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Abstract. Colorectal cancer (CRC) is the fourth crucial reason for death
worldwide, the evolution of which is due to the accumulation of genetic
mutations. The objective of this work is to carry out sequence analysis and
develop software to find genetic mutations, identify the positions and respective
cracks of the nitrogenous bases that form an amino acid. To achieve this
purpose, the Cross Industry Standard Process for Data Mining (CRISP-DM)
methodology was used, the Python programming language using the Django
framework and with the help of Biopython. The product of this work is a tool
that can assist health professionals in research and detection of CRC mutations.

Resumo. O cancer colorretal (CRC) é a quarta crucial razdo de morte no
mundo inteiro, a evolugdo dele é devido ao acumulo de mutagoes genéticas. O
objetivo deste trabalho define-se em efetuar a andlise de sequéncia e
desenvolver um software para encontrar as mutagoes genéticas, identificar as
posicoes e as respectivas trincas das bases nitrogenadas que formam um
aminoacido. Para conseguir essa finalidade foi utilizada a metodologia Cross
Industry Standard Process for Data Mining (CRISP-DM), a linguagem de
programacgdo Python com o emprego do framework Django e com o auxilio do
Biopython. O produto deste trabalho, é uma ferramenta que pode auxiliar os
profissionais da darea da saude, nas pesquisas e detec¢do das mutagoes do CRC.

1. Introducao

Os estudos na area de saude vém evoluindo com novos meios, recursos € sistemas,
desenvolvidos pela Tecnologia de Informagdo e Comunicagao (TIC) na forma de auxiliar
no diagndstico antecipado e oferecer dados relevantes para os profissionais da drea. Com
o auxilio da TIC ¢ possivel armazenar, processar € comunicar a informagao [Aragjo et
al., 2019].

Andlise de sequéncia ¢ um método aplicado para definir a ordem linear dos
nucleotideos em uma parte do DNA. A andlise de sequéncia pode contribuir na deteccao
de mutagdes genéticas em uma pessoa [Paula 2018].

Andlise de sequenciamento genético tem potencial de colaborar com os
profissionais de saide como: localizar mutagdes genéticas, diagndstico na medicina para
encontrar doencas [Castro 2015].

Dentre os possiveis diagndsticos das doengas cancerigenas, ha o cancer colorretal
(CRC). A evolugao do CRC ¢ um processo passivel de ser sequenciado, que compreende
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o acumulo evolutivo das mutacdes, que procedem da ativagao de oncogenes e estagnacao
de genes supressores de tumor. Essa evolucdo cancerigena transcorre de probands
(conjunto de dados) normais para adenoma, que caracteriza-se por ser um primeiro
estagio tumoral, em que o organismo ainda possui condi¢des de combaté-lo, até chegar
no estagio de carcinoma, que ja ¢ um estagio avancado da doenca necessitando de adi¢ao
de medicamentos para ser combatido.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) INCA (2019) ligado ao
Ministério da Saude, possui estimativa de CRC, para cada ano do triénio de 2020-2022,
o surgimento de 20.520 novos casos em homens e 20.470 em mulheres. Segundo Gandra
(2020) na reportagem realizada com o cirurgiao Marcus Valadao, do INCA, especialista
em CRC, essa doenca ¢ considerada silenciosa, em estagios iniciais ndo exibe sintomas.
Quando detectado precocemente o CRC, tem uma possibilidade de cura entre 90% e 95%.

Baseando-se no alto numero estimado de ocorréncias do CRC, e com
possibilidade de cura acima de 90%, se detectado precocemente; avaliou-se o
desenvolvimento de um software que execute a analise de sequéncia para detectar
mutagdes genéticas e divergéncias do CRC no proband. Esse sistema faz conexao com o
servidor NCBIWWW Blast, que tem a finalidade de encontrar e salvar dados com
alinhamentos na base de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Apoés esse processo, o sistema executa a analise de sequéncia nos dados
encontrados, procurando as mutagdes e divergéncias com as respectivas posigoes e trincas
das bases nitrogenadas, que formam um aminoécido, para auxiliar profissionais da area
da Saude.

Como sugestoes para trabalhos futuros, ha possibilidade de otimizar a consulta e
o alinhamento de sequéncia junto ao servidor NCBIWWW Blast, por intermédio de Web
Services e/ou API’s e aperfeicoar o banco de dados do sistema, passando do DB sqlite3
para MySQL ou similares.

1.1. Objetivos Geral

Desenvolver um software para encontrar as mutagdes genéticas, identificar as posi¢des e
as respectivas trincas das bases nitrogenadas que formam um aminoacido, por meio da
analise do sequenciamento genético.

1.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver um software com linguagem de programacao Python e o framework
web Django, com auxilio da biblioteca Biopython utilizando os modulos Blast,
Seq e SeqlO

e Realizar andlises de sequenciamento genético nas bases nitrogenadas de proband
para encontrar as mutagdes e divergéncias encontradas com as respectivas
posigdes e as trincas das bases nitrogenadas que formam um aminoacido.

2. Referencial Teorico

Nesta secao serdao abordados os topicos: gene, acidos nucleicos, cancer colorretal,
linguagem de programacgao, Biopython, Django, analise de sequéncia, CRISP-DM, Uml
e banco de dados biologicos.



2.1. Gene

Gene ¢ um encadeamento de nucleotideos de DNA, encarregado pelos atributos herdados
geneticamente. Determinados genes atuam com orientagdes para produzir moléculas
denominadas proteinas. Nos seres humanos os genes diferenciam-se no tamanho das
bases de DNA, podendo conter mais de 2 milhdes. O Projeto Genoma Humano estimou
que os humanos tém entre 20.000 e 25.000 genes [Medicine 2020a].

Dentro da literatura da genética atual, o gene ¢ uma sequéncia de nucleotideos de
DNA que ¢ capaz de efetuar uma transcrigdo para o RNA. O gene ¢ um fragmento do
cromossomo que se refere a um codigo caracteristico, € este possui informagao necessaria
para gerar uma deliberada proteina ou coordenar uma particularidade, por exemplo a cor
dos olhos [Marques 2018].

As pessoas possuem duas copias de cada gene recebidas dos seus pais. A maior
parte dos genes ¢ equivalente em todos os humanos, entretanto menos de 1% do total é
dissemelhante entre os humanos. Os alelos sdo moldes do mesmo gene com poucas
diferengas no sequenciamento das bases de DNA, que resultam em aptiddes fisicas
particulares de cada ser humano [Marques 2018].

2.2. Acidos nucleicos

Os 4cidos nucleicos sdo caracterizados por macromoléculas grandes, constituidas por
unidades monomeéricas, classificado como nucleotideos. Ha duas categorias de acidos
nucleicos: Acido Desoxirribonucleico (DNA) e Acido Ribonucleico (RNA). Eles sio
encarregados de codificar e interpretar os dados que especificam a sintese de proteinas
dos seres humanos [Santos 2020].

Os acidos nucleicos sdo constituidos de nucleotideos que sdo moléculas formadas
pelas juncdes de trés elementos: Acido fosférico, pentoses e base nitrogenada. O 4cido
desoxirribonucleico (DNA) é a molécula que acumula dados genéticos. E construido por
trés categorias de nucleotideos e quatro tipos de bases nitrogenadas, das classes purinas e
pirimidinas: Purinas primarias sao adenina (A) e guanina (G) e pirimidinas comuns sao
a timina (T) e a citosina (C), que ird produzir moléculas de DNA diferentes de acordo
com a quantidade dos nucleotideos e o sequenciamento [Nelson and Cox 2014].

No processamento da transi¢do, a informagao salva do DNA ¢ replicado no RNA
através da atuagcdo da enzima RNA polimerase que efetua a abertura e exibi¢do das
sequéncias de nucleotideos que serd transcrito utilizando apenas uma das fitas de DNA
para realizar a sintese de proteinas [Lodish et al., 2014].

2.3. Cancer Colorretal

Segundo o INCA (2020) o cancer ¢ originado de alteragdes da estrutura genética do DNA
das células, mais conhecidas como mutacdes genéticas. Os genes possuem instru¢des que
devem executar, como crescimento, divisdo, morte celular. Ao ocorrer mutagdes
genéticas, as instru¢cdes dos genes podem ser alteradas, que poderd dar inicio ao
surgimento do cancer. Em muitos casos ocorre: multiplicagdo descontrolada, desprender-
se do adenoma e deslocar-se para regides proximas, perda das instrugdes originais.

O CRC atinge tanto homens quanto mulheres, ¢ o terceiro e segundo cancer mais
frequente respectivamente. Com cerca de 1,4 milhdo de novos casos durante um ano.
Tornou-se a quarta crucial razao de morte no mundo inteiro. Os médicos utilizam a taxa



de sobrevida como uma forma padrao para debater o progndstico de um paciente, que se
refere a porcentagem de pacientes que vivem pelo menos 5 anos apos o diagnostico da
doenga. O CRC possui uma taxa de sobrevida em cinco anos abaixo de 65%. A evolugdo
do CRC pode ser estimulada pelas ligacdes de varios fatores genéticos e ambientais de
modo complexo, como, NCI (instabilidade cromossomica), MSI (instabilidade
microssatélites), fenotipo metilador! da CIMP (ilha 5'-C-fosfato-G-3' - CpG)?, e
hipermetilacao global do DNA. O CIMP ¢ identificado pois atinge as regides promotoras
do gene, ao metilar diversas ilhas de CpG. Ao silenciar a transcrigdo dos genes
supressores tumorais 0 CIMP ¢ classificado como uma das cruciais vias tumorigénicas
no CRC [Zhang et al., 2020].

O CRC ¢ um adenoma que afeta o intestino grosso, compreendido pelo sigmoide,
o reto e os colons: ascendente, transverso e descendente. A maior parte das neoplasias
que afeta a area do colorretal é categorizado como adenocarcinoma, tipo de neoplasia
maligna que se origina nas células glandulares produtoras de muco que envolvem o colon
e o reto [Cordeiro 2019].

O CRC ¢ identificado pelo desenvolvimento incontrolado de células epiteliais do
colon e reto, relacionado com especificas mutagdes genéticas que resultara em formagao
de adenoma e carcinoma. Dentre as mutagdes relacionadas ao CRC destacam-se mutagdes
que inativam os genes supressores tumorais APC e P53 e ativam oncogenes RAS, BRAF
e PI3K [Cordeiro 2019].

Segundo Guedes et al. (2019) o CRC ¢ a neoplasia mais comum nos EUA, no
Brasil ocupa a quarta colocacdo, com mais relevancia nos estados de Sao Paulo e Rio de
Janeiro. Em grande parte dos CRC progride do inicio de adenomas preestabelecido. A
ativacdo de genes relacionados com o aparecimento e crescimento de tumores e a
inativacao de genes supressores de tumor sdo a estrutura molecular para a manifestagao
do carcinoma. Mutagdes no gene TP53 que codifica a proteina p53, estd vinculada no
progresso de diversos carcinomas humanos. Quando ocorre o TP53 descontrolado.

2.4. Linguagem de Programacio

Para desenvolver o software proposto, foi utilizado Python, que ¢ uma linguagem de
programacao de alto nivel, interpretada, orientada a objetos com semantica dinamica,
possui uma grande performance e dispde de vasta quantidade de bibliotecas [Python
2020].

2.5. Biopython

Biopython ¢ um projeto internacional da associagdo dos desenvolvedores de ferramentas
para a biologia molecular computacional. Deste projeto surgiu a biblioteca Biopython
escrita em Python, que possui um conjunto de ferramentas que estd a disposi¢cdo
gratuitamente para utilizacdo na bioinformatica. Sua finalidade é proporcionar uma
melhor usabilidade do Python, com modulos e classes reutilizdveis e com alta qualidade.

! A metilagdo é uma reagdo quimica que consiste na adi¢io de um grupo metila (-CH3) a uma molécula,
com o caso particular quando um 4tomo de hidrogénio ¢ substituido por um grupo metil.

2 Ilha 5'-C-fosfato-G-3' abreviatura de CpG sdo regides do DNA onde um nucleotideo de citosina é
seguido por um nucleotideo de guanina na sequéncia linear de bases ao longo de sua direcdo 5 '— 3'. Os
locais CpG ocorrem com alta frequéncia em regides gendmicas chamadas ilhas.



O site Biopython® oferece recursos para médulos e scripts e links para desenvolvedores
de software baseado em Python. As capacidades do Biopython abrangem analisadores de
diversos formatos de arquivos para bioinformadtica e fornecem suporte para varias
estruturas de dados como: Fasta®, GenBank®, Blast’, Clustalw, NCBI, ExPASy,
SwissProt, Unigene [Biopython 2020a].

2.6. Django

Django ¢ um framework de web server-side, desenvolvido em Python, ¢ um dos
frameworks mais conhecidos entre os programadores. E gratuito e com codigo aberto,
simplificador ao desenvolvimento de varias aplicagdes. Django aplica o padrao de projeto
Model, Template and View (MTV). O Model ¢ onde ocorre a comunicagdo com o banco
de dados. O Template ¢ realizado a renderizacdo para uma interagdo do site em django
com o usuario. View ¢ o nivel responsavel pelas regras de negdcios dados, e as requisi¢oes
dos usuérios, por intermédio de aplicagdes como o roteamento de URLs’ [Cardoso and
Bispo 2019].

2.7. Analise de Sequéncia

Analise de sequéncia ¢ um procedimento para encontrar a sequéncia correta para a
formag¢ao do aminoacido. E possivel identificar se a composi¢do da trinca de bases
nitrogenadas formou um aminodcido valido [Biometrix 2018].

O sequenciamento genético possibilita detectar uma gama inteira de variagdes
genéticas comuns e outras diferentes do normal. Proporciona auxiliar nas doengas raras e
utilidades clinicas, que viabiliza obter deteccdo, caracterizacdo e previsibilidade.
[Lappalainen et al., 2019].

2.8. CRISP-DM

Uma das metodologias mais utilizadas em projetos que abrangem a mineracdo de dados
¢ a Cross Industry Standard Process for Data Mining (CRISP-DM). Ela foi desenvolvida
inicialmente em 1996, e em 1997 foi incorporada em um projeto da Unido Europeia na
esfera da iniciativa do aporte ESPIRIT. Esse projeto foi administrado por seis empresas
[Junior 2014]. Segundo Andrade et al. (2020) CRISP-DM ¢ amplamente utilizada em
projetos que abrangem a mineragdo de dados. Possui adaptabilidade para diversas
finalidades, pois possui fases flexiveis. Segundo Caldas (2019) a quantidade de dados
coletados em todas as areas, esta aumentando a cada dia que passa, € 0s processamentos
e andlises dos dados em muitas das vezes ¢ lento e demorado, delongando para que sejam
utilizados de forma eficiente e inteligente. O CRISP-DM ¢ constituida de um ciclo de seis
fases. Que inicia com entendimento de negdcio até avaliagdo e aplicagdo, com modelo
iterativo nas fases, possibilita a regressao e progressao, seguindo os resultados obtidos
em cada fase conforme demonstrado na Figura 1.

3 Site Biopython https://biopython.org/.

4 FASTA ¢ um formato baseado em texto para representar sequencias de nucleotideos.
> GenBank ¢ um banco de dados de anota¢des de sequéncias de nucleotideos.

6 Blast ¢ uma ferramenta de pesquisa de alinhamento e similaridade local.

7 URLSs é uma sigla de Uniform Resource Locator que ¢é o endereco eletronico.
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Figura 1. Fases do CRISP-DM [Moura 2019].

2.9. UML

A Linguagem Unificada de Modelagem (UML) ¢ uma linguagem padrdo para a
elaboracdo da estrutura de projetos de Software desenvolvido. UML pode ser utilizado
para: visualizagdo, especificacdo, levantamento dos requisitos e a documentacdo de
elementos que fagcam uso de sistemas complexos de software. A UML abrange uma série
de notagdes para a elaboragdo de diagramas, representando diferentes aspectos de um
software, dentre eles estdo os diagramas de: atividades, casos de uso, diagrama de
sequéncia, diagrama de classes entre outros [Booch, Rumbaugh and Jacobson, 2005].

2.10. Banco de dados Biolédgicos

A quantidade de dados biologicos disponivel, vem expandindo de forma exponencial,
decorrente dos atuais avangos, nas ciéncias bioldgicas e na computagdo, com
modernizagdes do sequenciamento de proxima geragdo e a computacdo de alto
desempenho [Guedes et al., 2020].

O Senador Claude Pepper admitiu a relevancia de métodos informatizados de
processamento de informagdes para a realizagdo de pesquisas biomédicas, que instituiu
NCBI em 1988. O NCBI foi incumbido de realizar diversas atividades, que viessem
desenvolver novas tecnologias de informagdo para contribuir na compreensao de
processos moleculares e genéticos, que controlam a satide e as doengas. Algumas das
atividades sdo: desenvolvimento de sistemas automatizados para armazenamento e
analises dos conhecimentos sobre biologia molecular; bioquimica e genética; possibilitar
o uso de bancos de dados e software pelas associagdes médicas e de pesquisas; coordenar
empenhos para coletar informacdes de biotecnologia, tanto nacional como
internacionalmente; e realizar o gerenciamento do desenvolvimento, distribui¢cdo, apoio
e a coordenagdo ao acesso a uma diversidade de banco de dados e software para as
organizagoes cientificas e médicas [Medicine 2020b].



Dentre diversos bancos de dados biologicos publicos, estio o PUBMED? que é
gratuito e o mais conhecido na area da saade, GEO’ é um repositorio publico de dados
gendmicos funcionais, todos mantidos pelos NCBI.

3. Trabalhos Correlatos

Nesta se¢do serdo apresentados trabalhos com caracteristicas andlogos, ou com
aplicabilidades relacionadas para o desenvolvimento deste trabalho final de graduagao.

3.1 Identification of recurrent and novel mutations by whole-genome sequencing of
Colorectal tumors from the Han population in Shanghai, eastern China

Em Teng et al. (2018) foi realizado sequenciamento genético em 10 pacientes com CRC,
e efetuou a comparacdo com probands normais, com objetivo de encontrar o perfil de
muta¢do gendmica de CRC. Foi realizado comparacdo desses dados com o projeto
TCGA', que resultou em alguns genes ja mencionados nesse projeto, sdo eles: TP53,
KRAS, FAM47C e MUCT.

3.2 Evaluation of gene-environment interactions for colorectal cancer susceptibility
loci using case-only and case-control designs

No estudo realizado por Song et al. (2019) para investigar a interacdo do gene e ambiente
(G x Es), aplicou estudo de caso unico de CRC, utilizando 703 casos de CRC e 1406
casos controles. O trabalho utilizou 31 SNPs!! previamente identificados em locais de
vulnerabilidade ao CRC e 13 riscos ambientais apresentados pelo GWAS!2. O trabalho
conclui que diante aos resultados apresentados, existem provaveis influéncias entre o SNP
rs4444235 no cromossomo 14q22.2 e exercicio frequente e o SNP rs2423279 no
cromossomo 20p12.3 e a utiliza¢do continua de aspirina no CRC.

3.3 Genome-wide association scan identifies a colorectal cancer susceptibility locus
on 11q23 and replicates risk loci at 824 and 18q21

No trabalho de Tenesa et al. (2008), foi realizado uma varredura de associacdo abrangente
(GWAS) de genoma em fases. Foi selecionado os controles e foram pareados por sexo,
idade, area de residéncia. Na fase 1 e 2 foram selecionados 1.012 e 2.057 respectivamente,
todos com casos de CRC com inicio precoce em ambas as fases. Na fase 2 foi utilizada a
classificagdo dos SNPs por estatisticas de testes e selecionados os tops 15.008 para
analise. Foi utilizado 2.111 controles, que resultou no selecionamento dos cinco SNPs
mais bem qualificados em ambas as fases. Na fase 3 da genotipagem realizada, encontrou
trés das cincos associacoes, mais bem classificada dos SNPs e seus cromossomos.

3.4 Consideracoes sobre os trabalhos correlatos

Os trabalhos correlatos citados ilustram diversos aspectos relacionados ao
desenvolvimento do presente trabalho. No trabalho de Teng (2018) foi realizado o
sequenciamento genético de pacientes com CRC e efetuado a comparagao com probands

8 O PubMed compreende mais de 30 milhdes de citagdes biomédicas, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/.
9 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/.

10 Projeto TCGA ¢ um projeto que objetiva cadastrar ¢ descobrir as principais alteragdes gendmicas. .

' SNPs ¢ o polimorfismo de nucleotideo simples, que ocorre uma variagdo na sequéncia de DNA.

12 GWAS ¢ definido como estudo de associagdo gendmica ampla, detecta variagdes genéticas.



normais para encontrar o perfil de mutagdo gendémica de CRC. No trabalho de Song
(2019) foi realizado a interagdo de gene e ambiente, utilizando os probands com CRC e
normais. O trabalho de Tenesa (2008) foi realizado varredura de associacdo gendmica em
fases, utilizando casos controles e casos com CRC. Estes trabalhos contribuiram com os
resultados identificados e a busca por associagdo nos dados, propiciou mais clareza, nas
varreduras e analise dos dados dos probands que foram sequenciados.

4. Metodologia

Para desenvolvimento deste trabalho, foi aplicada uma adaptacao da metodologia CRISP-
DM. Essa escolha estd relacionada a pratica conveniente em processos de analise de
dados, agregado a uma ampla pesquisa bibliografica, incluindo artigos, livros e videos.

4.1. Entendimento de Negocio

Nessa fase, concentra-se na clareza do propodsito que se espera obter com a analise de
sequéncia. Para este trabalho foi aplicado andlise de sequenciamento do CRC, para
identificar os asterisco e divergéncias nos resultados obtidos com a utilizacdo da
biblioteca Biopython, importando os moddulos Blast, Seq e SeqlO. O asterisco ocorre
quando uma trinca de bases nitrogenadas ao ser transformada para aminoacido, o
Biopython identifica que n3o ¢ valido, identificando com essa marcagdo (*).
Exemplificando: a trinca de bases nitrogenadas timina, guanina e adenina (TGA) na
transformagdo para aminoacido forma um (*). A divergéncia nos resultados ocorre
quando o alinhamento de sequéncias do arquivo e o retorno do servidor, ndo sao idénticos.
Entdo, o software armazena e salva a divergéncia na posi¢ao inicial e final, da ocorréncia
desse alinhamento incorreto.

4.2. Entendimento dos Dados

Nessa segunda fase foi preciso organizar, documentar, entender, distinguir os dados
relevantes que foram analisados, para obter a descoberta dos resultados: com asterisco e
divergéncias encontrados ao finalizar todas as fases. Essa fase ¢ classificada como
complexa, pois investiga a esséncia dos dados. E necessario entender os conceitos da
biologia molecular, para realizar as analises dos dados, como: composi¢do de uma
proteina, processo de duplicagdo de uma molécula de DNA de dupla hélice e mutagdes
celulares. Os dados do proband com CRC estao em bancos de dados publicos, especificos
para area da Saude, como os mantidos pelo NCBI.

4.2.1. Requisitos do Sistema

Para melhor compreensao do trabalho, observando a metodologia € necessario especificar
as funcionalidades que atendem aos requisitos do sistema desenvolvido. Foi realizado o
levantamento dos Requisitos Funcionais (RF) e dos Requisitos Nao Funcionais (RNF).
Estdo listados nas Tabela 1 e 2.

Tabela 1. Requisitos Funcionais

Requisitos Funcionais

Funcionalidade /RF Descricdo Complexidade

1: Efetuar Login | O sistema possui tela de login para acessar o software, 0 Média
usudrio deverd entrar com email e senha.

2: Gerenciar Usuarios| O sistema efetua o gerenciamento dos usuarios do sistema. Média




3: Enviar Arquivo | O sistema 0 envio de arquivo com extensdes fasta, que Baixa
contenham sequéncias das bases nitrogenadas do proband.
4: Notificar usuario | O sistema notifica o usuario, em caso de envio de extensdo Média
incorreta de envio.
5: Conectar ao O sistema conecta ao servidor NCBI Blast, para encontrar Alta
Servidor alinhamentos entre sequéncias, e salvar em arquivo txt
6: Analisar o O software realiza anélise de sequenciamento genético sobre o Alta
Sequenciamento arquivo enviado e nos alinhamentos encontrados no servidor
Genético NCBI Blast.
7: Salvar 0s O sistema salva os asteriscos encontrados e divergéncias. Alta
resultados

Tabela 2. Requisitos Nao Funcionais

Requisitos Ndo Funcionais

Funcionalidade/ RNF Descricdo Complexidade
1: Software Uso de um Software Web. Alta
O Software seradesenvolvido com a linguagem Média
2: Linguagem de programagdo Python utilizando a biblioteca
Biopython e o framework web Django.
3: Disponibilidade O sistema deve permanecer sempre disponivel Alta
(online) ao usuario.
4:Validar O sistema devera validar, o arquivo enviado, caso estejal Alta
arquivo incorreto, notificar o usuario. Com aviso na tela.
5: Salvar os Dados Sistema salva os dados da conexdo com servidor e Alta
analise de sequéncia em arquivo formato texto (txt).

4.2.2. Diagrama UML

Para uma melhor compreensdo das funcionalidades e controle das atividades do Software
desenvolvido, as Figuras 2.1 e 2.2 exibem o diagrama de atividade que o Software
executara. Apresenta o fluxo de controle de uma atividade para outra.
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Figura 2.1. Diagrama de atividade [Dos Autores].



Baixar arquivo com a
sequéncia de bases
nitrogenadas

Visualizar
Resultados
NCBI Blast

Confirmar
Visualizar exclusao
Resultados Anglise

do sequéncia

Excluir <> Negativar
Andlise exclusdo

Editar
Anglise e
scolher z
g Arquvo
opgées
Cadastrar
Andlise Selscionar

Gravar

Selecionar
sequéneia de
bases

Realizar Analise
nitrogenadas

ds sequéncia
sobre os
resuftados

Efetuar Translate de
bases nitregenadas
para Aminoacidos

Salvar

resultados em

arquivo bt Salvar todas as
analises

=0 realizadas em

sequéncia arquivo bt

Conectar
com
servidor
NCBI Blast

Encontrar
Alir

Figura 2.2. Diagrama de Atividade [Dos Autores].

4.2.3. Interface do Usuario

A Figura 3A exibe a interface do login de acesso ao Software, onde o usudrio devera
entrar com e-mail e senha para acessar o sistema e a interface Home, conforme Figura
3B. O usuario pode efetuar a gestao basica com o controle dos usudrios do sistema e

analises, sendo possivel visualizar analises ou submeter o arquivo para efetuar as analises
de sequenciamento genético.

. MDA ° - = - =

< l.‘! FN .

~ e Franciscana
SUFN
Sistema de Analise de Sequenciamento Genético: Probands com Adenoma e
Software de Analise de Carcinoma Cancer Colormretal
Sequenciamento Geneético e _ _
Area da Saude TFG Sistemas de Informagio - UFN
Aluno: Jeferson Grigolo

Email

Senha

Figura 3. A- Layout Login e B- Home do Software [Dos Autores].

4.3. Preparacao dos Dados

Na preparagdo dos dados foi necessario selecionar todo o sequenciamento das bases
nitrogenadas, pois o arquivo “.fasta” enviado pelo usudrio contém informagdes como:

nome, identificacdo e todo o sequenciamento das bases nitrogenadas, para que o software
realize de forma correta as conexdes com a biblioteca Biopython.

Nesta fase foi desenvolvido o Software, utilizando a linguagem de programacao
Python com framework Django, utilizando o banco de dados DB sqlite3 para salvar as



informagdes do sistema. Foi utilizado a biblioteca Biopython para: efetuar conexdo com
o servidor NCBI Blast, transformagao de bases nitrogenadas em aminodacidos, obter a
sequéncia das bases nitrogenadas no arquivo, realizar o sequenciamento genético,
encontrar mutagoes, localizar divergéncias e salvar os resultados.

4.4. Modelagem

Nessa fase foi realizada a sele¢ao das importagdes de pacotes necessarios para encontrar
os dados do servidor e resultados ao aplicar anélise de sequéncia. Foi utilizado os pacotes
Bio.Blast, Bio.Seq e Bio importando SeqlO. Esses 3 pacotes pertencem a biblioteca
Biopython.

O software realiza duas etapas ap0s o usuario submeter o arquivo: primeira etapa
o software efetua conexdo com o 'NCBIWWW gblast', que ¢ uma funcionalidade para
encontrar e retornar os alinhamentos de sequéncias e salvar essa etapa em um arquivo
texto (txt). A segunda etapa, o software aplica analise de sequenciamento no arquivo texto
salvo na etapa anterior, buscando encontrar erros e divergéncias encontrados nas trincas
de bases e nas 'Querys' e 'Sbjcts'. O sistema salva em outro arquivo texto todos esses
resultados da segunda etapa.

Para realizar as andlises de sequéncias no proband do arquivo enviado pelo
usuario foi utilizado o pacote Bio importando SeqlO, para encontrar somente as bases
nitrogenadas. Apds esse processo, foi realizado conexdo com o servidor NCBI utilizando
o pacote Bio.Blast e a funcionalidade NCBIWWW.gblast'. Os parametros do método
como o programa blastn, compara uma sequéncia contra uma base de dados de sequéncia
de nucleotideos. Além de realizar a filtragem de organismo para Homo Sapiens e
percentagem de identidade das bases nitrogenadas. Localiza os alinhamentos de
sequéncias com as 'Querys', que sdo do arquivo enviado pelo usuario e os 'Sbjcts', que sdo
os alinhamentos encontrados pelo servidor. Esses dados sdo exibidos a cada novo niumero
de arquivo de alinhamentos, encontrado no servidor. A Figura 4 exibe o método
desenvolvido para realizar a leitura do arquivo, conexdo com servidor e salvar em um
arquivo texto “.txt”. Os dados encontrados com a resposta do servidor, encerram a
primeira etapa.

minerar_probands_adeno
caminho_arquivo = "u .arquive_adenoma_carcinoma)

with open(caminho_arquive, "ru™) handle:
arquivo_saida_mineracao_adenoma = ‘uploads/'+ str( .arquivo_adenoma_carcinoma) + ' _

open(arquivo_saida mineracao_adenoma, 8l handle2:
for record 5eqI0.parse(handle,

file = SeqI0.read(caminho_arquive, format=
resultade = NCBIWWW.gblast("b tn", "nt", - ", entrez_ 0 sm]"”, perc_ident=" :

Figura 4. Método para conexao e salvar os dados NCBIWWW [Dos Autores]

Na segunda etapa, o software realiza a andlise de sequéncia no arquivo de texto,
salvo na primeira etapa. Foi desenvolvido um método aplicando logica de programagao
para efetuar as andlises de sequéncia. Nesse método primeiramente ¢ realizado a



transformagdo de toda a sequéncia de bases nitrogenadas para aminodcidos utilizando o
pacote Bio.Seq e o método Seq.translate. O método junta a cada trinca de bases
nitrogenadas e transforma em um aminodcido até o final da sequéncia. Com objetivo de
encontrar os asteriscos (*) nessa transformacao.

Ap6s ¢ verificado se a Query da linha contém 60 itens. Ao contemplar essa
condig¢do sera verificado se o Sbjct do alinhamento com a Query estd diferente uma da
outra, ou seja, se ocorreu alguma alteracdo de base ou mutacdo em uma ou vérios itens.
O método ird salvar em uma lista: Query e nimero, inicio € o fim da mesma. Em seguida,
o0 sistema percorre os aminoacidos transformados das bases, somente entre o inicio e fim
da Query, que estd sendo analisado.

Os asteriscos (*) que aparecem, ocorrem devido a troca de qualquer base que esta
sendo alterado, ficando comprometido o aminoéacido gerado, dessa trinca de bases. Apds
esse procedimento o sistema adiciona em uma lista a sequéncia do Sbjct e os asteriscos
encontrados com a posicao na sequéncia de bases e a trinca que formam esse asterisco. O
sistema salva em uma lista as possiveis combinagdes de trinca de bases e o aminoacido
gerado com a nova trinca sugerida. Em seguida, o processo do software procura todas as
divergéncias encontradas na Query e o Sbjct que estad analisado. O sistema armazena em
uma outra lista o inicio e fim dessas divergéncias. E percorrido toda a lista para encontrar
as trincas com divergéncias e salvar essas informagdes obtidas na analise de sequéncia.
A Figura 5, exibe a resposta do servidor NCBIWWW com as Querys e Sbjcts, exibindo
tanto as sequéncias corretas quanto as que possuem divergéncias.

*MR_169245.1 Homo sapiens colorsectal cancer associsted 1 (COLCAl), transcript
wvariant &, long non-coding RMA
Length=5372

Score = 29621 bits (18589 ), Expect = @.@
Identities = S372/5407 (99%), Gaps = 35/5487 (1%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 GAGTCCCTTCCTTCTCCGCC TGO CAGGTOTGEC T TCTGEECAGGCTCCGACCTCTGCGT (=1=]
Freprrerrenenrrr e renenrrr et rrrener e rrerinrnnnl
Sbjct 1 GAGTCCCTTCCTTCTCCGCC TGO CAGGTOTGEC T TCTGEECAGGCTCCGACCTCTGCGT (=1=]
Query (= GCCCTTGGETCTEEAAGC CAGCCCOaEAGCAAGLGETEAGGTTTOECCAGCCCCGTCCTGG 126
Frrerrerreenrrreeerrereererrreentnd
Sbjct (= GCCCTTGGETCTEEAAGC CAGCCCoaEAGCAAGLGE - - - - - - - -~ - - - - - - - - — - == ——— — a5
Query 121 GCCeGCEAGEAAAAGCCETOEAAACACACCCGEAT TGAAATGCCCCTEOCCCGCCTGACT 158
Frrrreerrrent et rreer et e eenerreetl
Sbjct 98 0 —---------- AASAGCCETEOAAACACACCCOoAT TEAAATGC CCC TGO CCGUCTGACT 145

Figura 5. Resultado da busca NCBIWWW salvo no arquivo txt [Dos Autores].

As divergéncias para serem procuradas e salvas corretamente, devem seguir o
método desenvolvido com aplica¢do da ldgica de programacdo, que busca os intervalos
corretos das trincas de bases nitrogenadas. A Figura 6 exibe a lista com os intervalos
possiveis para as trincas das bases nitrogenadas.

lista_trinca_index

Figura 6. Lista com as possiveis trincas com os indexs iniciais [Dos Autores].

Se o inicio e fim da “Query” da divergéncia estiver no inicio = 2 e fim =4, o
sistema tem que procurar na lista de trincas onde estd posicionados o inicio e fim, e
estabelecer o inicio exato que deverd comegar a trinca. No exemplo o sistema estabelece
que o inicio deve ser no indice 0 € o fim no indice 5, pois faz a logica aplicada verificar
se o inicio ¢ maior ou igual ao valor do indice que esta sendo executado. O “while” da
condi¢do continua até entrar no “else”, estabelecendo que o inicio deve ser o valor da



variavel no indice - 1 que o “while” estiver executando. Essa mesma logica ¢ aplicada
para definir o fim da Query. A Figura 7 exibe a l6gica aplicada para obter o inicio e fim
da divergéncia.

inicio divergencia = lista trinca_index[m - 1]

lista_aux sbjcta[1] >= lista_trinca_index[n]:
n 4= 1

inal _diwvergencia = lista trinca_index[n] - 1

inicio divergencia

final diwvergencia

Figura 7. Logica de Programacdao aplicada no Método [Dos Autores].

4.5. Avaliacao

Classificado como uma fase critica do processo de analise de sequéncia. E necesséria a
cooperagdo de especialistas nos dados, responsaveis pelas decisdes. As validagdes do
Software, foram realizadas com a conex@o do servidor NCBIWWW, na qual conseguiu
encontrar o mesmo arquivo que foi inserido pelo usuario com 100% de alinhamento com
ele.

4.6. Aplicacao

Essa fase exibe os resultados encontrados na analise de sequéncia realizado no software.
A Figura 8 apresenta o resultado encontrado na andlise de sequéncia, quando a Query
pesquisada, possui asterisco (*) no intervalo do inicio ao fim, e suas divergéncias.

Nome Arquivo: Arquivo »NG_227686.2 Query 3@%6 --» Divergéncias:

SEQUENCIA QUERY | SEQUENCIA SBICT | InICI0 DA QUERY | FIM DA QUERY
ATGGAATCTTACTCTGTCACCGGE- CTGEAGTGCAGTGGCATGATCTCAGCTCACTGCAA | ATGGAGTCTTGCTTTGTCGCCCAGTCTGGAGT GAAGTGETGCGATCTCGGCTCACTGLAA | 3096 | 3154
| TEM ASTERISCO ? | POSICAQ SEQUENCIA DAS BASES | TRINCA ENCONTRADA
ASTERISCO ENCONTRADO | 3135 | TG

APRESENTANDO A(S) TRINCA(S) E AMINOACIDO(S)
['PosSIVEIS CoMBINACGES: ', 'TeC', 'C', 'TeE', 'W', 'TGT', 'C']

APRESENTANDO DIVERGENCIAS
| INCIO QUERY | FIM QUERY | TRINCA SEQUENCIA QUERY | TRINCA SEQUENCIA SBICT

| 5 | 5 | GAA | GAG
| 10 | 19 | TAC | TGC
| 13 | 13 | TCT | 7T
| 18 | 18 | ACC | GCC
| 21 | 22 | 666 | CAG
| 24 | 24 | -cT | TCT
| 33 | 33 | CAG | AAG
| 39 | 41 | CAT | TGC
| 43 | 43 | AGC | GGC

Figura 8. Resultado da Anéalise com Asterisco (*) na Query Analisada [Dos Autores].

A resposta da conexdo com servidor NCBIWWW exibido na Figura 4, possui um tempo
estimado em torno de 20 minutos. Pode haver alteracdes no tempo de resposta,



dependendo das caracteristicas de processamento do servidor e da relagdo da quantidade
de bases nitrogenadas do arquivo submetido.

) . . S
Ao realizar a transformacdo de bases nitrogenadas para aminoacidos, encontramos os
. ~ A - : .

asteriscos, que sao possiveis mutagdes na trinca das bases. A Figura 9 apresenta os
asteriscos encontrados.

Aminodcidos Transformados das Trincas de Bases Nitrogenadas do arquivo Original
ESLPSPPGQVLILLGRLRPLRALGLEASPGASGEVHPAPSHAGE EKPHKHTRTEMPLARL TRP®EKQPSYPT SHSAGAGSVAGC CSSRDSAPGRAPGAGREAEMQHF *NFTKHPAAPRS LEQETNRINVLYLRV*V*VFSPSCQVFKTSRNP*FDNQ™ LROT FNLNIQRLNKMDYLLQKSCTQAPHR
ESRETGSETPLGPGPCFYYSLSILSSFPQIEQMSSKILCISAFRAAKKP*VT*AALAMNTGARLAGQTDSRIPHLCFEGKSQVLRNEHGS *HVIHSKKS LAQVAGQRPSRGLRSAPPIF LAPPGYQRASLPLSSRSSHARHNGFCSE*LPIKTLSSSPQSWGCQEPHPLETF* LWSPPHCEVPS
LLFRLLEPPLPFCCRSTC*ETMTSLAPAHFN*KDVDLGSSLLPLG* EGGETHDQASPLVQAQAPH™ * LGILLGHLL *YLTVPLPCDLEGE ETAMVHRGRECQAKSSHSHPPPPQKGTAREERGIVRF LLQITKIF PGFK TSPHF ASAVYSLSSQKCKKCS LAPEASRKRLGCPQMCQIQRETHRA
GKGN*E*QD** ELLGS* SHISGGEEQANEHL RWHLAVEGRMDVLKSDSFHNFF LQIPL SLCPRFP *WTRPEEGKDNGAGDGT SPPCHPSSSLCLGLAPSEGTVQAAWNLGMVS CPHSVFHYFFSSLLSSFLLYSYFLICF *KPSLLHFCLFLSVFLCLSSCHCFLPFLICTTGFLPGFTCLCVP
LCHGVLPVLSGF ISFLTSPFYFFFFFF*DGVLLSRPGHSANLS FHVEMDRDGRSTECS® QHH*R*C*RSATLHRROARL GERGAPIKS GGL *GOQGSLCPNLQOP LWLL CHPCFHDGHLSAVAG*RFOKTRFF *A*ALF*ERSFPLVCSSTLMSFGSCCFYNYKTPAQUFKSQRPCLIK*GRIFL
NGSCKSSLOI*VDDOAQSNPETPGTHSIGCSS *ETORRLHRRLIIVYNTSGAILYS IHIPQVRKOAQRNKIHAK ITEYISSRIRIQTLLGL TPKPHLF FFLRWHLTLSPGHSAVA*SQLTATSASHNQVIPLP*PPE* LGLQACTTTPS*FLCF #*RGGFTVLARMVSIS*PCDLPASASQSTGIT
GMSHHARPLLLTTOVVFLIFSTRSF*TFUTLTYNKKSILHVHIYL *QHLYF *NKLFMKQDIPTYVRHSDIFYSSPPFPFHSIYGKYMLVGSH*VHLMTH* *AVSGIGKIPACK ICEHTFQGCLCMYK YFGVLSVLPSVCTRTLRQCSLLT*ECSVRTGNTRILKKRLARGEGK L LITLITVCASQT
ENSFLLAGGIATSRMFALKS**S LG NKLLKKLLHGFNRRS*APLLGNI THLLMF GCHKGSLKC* EGLSLFPKSLLVSVQPLAPLLG*DPGP* *HLCRGNESSLFVRQPVPLLDCFKCSDQ* LOYNPIMY*LGTNYALGMVSSTRSTRISKP* FLLSITLFSYFCTTAFLL*VCLVH*LVYSFIQ

QSYTD*LL*PGPVLTLKKLCPSHLHPKPSPFETPHPYSLVLHISLFFRSLATLAIDLRNPVFDLNL LIPSPYPK *WKWNRF LF KVLHEYFD*KILAVLYANDTAEHCFLPPT*ETLFN*GTGI LKDF QYKEKG*F IPSKFDYSSKLSLLMQSSFVTLTLGHCYQTSHETSSSRRLNTCRKQHFFGP
SEHLVHMKITRKTIR*RFFNDLCYVSLFP*DIFKVLTFP*EASHGSKHLITHPLRKTPPYTA*RVPLLLLKTFLLCNT *GIQKHIKNTMHKTYDCITKLKK *NS*VISHL*LN* LIKTIKTFGLFLL

Figura 9. Aminoacidos e os asterisco encontrados [Dos Autores].

5. Conclusoes

No transcorrer deste trabalho, ocorreu um empenho para elaborar um sélido fundamento
teodrico sobre o assunto tratado. Com o conjunto de informacdes selecionadas foi possivel
a compreensdo pertinente das tecnologias que foram utilizadas no desenvolvimento do
Software proposto.

O framework Django contribuiu no desenvolvimento do software, agregando
praticidade, agilidade e consisténcia. Houve a necessidade de seguir as orientagdes e
convengdes do Django para o desenvolvimento do sistema.

A biblioteca Biopython possibilitou encontrar as mutacdes e divergéncias,
utilizando os pacotes disponiveis. Com o modulo NCBIWWW Blast do pacote Bio.Blast
conseguiu-se a conexdao com o servidor NCBI e a obteng@o de respostas, retornando as
regides de similaridade entre sequéncias biologicas pesquisadas com a base de dados do
servidor.

A realizagdo deste projeto apresenta uma integracao das areas de conhecimentos
distintos: computacio e saude. E uma ferramenta que pode auxiliar e beneficiar o
resultado. A ferramenta desenvolvida, permite maior agilidade na identificagdo de
proband com mutacgdes, exibindo as posigdes que estdo ocorrendo os asteriscos €
divergéncias no sequenciamento genético. Aos profissionais de saude, possibilitara
compreensdo mais agil e auxiliard na tomada de decisdo com relagdo as posigdes e
aminoacidos mutados.
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