAGGCAGCGACAGAGGUA
AGAAG AG
AAGCAGAAGCAGCA IOAGAAIGCAGC GGCAIGCGGCAAAGGCGGCAGCC
ACAGCAGCAGAAGCAGCAGCICACAGAGCTGAAGCGGCAACAGAAGEAAR
AACAITCAGCAGAAACGGCRAARNACAGCAACAGCOAAAAGCAAAARCAGAAG
CAGAAAAAGCAGCAAAAGTGACAGUAACAGOAACAGIRGUAGCARCUAGUA
AGAGUAIGCAGCAGA CAGC A A
AGCAIGAARAGGCAGCAACAGCAACATCAAAAGCAAAAGCATICAGCAGARA
CAGCOCARAGCAAAAGCA CAGCAGCAIG[AAAAAGCA]GCA[GCA AAARGGC

&l

AGOAACIGGAAGCGGAICIGCAAAAGCAACAGCAGGAAAAACAGCAGAGGCA
GOAGCAGA GCACTbCGAGGTACGACAGTCCGAGAAG|AGGAGG %

AGCAACACATGATCAGGATAATTCAGTCGAACACCAT
@CTTCTAbAAGAAAAAGAAICCGGAlACGA_bAA[(_}AAAAjL\GMCA TG
BAAAGCAGCAACAIGCAICAGLGTGAALATICCGCAGGAAATGGCGAAGAA
TCCCOGAAAGARAARACTGCTAATGGITACAAATGAAAQTGCAATTACGIGAC
FKCKGTGKC[G‘G’C]AGCACGGCGGTCTCCCACACCACCT1CCCCTC’ITITGC|TTC

TTCITCTTGTTGCGTGTGCGGCTGCTGCTGCGGTGGTGGCCGCGTGA

Figura 5.1 — Mapeamento de Modulos na Sequéncia Tc00.1047053510377.134
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6. CONCLUSAO

Este trabalho se propds a criar uma metodologia para identificacdo de mddulos
formadores de sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas mosaicas do
Trypanosoma cruzi e constituintes do transcriptoma do parasito utilizando a ferramenta
BLAST.

O algoritmo para a metodologia foi implementado e executado com diferentes
combinagdes de parametros do BLAST a fim de comparagéo dos resultados obtidos. Como
medidas de comparacdo, foram utilizados o numero total de mddulos encontrados e 0s
valores médios de ocorréncia de modulos e de ocorréncia de modulos por sequéncia. Pela
observacdo dos resultados se concluiu que a metodologia provou ser eficaz para
identificacdo de mddulos formadores de proteinas mosaicas a partir das sequéncias
nucleotidicas que as codificam e que a combinacdo de desativacdo do filtro de regides de
baixa complexidade, alto valor de E-value, ligeira elevacdo do tamanho inicial de palavra
em relacdo ao valor padréo e sistema de pontuacdo de nucleotideos padrdo apresentou 0s
melhores resultados para a familia de proteinas MASP do T. cruzi.

A partir dos resultados obtidos se concluiu também que foi confirmada a estrutura
mosaica das proteinas da familia MASP, visto que o mapeamento dos modulos
encontrados possibilitou a visualizacdo desses em todas as sequéncias da familia com uma
média de 42 mddulos por sequéncia.

E proposto como trabalho futuro a comparagdo dos resultados obtidos neste
trabalho com os encontrados por Gomes & Souza (2008), cuja identificacdo de modulos de
proteinas mosaicas do T. cruzi se baseia no proteoma do parasito.

Como foi observada a sobreposicdo e ocorréncia em série de alguns modulos, é
proposto como trabalho futuro ainda o estudo da ocorréncia condicional de modulos, ou
seja, da possibilidade de ocorréncia de um modulo estar condicionada a ocorréncia de
outro, o que possibilitaria o refinamento dos resultados obtidos neste trabalho por meio da
redefinicdo como maddulo unico de mddulos que se sobrepdem ou que ocorrem sempre em
série. Além disso, o estudo da ocorréncia condicional de modulos e da presenca de um
mesmo conjunto de modulos em diferentes sequéncias pode trazer informacGes

importantes para estudiosos do T. cruzi e da Doencga de Chagas.



APENDICE - Mapeamento de Sequéncia

Este apéndice apresenta 0 mapeamento dos mddulos encontrados na familia MASP
do T. cruzi e das posi¢cBes em que ocorrem na sequéncia que apresenta maior nimero de
maodulos (183).

Tc00.1047053510377.134

GCGATGATGATG 4 15
CGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCTCTGCGTG 22 51
TTGCGGCCGATG 62 73

TGCGGCCGATGG 63 74

GATGTTGTTGTT 76 87

TGTTGTTGTTTCTG 78 91

GTTGTTTCTGGTG 82 94

TTCTGGTGGGGA 87 98

AACAGTCTGAAA 103 114

TATTCCAGTTGC 123 134

AGATTGCAGGAAA 136 148
AAAGGCAGCAGCA 186  198b
GGCAGCAGCAGA 189 200
GCAGCAGCAGAAGCAGCA 190 207
AAGCAGCAGAAA 200 211

CAGCAGAAACAG 203 214
AGCAGAAACAGC 204 215
AACAGCAACAGC 210 221
ACAGCAACAGCA 211 222

AACAGCAAAAGCA 216 228
GCAGAGGCAGCAGC 235 248

GGCAGCAGCAAC 240 251
GCAGCAACAGAA 244 255
GAGACAGCAGCA 271 282
CAGAAGCAGCAA 281 292
GCAGCAAAGGCA 286 297
CAGCAAAGGCAG 287 298
AAAGGCAGCAGCA 291 303
GGCAGCAGCAGA 294 305
GCAGCAGCAGAGGC 295 308
CAGCAGAGGCAG 299 310
GCAGAGGCAGCAGC 301 314
CGGCAGCAGAAG 317 328
GAAGCGGCAGCAG 325 337
GGCAGCAGCAGA 330 341
GCAGAAGCAAAA 337 348
GAAGCAAAAACA 340 351
CAAAAACAGCAG 344 355

AAAAACAGCAGC 345 356



CAGCAGCCACAG
GCAGCAAAGGCA
CAGCAAAGGCAG
GCAAAAGCAAAA
AAGCAAAAGCAG
CAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAG
AGCAGCAGCTGA
CAGCAGCAACAA
AGCAGCAACAAA
CAACAAAAGCAA
ACAAAAGCAACA
AAAAGCAACAACA
AACAACAGCATCA
CATCAGAAGCAG
CAGAAGCAGCAA
AGCAGCAACAAA
CAACAAAAGCAA
GCAAAAGCAACAG
CAGCATCAGCAG
GCATCAGCAGCA
GCAGCAAAGGCA
CAGCAAAGGCAG
AGCAGCAGCAAA
GCAGCAAAGGCA
CAGCAAAGGCAG
AAAGGCAGCAGCA
CAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAG
AGCAGCAGCAAA
GCAGCAGCAAAA
CAGCAGCAAAAG
AAAAGCAGAAGA
AAGCAGAAGAAG
AGCAGAAGAAGCA
CAGAAGAAGCAG
AGAAGCAGCAGC

350
361
362
385
389
398
401
405
419
420
425
427
429
435
443
446
450
455
463
473
475
481
482
504
508
509
513
518
521
524
528
529
530
537
539
540
542
558

GCAGCAGCAGAAGCAGCA

CAGAAGCAGCAA
GCAGCAAAGGCA
CAGCAAAGGCAG
GCAAAGGCGGCA
AGAAGCAGCAGC
CAGCAGCCACAG
CGGCAACAGAAG
GAAGCAAAAACA
AAACATCAGCAG
AAAAACAGCAACA

569
574
575
589
612
617
638
646
653
672

361
372
373
396
400
409
412
416
430
431
436
438
441
447
454
457
461
466
475
484
486
492
493
515
519
520
525
529
532
535
539
540
541
548
550
552
553
569
562
580
585
586
600
623
628
649
657
664
684

42
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AACAGCAACAGC
ACAGCAACAGCA

AACAGCAAAAGCA

GCAAAAGCAAAA
CAAAAGCAAAAA
GCAAAAACAGAA
GAAGCAGAAAAA
GAAAAAGCAGCA
GCGACAGCAACA
CGACAGCAACAGC
ACAGCAACAGCA
AGCAACAGCAAC
AACAGCAACAGC
ACAGCAACAGCA
AGCAGCAGCAAC
AGCAGCAACAGC
GCAGCAACAGCA
AGCAACAGCAAC
AACAGCAACAGC
ACAGCAACAGCA
CAGCAGCAGCAG
GCAGCAGAAAAG
GAAAAGGCAGCA
AAGGCAGCAACA
GGCAGCAACAGC
GCAGCAACAGCA
AGCAGCAGCAAA
GCAGCAGCAAAA
CAGCAGCAAAAG
AGCAGCATCAGC
CAGCATCAGCAG
GAAAAGGCAGCA
AAGGCAGCAACA
GGCAGCAACAGC
GCAGCAACAGCA
AGCAACAGCAAC
TCAGCAGAAACA
CAGCAGAAACAG
AGCAGAAACAGC
CAGAAACAGCCA
AAGCAAAAGCAG
CAGCAGCAGCAG
GAAAAAGCAGCA
GCAGCAGAAAAG
AAAAGGCAAAAG
AGGCAAAAGCAG
AAAAGAAGCAGA
AGAAGCAGAAGA
AAGCAGAAGAAG

675
676
681
685
686
691
700
706
721
722
724
726
729
730
738
741
742
744
747
748
755
760
766
769
771
772
780
781
782
795
797
808
811
813
814
816
844
845
846
848
860
869
880
889
896
899
918
921
923

686
687
693
696
697
702
711
717
732
734
735
737
740
741
749
752
753
755
758
759
766
771
7
780
782
783
791
792
793
806
808
819
822
824
825
827
855
856
857
859
871
880
891
900
907
910
929
932
934
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AGCAGAAGAAGCA
CAGAAGAAGCAG
AAGAAGCAGCAG
AAGCAGCAGAAA
AACAGAAGAAGA
AGAAGAAGAAAA
GAAGAAGAAAAAG
GAAGAAAAAGCAA
AACAGCAAAAGCA
AAGCAGCAGCAA
AGCAGCAGCAAC
AACGGAAGCGGA
GCAAAAGCAACAG
CAGCAGAGGCAG
GCAGAGGCAGCAGC
GGCAGCAGCAGA
AGCAGAAGCACT
AGGAGGTAAAAA
AAAAACAGCAACA
TCAGGATAATTC
CTGGAGAAAAAC
AGAAAAACAAGA
GAAAAACAAGAG
CAAGAAAAAGAA
ACGACAAGAAAA
CAAGAAAAAGAA
GAAAAAGAACAG
AACAGCATGAAAA
GCATGAAAAGCA
ATGAAAAGCAGCA
AAAAGCAGCAACA
GCAGCAACACCA
CAACACCAACAG
CAACAGCGTGAA
AACATTCCGCAG
CCGCAGGAAATG
CCGAAAGAAAAA
CGAAAGAAAAAA
GAAAGAAAAAAC
TGGTACAAATGC
TACAAATGCAAC
GACGACAGTGAC
GACAGTGACGGC
CCCCTCTTTTGC
TTCTTGTTGCGT

924

926

929

932

948

951

952

955

975

995

996

1005
1018
1040
1042
1047
1053
1088
1095
1113
1139
1143
1144
1162
1179
1183
1186
1193
1197
1199
1202
1206
1210
1216
1226
1232
1255
1256
1257
1275
1278
1300
1303
1340
1358

GTGGTGGCCGCGTGA 1387

936

937

940

943

959

962

964

967

987

1006
1007
1016
1030
1051
1055
1058
1064
1099
1107
1124
1150
1154
1155
1173
1190
1194
1197
1205
1208
1211
1214
1217
1221
1227
1237
1243
1266
1267
1268
1286
1289
1311
1314
1351
1369
1401
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ANEXO — Parametros do BLAST

Esse anexo apresenta a relacdo dos parametros do BLAST usados para 0 BLASTN,
indicando para cada um o valor padrdo que é utilizado caso ndo seja explicitamente
definido e os programas do BLAST que o utilizam (NCBI, 2008b).

-a [inteiro]

Padréo: 1 Programas: Todos
Define 0 numero de processadores a ser utilizado.

-A [inteiro]

Padréo: blastn 0, outros 40 Programas: Todos
Define o tamanho da janela de hits maltiplos. Quando o BLAST ¢é definido para 0 modo

duplo-hit, essa opcao requere dois hits de palavra na mesma diagonal estarem [inteiro]
letras uma da outra para estender de alguma delas. Quanto maior o [inteiro], mais sensivel
sera 0 BLAST. Definir [inteiro] como zero define o comportamento padréo de 40, exceto

para 0 BLASTN, cujo padrdo € o hit de palavra Unica.

-b [inteiro]

Padrao: 250 Programas: Todos
Trunca o relatério para [inteiro] alinhamentos. Nao ha aviso quando se excede esse limite,
logo é geralmente bom definir um [inteiro] muito alto a ndo ser que se esteja interessado

apenas nos melhores hits.

-B [inteiro]

Padréo: 0 Programas: blastn, tblastn
Especifica o nimero de queries concatenadas.

-d [banco de dados]

Padréo: nr Programas: Todos
Identifica o banco de dados a ser buscado. [banco de dados] ja deve estar formatado pelo
formatdb. Pode-se combinar multiplos bancos de dados em um unico banco de dados
virtual colocando-se os bancos de dados individuais entre aspas. N&do se pode misturar
bancos de dados de nucleotideos e aminoacidos. As estatisticas reportadas sdo baseadas
nos tamanhos dos bancos de dados combinados. Bancos de dados virtuais podem exceder

os limites de tamanho de arquivo impostos pelo sistema operacional.



-e [numero real]

Padréo: 10 Programas: Todos
Define o limiar do E-value para manter alinhamentos. Esse valor descreve a frequéncia
com que um alinhamento com uma dada pontuacdo € esperado de acontecer

aleatoriamente.

-E [inteiro]

Padréo: blastn 2, outros 1 Programas: Todos
Define a penalidade para extensdo de um gap. O parametro -G controla a penalidade
inicial de abertura de um gap. O valor padrdo de penalidade de gap para programas que

néo o blastn depende da matriz de pontuacé&o.

-F [T/F], -F [string]

Padréo: T, ver abaixo Programas: Todos
Filtra a sequéncia query para subsequéncias de baixa complexidade. A filtragem de
complexidade é geralmente uma boa idéia, mas pode quebrar HSPs longas em vérias HSPs
menores devido a segmentos de baixa complexidade. Isso pode fazer com que alguns
alinhamentos caiam abaixo do limiar de significancia e sejam perdidos. Para prevenir isso,
desativa-se o filtro (ndo recomendado) ou se usa mascaramento em que o filtro somente é

usado na fase de semeamento de palavras, mas ndo na fase de extenséo.

-g [T/F]

Padréo: T Programas: blastn, blastp, blastx,
tblastn
Realiza alinhamento com gaps. Definindo como F invoca o estilo mais antigo, sem gaps,

de alinhamento.

-G [inteiro]

Padréo: blastn 5, outros 11 Programas: Todos
Penalidade inicial para abrir um gap. Penalidades para extensédo do gap séo controladas
pelo parametro —E. -G 0 invoca o comportamento padréo, e definir —G como zero é
impossivel a menos que —g F seja definido, o que desabilita o alinhamento com gaps. As
penalidades de gap padrdo para programas que ndo o blastn dependem da matriz de

pontuacéo.
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-i [arquivo de entrada]

Padréo: stdin Programas: Todos
Se —i ndo € incluido na linha de comando, 0 BLAST espera entrada do stdin (ou seja, ele

ird esperar indefinidamente até que o usuario informe um arquivo FASTA pelo teclado). Se
0 arquivo de entrada contém multiplas sequéncias, 0 BLAST executara em cada sequéncia

em ordem, e a saida contera relatorios concatenados do BLAST.

1 [T/F]

Padréo: F Programas: Todos
Mostra os nimeros de identificacdo GenlInfo (GI) nas linhas de definicdo. Um GI é um

identificador numérico Unico dado para uma sequéncia no GenBank.

-K [inteiro]

Padréo: 0 — Desativado Programas: Todos
O ndmero de melhores hits a manter de uma regido. Essa opg¢do é Gtil quando se deseja

limitar o numero de alinhamentos que podem se aglomerar em uma sesséo da query. E
mais Gtil quando os valores de —b ou —v sdo baixos, e os alinhamentos abundantes fazem
com que alinhamentos com pontuacdo mais baixa sejam retirados do relatério. Se ativado,

o valor de 100 é recomendado.

-L [string]

Padréo: Opcional Programas: Todos
O local na sequéncia query. Essa opgdo permite que a busca seja limitada a uma

subsequéncia da sequéncia query. Por exemplo, para buscar apenas as letras de 21 a 50,
adicione o parametro —L “21,50”. Os alinhamentos ndo se estenderdo fora da regido

especificada.

-0 [arquivo de saida]

Padréo: Opcional Programas: Todos
Determina um arquivo de saida para os resultados da busca. Caso ndo seja usado, a saida é

impressa no stdout.

-p [nome do programa]

Padrdo: Nenhum: parametro Opgodes: blastn, blastp, blastx, tblastn,
obrigatorio tblastx, psitblastn
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-P [0/1]

Padréo: blastn 1, outros 0 Programas: Todos
Especifica o algoritmo de hit duplo ou hit Gnico. A opc¢do hit duplo necessita de dois hits
de palavra na mesma diagonal para estender a partir de qualquer delas. Quando definido no
modo hit duplo, o pardmetro —A especifica quao proximo os dois hits devem estar para

iniciar a extensdo. —P 0 especifica hit duplo; -P 1 especifica hit Gnico.

-g [inteiro negativo]

Padréo: -3 Programas: blastn
Define a penalidade para uma desigualdade de nucleotideos. Ver também —r. A escolha de
[inteiro] para —q e —r € muito importante porque eles determinam as frequéncias alvo. Os

valores padrdo —r 1 —q -3 séo mais efetivas para alinhar sequéncias que séo 99% idénticas.

-r [inteiro]

Padréo: 1 Programas: blastn
Define a pontuacao para uma igualdade de nucleotideos. Veja o parametro —q.

-S[1.3]

Padréo: 3 Programas: blastn, blastx, tblastx
Determina qual fita das sequéncias baseadas em DNA sera buscada.
Opcoes:

1 — fita de entrada.
2 — complemento reverso da entrada.
3 —ambas.

-T [T/F]

Padréo: F Programas: Todos
Produz saida HTML com links do sumario no topo do relatério para os alinhamentos mais

abaixo.

-v [inteiro]

Padréo: 500 Programas: Todos
Define 0 nimero de sequéncias do banco de dados para as quais mostrar as descri¢des

resumo de linha Unica no topo do relatério do BLAST.
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-W [inteiro]

Padréo: blastn 11, outros 3 Programas: Todos
Define o tamanho da palavra para a busca inicial de palavras. O valor minimo de palavra

para o blastn é 7. Tamanhos de palavras para blastp, blastx, tblastn e tblastx séo 2 ou 3.

-X [inteiro]

Padréo: blastn 30, outros 15 Programas: Todos, exceto tblastx
Define o valor X2 de dropoff para alinhamentos com gaps. O valor € medido em bits.
Valores menores de X2 resultam em terminacGes antecipadas de extensdes. O ajuste desse

parametro é geralmente desnecessario.

-y [inteiro]

Padréo: blastn 20, outros 7 Programas: Todos
Define o valor X1 de dropoff (em bits) para extensfes. Quando mais baixo X1 € definido,

mais curta sera a extensdo. E raramente necessario ajustar esse parametro.

-Y [namero real]

Padréo: 0 Programas: Todos
Tamanho efetivo do espaco de busca. E o tamanho do banco de dados multiplicado pelo
tamanho da query. Se —y ndo é definido ou € definido como zero os tamanhos reais do

banco de dados e da query sdo usados.

-z [nimero real]

Padréo: 0 Programas: Todos
Tamanho efetivo do banco de dados. Essa opcdo é util para manter a estatisticas
consistentes ao longo do tempo a medida bancos de dados crescem. Se —z ndo € definido

ou é definido como zero o tamanho real do banco de dados é usado.

-Z [inteiro]

Padréo: 25 Programas: Todos
Define o valor X3 de dropoff (em bits) para extensdes, mas € limitado pelo valor de X2.

Geralmente ndo é necessario ajustar esse parametro.
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