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Resumo

Diante da grande massa de dados que é gerada na area da genética molecular, é de
suma importancia que técnicas que possibilitem a organizacdo e interpretacao
desses dados sejam desenvolvidas e amplamente divulgadas. Inicialmente, neste
trabalho, foi realizada uma analise da composicao de trés sequéncias genéticas, das
espécies Bovina (Bos taurus), Caprina (Capra hircus) e Ovina (Ovis aries), em
seguida aplicamos técnicas de alinhamentos para identificacdo de similaridades
entre estas. Posteriormente, utilizamos a teoria das cadeias de Markov com estados
ocultos, HMM’s (Hidden Markov Models), na aplicacdo do problema de discriminacao
de regidbes homogéneas em sequéncias de DNA. Utilizamos o algoritmo de Viterbi
como uma ferramenta auxiliar para obtencao de regides homogéneas e em seguida
o algoritmo Baum-Welch para maximizar as probabilidades de uma sequéncia de
observacdes. Foram analisados trechos dos genes HSP70.1 e NRAMP-1 para trés

espécies diferentes.

Palavras-chave:.homogeneidade, HMM, sequéncias genéticas
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Abstract

Given the large amount of data that is generated in the field of molecular genetics, is
of paramount importance that techniques which allow the organization and
interpretation of such data be developed and widely disseminated. Initially, we
carried out a composition analysis of three gene sequences of the species: ox (Bos
taurus), goat (Capra hircus), and sheep (Ovis aries), then we applied alignment
techniques for identification of similarities between them. Subsequently, we used the
Markov Chain theory with hidden states, i.e. Hidden Markov Models (HMMs,
hereafter), in the application of discrimination problem of homogeneous regions in
DNA sequences. We used the Viterbi algorithm as an auxiliary tool to obtain
homogeneous regions, and then the Baum-Eelch algorithm in order to maximize the
probability of a sequence of observations. We analyzed portions of HSP70.1 and

NRAMP-1 genes for three different species.

Keywords: homogeneity, HMM, gene sequences
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CAPITULO 1

1. Introducao

1.1 Motivacao

Durante os ultimos anos ocorreu um avango acentuado no estudo da
evolugdo em nivel molecular devido ao desenvolvimento de técnicas para o
estudo do DNA, como por exemplo, o sequénciamento automatico de acidos
nucléicos (WATSON, 1992). O sequénciamento de DNA é um processo que
determina a ordem dos nucleotideos (blocos que constituem a molécula de
DNA) e a partir dessa ordem sao geradas as diversas caracteristicas presentes

nas espeécies.

Em 25 de Abril de 1953, James Watson e Francis Crick publicaram
sobre a descoberta da molécula de DNA, o que mudou a histéria da ciéncia.
Nesta época, ja se sabia que a molécula de DNA transporta as informacoes
genéticas e se conhecia sua composicao, porém ninguém nunca tinha sido
capaz de desvendar a sua estrutura. E esse desafio foi vencido por Watson e
Crick (WATSON & BERRY, 2005)

. O estudo de genomas completos teve inicio com a proposta de utilizar
a tecnologia de DNA para expandir o conceito basico de mapeamento genético
proposto por A. H. Sturtevant no comeco do século XX. O desenvolvimento de
mapas genéticos tem sido um dos objetivos dos geneticistas desde que foi
percebido que estas sao ferramentas de fundamental importancia nos estudos
de heranca genética. A construcdo de mapas genéticos foi viabilizada apo6s a
descoberta, no inicio do século passado, da ligacdao entre genes e da
localizagdo desses nos cromossomos (GRIFFIN et al, 2005).

Em meados da década de 80 houve uma grande revolugcdo na area da
genética médica quando mais de 1.000 genes que causam doengas no homem
foram mapeados. O sequénciamento genético completo de algumas espécies

permitiu observar que o numero de genes distintos necessarios para o
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desenvolvimento de um organismo complexo como o ser humano (< 40.000
genes) nao é muito maior do que o de um genoma de um eucarioto como a
planta arabidopsis (~25.000 genes) e, possivelmente, inferior ao de outras
plantas como o arroz (> 40.000 genes) (WATTERMAN, 1995).

Os seres vivos compartilham um sistema comum de armazenamento e
expressao da informagao genética e demonstram homologia (semelhanga com
base na proximidade evolutiva) em muitas estruturas, até mesmo nos proprios
genes. Com isso, percebe-se que estudos envolvendo a genética molecular
sao de grande valia para entender a proximidade que existe entre as espécies.

1.2 As pesquisas genémicas

A pesquisa gendmica tem como principal objetivo a caracterizacao
molecular de genomas na sua totalidade. Varios métodos vém sendo utilizados
recentemente em estudos de larga escala, os quais envolvem desde o
conhecimento do genoma completo de diferentes organismos, até o estudo de
um gene particular que possa ser responsavel pela expressdao de uma doenca
ou determinada caracteristica em questao (GIBSON & MUSE, 2004). Estas
pesquisas podem ser divididas em duas vertentes principais: a gendémica
estrutural, caracterizando a natureza fisica de genomas completos e a
gendmica funcional, caracterizando as regides codificadoras e padrdes globais
de expressao de genes (GRIFFITHS et al.,, 1999). A caracterizacao de
genomas completos é importante por dois fatores. O primeiro possibilita a
obtencdo da visdo global da arquitetura genética de um organismo e, o
segundo, prové todos os dados para a descoberta de novos genes, como por
exemplo, 0os que estao relacionados ao surgimento de uma determinada
doenca (WATSON, 1992).

A andlise genética é possivel em qualquer organismo. As diferencas
genéticas que sdo comuns entre organismos da mesma espécie sao chamadas
de polimorfismos genéticos, enquanto que as diferencas genéticas acumuladas
entre espécies constituem as divergéncias genéticas. A informacao hereditaria

de todos os organismos vivos encontra-se presente nas moléculas de DNA
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(Acido desoxirribonucléico). O DNA é uma molécula que existe dentro das
células de todos os seres vivos, desde as bactérias, fungos e protozoarios até
0s animais e plantas, e contém as informacdes necessarias para formar um ser
vivo e para que ele possa se reproduzir. O DNA € como um codigo de letras,
que ao ser interpretado pela célula, produz os componentes que fazem parte
do nosso corpo. O DNA é constituido de duas cadeias complementares, cada
uma formada por quatro tipos de nucleotideos: adenina (A), guanina (G), timina
(T) e citosina (C) que sao ligados por pontos de hidrogénio. A localizagao fisica
do nucleotideo na sequéncia de DNA é denominada sitio (WATSON, 1992;
GRIFFITHS, 2000).

CI-Iril'ﬂil'l:E‘l o NI/H Ml:-*nina
);_ //O b /Nﬂ-‘?c{:
4 C\ - |
— M—H- i —N "
}q ¢ o \-
s \h 3 i

Figura 2: Representacéo da estrutura da ligagdo quimica das bases no DNA
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O gene é uma unidade hereditaria, situada no cromossomo, e que
determina as caracteristicas de um individuo. A totalidade de DNA numa célula
€ o genoma. Os genes sdo dispostos em uma ordem linear ao longo de
corpusculos filamentosos chamados cromossomos. A localizacao fisica de um
gene no DNA recebe o nome de locus. As variantes de um gene em um
determinado locus sdo chamadas de alelos. Grandes volumes de dados sao
gerados em pesquisas genéticas que tem, por sua vez, exigido o
desenvolvimento de métodos ligados a area de estatistica e de bioinformatica
para analise desses dados (WATTERMAN, 1995).

1.3 Mastite animal e seu impacto sobre a pecuaria

A mastite € considerada a doenca que acarreta os maiores prejuizos
econbmicos a producédo leiteira, pela reducdo da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria. Esta doenca € dada pela
inflamacédo da glandula mamaria que pode ser causada por muitos fatores,
sendo o0s agentes infecciosos, principalmente as bactérias, 0s mais
importantes. A mastite pode ser classificada como clinica ou subclinica. A
mastite clinica apresenta sinais evidentes, tais como: edemas, aumento de
temperatura, endurecimento, dor na glandula mamaria, grumos, pus ou
qualquer alteracdo das caracteristicas do leite. Na forma subclinica ndo se
observam alteracbes macroscopicas e sim alteragcdes na composicao do leite;
portanto, ndo apresenta sinais visiveis de inflamacdo da glandula mamaria.
(BRANT & FIGUEIREDO, 1994)

No Brasil pode-se afirmar que a mastite subclinica esta presente em boa
parte dos rebanhos leiteiros (MACHADO et al., 2000). A mastite subclinica
pode ser detectada pela contagem direta ou indireta de células somaticas no
leite. Estas sdo compostas basicamente por dois tipos de células de
descamacao do epitélio secretor e leucdcitos de origem do sangue, sendo que

estas se apresentam com elevadas concentragcées nos casos de mastite.
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No Brasil, segundo BRANT & FIGUEIREDO (1994), a mastite subclinica
caracteriza-se pela alta incidéncia, com indices variando de 44,88% a 97,0%, e
a reducao da producéao de leite situa-se entre 25,4% e 43,0%. A mastite € uma
doenca complexa. A resposta inflamatéria causada por esta doenga pode ser
causada, também, por fatores quimicos, fisicos ou traumaticos. Ela é
considerada uma doencga multifatorial, em que os fatores de risco podem estar
relacionados ao hospedeiro (condi¢cdes fisioldgicas e genéticas), ao
microrganismo patogénico e ao ambiente, que pode contribuir para a
ocorréncia da doenca (LEBLANK et al., 2006). As conseqiiéncias mais sérias
estao relacionadas com as perdas econémicas, acarretada pela diminuicdo de
qualidade e quantidade do leite, aumento nos custos de tratamentos e servigcos
veterinarios, e nos casos clinicos, no descarte de toda a producao de leite ou
até mesmo em casos extremos, na morte do animal (NONNECKE e HARP,
1988).

O California Mastitis Test (CMT) é um dos testes mais usuais para o
diagndéstico da mastite subclinica, sendo um indicador indireto da contagem de
células somaticas no leite. Este consiste na coleta de leite dos quartos
mamarios, individualmente, em uma bandeja apropriada, adicionando-se um
detergente anidnico neutro, que atua rompendo a membrana das células e
liberando o material nucléico (DNA), que apresenta alta viscosidade. De acordo
com a intensidade da reagéo classifica-se em: negativa (0), reagéo leve (+),
moderada (++) e intensa (+++) (FONSECA & SANTQOS, 2000).
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Figura 3: Animais com mastite em varios estagios da doenca

Imagens gentilmente cedidas pelo professor Rinaldo Aparecido Mota (Professor do
Departamento de Medicina Veterinéria - UFRPE)
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1.4 Melhoramento genético animal

O melhoramento animal tem por finalidade a utilizacdo da variacédo
genética entre os individuos, para aumentar qualitativa e quantitativamente a
producédo dos animais domésticos. O principal efeito do melhoramento genético
€ 0 aumento da heranca desejavel na populagcdo, ou seja, escolhendo-se
sempre 0s animais mais produtivos, o rebanho, como um todo, sera
beneficiado com um ganho genético, ou seja, a selecado de modo geral, tem o
objetivo de progresso e/ou fixacdo de alguma caracteristica de importancia.
Isso quer dizer que ela tem por finalidade, aumentar na populacédo, a
frequéncia de alelos favoraveis. Todo programa de melhoramento genético
deve visar a maior qualidade dos animais em termos de produtividade, como

também, maior qualidade do produto oferecido (TONHATI et al.,1996).

O fenétipo de um individuo nada mais é que o produto da interacédo
gendtipo e meio ambiente, e apesar de ter a fundamentacdo teorica
desenvolvida ha muitos anos, tem recentemente, recebido grandes
contribuicées que sdo, com a necessidade de melhoria genética imposta pelo
mercado, as principais responsaveis tanto pela expansdo quanto pelos
progressos genéticos que tém sido observados nas mais diferentes espécies
de animais domésticos explorados comercialmente. Contudo, a melhoria
genética se processa com base na escolha correta daqueles que participam, ou
melhor, daqueles aos quais € dada a possibilidade de participar, do processo
de constituicdo da geracao seguinte. Isso vale para a escolha dos individuos
que produzirdao filhos, ou mesmo, para escolha de racas, sendo assim
chamado a escolha dos individuos, de processo de selecao, que é importante
para melhoria de racas puras ou para cruzamentos; e a escolha de racas
propriamente dita que orienta e sinaliza o sucesso dos cruzamentos. (CRUZ &
REGAZZI, 2001)
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1.5 Genéticas da resisténcia a mastite e os genes candidatos

Devido ao grande numero de vias metabdlicas, moleculares e células
envolvidas na caracteristica de resisténcia. De forma mais geral, define-se a
resisténcia como sendo a habilidade que o hospedeiro tem de evitar a infeccéao
ou de rapidamente recuperar-se dela (DETILEUX et al., 2002). Num sentido
mais restrito, a resisténcia pode ser definida com sendo a capacidade do
animal em impedir o estabelecimento, sobrevivéncia e/ou desenvolvimento de

uma bactéria em particular (Richard & Riollet, 2006).

Existem, no entanto, recursos genéticos que, se forem identificados
adequadamente podem contribuir para os sistemas de producdo animal.
Muitos aspectos da forma do corpo, do funcionamento dos 6érgaos e dos
comportamentos dos animais e dos seres humanos sao transmitidos por
hereditariedade. Cada novo individuo recebe ao se formar um conjunto de
cromossomos do pai e outro da mae sendo restabelecido o numero de
cromossomos da espécie. Na reconstituicdo dos cromossomos, a
predominancia ou ndo dos genes para uma mesma caracteristica determinara

se ela sera expressa ou nao (VIDAL et al, 1993).

O estudo da genética molecular permite identificar genes com
responsabilidade de conferir determinadas caracteristicas. A resisténcia a
mastite, que é o principal problema de saude relacionado a producéao de leite,
tanto no Brasil quanto no mundo, visando o aumento da saude da glandula

mamaria.

Até o momento, apesar das constantes pesquisas em genética
molecular, ndo foi encontrado um gene que determine a resisténcia a mastite.
O que tém-se encontrado € um conjunto de genes, alguns altamente
polimérficos que conjuntamente sao responsaveis pela resposta imunoldgica
dos animais (GRIFFIN et al., 2005; LEYVA-BACA et al., 2008).
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Nas ultimas décadas varios estudos vém sendo realizados na espécie
bovina a fim de identificar regibes cromossémicas ou genes associados a
resisténcia a essa doenca. Na reconstituicio dos cromossomos, a
predominancia ou ndo dos genes para uma mesma caracteristica determinara
se ela sera expressa ou nao (LEYVA-BACA et al, 2008).

A proteina do complexo de choque térmico (Heat Shock Protein - HSP),
HSP70-1 tem demonstrado sua acao de protecao a célula pela termo-tolerancia
e habilidade coadjuvante em apoiar a sobrevivéncia da célula ao estresse
oxidativo, estando envolvidas em varios processos essenciais para a funcao
celular e em diferentes aspectos da reprodugcdo em muitas espécies
(ADAMOWICZ et al., 2005). Estudos ja demonstraram que a variabilidade
existente entre as racas de determinadas espécies pode ser explorada com o
objetivo de obter animais adaptados ao estresse térmico, baseando-se nos
mecanismos celulares que os detém (HANSEN, 2004).

Considera-se também como um fator de resisténcia natural associado a
macrofagos (Natural resistance — associated macrhophage protein - NRAMP),
o qual possui acao de resisténcia contra organismos intracelulares. A partir de
alguns estudos, foi sugerido que a proteina formada teria fungdo na membrana
fagolisossomal como uma concentradora de produtos oxidativos, mediando
atividades contra os parasitas ingeridos dos macréfagos infectados (VIDAL et
al., 1993). Experimentos demonstraram que vacas resistentes produziram mais
NRAMP-1 que as susceptiveis, e que a expressao da razao dessa proteina foi
alta em vacas resistentes sendo possivel a aplicacdo da selecdo para
resisténcia a mastite em vacas antes de serem infectadas baseando-se na
expressdao do NRAMP-1 (JOO et al., 2003).

O gene BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen), que se localizam no
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC — Major Histocompatibility
Complex) do genoma bovino e que sdo altamente polimoérficos, estao
envolvidos nos processos celulares relacionados ao sistema imunolégico dos
animais. Eles sao responsaveis por codificar as proteinas presentes na
superficie das células e envolvidas na relacao entre antigenos e anticorpos. O
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extenso polimorfismo dos genes BoLA dificulta uma genotipagem correta dos
animais. O gene BoLA-DRB3 desta familia esta envolvido no processo
molecular de resisténcia a mastite (SHARIF et al., 2003).

O loco BoLA tem sido amplamente estudado nos ultimos 20 anos em
razdo de sua influéncia sobre as caracteristicas produtivas e as relacionadas a
saude animal. O efeito sobre a saude animal pode ser resultante da acao direta
dos alelos BoLA sobre as fungdes imunoldgicas. O produto do gene BolLA-
DRB3 é uma proteina relacionada com a formagdo do complexo antigeno-
anticorpo associada com a resposta imunolégica especifica (STEAR, et al,.
1989).

1.6 Comparacao de sequéncias genéticas

O objetivo principal em se comparar os genes de varias espécies €
avaliar o grau de similaridade (ou diferenca) entre eles. Quanto mais parecidas

forem duas espécies, mais semelhantes serdo seus genes.

O gene escolhido para suporte das anadlises filogenéticas deve estar
desempenhando a mesma fungéo nos diferentes organismos avaliados. Genes
que adquirem novas funcdes em uma determinada espécie estdo sujeitos a
novas pressdes evolutivas e por isto acumulam diferencas numa velocidade
diferente. Desta maneira é possivel construir a histéria evolutiva dos genes cuja
funcdo foi conservada e em seguida correlacionar estes resultados com a

histéria evolutiva das espécies.

A analise de sequéncias genéticas revolucionou o estudo de varias
areas de pesquisa. E comum hoje a estimativa de arvore filogenéticas
relacionando organismos com base na similaridade dos seus genes e ndo da
sua morfologia. As informacdes até o momento apreendidas dos projetos
genoma sao inumeras. Por exemplo, comparacées de seqliéncias génicas
revelaram que proteinas altamente similares s&o codificadas nos genomas de
organismos tao distantes evolucionariamente quanto a levedura e os seres

humanos.
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1.7 Alinhamentos

Com o objetivo de entender o quanto duas seqiiéncias sdo semelhantes,
utiizam-se métodos de comparagdo de cadeias de simbolos, e que
genericamente sdo conhecidos pela designacédo de alinhamento de seqiéncia.

Um problema de importancia em Biologia Molecular é realizar um estudo
comparativo de um conjunto de sequéncias de bases nitrogenadas ou de
aminoacidos. Uma maneira de efetuar a comparacdo destas sequéncias é
calcular um alinhamento entre elas. Intuitivamente falando, um alinhamento é
uma maneira de inserir espacos nas sequéncias de forma que elas fiquem com
0 mesmo comprimento e, possam, desta maneira, ser facilmente comparadas.
(BRITO, 2001)

Em geral, as moléculas que se consideram em alinhamentos séo
moléculas de DNA, de RNA e de proteinas. Como tais moléculas sdo polimeros
que podem ser representadas de maneira facil por uma sequéncia de
caracteres, comparar moléculas resume-se, na pratica, a fazer uma

comparacao das sequéncias correspondentes.

O problema de encontrar alinhamentos entre sequéncias ocupa uma
posicdo de destague em Biologia Computacional: alinhamentos sdo usados
para comparacdes de sequéncias, para construcdo de arvores evolutivas
(“arvores filogenéticas”) e para predicdo de estrutura secundaria de moléculas
de RNA e de proteinas (BRITO, 2003).

Uma vez realizado o sequenciamento, é preciso identificar e agregar
informacdo a sequéncia. A melhor maneira de fazer isto € comparar a
sequéncia com sequéncias ja conhecidas. Para isso, € feito o alinhamento par
a par com um banco de dados. Uma vez que um conjunto se sequéncias foram

alinhadas, sera possivel encontrar as seguintes caracteristicas:

v Identidade: nimero que indica a quantidade de nucleotideos alinhados
v' Similaridade: considera a probabilidade do alinhamento ter ocorrido por
acaso (e-value). Considera todos os outros possiveis alinhamentos

v Homologia: dividem a mesma ancestralidade com significado evolutivo
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No contexto de evolucdo as sequéncias de DNA sofrem mutagcbes. Estas
modificagdes locais entre os nucleotideos podem ser:

v Inserc¢oes: insercao de uma base ou varias bases na sequéncia
v"  Deleg¢oes: delecao de uma base ou mais bases na sequéncia
v Substituicoes: substituicdo de uma base por outra

Considerando X ={A,C,T,G} o alfabeto correspondente as bases

nitrogenadas presentes em sequéncias de DNA e que sobre ¥ sao fragmentos
de DNA de alguma espécie em andlise ou que ¥ é o alfabeto correspondente
ao conjunto de aminoacidos e que uma sequéncia sobre ¥ e uma proteina (ou
fragmento de uma proteina).

Com o intuito de entender como se da a realizagdo de um alinhamento

consideremos o seguinte: Seja k um inteiro positivo e s,,s,,...,s, varias
sequéncias sobre X. Um alinhamento A de s,,s,,...,s, € uma matriz A=(A;)

de dimensodes kxn.

Considerando como um alinhamento A de s,,s,,...,s, a matriz A=(A,) de

dimensdées kxn tal que, para cada i, existe um conjunto

J. =4 joseer g, fAlon}, como j < j, << j, e tal que A,A,-A, =s, €

ijn,
tal que para todo je{l...n}-J,, temos A, =|®]. Dizemos que dois
caracteres s.[j]=s,[;] estdo alinhados em A se s.[j]=s,[;’] estdo na mesma

colunade A.

Uma vez que n sequéncias sao alinhadas €& possivel obter uma
propriedade de fundamental importancia para realizar uma indicacao inicial de
determinada caracteristica que esta sendo analisada, no caso, a mastite.

A seqUiéncia consenso refere-se a regiao de consenso em sequéncias
alinhadas de forma a maximizar suas homologias. Para que uma seqliéncia

seja aceita como consenso, cada base individual deve ser razoavelmente
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predominante na respectiva posicdo. Estando alinhadas n sequéncias, ao final
desse alinhamento, sera identificada uma nova sequéncia com as
similaridades, polimorfismo e os gaps (espacos inseridos na sequéncia
consenso quando nao é possivel identificar a combinacao entre o alinhamento
das sequéncias que estdo sendo alinhadas). A sequéncia consenso é de
fundamental importancia para identificar que individuos que sofrem mutagdes
nessas sequéncias normalmente expressam menos uma dada caracteristica

num determinado gene.

1.8 Alinhamento global e local

O alinhamento global tem como objetivo tentar alinhar as sequéncias
completamente, usando 0 maximo de caracteres possiveis em toda a extensao.
Sequéncias que possuem alguma similaridade e aproximadamente o mesmo

tamanho s&o candidatas convenientes para alinhamento global (Figura 4).

AGTACCTGUTGAGETA

IR | |
ATGACTTCGAMAGTGC

Figura 4: Exemplo de alinhamento global entre duas seqiiéncias

Em alinhamentos locais, segmentos das seqliéncias com as mais altas
densidades de coincidéncias sdo alinhados, gerando uma ou mais ilhas de sub-
alinhamentos nas sequéncias. Alinhamentos locais sdo mais apropriados para
alinhar seqiéncias que sao similares ao longo de um trecho de suas
seqUéncias e mas dissimilares em outros trechos, ou entdo, seqliéncias que
diferem muito no tamanho ou que compartiham uma regido ou dominio

conservado (Figura 5).

AAGGGETAGCCGTAGCC

LEE T 1T
AAGAGTAGCGTTGGCC

Figura 5: Exemplo de alinhamento local entre duas seqiiéncias
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1.7 Medidas de distancias entre sequéncias genéticas

A distancia genética € uma medida da diferenca de material genético
entre diferentes espécies ou individuos da mesma espécie ou ndo. Uma das
formas de conhecer a relagdo que existe entre determinadas espécies é
através do calculo da distadncia entre sequéncias de DNA. Ao comparar 0
percentual da diferenca entre genes ou sequéncias de DNA de funcgéo
desconhecida de diferentes espécies, um valor pode ser obtido, tal medida é a
medida da distancia genética. Dependendo da diferenca, a distancia genética
pode ser usada como uma ferramenta para construcdo de dendogramas
mostrando a arvore filogenética das espécies em estudo. A utilizacdo da
distancia genética € uma técnica de grande importancia nos programas de
melhoramento genético, pois fornece informagcdes Uteis na caracterizacao,

conservacao e utilizacdo dos recursos genéticos disponiveis.

A analise de divergéncia genética entre qualquer espécie pode ser
dividida de forma simplificada nas seguintes etapas:

escolha dos gendtipos a serem analisados;
obtencao e sistematizacao dos dados;

)
)
c) definicdo da medida de similaridade ou dissimilaridade a ser estimada;
) escolha do método de agrupamento

)

interpretacao dos resultados a partir da definicao fisica e /ou bioldgicas.

A seguir, serdo abordados dois tipos de medidas de distancia entre
sequencias de DNA, que sao bastante utilizadas: Jukes-Cantor 69 e Kimura 80.

Distancia de Jukes-Cantor - JC69

Dentre os modelos desenvolvidos com o objetivo de determinar a distancia
evolucionaria entre sequéncias de DNA, o primeiro € mais simples foi proposto
em 1969 por Thomas H. Jukes e Charles R. Cantor. Neste modelo, assume-se
que as transicdes (trocas entre bases do tipo purinas: adenina e guanina)
ocorrem com a mesma probabilidade que as demais substituicoes de
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nucleotideos (transversdes). Através deste modelo, obtém-se uma féormula que
determina o numero d estimado de substituicbes de nucleotideos por sitio ou

distancia evolucionaria:
3 4
d=——In|1—-—p |, (1)
4 ( 37 )

Em que p = proporgéo de diferengas de nucleotideos observada entre as
duas sequéncias (numero de substituicbes observadas dividido pelo ndmero

total de sitios de nucleotideos comparados).

Esta férmula leva em consideragcdo as substituicoes que nao sao
evidentes (ndo observadas, isto é, substituicdes multiplas), convertendo a
proporcao p em uma distancia evolucionaria d.

Distancia de Kimura 80

A distdncia de Kimura (1980) €& baseada em seu modelo de dois
parametros. E composto por algumas férmulas simples que permite estimar a
distancia em termos do numero de substituicbes de nucleotideos (e, também,
as taxas de evolugao, quando as divergéncias sdo conhecidas). Ao comparar
um par de sequéncias de nucleotideos, distinguimos as diferencas entre as
sequéncias das espécies em estudo.

K80=—%ln(1—2-p—2-q)—iln(1—2-q) (2)

Em que p = proporcao de sitios' na sequéncia de DNA;
q = proporcao de sitios que mostram diferengas transversais

'Sito & definido como a localizagéo fisica dos nucleotideos na sequéncia de DNA.
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As duas distancias mostradas anteriormente serdo consideradas para as
analises posteriores, pois as mesmas sao indicadas quando tem-se sequéncias

de diferentes tamanhos a serem analisadas.

1.9 Analises descritivas

A andlise descritiva de uma sequéncia genética ou andlise da
composi¢do € uma forma de representar, através de tabelas as freqiéncias das
bases de nucleotideos em cada organismo que esta sendo comparado. A
sequéncia consenso também é representada através de uma tabela e assim é
possivel comparar dentre as espécies analisadas, qual apresenta maior
semelhanca em termos de freqiéncia com a sequéncia consenso que como ja
foi discutido anteriormente é uma caracteristica utilizada para indicar espécies
que expressam determinadas caracteristicas com maior probabilidade que

outras.

1.9 Métodos de agrupamentos

Os métodos de agrupamento tém por finalidade separar um grupo
original de observagcbes em varios subgrupos, de forma a obter
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre os subgrupos (MINGOTI,
2005). Dentre estes métodos, os hierarquicos e os de otimizacdo sao

empregados em grande escala para na area de melhoramento genético.

Nos métodos hierarquicos, os genétipos sado agrupados através de um
processo que se repete em varios niveis, sendo estabelecido um dendrograma,
Uma forma de representar a estrutura de agrupamento com base na distancia
entre os pares de genétipos é definida por CRUZ & REGAZZI (2001).

Existem varias formas de representar esta estrutura de agrupamento,
tais como: o método do vizinho mais préoximo, o método do vizinho mais
distante, método de agrupamento pareado ndo ponderado baseado na média
aritmética - UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages),

método de Ward, dentre outros. O método UPGMA é a técnica mais simples
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para construgcdo de arvores filogenéticas. Ele foi desenvolvido para a
construgcdo de arvores que apresentem similaridade nas unidades taxondmicas

que se deseja comparar (Graur & Li, 1999).

O método UPGMA apresenta vantagem sobre os demais métodos por
considerar médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, o que evita
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre os individuos
considerados (CRUZ; CARNEIRO, 2003). Esse método foi utilizado por ser
um dos mais usados na pratica e pela facilidade de ser encontrado nos

mais diversos programas computacionais.

Existem diversas técnicas estatisticas que sao utilizadas com a
finalidade de separar determinadas caracteristicas em uma dada populacédo. A
analise de agrupamento foi usada primeiramente por Tyron em 1939 e tem
como principal objetivo dividir os elementos de uma amostra ou populagédo, em
grupos de forma que os elementos pertencentes a um mesmo grupo sejam

similares entre si.

1.10 Bioinformatica

A bioinformatica € uma area interdisciplinar que envolve a biologia,
informatica, matematica e estatistica. A bioinformatica tem como principal
objetivo a organizacdo de dados de uma maneira que permita aos
pesquisadores acessar as informacdes existentes e submeter novos dados
assim que sao produzidos. Entretanto, as informagcdes armazenadas em
bancos de dados por si sé ndo sdo muito Uteis se ndao forem analisadas de
forma correta. Portanto, um segundo objetivo da bioinformatica consiste em

desenvolver ferramentas e recursos que ajudem na analise dos dados.

Os bancos de dados biol6gicos contém diversas informagbes sobre
sequéncias e estruturas de varias espécies. Essas informagdes sdo geralmente
armazenadas em bancos de dados publicos e varios pesquisadores podem ter
acesso. O GenBank é um banco de dados mundial e nele contém sequéncias

de DNA disponiveis publicamente de mais de 140.000 organismos diferentes.
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Essas seqliéncias sao obtidas principalmente através de submissdes de dados
de seqléncia de laboratérios individuais e submissées em lotes de projetos de
sequenciamento de grande escala. O GenBank é mantido pelo “National
Center for Biotechnology Information” (NCBI). O ultimo registro disponivel,
mostra que até o ano de 2008 existiam mais de 99 bilhdes de pares de bases
(99.116.431.942) e aproximadamente 99 milhées de sequéncias (98.868.465)
presentes no site do NCB (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

S NCBI  Resources @ HowTa My NCBI Sign In
- ©N@ Ll —
Hatianal Center for m Clear
Biotechnology Infarmation
Resources
T Welcome to NCBI Popular Resources
All Resources (A-Z) The Matiohal Center for Biotechnology Information advances science and BLAST
Data & Software health by providing access to biomedical and genomic information Bookshelf
Gene
DMA & RMNA Mare about the MCBI| Mission] Organization| Research| RSS Ganees
Dornains & Structures Nucleatide
Genes & Expression gMIIM_
rotein
Genetics & Medicine Genome PubChem
Genomes & Maps . Fubhted
5 1000 prokaryotic genomes are PubMed Certral
Haormology now completed and available in SHP
- the Genome database.
Literature

Figura 6: Home Page do NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov

O BLAST - “Basic Local Alignment Search Tool’ € a ferramenta
computacional de maior referéncia para a busca de similaridade em bancos de
dados de sequiéncias genéticas. FASTA e BLAST também sao algoritmos de
alinhamento. Pelo fato de usarem heuristicas (quantificacdo de proximidade a
um determinado objetivo), esses algoritmos, principalmente o BLAST, sao os
mais usados atualmente (ALTSCHUL et al., 1990).

O DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution) é um
software para analise de dados de biologia molecular e tem como objetivo a
manipulagdo, alinhamento e a aplicacdo de analises estatisticas em
sequéncias de DNA (Xia, 2002).

O Clustal W € um algoritmos muito utilizado para alinhamentos multiplos
de sequéncias de DNA (Thompson, 1994). O algoritmo consiste em trés

etapas:
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v' Alinhamentos par-a-par realizado entre todas as sequéncias no grupo
em estudo. Pontuagdes sdo utilizadas para se construir uma matriz de
distancias. Ao calcular essa matriz, 0 programa leva em consideracao a

divergéncia entre as sequéncias.

v' O alinhamento progressivo das sequéncias é feito, seguindo a ordem
dos ramos na arvore-guia. As sequéncias sao alinhadas das
extremidades até a raiz. Este alinhamento é feito de acordo com as

relagdes filogenéticas encontradas na arvore filogenética(Figura 7).

v Uma arvore filogenética é construida a partir da matriz de distancias
utiizando o método de neighbour-joining que é o mais popular na
construcdo de arvores a partir de medidas de distancias genéticas
(SAITOU & NEI, 1987). Essa arvore tem ramos de diferentes tamanhos
(Figura 8).

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

Bos  AGAACGOGCTGGAGTCATACGCCTTCAACATCAAGAGCGCCGTRLAGGATCAGGGGCTEAAGGGCALCATCAGCGAGGCT
Capra ACAACGLGCTGGAGTCGTACGCCTTCAACATGAAGAGLGOCGTGEAGGATGAGGEECTGARGGGCAAGATCAGOGAGGCS
Oviz AGAACGOGCTGGACTORTACGCCTTCAACATCAAGAGCGCCETLAGGATCAGGGGCTCAAGGGCALCAT——————

EXEXXNFXEFEXEEREE FEXXFEXXEREEXRXEEXEXEXEREEEXEENEXXEREEEXEEREXRXEREREXEEENRE

Figura 7: Alinhamento realizado entre trés espécies no Clustal W
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Figura 8: llustragdo de uma arvore filogenética construida no Clustal W

1.11 Objetivos da dissertacao

A partir de uma necessidade de entender os fundamentos de genética,
da biologia molecular e de algumas andlises computacionais de sequéncias
genéticas e, com eles, aplicar métodos estatisticos e esquemas de analise para
buscar as interpretacdes que possam responder por varios fenémenos
presentes no nosso cotidiano. Esta dissertacdo tem por objetivo investigar os
polimorfismos de genes HSP70.1 e o NRAMP-1 associados a resisténcia a
mastite em trés espécies de mamiferos (bovinos (Bos taurus), Ovinos (Ovis
aries) e Caprinos (Capra hircus) e os fatores genéticos pertinentes por meio de
alinhamentos e métodos de distancias em sequéncias genéticas. Também é de
interesse realizarr uma aplicacdo do método de Cadeias de Markov Ocultas,
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com o objetivo de mensurar as probabilidades de transicdo entre bases de
nucleotideos numa dada sequéncia genética e consecutivamente encontrar
regidbes homogéneas em tais sequéncias (sequéncias mais provaveis). Por fim,
com uso do algoritmo de Baum-Welch buscaremos pelos melhores parametros

otimizando a probabilidade de observacdes de uma dada sequéncia.
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CAPITULO 2

Identificacao dos polimorfismos e agrupamento de sequéncias
dos genes HSP70.1 e NRAMP-1 em trés espécies candidatas ao
acometimento de Mastite®

Rita de Cassia de Lima Idalino®

Orientador: Prof. Dr. Kleber Régis Santoro?

Resumo: O estudo da genética molecular permite identificar genes com
responsabilidade de conferir resisténcia ou propensdo a algumas doencas
como a Mastite que é uma inflamacao da glandula mamaria que acomete os
mamiferos. Os genes HSP70.1 e o NRAMP-1 estdo envolvidos no processo
molecular de estresse a Mastite. O objetivo deste estudo foi realizar uma
analise dos polimorfismo em sequéncias de DNA de trés espécies de animais
(Bos Taurus, Ovis Aires e Capra Hircus) afim de conhecer o grau de
similaridade entre as espécies em estudo. Com uso de técnicas de alinhamento
de sequéncias genéticas foi possivel comparar as frequéncias de polimorfismos
bem como através do calculo das distancias genéticas JC69 e KM80 foi
possivel quantificar o distanciamento entre as espécies.

Palavras-Chave: alinhamento; leite; sequéncias genéticas.

Abstract: The study of molecular genetics can identify genes responsible for
conferring resistance or propensity for certain diseases such as mastitis which
is an inflammation of the mammary gland that occurs in mammals. The genes
HSP70.1 and Nramp-1 are involved in molecular stress to mastitis. The aim of
this study was an analysis of polymorphism in DNA sequences of three species
of animals (Bos Taurus, Ovies aires and Capra hircus) in order to know the
degree of similarity between these species. With use of techniques of genetic
sequences alignment was possible to compare the frequencies of
polymorphisms, and by calculating the genetic distances KM80 and JC69 was
possible to quantify the distance between the species.

Keywords: alignment; milk; gene sequences.
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1. Introducao

A pesquisa gen6mica é de grande interesse para diversas areas que
compdem uma populacdo. Por isso, o entendimento de como os genes
influenciam na aparicdo de determinadas caracteristicas € de grande
importancia para a criacao de métodos de diagndsticos e drogas apropriadas.
A maioria dos genes apresenta uma grande frequéncia de variacoes alélicas,
conhecidas como polimorfismos. Estas variacbes podem ser a chave para a
resisténcia que algumas espécies de animais apresentam a certas doencas
(BARBOSA, 2006).

Na producdo animal, dentre os problemas de sanidade, as doencas
infecto-contagiosas sdo as que mais se destacam. Uma das opcbes mais
promissora para a reducdo dos problemas causados pelas doencgas infecto-
contagiosas, além dos cuidados sanitarios, é a selecdo de animais resistentes.
Como ferramenta para a selecado de animais melhores adaptados e mais
produtivos pode ser utilizada a estratégia de genes candidatos, e para sua
escolha é importante caracterizar a expressao génica em animais resistentes e
susceptiveis as doencas (FONSECA 2008).

A genbmica animal é uma realidade presente nos programas de
melhoramento e os impactos das aplicagdes desses métodos podem ser
notados em varias areas da producao animal. O estudo da biologia molecular
representa hoje uma das areas de maior potencial para a realizacao de
pesquisas, considerando-se nao apenas sua grande relevancia clinica e
epidemiologica, mas também pela possibilidade de aplicacdo de ferramentas
estatisticas (COLLINGS et al, 1998).

No Brasil, a producdo de leite é uma atividade cada vez mais
competitiva. Portanto é importante quantificar e qualificar os fatores que podem
influenciar nesta producdo, buscando maior ganho, na tentativa de suprir a
demanda nacional. A selecao de individuos melhorados para acasalamento e
multiplicacdo repercute nos indices de produtividade e producdo (HOLT &
CARVALHO, 2007)
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O leite é considerado o mais nobre dos alimentos, por sua composicao
rica em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, proporciona
nutrientes e protecao imunolégica para o recém-nascido. O Brasil € o quarto
maior produtor de leite do mundo com cerca de 29 mil toneladas no ano de
2009, segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(United States Department of Agriculture - USDA).

Um dos fatores de maior influéncia sobre a producéo leiteira, tanto sob o
carater de sanidade animal quanto de resultados econémicos, sdo as doengas
que acometem os animais destinados a producao de leite, seus constituintes e
a sua qualidade. Dentre eles a mastite € a que possui a maior importancia para
os rebanhos, pois é tida como a doenca que produz 0S maiores prejuizos
econdmicos (Fonseca e Santos, 2000).

A Mastite € uma inflamacéao na glandula mamaria causada pelos mais
diversos agentes ambientais, no caso da mastite clinica, diversas bactérias. E
considerada uma das doengas mais comuns na pecuaria leiteira e que acarreta
diversos prejuizos aos criadores, pois ela diminui a producdo de leite,
compromete a qualidade deste, desvaloriza comercialmente o animal e pode
até causar a morte dele por infecgao irreversivel (RADOSTITS et al,. 2000).

A mastite provoca alteracées nos trés principais componentes do leite,
gordura, proteina e carboidratos. Enzimas e minerais também sao afetados. O
aumento da contagem de células somaticas (CCS) e as mudangas na
composigao do leite estdo diretamente relacionadas com a superficie do tecido
mamario atingido pela reacéo inflamatéria (SCHAELLIBAUM, 2000).

A Mastite € uma doenga infecciosa que tem o maior impacto negativo na
pecuaria leiteira. Segundo dados da Pesquisa de Orcamento Familiar,
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o consumo
per capita de leite de vaca no Brasil € de 27,05 litros por ano. De acordo com
informacdes da Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO), a producéo de leite para diferentes espécies, mostra o leite
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de vaca como a maior producdao mundial. Este é o leite mais utilizado na
producéo de laticinios devido as propriedades que possui, as quantidades que
se obtém, agradavel sabor, facil digestéo.

O controle preventivo de doengas como a Mastite proporciona um
aumento da produtividade, maior qualidade dos produtos e reducédo os custos
para o criador. O melhoramento genético animal auxilia no controle e até na
eliminacado de algumas doencas quando altera geneticamente populacdes de
animais aumentando a frequéncia de genes (ou alelos) e de gendtipos
desejaveis refletindo favoravelmente no mérito fenotipico médio de
caracteristicas destas populagdes que sejam importantes economicamente
(KOIYAMA, 2009).

Diferencas genéticas que sdo comuns entre organismos da mesma
espécie sdao chamadas de polimorfismo genético. A identificagdo bem como a
analise dos polimorfismos em determinados genes pode ter um impacto
positivo no melhoramento animal, principalmente em caracteristicas de

mensuracgao tardia e dificultosa para o pecuarista (LEWIN, 2001)

O objetivo deste estudo consiste em analisar as sequéncias completas
dos genes HSP70.1 (Heat Shock Protein) e o NRAMP-1 (Natural Resistance —
Associated Macrhophage Protein), sendo que estes possuem relagdo com a
expressdo da mastite. Especificamente, essa andlise serd realizada em
sequéncias genéticas de vacas, ovelhas e cabras e também sera feita uma
andlise de agrupamento para mostrar a proximidade existente entre as
espécies em estudo através de métodos de distancia genética e agrupamento.
Tanto o método de agrupamento bem como as distancias utilizadas sdo os

mesmos ja mencionados no capitulo introdutério desta dissertacao.
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2 Materiais e Métodos

A resposta de resisténcia € uma caracteristica complexa e varios genes
podem estar envolvidos na determinagdo desta fungédo. Assim, 0s genes
envolvidos na resposta imune tém sido apontados como fortes candidatos para
o fendtipo de resisténcia, sendo que os principais genes envolvidos com a
questdo da Mastite, analisados neste trabalho foram o HSP70.1 (Heat Shock
Protein) e o NRAMP-1 (Natural Resistance — Associated Macrhophage

Protein).

Foram analisadas seis sequéncias de DNA das espécias Bos taurus,
Ovis aries e Capra hircus relacionadas aos genes em estudo. Estas sequéncias
foram retiradas do Gen Bank no site do NCBI (Nactional Center for

Biotechnology Information - www.ncbi.nim.nih.gov). Em media cada sequéncia

possue 2000 pares de bases. Os alinhamentos para analise de composi¢cao
das sequéncias bem como a andlise de agrupamento foram realizados
utiizando a ferramenta ClustalW do software DAMBE (Data Analysis in
Molecular Biology and Evolution).

Com o alinhamento das sequéncias é possivel observar as regides onde
os nucleotideos se repetem, e desta forma é gerada uma sequéncia padrao
para comparagdao e analise dos polimorfismos, denominada sequéncia
consenso. ApOs a construgdo e andlise dos alinhamentos foi feito um estudo
descritivo com a composicao de cada sequéncia e com a similaridade entre as
racas mencionadas e com a sequéncia consenso, esta obtida a partir dos
pontos de similaridade no alinhamento.

3 Resultados e Discussoes

A partir dos alinhamentos das sequiéncias dos genes HSP70.1 e
NRAMP-1 das espécies Bos taurus, Ovis aries e Capra hircus, foi possivel
observar a presencga de pontos polimérficos com troca de nucleotideos, sitios

de delegdes, sitios de adicao de nucleotideos e similaridades.
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1620 1630 164( 1650 1660 1670 1680 1690

Boz  AGAACGLGCTGRAGTCATACGCCTTCAACAT AAGAGCLCCLTHAGGATGAGLGLCTGAAGGGCAAGATCAGCLAGLEC
Capra AGRACGCGCTGOAGTCOTACGCCTTCAACATCAAGAGOGCOGTCRAGGATGAGGLECTRAAGGLCAAGATCAGCGAGGDG
Oviz AGAACGCGCTGRAGTCGTACGCCTTCAACAT AAGAGCLCCLTCLAGGATGAGLGGCTGAAGGGCAAGAT ———-

FEEEREREERREREEE  FHERERRXRXRERXERRRRXXOEDRRERRXER DR RRF NN RRRE | ]

Sitio de delecao
Similaridade

Polimorfismo

Figura 1: Alinhamento das sequéncias genéticas da posi¢cdo 1620 até a posicdao 1695
do gene HSP70-1

5300 2910 2920 2330 5340 2950 2960 2370

_—_ ____|____ ____|____ ____|____ | e | | ____|____ ____|~___

Eoz  GTACTACCCATA-——-GUTGCCCOCAGGGTCTAGGAACCACCATTACTCCCATTTTGCAGATGLALAAACTGATGL GECC

Capr: ACATGACAACTG-——-GCTGLAACTCTCTGT--GAGC-—————- ACTGCCCT-CTCCAGACAGAGTTTATGA-—GGCG
Ovig OCLAGGACCTCRG----GATG-AACTCCCACCAGGROCTGREC---—CACGEET-—-—G-——— GLA-TGAGTGA-——
*l ** EEXEE XX * * * * * *x XX

Polimorfismo de substituicao

Similaridade Sitio de delecdo

Figura 2: Alinhamento das sequéncias genéticas da posicao 5895 até a posicao 5975 do gene
NRAMP.1

Uma vez realizado o alinhamento entre as sequéncias € possivel
observar a relacdo de proximidade entre as espécies em estudo através de
uma analise grafica. O dendograma é um meio pratico de sumarizar um padrao
de agrupamento. Este comega com todos os individuos separados, fundindo-se
progressivamente em pares até chegar a uma Uunica raiz. A ordem dos
individuos mostrada no dendograma e a ordem na qual os grupos entram no
agrupamento. As figuras abaixo ilustram os dendogramas formados a partir dos
alinhamentos mostrados anteriormente entre as trés espécies considerando os

dois genes.



42

Capra

0,1

Figura 3: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
HSP70.1

0,1

Figura 4: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
NRAMP-1

Uma arvore filogenética € uma descricao, através de diagramas, das
relacdes entre entidades bioldgicas interligadas por ancestrais comuns. A
necessidade e o instinto humano em classificar os objetos em seus meios
levaram-no a desenvolver ferramentas cada vez mais uteis e praticas. O

surgimento da sistematica biolégica faz uso intenso de arvores filogenéticas.

Observando o dendograma relacionado as espécies do gene HSP70.1,
observa-se que a espécie Bos Taurus apresentou maior distanciamento com
relacdo as demais espécies relacionadas ao mesmo gene. Observando a figura
2, em que esta demonstrado a semelhanca entre as trés espécies

consideradas para o gene NRAMP-1.
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Os locais onde os nucleotideos se repetiam entre si gerou uma sequéncia
padrao, denominada sequéncia consenso e sera com base nesta que sera fornecida
uma indicacdo do potencial que cada espécie pode ter de resistir ao
desenvolvimento a Mastite, uma vez que os genes em estudo sdo classificados
como fatores de resisténcia ao estresse associados a esta doenca.

O alinhamento desta sequéncia com a sequéncia de cada em analise
forneceu o numero de similaridades e de polimorfismo existentes em cada estrutura
bem como a média de cada informagdo. A analise descritiva da composicao das
sequéncias dos genes estudados e das sequéncia consenso foram realizadas no
software DAMBE (Xia, 2002).

Nas tabelas 1 e 2 estdo apresentas as distribuicbes de frequéncia das
similaridades e de polimorfismos em cada espécie por bases de nucleotideos e as
respectivas porcentagens com relacao aos dois genes, HSP70.1 e o NRAMP-1. As
tabelas 3 e 4 mostram a composicdo em termos de freqliéncia de bases e
probabilidades. Estas composicbes sao importantes para que no momento da
comparagdo, seja possivel identificar quais as espécies sdo mais semelhantes a

sequéncia consenso em termos de freqiéncia.

Com base nas tabelas 5 e 6, relacionadas ao consenso entre as espécies dos
genes é possivel observar que considerando o gene HSP70.1, a espécie que
apresentou maior similaridade foi a Capra hircus, ou seja, 46,47%. Com relagdo a
analise de polimorfismo, observa-se que a espécie Ovies aries apresentou maior
diferenca entre as outras espécies, 64%. Considerando a composicdo do gene
NRAMP-1, a espécie que apresentou maior similaridade foi a Bos taurus com
84,15%. Ja para a andlise dos polimorfismos, a espécie Capra hircus apresentou um

percentual de 51,92%.

Analisando a composicdo de similaridade gerada a partir da sequéncia
consenso, ou seja, a sequéncia padrao entre as espécies em analise, tabelas 5 e 6,
observa-se que para o gene HSP70.1, a espécie que apresentou maior percentual
de similaridade ao consenso é a Capra hircus com 84,48%. Quando parte-se para o
gene NRAMP-1, a espécie mais similar, com 93,71%, € a espécie Bos taurus. Sendo
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assim, para as sequéncias consideradas, estas sdo as espécies que apresentam
maior resisténcia ao desenvolvimento da mastite quando comparada as demais
espécies que foram considerados. Considerando os polimorfismos entre os genes, a
espécie Ovis Aires, foi a que se mostrou com maior percentual de diferenca com
relacdo as demais espécies consideradas no gene HSP70.1, 74,01%. J& para o
gene NRAMP-1, o maior percentual de polimorfismo esta associado a espécie Capra
hircus, 96,09%.

Tabela 1: Frequéncia da similaridade e dos polimorfismos do gene HSP70.1

Raca Similaridade | Polimorfismo 'E:gﬁ::il:fal ddee I;zrlfnigtrlfjiiln?g
Bos taurus 1619 649 0,3925* 0,2334
Ovis aries 589 1780 0,1428 0,6400
Capra hircus 1917 352 0,4647* 0,1266
TOTAL 4125 2781 1,0000 1,0000
MEDIA 1375 927 - -

Tabela 2: Frequéncia da similaridade e dos polimorfismos do gene NRAMP-1

Raca Similaridade | Polimorfismo Psei':ﬁ;':;:;: ddee Igﬁﬁfnigtrtfliasln?g
Bos taurus 6875 461 0,8415 0,0333
Ouvis aries 1008 6328 0,1234* 0,4573

Capra hircus 287 7049 0,0352* 0,5192
TOTAL 8170 13838 1,0000 1,0000
MEDIA 2723 4613 - -

*Espécies com maior percentual de similaridade.

Tabela 3: Frequéncias e probabilidades de cada base (A, C, T, G) em cada raca no

gene HSP70.1

Sequéncia A| C | T| G |Soma PA) PC) P P@G)
Bos taurus 3741433 310| 521 | 1638 |0,2283|0,2643|0,3181|0,1893
Ovis aries 136|169 | 73 | 211 | 589 |0,2309|0,2869|0,1239 |0,3582
Capra hircus | 434|562 268 | 662 | 1926 |0,2253|0,2918|0,3437|0,1391
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Tabela 4: Frequéncias e probabilidades de cada base (A, C, T, G) em cada raca no

gene NRAMP-1

Sequéncia A C T G |Soma P(A) P(C) P(T) P(G)
Bos taurus 1807|1793 |1632|2059| 7291 |0,2478|0,2459|0,2238 | 0,2824
Ovis aries | 378 | 367 | 342 | 407 | 1494 |0,2530|0,2456|0,2289|0,2724
Capra hircus | 85 | 80 | 132 | 93 | 390 |0,2179]0,2051|0,3385 | 0,3385

Tabela 5: Frequéncia e percentual da similaridade e dos polimorfismos na
sequéncia consenso relacionada ao gene HSP70.1

L . . Percentual de Percentual de
Raca Similaridade | Polimorfismo Similaridade Polimorfismo
Bos taurus 1620 650 0,7136* 0,2863
Ouvis aries 590 1680 0,2599 0,7401
Capra hircus 1917 352 0,8448* 0,1551
TOTAL 4127 2682 - -
MEDIA 1375 849 - -

Tabela 6: Frequéncia e percentual da similaridade e dos polimorfismos na
sequéncia consenso relacionada ao gene NRAMP-1

S . . Percentual de | Percentual de
Raca Similaridade | Polimorfismo Similaridade Polimorfismo
Bos taurus 6875 461 0,9371 0,0629
Ovis aries 1008 6328 0,1458* 0,8542
Capra hircus 287 7050 0,0391* 0,9609
TOTAL 8170 13839 - -
MEDIA 2723,33 4613 - -

*Espécies com maior percentual de similaridade.

Uma forma de mensurar esse distanciamento entre as espécies é através do

calculo de algumas distancias genéticas. Foram consideradas duas distancias para
observar a separacao entre as espécies. A distancia JC69 (Jukes e Cantor 1969)
considera a taxa de substituicdo de nucleotideos € a mesma para todos os pares
dos quatro nucleotideos A, T, C e G. Ela pressupde uma igualdade de taxas de
substituicdo entre os locais das sequéncias em consideracdo. Ja a distancia K80
(Kimura 1980)
consideradas, pois as mesmas devem ser usadas quando as sequéncias sob

€ utilizada, com exclusdo de pares. Tais distancias foram
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analise ndo possuem o mesmo dimensionamento. O método de agrupamento

utilizado foi o UPGMA.

A distancia genética JC69 e K80, encontradas a partir do programa DAMBE,

das trés espécies relacionadas ao gene HSP70.1 forneceu a seguintes matrizes de

distancias:

Tabela 7: Matriz de distancia genética — JC69 — HSP70.1

Espécie Bos taurus | Ovis Aires | Capra Hircus
Bos taurus 0 0,02194 0,01544
Ovis Aires 0,02194 0 0,00170

Capra Hircus 0,01544 0,00170 0

Tabela 8: Matriz de distancia genética — K80 — HSP70.1

Espécie Bos taurus | Ovis Aires | Capra Hircus
Bos taurus 0 0,02195 0,01545
Ovis Aires 0,02195 0 0,00170

Capra Hircus 0,01545 0,00170 0

Os dendogramas construidos com os resultados das matrizes de distancia

dos modelos JC69 K80 apresentam de forma mais clara a relagcao da intensidade do

distanciamento entre as espécies.

Figura 5: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
HSP70.1 com base na distancia JC69

Figura 6: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
HSP70.1 com base na distancia K80
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Observando as matrizes de distancias bem como os dendogramas gerados €

possivel perceber que os resultados obtidos sdo muito semelhantes entre as

distancias consideradas. A espécie Bos taurus € a que apresenta um maior

distanciamento com relagao as demais espécies (Figura 5 e 6).

Considerando as sequéncias genéticas relacionadas ao gene NRAMP-1, foi

realizada uma andlise semelhante a aplicacdo das distancias anteriores para

observar o comportamento das espécies em relacao as distancias genéticas JC69 e

K80. As matrizes geradas sdo mostrados a seguir:

Tabela 9: Matriz de distancia genética — JC69 - NRAMP-1

Espécie Bos taurus | Ovis Aires | Capra Hircus
Bos taurus 0 1,21750 0,77064*
Ovis Aires 1,21750 0 1,02607

Capra Hircus | 0,77064* 1,02607 0

Tabela 10: Matriz de distancia genética — JC69 - NRAMP-1

Espécie Bos taurus | Ovis Aires | Capra Hircus
Bos taurus 0 1,21822 0,77101*
Ovis Aires 1,21822 0 1,03515

Capra Hircus | 0,77101* 1,03515 0

*Espécies com maior distanciamento

Os dendogramas construidos com os resultados das matrizes de distancia

dos modelos JC69 K80 apresentam de forma mais clara a relagcao da intensidade do

distanciamento entre as espécies.

Figura 7: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
NRAMP-1 com base na distancia JC69
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Figura 8: Estrutura filogenética das distancias entre as espécies relacionadas ao gene
NRAMP-1 com base na distancia K80

As matrizes de distancias bem como os dendogramas gerados mostram
resultados semelhantes entre as distancias consideradas. Considerando o gene
NRAMP-1, a espécie Ovis Aries apresentou um maior distanciamento em relacao as

demais espécies, considerando as duas distancias. (Figuras 7 e 8).

4 Conclusoes

Os resultados apresentados neste capitulo mostram o procedimento
descritivo de uma sequéncia genética, desde a composicao até o uso de técnicas
que mostram a formacao de grupos e suas interrelacdes. Descrever a composicao,
em termos de frequéncia é uma forma de conhecer do ponto de vista genético, a
formacdo de um determinado organismo. E com base na composicdo filogenética
que é possivel observar a relacao que existe entre organismos diferentes.

Com uso das técnicas de distancia genéticas e do método de agrupamento foi
possivel quantificara relacao de proximidade entre os organismos em analise. Uma
vez identificado o percentual de proximidade, com base nas distancias e o0 método
de agrupamento utilizado, foi possivel identificar entre os grupos as relacées

genéticas entre 0s mesmos.

Os métodos de distancias sdo empregados com o intuito de mostrar possiveis
divergéncias que existem entre as espécies, e isso é importante para entender o

mecanismo da expressao génica entre diversos organismos.
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Entre as duas distancias utilizadas, JC69 e K80 nao percebeu-se distingdes

entre as mesmas, fato que é aceitavel devido a formacdo como tais distancias

agrupam os elementos e também os pressupostos que cada uma possui.

Estudos incluindo outros genes envolvidos com a resisténcia da mastite,
como também um maior nimero de sequéncias e espécies que sao susceptiveis ao
acometimento da mastite devem ser iniciadas, ndo apenas para avaliacdo do
potencial dos genes aqui estudados, de modo que se adquira um maior
entendimento sobre o mecanismo fisiopatoldgico da Mastite.
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CAPITULO 3

Uso de Cadeias de Markov com Estados Ocultos para Identificacao
de Regi6es Homogéneas em Sequéncias Genéticas '

Rita de Cassia de Lima Idalino?
Orientador: Prof. Dr. Kleber Régis Santoro?

Resumo: Apesar de milhares seqliéncias biolégicas que sdo armazenadas em
bancos de dados publicos ao redor do mundo, apenas uma pequena parte das
informagcdes tém sido sistematicamente explorada. Nesta perspectiva, muitos
esforcos tém sido realizados através do uso de técnicas que possam extrair
informacdes Uteis desses dados com menor custo computacional e maior acuracea.
A teoria das Cadeias de Markov com estados ocultos, (HMM - Hidden Markov
Models), é aplicada ao problema de discriminacdo de regides homogéneas em
sequéncias de DNA, pois através desse modelo matematico é possivel tratar de
forma probabilistica a variacdo estrutural dos elementos de uma mesma classe
bioldgica. Neste trabalho, objetivou-se identificar regibes conservadas em
seqUéncias associadas a sequéncias geneticas envolvidos com a resposta
imunolégica animal frente a agentes causadores da mastite, através de HMMs.

Palavras Chave: Biologia Molecular, HMM, Regiées homogéneas

Abstract: Despite thousands of biological sequences which are stored in public
databases around the world, only a small part of these informations have been
systematically explored. In this context, many efforts have been made through the
use of techniques which can extract profitable informations from such data with more
speed and sensitivity. The theory of Markov chains with hidden states, i.e. Hidden
Markov Models (HMMs, hereafter), is applied to the problem of discrimination of
homogeneous regions in DNA sequences, since this technique permits to treat, in a
probabilistic way, the structural variation of elements of the same biological class. In
this work, we pursue to identify conserved regions in sequences associated with
genes involved in the inflammatory response in animal mastitis, using HMMs.

Keywords: Molecular Biology, HMM, Homogeneous regions
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1. Introducao

De posse da crescente massa de dados bioldgicos, em particular na biologia
molecular, torna-se necessario, o uso técnicas computacionais, bem como modelos
tedricos para obtencdo de informacdes pertinentes sobre estes dados. A
automatizacéao do processo de seqiienciamento de DNA tornou possivel a obtencao
de sequéncias de bases associadas a uma dada molécula de DNA. Houve entao a
necessidade de armazenar estas seqiiéncias e analisa-las. A natureza dos dados
(sequéncias de caracteres) permite a aplicacdo de métodos de analise em texto
(Busca e Comparacdao) (DURBIN et al, 1998). Métodos associados a
reconhecimento de padrées também sao amplamente utilizados, possibilitando a
aplicacdo de métodos probabilisticos. As técnicas de sequenciamento de DNA
possibilitam a obtencdo do cddigo de DNA. Porém, a informacdo de que
determinado trecho da sequéncia é expresso (responsavel pela codificacdo de uma
proteina) ndo é conhecida. Algumas proteinas codificadas pela seqiiéncia de DNA
sdo, isoladamente ou em conjunto, responsaveis por uma determinada
funcionalidade de um organismo. Localizar estas regides funcionais € um problema
de analise de DNA. Alguns autores denominam este tipo de andlise como
Segmentacao de DNA (BOYS, 2004). Outros denominam este problema como
analise de sequéncias de DNA heterogéneas (CHURCHILL, 1992).

As Cadeias de Markov Ocultas sdo modelos probabilisticos baseados em
Cadeias de Markov, e fazem parte da teoria de Processos Estocasticos. As Cadeias
de Markov Ocultas foram propostas por Baum (1966), tendo sua formalizacao
complementada por uma série de artigos posteriores, publicados até meados da
década de 70. Estes modelos sdo referenciados na literatura como HMM (Hidden
Markov Models) e, por simplicidade, utilizaremos esta denominacao.

O objetivo da modelagem HMM consiste em encontrar o ajuste dos
parametros do modelo que maximize a verossimilhanga, ou seja, localizar a melhor
sequéncia de estados, que maximize a probabilidade. Para tal, faz-se uso de
algoritmos dinamicos, ou simplesmente métodos interativos que consiste em

métodos de busca do estado mais provavel a cada unidade de tempo.
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1.1 Processos Estocasticos

Um processo estocastico {X(t), t € T} € uma colecdo de variaveis aleatorias
onde t representa, na maioria das vezes, o tempo. E X(t) representa o estado do
processo no tempo t. O Conjunto T é chamado o conjunto indice do processo (Hoel
et al., 1972).

- Se T é um conjunto enumeravel, entdo {X(t), t € T} é um processo estocastico
discreto no tempo.
- Se T é um conjunto ndo enumeravel ou T é um intervalo aberto ou fechado da reta,

entao {X(t), t € T}, € um processo estocastico continuo no tempo.
1.2 Cadeias de Markov

Uma cadeia de Markov é um processo estocastiico, ou seja, € uma seqliencia
X1, Xo, X3, ... X, de variaveis aleatérias. O conjunto de valores que tais variaveis
podem assumir, € chamado de espag¢o de estados, onde X, denota o estado do
processo no tempo n. Se a distribuicado de probabilidade condicional de X,.; nos
estados passados é uma funcao apenas de X, entao:

Pr(X, =xIX,,X,,X,,.. X, )=Pr(X,,, =x1X,) (1)

Em termos gerais, quando a probabilidade de algo acontecer no tempo f+1
depender somente do que ocorreu no tempo t, temos uma cadeia de Markov (ROSS,
2003). A analise de uma Cadeia de Markov caracteriza-se principalmente pelo
célculo das probabilidades de transicbes em n passos. Fundamentais, portanto, sdo

as matrizes de probabilidades de transicdo em n passos,

P(n)z‘

(n)
Pij

: 2)

onde Pj ™ denota a probabilidade que o processo va do estado i para o estado jem

n transi¢oes. As probabilidades Pj satisfazem as condic¢des:
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P. >0, para i= 0,1,2,.. 3)

Z P, =1para i=0,1,2,.. “4)

Um Processo de Markov esta completamente definido quando sua matriz de
probabilidades de transicdo e seu estado inicial X, (ou, mais especificamente, a
distribuicdo de probabilidade de X;) estdo especificados. Essa especificagcdo €
demonstrada a seguir:

Prova
Seja Pr(X, =i) = p,,. E suficiente mostrar como calcular as quantidades
Pr{X,=i,X, =i, X,=i,,....X, =10}, (5)

uma vez que qualquer probabilidade envolvendo X ,.X ... X ,, para, j,,j,,-J

pode ser obtida, de acordo com a lei da probabilidade total, somando os termos da
forma (5).

Pela definicdo de probabilidade condicional, temos:

Pr{X, =iy, X, =i, X, =iyr... X, =i, } =

(6)
Pr{X, =iy, X, =i, X, =0 X, =i} Pr{X, =i | X, =i, X, =i}, X, =iy, X, =i, }.

Agora, pela definicdo de Processos de Markov:
Pr{X, =i |X,=i,X =i,X,=0,,....X, =i}

=Pr{X,=i |X, =i }=P

in—l,in
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Substituindo (7) em (6), temos:

Pr{X, =iy, X, =i, X, =i,,...X, =i}

=Pr{X, =i, X, =i, X, =0,,.... X, =i} F,

in—l,in

Assim, por inducgao, (5) torna-se

Pr{iX, =i, X, =i,X,=6,,....X,=i,}= piOPiO,ilPil,iZ ”.f)in—l,in—zf)in—l,in (8)

Observa-se, entao, que todas as probabilidades de dimensao finita podem ser
obtidas a partir das probabilidades de transicdo e da distribui¢éo inicial. O processo

€, portanto, definido por essas quantidades.

1.3 Cadeias de Markov Ocultas

Uma vez especificados as bases nas quais os HMMs estao fundamentados,
pode-se definir de forma mais segura o método, cuja aplicacdo é o objetivo do
presente estudo. Os Modelos de Markov Ocultos (HMM) é uma importante
ferramenta na modelagem de sequéncias de variaveis aleatérias. Estes modelos
estocasticos estdo sendo aplicados em varias areas do conhecimento. As Cadeias
de Markov Ocultas foram propostas por BAUM (1966). E uma técnica utilizada em
diversas areas do conhecimento, tais como, Climatologia (HUGHES et al, 1999),
Econometria (RYDEN et al, 1998), Reconhecimento de Texto (VLONTZOS et al,
1992), Processamento de Imagens (AAS et al, 1999) e Reconhecimento de Fala
(RABINER, 1989).

Os HMM sao definidos como modelos onde a observacado da formacgéo do
sistema se da de forma indireta, como funcao probabilistica da transicdo entre os
estados definidos num espaco de estados discreto e finito. Por mais que todos os
parametros do modelo* sejam conhecidos, a evolugcao que demonstre a formacéao de

tal sistema que governa esse processo, continua oculta. Em outras palavras, ndo se

%
S&o chamados parameros do modelo o conjunto de valores A=(A, B,IT) que definem o modelo,

onde II é o vetor de probabilidade inicial de cada estado da cadeia de Markov Oculta, A é a matriz

gue define a probabilidade de transicdo entre esses estados e B é a matriz de probabilidade de
emissao.
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sabe qual o caminho ou sequéncia de passos exatos que levaram a uma

determinada observacéo.

Sejam

1. Um espago de estados S ={s,,s,,....s, }

2. Um conjunto de observaveis Y ={y,,v,....v, }

3. Uma variavel estocastica Q a assumir valores do espaco de estados S em
diferentes instantes de tempo

4. Uma variavel estocastica O a assumir valores do conjunto de observaveis Y
em diferentes instantes de tempo

5. Uma distribuicao de probabilidade inicial para cada estado II =z, tal que,
=z, 7, =P(g,=s,)

6. Uma distribuicao de probabilidade de transi¢ao entre estados A = a,, tal que,
a; =P(q,=s;1q,,=s,)

7. Uma distribuigdo de probabilidade de observagao B=1{p,(k)}, tal que,
b,(k)=P(O, =y, q,, =s,.q, =s,) associada as transigdes do estado s, para o

estado s -

A deteccdo de regidbes homogéneas em sequéncias de DNA tem como
objetivo encontrar segmentos distintos responsaveis por funcdes de regulacéo
celulares distintas dentro de um determinado organismo. Uma metodologia proposta
por HINKLEY et al, (1970) e SMITH (1975) sugere que estas regides de regulacao
possam ser encontradas a partir da estimacao de multiplos pontos de mudanca em
sequéncias de variaveis aleatérias, no entanto, essa técnica se mostra insatisfatoria
para o problema associado a busca de homogeneidade em sequéncias de DNA,
devido a dependéncia que existe entre as bases de nucleotideos.

No que tange a bioinformatica, as Cadeias de Markov Ocultas sao aplicadas
em uma série de problemas, tais como, o problema do Alinhamento Multiplo
(GUSFIELD, 1997) e o problema de deteccdo de regibes homogéneas em
sequéncias de DNA (CHURCHILL, 1989), sendo este o alvo principal desse capitulo.
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A Grosso modo, pode-se definir as Cadeias de Markov Ocultas como uma
classe de processos estocasticos, baseada em uma cadeia de Markov {X(t t € N}
nao observavel que descreve a evolugdo dos estados do processo. Considerando,
entdo, a importancia e utilidade dos HMMs em vérias areas de pesquisa, nosso
principal objetivo é estudar esses modelos numa aplicagdo em um conjunto de
sequéncias genéticas relacionados a trés espécies com propensdo ao

desenvolvimento da mastite.

1.4 Aplicacao do método HMM em sequéncias genéticas

As caracteristicas associadas a um determinado organismo estdo codificadas
em sequéncias de DNA que, por sua vez, compdéem os genes. Um determinado
gene esta associado a sintese de uma determinada proteina. Em resumo, cada
segmento de DNA é responsavel pela codificagcdo de uma determinada proteina, que
€ responsavel por um tipo de funcionalidade presente no organismo.

No processo de sequenciamento de DNA de um genoma, ndo é possivel
determinar a localizacdo exata de um gene ou mesmo se um segmento composto de
varios genes é responsavel pela codificacdo de alguma funcionalidade no organismo
(OLIVEIRA 2004). E necessario entdo, fazer uso de algum método que possa
discriminar os segmentos que codificam determinadas proteinas com distintas

funcionalidades.

Alguns estudos sobre os segmentos distintos de DNA indicaram que as
freqUéncias de bases (nucleotideos) podem auxiliar na identificacao e distingao entre
os segmentos com diferentes funcionalidades. Alguns segmentos apresentam a
proporcao da ocorréncia de uma determinada base, ou de um determinado grupo de
bases similar. Estes segmentos sao denotados como regides homogéneas. Uma
caracteristica importante € que variacées nas proporcdes das freqiiéncias de C+G

normalmente refletem distingées funcionais ou estruturais entre os segmentos.

O método HMM é utilizado na localizacdo de regibes homogéneas com
relacdo a emissao de C+G, de modo a se encontrar regides que sao funcionais ou
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estruturalmente distintas. CHURCHILL (1989) foi pioneiro neste tipo de aplicacéo e

em problemas ligados a biologia computacional.

Sequéncias de DNA de genes associados a resisténcia inflamatéria da
mastite foram utilizadas para construcdo da idéia de segmentacdo com o intuito de
observar regides que possam estar associadas a expressdao de uma determinada
caracteristica em espécies distintas, bem como a realizagdo de um comparativo
visual entre as espécies. A ligacao de sinas em dinucleotideos C+G geralmente
resulta na repressdo da expressdo génica e estd envolvida em varios processos
biol6gicos normais, tais como o controle de desenvolvimento de uma determinada
caracteristica.O numero de estados (regibes de homogeneidade na expressao de
C+G) é definido utilizando-se critérios para adequagdao de modelos HMM. Cada
regidao com um distinto padrao de emissdo de C+G é considerada como um estado
distinto (OLIVEIRA, 2004).

Com base na proposta das Cadeias de Markov Ocultas, alguns
procedimentos deverao ser elaborados para construcdo do método. O inicio se da a
partir do calculo das probabilidades de transicdo levando em consideracdo uma
determinada sequéncia genética, ou seja, o intuito consiste em encontrar a
probabilidade de dado que apareceu uma base Citosina num determinado ponto da
sequéncia, qual sera a probabilidade da préxima base ser uma Guanina?. Essa é a
intuicdo basica da modelagem presente no uso de Cadeias de Markov.

1.5 Algoritmos Forward-Backward

Esses dois algoritmos se preocupam em verificar, dado um conjunto de
observacdes Xi, Xo, X3, ... X, qual a probabilidade desse conjunto ter sido gerado

pelo modelo de probabilidades A(A,B,z), onde A=a;=P(s, =jls, =i) ;

B=b,(0,)=P(0,ls, =) & m=71,=P(s, =i) .

A aplicacdo dos algoritmos resulta, para o algoritmo forward e backward,

respectivamente:
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PO )= ,éstaT(i) (9)

P(O1A)= ZS: 7,b,0,,(i) (10)
Onde:

B.()=P(,,,,0,,5,....07,5, =il ) (11)

a,(i)= P(0,,0,,..,0,,s, =il A) (12)

1.6 O algoritmo Viterbi

O algoritmo Viterbi foi concebido por Andrew Viterbi em 1967 como um
algoritmo de decodificacdo de codigos convolucionais (FORNEY, 1973). O algoritmo
tem aplicacdo universal na decifracdo dos cddigos convolucionais utilizado em
CDMA (Code Division Multiple Access, ou Acesso Multiplo por Divisao de Cddigo) e
celular digital GSM, modem dial-up, satélite de comunicacdes no espaco profundo, e
LANs sem fio. Também é comumente usado em reconhecimento de fala, linguistica
computacional e Dbioinformatica. Por exemplo, em discurso para texto
(reconhecimento de voz), o sinal acustico é tratado como a sequUéncia de eventos
observados, e uma seqliéncia de texto é considerada a "causa secreta" de que o

sinal acustico.

1.7 O algoritmo Baum-Welch

O algoritmo Baum-Welch tem como meta a busca pelos melhores parametros
que sao encontrados a partir da otimizacao da probabilidade de observacdo de uma
dada sequéncia. Considerando a definicdo do algoritmo de Baum-Welch, como
apresentada no artigo RABINER e JUANG (1986), temos que

&G, )=P(q,=S,.9,,=5,10,2); (13)
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ou seja, ¢& (i, j) é a probabilidade conjunta de estar no estado S, no instante ¢ e no
estado §; no instante ¢+1, dado o modelo inicial A=(A,B,7) e a sequéncia de

treinamento O. Essa variavel pode ser expressa em termos das variaveis forward e

bacward, tomando a seguinte forma:

P(q, =S,,q9,, = Sj IOJ’)_
PO A) B

ft(i’j):P(qt :Si’qH—l :Sj IO’X’):

(14)
_ @, ()a;b; (0, .., (J) _ a,(D)a;b; (O, )5, (J)

P(O I /1) Z at (l)anU (0,+1 )ﬂH—l (J)

i=l j=

Agora, facamos o somatério da equacéo (1) sobre o indice j, 1< j<N:

@, (i i0i (0D (G
ﬁ:f i, )= ﬁ: % (i)aifbij (0t+1)15t+1(j) _ l)|:jz_1:a< { ( ,B (])j| .
= - PO A) oI

Jj=1

_a,()B,0)
P(O1A)

Nao existe uma solucdo 6tima para o problema da determinacdo de
parametros de um HMM. A solugdo mais recomendada é o uso de uma
probabilidade inicial aleatéria, sobre a qual é aplicado um método de reestimacao
iterativa, gerando assim as sequéncias de observacées com mais alta probabilidade.
Com base nas frequiéncias de ocorréncias, 0 novo modelo, 4'=(A",B',IT') é calculado

com o algoritmo de reestimacdo de Baum-Welch. Com uso desse algoritmo é

possivel melhorar a probabilidade de uma sequéncia observada.

2. Materiais e Métodos

Foi feito uso do software estatistico R versdo 2.11.1 para realizar o calculo
das matrizes de transicdo, levando-se em consideragdo todos os estados das
sequéncias genéticas (A, C, T e G), assim como a construcdo dos graficos que
mostram as regides conhecidas como segmentacao de DNA.
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Utilizou-se o pacote HMM (Hidden Markov Models) em que este possui todos
os algoritmos necessarios implementados para alcancar os resultados envolvidos
com as estimativas e as re-estimativas das matrizes de transicdo, como também
para busca das probabilidades das regides homogéneas e realizar inferéncias sobre

os estados de transicéo de probabilidade entre as sequéncias.

As sequéncias genéticas escolhidas para aplicagdo do método HMM séao
resultantes do consenso obtido entre trés espécies (Bos taurus, Capra hiscus e
Ovies aries) para dois genes distintos, o HSP70.1 e o NRAMP-1 que desenvolvem
um papel importante na resposta de resisténcia a mastite. O Uso dessas sequéncias
tem como principal objetivo a aplicacgdo do método HMM como ferramenta

estatistica.

3. Resultados e Discussoes

A localizacao das regides homogéneas com conteudo de C+G é denotada por
segmentacdo de DNA. Uma analise preliminar desses segmentos em uma
determinada sequéncia foi realizada, observando-se a frequéncia de C+G e em
seguida, notando a existéncia de um comportamento sistematico através de um

grafico construido a partir de informagdes binarias, ou seja, (CouG=1;Aou T =0).

Dois pontos devem ser ressaltados:

a) Devido a quantidade de bases de nucleotideos para as duas primeiras
espécies, Bos taurus e Capra hircus serem grande, pois as mesmas estao
relacionadas ao seqlenciamento completo do gene, observa-se a ocorréncia
de uma quebra na estrutura do grafico.

b) Na figura 3 é demonstrada apenas como ilustragdo a segmentacéo que ocorre
no mesmo gene, mas para a espécie Ovis Aries. Visualmente, percebe-se
gue a quantidade de bases € inferior quando comparadas as anteriores, pois a

sequéncia utilizada néo corresponde a completa.



63

E possivel observar os seguimentos dentro das sequéncias analisadas que
podem estar associados a expressao de uma dada caracteristica. As regides

escurecidas representam as areas segmentadas.

Considerando o gene HSP70.1, temos uma estrutura contendo a segmentacao
mais presente no inicio das sequéncias (Figuras 1 e 2). Com relacéo a espécie Ovis
aries, mesmo a sequéncia nao sendo a completa, ndo é possivel observar uma leve
formacdo de padrbes, mas nada que possa ser conclusivo com relacdo a
segmentacéao C+G.

Os mesmos graficos foram construidos com as sequéncias genéticas para as
trés espécies em estudo afim de observar a existéncia de padrdes. Observa-se que
para a espécie Bos taurus, a formacao de regides € bastante expressiva.

Sequéncia
06 08 1.0
1 !

04

02
|

0.0
|

I I I I I I
0 500 1000 1500 2000 2500

Mumero de Bases

Figura 1: Segmentacédo do gene HSP70.1 relacionada a espécie Bos taurus

1.0

Sequéncia
04

0z
|

00
|

T T T |
0 500 1000 1500 2000

Nomero de Bases

Figura 2: Segmentagao do gene HSP70.1 relacionada & espécie Capra hircus
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Figura 3: Segmentagao do gene HSP70.1 relacionada & espécie Ovis aries

0 500 1000 1500 2000

Momero de Baszes

Figura 4: Segmentagcéo do gene NRAMP-1 relacionada a espécie Bos taurus

0 100 200 300 400

Mumero de Bases

Figura 5: Segmentacédo do gene NRAMP-1 relacionada a espécie Capra hircus
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Figura 6: Segmentacédo do gene NRAMP-1 relacionada a espécie Ovis aries

E preciso resolver os trés problemas basicos associados ao uso dos HMM’s

(avaliacao, decodificacao e treinamento do modelo). O primeiro problema é resolvido

a partir da construgdo das matrizes de transicdo considerando apenas a mudanca

de estado inicial i para o estado seguinte j. Com base nos estados iniciais (A, C, T, e

G).

Tabela 1: Matriz de transigdo entre as bases presentes no consenso com suas
respectivas freqiiéncias e probabilidades do gene HSP70.1

Bases A C T G Frequéncia | Probabilidades
A 0,20744 - - - 511 0,22521
C 0,27170|0,26367 - - 622 0,27413
T 0,10973/0,28678|0,23192 - 401 0,17673
G 0,25986|0,26939 |0,13605|0,33333 735 0,32393

Tabela 2: Matriz de transicéo entre as bases presentes no consenso com suas
respectivas freqiiéncias e probabilidades do gene NRAMP-1

Bases A C T G Frequéncia | Probabilidades
A 0,23558 - - - 1855 0,25286
C 0,307028 |0,319124 - - 1736 0,23664
T 0,145677|0,255276 |0,219197 - 1469 0,20025
G 0,278998 | 0,20123 [0,141916/0,377856 2276 0,31025

A partir da definicdo das matrizes de probabilidade e de transi¢do a aplicagéao

do método HMM pode ser aplicado sem maiores problemas, uma vez que tais

informagdes séo requisitos iniciais.
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Como ja foi definido anteriormente, o objetivo principal na aplicagdo do
método HMM consiste em encontrar a regido mais provavel que pode aparecer
numa determinada sequéncia genética. Com base na matriz de probabilidade inicial,
ou priores da sequéncia genética e a matriz de transicao entre as bases A,C,Te G é
feito interativamente. O calculo das probabilidades posteriores de uma determinada
base passar do estado / para o estado j numa dada seqliiéncia de observacoes e de

um determinado modelo de Markov oculto.

O desafio é determinar os parametros ocultos a partir dos parametros
observaveis. Os parametros extraidos do modelo podem entdo ser usados para
realizar novas analises, O reconhecimento de padrées € um dos resultados mais

relevantes que pode-se fazer uso com aplicacdo do HMM.

A probabilidade a posteriori de estar em um estado X no instante k pode ser
calculada a partir de dois métodos backward e forward, ver detalhes em (Rabiner,
1989) e (Oliveira, 2005).

(X, =XIE, —e,.. ., ¢, =L XK DOCH)
P(E =e,,...E =e,)

(9)

emaque E, =e¢,....E, =¢, € uma seqiéncia de emissdes observadas e X, é uma

n

variavel aleatéria que representa o estado no tempo k

Foi considerado somente o algoritmo forward (para frente) para o calculo das
posteriores pois a forma de entrada das probabilidades iniciais contempla somente a
mudanca de um estado inicial para um préximo estado. Com uso da funcao forward,
em que a mesma ja encontra-se implementada pacote HMM no software R (ver
algoritmo em anexo). Os resultados seguem abaixo:



Tabela 3: Matriz com as probabilidades posteriores entre as bases

presentes no consenso do gene HSP70.1
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Bases Matriz de Transicao
A C T G
A 0,22530 - - -
C 0,27427 0,27439 - -
T 0,17679 0,17687 0,17688 -
G 0,32362 0,32376 0,32376 0,32406
Tabela 4: Matriz com as probabilidades posteriores entre as bases
presentes no consenso do gene NRAMP-1
Bases Matriz de Transicao
A C T G
A 0,24924 - - -
C 0,23760 0,23874 - -
T 0,20152 0,20239 0,20209 -
G 0,31162 0,31321 0,31299 0,31137

O segundo problema do uso dos modelos HMM é a decodificacdo e este

problema é resolvido a partir da implementagdo do algoritmo de Viterbi que tem
como meta calcular a sequéncia de estados ocultos mais provavel em cada modelo
HMM. O algoritmo de Viterbi tem o propésito de identificar padrées, que

normalmente podem expressar uma caracteristica.

Ainda no pacote HMM é possivel fazer uso do algoritmo de Viterbi que ja
encontra-se implementado (ver algoritmo em anexo). As sequéncias mais provaveis
foram definidas com o seguinte padrao: G,G,G,G. Esse resultado € algo esperado,
pois analisando-se as freqiiéncias em ambas as sequéncias, a guanina é a base que
mais aparece. Essa representacao também é feita graficamente (Figuras 7 e 8)
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Figura 7: Padrao fornecido pelo algoritmo de Viterbi na sequéncia consenso do gene NRAMP-1

10

Sequéncia
04

T T T T
0 500 1000 1500 2000

Momero de Bases

Figura 8: Padrao fornecido pelo algoritmo de Viterbi na sequéncia consenso do gene HSP70.1

Os graficos acima demonstram o padréo definido pelo algoritmo de viterbi. As
regibes mais densas estao relacionadas a freqiéncia de Guanina em toda a
sequéncia. E perceptivel que graficamente é possivel corroborar as probabilidades
associadas com as matrizes de transicao (Tabelas 3 e 4).

A partir da otimizacdo da probabilidade de observacdo de uma dada
sequéncia, foi feito uso do algoritmo Baum-Welch para solucionar o terceiro
problema no uso do HMM, com o objetivo de encontrar os melhores parametros.
Como ja foi dito, ndo existe uma solucdo étima para o problema da determinacao
dos melhores parametros associados ao dado modelo HMM. A partir de uma

probabilidade inicial, foi aplicado o método de re-estimacao iterativamente para
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geracao de uma nova sequéncia de observagdes, no caso, formada por uma matriz

de transicdo, com a mais alta probabilidade de ocorréncia.

O novo modelo, A'=(A',B',IT") é calculado com o algoritmo de re-estimacéao

de Baum-Welch (ver algoritmo em anexo). E assim, torna-se possivel melhorar a
probabilidade de uma sequéncia observada. Ainda com uso do pacote HMM do
software R, as reestimativas foram realizadas com a implementacao das sequéncias
genéticas. Os resultados sao demonstrados em forma de tabela com as chamadas
probabilidades de reemissao.

Quando os caminhos que levam a um determinado resultado séao
desconhecidos, nas reestimativas ndo existe uma equacgao fechada para estimar

diretamente os valores dos parametros, de forma a encontrar o melhor modelo 4
qgue constitui um problema de otimizacao, ou seja, escolhe-se A'=(A',B',IT") tal que a
P(0/A) das seqiiéncias do conjunto de treinamento sejam localmente maximizadas.

Qualquer um dos algoritmos padrdes para otimizacao de fungdes continuas pode ser
usado, entretanto, um método iterativo que tem uma interpretacdo probabilistica
natural, o algoritmo de Baum-Welch é usado para escolher os parametros do modelo
1.

Os resultados observados sdo considerados como sendo étimos a medida
que os resultados se aproximem da distribuicdo de probabilidade inicial de cada
simbolo, as bases de nucleotideos. Com uso do algoritmo foram realizadas um
namero de implementacées, tantas quantas fossem necessarias para se chegar
aproximadamente ao objetivo do método. Depois de algumas tentativas, foi possivel
observar que o numero 6timo para gerar a sequéncia 6timas seria algo em torno de
500 interacdes. Observando as probabilidades de remissao (Tabelas 5 e 6), quanto
mais proximas as reestimacgdes estiverem da distribuicdo de probabilidade, melhor
sera considerado o ajuste do algoritmo. Com isso é possivel identificar em termos
quantitativos a presenca de um gene numa dada sequéncia ou em termos mais

gerais, a probabilidade dessa ocorréncia.



Tabela 5: Probabilidades de reemissao do consenso do gene HSP70.1

Bases Matriz de Reemissao
A C T G
A 0,2499900 - - -
C 0,2500010{0,2501000 - -
T 0,2501000 [ 0,2500010 |{0,2500120 -
G 0,2499910(0,2499010 | 0,2499800 | 0,2500200

Tabela 6: Probabilidades de reemissédo do consenso do gene NRAMP-1

Bases Matriz de Reemissao
A C T G
A 0,2500200 - - -
C 0,2499800 [ 0,2501000 - -
T 0,2500800 | 0,2490800 | 0,2500010 -
G 0,2501800 | 0,2499800 | 0,2449800 | 0,2406800
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4. Conclusoes

Foi feito uso de uma importante técnica na area da bioinformatica para mostrar
probabilisticamente a relacdo de transicdo entre bases de nucleotideos. Com uso
dessa técnica € possivel mostrar uma forma de identificacdo de padrdes em
sequéncias de DNA como também calcular as probabilidades de reemisséo
associadas a uma dada sequéncia genética.

A técnica HMM vem como uma analise alternativa em meio a tantas outra que
existem, cujo objetivo consiste em identificar padrées. No entanto, o diferencial no
HMM é que nesta técnica existe um embasamento tedrico bem fundamentado
matematicamente que permite a extragdo de informacgdes estatisticas contidas em
uma determinada quantidade de sequéncias.

Diante da grande massa de dados que sado gerados todos os dias, analises na
area de genética molecular que mostrem informacgdes relevantes sdo necessarias,
para que além de identificar, também seja possivel mensurar o comportamento das

inter-relagbes entre diversos organismos.
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A técnica HMM permite a extracdo de informacbes estatisticas contidas em
sequéncias genéticas. Como foi mostrado neste trabalho, é possivel identificar e
reestimar regides homogéneas, o que vem a fornecer padrdes que em muitos dos

casos podem estar associados a expressao de determinadas caracteristicas.

5. Trabalhos Futuros

Embora ainda tenha muito caminho a ser percorrido, pelo que existe na literatura
hoje, As Cadeias de Markov Ocultos possuem um grande potencial pra modelagem
estatistica de seqliiéncias de DNA e apresentam-se promissoras € com muito ainda
a ser explorado.

v' Realizacao de estudos comparativos do comportamento assintético dos
algoritmos aqui utilizados;

v Realizar uma implementag¢édo da técnica HMM considerando as sequéncias

genéticas no contexto de séries temporais
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Anexos

FHAHHHHHHHHHHE Script do R #############H

###4## Importando as sequéncias genéticas ######
###4## para contagem das frequéncias HHH#HHH

###4### Sequéncia do consenso do gene HSP70.1 ######
seqga=read.fasta("C:\\Rita

Project \\DISERTACAO\\KMO\\FINAL\\seqgl.fasta")
table(sega)

###### Sequéncia do consenso do gene NRAMP-1 #####4#
segb=read.fasta("C:\\Rita

Project \\DISERTACAO\\KMO\\FINAL\\seqg2.fasta")

table (segb)

###4## Iniciando a aplicacdo do HMM ######

# Initialise HMM

hmm = il’litHMM(C("A", "C", "T", "G") ,

c("Adenina", "Citosina","Timina", "Guanina"), startProbs=c(0.2252
1,0.27413,0.17673,0.32393), transProbs=t (matrix(c(0.20744,0.283
76,0.17025,0.33855,0.27170,0.26367,0.19453,0.27010,0.10973,0.2
8678,0.23192,0.37157,0.25986,0.26939,0.13605,0.33333),4)),)
emissionProbs=NULL)

print (hmm)

# Construindo a sequéncias de observagdes para posteriori

# Sequence of observations
observations=c("Adenina", "Citosina", "Timina", "Guanina™)

# Calculate posterior probablities of the states
posterior = posterior (hmm, observations)
print (posterior)

SimHMM (hmm, 1000)
table (simHMM (hmm, 100))

# Calculando o algoritmo de Viterbi
viterbi = viterbi (hmm, observations)
print (viterbi)

# Implementando o Algoritmo BaumWelch nas sequéncias genética

# Sequence of observations

observations = c("Adenina", "Citosina", "Timina", "Guanina")
# Calculate forkward probablities
logForkwardProbabilities = forkward (hmm, observations)
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print (exp (logBackwardProbabilities))

# Sequence of observation

a =

sample(c(rep("Adenina",100), rep("Citosina",100), rep("Timina", 1
00),rep("Guanina", 100)))

b =

sample(c(rep ("Adenina",100), rep("Citosina",100), rep("Timina", 1
00),rep("Guanina", 100)))

observation = c(a,b)
# Baum-Welch
bw = baumWelch (hmm, observation, 100)

print (bw$hmm)
# Construcgado das regides homogéneas
regiaol=c(0,1,0,1,...,0,0,0,1) # Aqui consta apenas uma parte

do vetor
plot (al, type="1",xlab="Numero de Bases",ylab="Sequéncia")



H4H##4H#A#H###### Algoritmos do pacote HMM no R ###########H###

# Algoritmo forward

function (hmm, observation)

{

hmmS$StransProbs[is.na (hmmS$StransProbs)] = 0
hmm$emissionProbs[is.na (hmm$SemissionProbs)] = 0
nObservations = length(observation)

nStates = length (hmm$States)

f = array(NA, c(nStates, nObservations))
dimnames (f) = list(states = hmm$States, index =

1:nObservations)
for (state in hmm$States) {
flstate, 1] = log(hmm$startProbs[state] *
hmmSemissionProbs[state,
observation[1]])
}
for (k in 2:nObservations) {
for (state in hmm$States) {

logsum = —-Inf
for (previousState in hmm$States) {
temp = f[previousState, k - 1] +
log (hmm$transProbs [previousState,
state])

if (temp > —-Inf) {
logsum = temp + log(l + exp(logsum - temp))

}

f[state, k] = log(hmm$SemissionProbs[state,
observation([k]]) +
logsum

}

return (f)

}

# Algoritmo Viterbi

function (hmm, observation)

{

hmm$transProbs[is.na (hmm$transProbs)] = 0
hmmSemissionProbs[is.na(hmmSemissionProbs)] = 0
nObservations = length(observation)

nStates = length (hmm$States)

v = array(NA, c(nStates, nObservations))
dimnames(v) = list(states = hmm$States, index =

1:nObservations)
for (state in hmm$States) {
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vistate, 1] = log(hmm$SstartProbs[state] *
hmm$emissionProbs[state,
observation([1]])
}
for (k in 2:nObservations) {
for (state in hmm$States) {
maxi = NULL
for (previousState in hmm$States) {

temp = v[previousState, k - 1] +
log (hmm$transProbs [previousState,
state])
maxi = max(maxi, temp)
}
v[state, k] = log(hmm$SemissionProbs[state,
observation([k]]) +
maxi

}
}

viterbiPath = rep(NA, nObservations)
for (state in hmm$States) {

if (max(v[, nObservations]) == v[state,
nObservations]) {
viterbiPath[nObservations] = state
break
}
}
for (k in (nObservations - 1):1) {

for (state in hmm$States) {
if (max(v[, k] + log(hmmS$StransProbs]|,
viterbiPathlk +

111)) == v([state, k] +
log (hmm$transProbs|[state,

viterbiPathl(k + 1]1)) {

viterbiPath[k] = state

break

}
}

return(viterbiPath)

}

<environment: namespace:HMM>

# Algoritmo Baum-Welch

function (hmm, observation, maxIterations = 100, delta
09,

pseudoCount = 0)
{

tempHmm = hmm

le-
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tempHmmStransProbs[is.na (hmm$transProbs)] = 0

tempHmmS$SemissionProbs[is.na (hmm$emissionProbs)] = 0
diff = c()
for in l:maxIterations) {

bw$STransitionMatrix
= bw$EmissionMatrix
T[!is.na(hmm$transProbs)] = T[!is.na(hmm$transProbs) ]

(i
bw = baumWelchRecursion (tempHmm, observation)
T
E

pseudoCount
E['!'is.na(hmmSemissionProbs)] =
E[!is.na(hmmSemissionProbs)] +
pseudoCount
= (T/apply (T, 1, sum))
(E/apply (E, 1, sum))
= sqgrt(sum( (tempHmmS$StransProbs - T)"2)) +
(tempHmm$SemissionProbs -
E)"2))
diff = c(diff, d)
tempHmmStransProbs = T
tempHmmSemissionProbs = E
if (d < delta) {
break

T
E
d
(

sgrt (sum

}
}
tempHmmStransProbs[is.na (hmm$transProbs)] = NA
tempHmmSemissionProbs[is.na (hmm$SemissionProbs)] = NA
return(list (hmm = tempHmm, difference = diff))

}

<environment: namespace:HMM>



