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RELACIONADAS A PROCESSOS EM REDES

METABÓLICAS
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RELACIONADAS A PROCESSOS EM REDES

METABÓLICAS
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Não vim até aqui pra desistir agora
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Não vim até aqui pra desistir agora
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RESUMO

Nas últimas décadas, uma enorme quantidade de informação sobre o funcionamento
de sistemas biológicos foram disponibilizadas em bancos de dados de acesso público.
A Computação Aplicada à Biologia ou Bioinformática tem contribúıdo para análise
computacional de dados biológicos cada vez mais ricos em informação. Neste con-
texto, este trabalho tem por objetivo analisar e caracterizar a estrutura do Ácido
Nucléico DNA através de técnicas matemáticas e computacionais. As técnicas de car-
acterização empregadas são: a análise de flutuação “destendenciada”, o coeficiente
de dispersão e a análise espectral gradiente. São utilizadas as seqüências gênicas
e não gênicas dos seguintes organismos: a Escherichia coli, uma bactéria do Reino
Eubacteria; a Thermoplasma acidophilum, uma arquea do Reino Archaea e a Saccha-
romyces cerevisiae, uma levedura do Reino Fungi. Estes organismos são importantes
em estudos de Exobiologia ou Astrobiologia, uma vez que, representam origens evo-
lutivas distintas. Os principais resultados evidenciam diferenças estruturais robustas
entre os três organismos e validam as técnicas utilizadas para análise de seqüência
genéticas.





CHARACTERIZATION COMPUTATIONAL OF THE
STRUCTURAL PATTERNS IN DNA SEQUENCE RELATED WITH

METABOLIC PATHWAYS

ABSTRACT

In the last years, an amount of information about the biological systems were avail-
able in public databases. The Computer Science Applied to Biology or Bioinformatics
has contributed to computational analysis of biological data giving a lot of informa-
tion on biological processes and patterns in natural systems. In this context, this
study aims to examine and characterize the structure of nucleic acid (DNA) through
mathematical and computational techniques. The characterization techniques used
in this work are: Detrended Fluctuation Analysis, Dispersion Coefficient and Gradi-
ent Spectra Analysis. Coding and non-coding sequences of the following organisms
are used: Escherichia coli which is a bacterium of the Eubacteria Kingdom, the
Thermoplasma acidophilum which is an archaeal of the Archaea Kingdom and Sac-
charomyces cerevisiae which is a yeast of the Fungi Kingdom. Such organisms are
important in the exobiological scenario due to their distinct evolutionary origins.
The main results have shown robust structural differences among the three organ-
isms and were important in order to validate the techniques for genetic sequences
analysis.
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ZAÇÃO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.1 Genomas selecionados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.1.1 Glicólise . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.2 Técnicas de caracterização . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.2.1 Coeficiente de dispersão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.2.2 Análise da flutuação “destendenciada” . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

2.2.3 Análise Espectral Gradiente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

3 Análise e Interpretação dos Resultados . . . . . . . . . . . . . . . 53

3.1 Análise comparativa entre os organismos selecionados . . . . . . . . . . . 53

3.1.1 Cálculo do coeficiente de dispersão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

3.1.2 Aplicação da DFA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.1.3 Aplicação da GSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
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REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
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gênicas da E. coli. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
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com a evolução dos organismos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

3.5 C̄250 para todos os genes da Glicólise e todas as regiões não gênicas de
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icantes e o grupo inferior (�) é o conjunto de segmentos codificantes. . . 76

A.1 Bases nitrogenadas encontradas nos Ácidos Nucléicos. As bases nitro-
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D.2 Algoritmo para a técnica DFA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
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4 da S. cerevisiae, respectivamente denominados (a) até (d). . . . . . . . 123
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1 INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, uma enorme quantidade de informações sobre o funcionamento

de sistemas biológicos foram disponibilizadas em bancos de dados de acesso público.

A Computação Aplicada à Biologia (sob os nomes de Bioinformática e Biologia

Computacional) tem contribúıdo tanto na modelagem e simulação, como na análise

computacional de dados cada vez mais ricos em informação.

Em particular, a descoberta da estrutura do DNA1 em 1953 marcou o advento da

Genética e o surgimento de novas tecnologias capazes de auxiliar o homem na busca

pelo conhecimento da natureza dos organismos vivos (ver Apêndice A).

O conhecimento gerado pela descoberta da estrutura do DNA por James D. Watson

e Francis Crick em 1953 foi fundamental para a compreensão da genética dos organ-

ismos. Sabe-se que os Ácidos Nucléicos (DNA e RNA 2) constituem os organismos

vivos (incluindo os v́ırus). Esse material genético por sua vez age conjuntamente

com o sistema celular3 dispońıvel no organismo. Essa ação se torna direta ou indi-

retamente responsável por todas as caracteŕısticas de um ser vivo.

Um aspecto relevante em relação à codificação do DNA em protéınas é o fato de

o código genético ser degenerativo, ou seja, a estrutura base do DNA denominada

nucleot́ıdeo (adenina (A), guanina (G), timina (T ) e citosina (C )) combina-se em

trios. Cada trio de nucleot́ıdeo é denominado códon ou triplete sendo que existem

64 posśıveis códons ou tripletes dos quatros nucleot́ıdeos. No final do processo de

transmissão de informação, o RNA (obtido pela transcrição do DNA) traduz apenas

20 aminoácidos que constituirão todas as protéınas conhecidas dos organismos vivos.

Ainda em relação à codificação de aminoácidos, Trifonov (1999) sugeriu uma posśıvel

ordem de aparecimento durante a evolução dos organismos. Para ele, os primeiros

aminoácidos que apareceram foram a glicina (Gly), alanina (Ala) e o ácido aspár-

tico (Asp). Miller (1953) realizou um experimento onde simulava a constituição da

atmosfera planetária primitiva na tentativa de produzir compostos orgânicos. No

1Neste trabalho é adotado a sigla em inglês DNA (Deoxyribonucleic Acid) por ser mais usual.
A tradução é Ácido Desoxirribonucléico - ADN.

2Neste trabalho é adotado a sigla em inglês RNA (Ribonucleic Acid) por ser mais usual. A
tradução é Ácido Ribonucléico - ARN.

3Sistema celular, neste contexto, compreende o conjunto de moléculas e organelas que junta-
mente com o material genético desempenham as funções necessárias para que as células mantenham-
se em atividade.
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final do experimento, Miller detectou que haviam se formado os aminoácidos Gly,

Ala e Asp. Sabe-se que os códons responsáveis pela tradução desses aminoácidos

devem ter o G na primeira posição do códon, o G ou o C na segunda posição e

qualquer um dos quatro nucleot́ıdeos na terceira posição do códon. Dessa forma a

quantidade de bases nitrogenadas G e C presentes no DNA, denominada conteúdo

GC é um padrão importante para as estruturas das seqüências genéticas. Além de

estar relacionado à codificação do que se acredita serem os primeiros aminoácidos,

o conteúdo GC e consequentemente de Gly são diferentes entre os seres vivos du-

rante a separação dos reinos dos organismos (Eubacteria, Archaea, Protista, Fungi,

Plantae e Animalia). Portanto, pode-se utilizar a quantidade de Gly presente em um

organismo para inferir o reino ao qual ele pertence (TRIFONOV, 1999).

Esses aspectos fazem parte da estrutura dos Ácidos Nucléicos e compreender es-

sas relações estruturais pode contribuir em diferentes estudos, como por exemplo,

aqueles relacionados à evolução dos seres vivos e até mesmo a compreensão de como

estabeleceu-se vida no planeta Terra. O interesse relacionado à evolução dos organis-

mos e aparecimento de vida terrestre é um dos objetivos da Exobiologia4, ciência que

se dedica ao estudo da origem, evolução e distribuição de vida na Terra e no Universo.

Portanto, considerando o interesse da Exobiologia, este trabalho tem como princi-

pal objetivo caracterizar padrões estruturais de diferentes organismos representados

pelas suas respectivas seqüências genéticas. Para isso são selecionadas técnicas de

caracterização compat́ıveis com a representação numérica das seqüências genéticas.

1.1 Motivação

Dentro do contexto exobiológico, a caracterização de seqüências de DNA visando

a estruturação das regiões gênicas (éxons)5 e não gênicas (́ıntrons)6, fornece infor-

mações relevantes que podem contribuir com estudos de filogenia7 (podendo ser rela-

cionados à Exobiologia) e estudos relacionados à homologia8 de uma determinada

seqüência.

4Exobiologia ou Astrobiologia é a ciência que se dedica ao estudo da origem e evolução da vida
no planeta Terra. Para detalhamento da Exobiologia ver Apêndice B.

5Região gênica ou éxon é a região do DNA que é transcrita para RNA originando uma protéına
pelo processo de tradução.

6Região não gênica ou ı́ntron é a região do DNA que não é transcrita para RNA.
7Termo utilizado para relações evolutivas de um grupo de organismos com a finalidade de

determinar as relações ancestrais entre os seres vivos (NELSON; COX, 2004).
8Termo utilizado para designar semelhanças entre estruturas de diferentes organismos que po-

dem possuir a mesma origem (LESK, 2007).
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Usualmente, a caracterização estrutural entre éxons e ı́ntrons é realizada através das

seguintes técnicas. A seguir tem-se alguns exemplos:

• o alinhamento de seqüências, que é usado para inferir a função de uma de-

terminada seqüência baseado em homologia. O alinhamento é uma técnica

que consiste basicamente em encontrar seqüências similares aquela que há

interesse em classificar, inferindo sua função através da similaridade com

outras seqüência (SILVA, 2006);

• a análise de flutuação“destendenciada”(DFA - dentrended fluctuation anal-

ysis), que fornece leis de potência similares àquelas obtidas através do Es-

pectro de Potência9 1/fβ (PENG et al., 1994);

• a análise de similaridade entre genes de diferentes espécies baseada na

distribuição de probabilidades de transição de cadeias de Markov (BAI et

al., 2007; PODOBNIK et al., 2007).

Em geral, essas técnicas usuais demandam uma grande quantidade de nucleot́ıdeos

(na ordem de mais de 104 nucleot́ıdeos) para a robustez e eficiência das técnicas. Por-

tanto, há restrição quando o objetivo é analisar seqüências ou partes de seqüências

que contenham menos que essa quantidade de nucleot́ıdeos.

Neste contexto, o objetivo principal do trabalho é caracterizar estruturalmente

seqüências de DNA dos organismos filogeneticamente diferentes (a bactéria Es-

cherichia coli, a arquea Thermoplasma acidophilum e a levedura Saccharomyces

cerevisiae) através de técnicas matemáticas e computacionais verificando a distinção

entre regiões gênicas e não gênicas, com restrições de tamanho, de um mesmo or-

ganismo e entre os organismos.

Para atingir este objetivo, neste trabalho são usadas técnicas computacionais que

permitem verificar a existência de diferenciação estrutural nas seqüências de DNA

com poucos nucleot́ıdeos. Duas caracteŕısticas fundamentais são verificadas: (i)

quando uma seqüência ou parte dela é gênica (responsável pela formação de genes) e

(ii) quando a seqüência não é gênica (não há, ou não se conhece, produto transcrito).

As técnicas selecionadas para caracterizar as estruturas genéticas, no contexto deste

9Espectro de Potência é obtido a partir da Transformada de Fourier, através da qual é posśıvel
transformar uma série no domı́nio do tempo em sua representação equivalente no domı́nio da
freqüência.
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trabalho, são as seguintes: (i) o cálculo do coeficiente de dispersão, calculado a partir

das seqüências genéticas baseadas em teoria de redes complexas (GERHARDT et al.,

2006), (ii) análise de flutuação “destendenciada” (PENG et al., 1994) e (iii) a análise

espectral gradiente que classifica uma estrutura pelo seu coeficiente de assimetria

gradiente (ROSA et al., 2008).

A caracterização da estruturação do DNA através das técnicas propostas é impor-

tante pois pode contribuir para análise de caracteŕısticas ligadas as propriedades de

redes complexas e assimetrias presentes nas seqüências. Essas caracteŕısticas uma

vez presentes podem evidenciar as diferenças entre as regiões gênicas e não gênicas

em uma seqüência de DNA.

1.2 Organização do texto

Considerando o tema interdisciplinar no qual se insere este trabalho (Computação

Aplicada à Biologia), esta dissertação está organizada como segue:

• No Caṕıtulo 2, o detalhamento dos dados e as técnicas de caracterização

são descritos;

• No Caṕıtulo 3 são descritas as análises e interpretações oriundas dos re-

sultados obtidos através do emprego das técnicas matemáticas e computa-

cionais de caracterização;

• No Caṕıtulo 4 são apresentadas as conclusões finais e perspectivas futuras

objetivando a continuidade desta linha de pesquisa no Laboratório Asso-

ciado de Computação e Matemática Aplicada - LAC/INPE.
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2 DESCRIÇÃO DOS DADOS E TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO

2.1 Genomas selecionados

Para verificar o comportamento da estrutura dos Ácidos Nucléicos e se esse com-

portamento é distingǘıvel entre éxons e ı́ntrons foram selecionados previamente os

seguintes genomas1: um organismo do Reino Eubacteria, a bactéria Escherichia coli

(E. coli) (Figura 2.1); um organismo do Reino Archaea, a arquea Thermoplasma aci-

dophilum (T. acidophilum) (Figura 2.2) e um organismo do Reino Fungi, a levedura

Saccharomyces cerevisiae2 (S. cerevisiae) (Figura 2.3).

Figura 2.1 - (a) Microscopia eletrônica da E. coli, onde cada célula é uma bactéria. (b) Esquema de
uma bactéria evidenciando suas partes.

Fonte: (a) http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia coli, (b)
http://ciencia.hsw.uol.com.br/celulas1.htm.

Esses organismos foram selecionados pois muitas de suas caracteŕısticas já são con-

hecidas e estudadas, permitindo assim melhor compreensão da sua natureza. Neste

trabalho, os organismos são representantes de três reinos distintos do ponto de vista

evolutivo, desta forma sendo considerados uma distinta amostra filogenética onde

pode-se inferir relações no contexto exobiológico. A bactéria e a levedura são consid-

1Genoma é o conjunto de todos as seqüências de DNA ou cromossomos presentes nas células
dos organismos. Neste contexto, cada organismo é unicelular, sendo que a bactéria e a arquea são
constitúıdas por um genoma de apenas um cromossomo e a levedura possui um genoma com 16
cromossomos no núcleo da célula.

2Para uma descrição detalhada das seqüências genéticas deste trabalho ver Apêndice C.
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Figura 2.2 - Microscopia eletrônica da T. acidophilum.

Fonte: http://cam.bio.ncku.edu.tw/micro/chapter20/.

Figura 2.3 - (a) Microscopia eletrônica da S. cerevisiae, cada célula é uma levedura. (b) Esquema de
uma levedura evidenciando suas partes.

Fonte: (a) http://www.ufrgs.br/alimentus/pao/ingredientes/ing fermento01.htm, (b)
http://www.delaval.com.br/Dairy Knowledge/EfficientCooling/Why Cool Milk.htm

eradas protótipos: uma vez verificado determinado comportamento pode-se inferir

caracteŕısticas similares em outros procariotos3 e eucariotos4.

3Procarioto é um organismo cuja célula é desprovida de membrana nuclear.
4Eucarioto é um organismo cuja célula possui membrana nuclear.
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Os genomas dos organismos escolhidos foram obtidos a partir dos bancos de dados

de domı́nio público que disponibilizam a seqüência de nucleot́ıdeos de uma das fitas

do DNA dos organismos (BENSON et al., 2002). Os bancos de dados mais utilizados

que disponibilizam os genomas e informações das rotas metabólicas são os seguintes:

• GenBank 5;

• EcoCyc - Encyclopedia of Escherichia coli K−12 Genes and Metabolism6;

• EcoGene - Database of Escherichia coli Sequence and Function7;

• SGD - Saccharomyces Genome Database8;

• KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes9.

A E. coli e T. acidophilum são organismos procariotos, com uma estrutura celular

mais simplificada quando comparada à estrutura de um organismo eucarioto (como

a levedura). Mas essa aparente simplicidade não pode ser afirmada em relação à

estruturação do material genético presente. Portanto, analisar o genoma destes or-

ganismos pode contribuir para verificar a estruturação do material genético. No caso

da bactéria e arquea tem-se apenas um cromossomo e da levedura tem-se um genoma

nuclear constitúıdo por 16 cromossomos.

Analisando o genoma da E. coli observa-se um DNA circular presente no citoplasma

bacteriano que é responsável por denotar todo o genótipo (conjunto de genes). Por-

tanto, mesmo sendo uma seqüência menor quando comparado a um eucarioto, a bac-

téria deve produzir todo seu aparato genético. Estima-se que a E. coli possua aprox-

imadamente 4000 protéınas (podendo existir uma pequena variação nesse número

dependendo da subespécie considerada) (RUDD, 2000). A arquea T. acidophilum é

um procarioto termoacidófilo10 com cromossomo circular como as bactérias, podendo

ser encontrado em minas de carvão. Esta arquea é considerada um dos menores or-

ganismos sequenciados com 1482 protéınas (RUEPP et al., 2000).

5http : //www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
6http : //ecocyc.org/
7http : //ecogene.org/
8http : //www.yeastgenome.org/
9http : //www.genome.jp/kegg/

10Organismo que possui a capacidade de crescer em altas temperaturas e com baixo pH. Possui
crescimento ótimo em torno de 55oC e 65oC e pH 2.
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A levedura S. cerevisiae é um organismo eucarioto cujo genoma é constitúıdo de

16 cromossomos nucleares e 1 cromossomo mitocondrial, possuindo em torno de

6000 genes. Ambos organismos, a bactéria e a levedura, são utilizados para diversos

estudos, como por exemplo, verificar a evolução molecular de determinadas moléculas

inferindo-se árvores filogenéticas (ISHIGAMI et al., 1996).

A análise das seqüências genéticas desses organismos ocorre através da obtenção da

seqüência de nucleot́ıdeos de seus respectivos genomas. No banco de dados GenBank

estão disponibilizadas informações a respeito dos genomas, incluindo a seqüência de

nucleot́ıdeos propriamente dita. Para avaliar essas seqüências são necessárias trans-

formações dos dados coletados. Neste trabalho, as seqüências de DNA são tratadas

de uma duas formas: (i) a partir das seqüências de DNA são obtidos DNAs walk e (ii)

as seqüências são analisadas como redes complexas. A Figura 2.4 mostra a seqüên-

cia da enzima Glucokinase ou Hexokinase da Saccharomyces cerevisiae conforme é

disponibilizado nos bancos de dados, a partir dela, é realizada as transformações

necessárias para análise.

Figura 2.4 - Seqüência de nucleot́ıdeos do gene da enzima Glucokinase ou Hexokinase da Saccharomyces
cerevisiae.

Inicialmente, um processo importante a ser investigado através da análise da seqüên-

cia genética dos organismos é a glicólise, uma vez que, é um processo metabólico

comum a todos organismos.
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2.1.1 Glicólise

Inicialmente, para caracterizar éxons e ı́ntrons são selecionados genes e isogenes

(genes que traduzem11 enzimas distintas que podem participar da mesma etapa

metabólica originando o mesmo produto final) similares entre os organismos escol-

hidos que participam da primeira etapa metabólica de produção de energia a partir

da glicose, a Glicólise. A Glicólise é a primeira etapa do processo metabólico respon-

sável pela produção de energia a partir das moléculas de glicose (carboidrato com

6 átomos de carbono, 12 de hidrogênio e 6 de oxigênio - C6H12O6). Depois que a

glicose entra na célula pelo processo de difusão (sem dispêndio de energia) sofre 10

reações com a participação das seguintes enzimas (GARRETT; GRISHAM, 1999):

• 1a reação: Enzima Hexokinase;

• 2a reação: Enzima Fosfoglicoisomerase;

• 3a reação: Enzima Fosfofrutokinase;

• 4a reação: Enzima Aldolase;

• 5a reação: Enzima Triose fosfato isomerase;

• 6a reação: Enzima Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase;

• 7a reação: Enzima Fosfoglicerato kinase;

• 8a reação: Enzima Fosfoglicerato mutase;

• 9a reação: Enzima Enolase;

• 10a reação: Enzima Piruvato kinase.

O nome adotado das enzimas neste trabalho são os mais utilizados, entretanto na

literatura podem-se encontrar pequenas alterações no nome dependendo da fonte

utilizada. As reações qúımicas são oriundas da presença do substrato adequado.

Essas enzimas estão em todas as células, mas podem ocorrer em concentrações difer-

entes dependendo do aparato presente e na especialização celular. A Figura 2.5 ilus-

tra as etapas que a glicose sofre para ser quebrada em duas moléculas de piruvato.

11O termo tradução no contexto genético dá-se quando o RNA obtido a partir do gene participa
do processo de produção de protéınas.
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As enzimas relacionadas a Glicólise são obtidas de seqüências de DNA espećıficas e

conhecidas (GARRETT; GRISHAM, 1999).

Figura 2.5 - Representação das etapas de degradação da glicose. Os números de 1 até 10 identificam
as reações qúımicas ocorridas em cada etapa e as enzimas responsáveis.

Considerando os genomas selecionados, bem como o processo da Glicólise, são de-

scritas a seguir as três técnicas escolhidas para caracterizar os padrões genéticos

estruturais relacionados a cada organismo.

36



2.2 Técnicas de caracterização

Para caracterização estrutural dos dados descritos na Seção 2.1 são propostas técni-

cas de caracterização distintas porém complementares em relação à identificação de

caracteŕısticas de padrões genéticos de cada estrutura.

É importante destacar que as técnicas selecionadas para a análise dos dados de DNA

foram utilizadas neste projeto de forma direta como ferramentas previamente imple-

mentadas e testadas em diferentes contextos. Para o cálculo da flutuação espectral-

gradiente média foram utilizados os códigos escritos em Matlabr, desenvolvidos por

Dantas (2008). O código usado para o cálculo do coeficiente de dispersao foi de-

senvolvido em linguagem C (GERHARDT et al., 2006). Para a análise de flutuação

“destendenciada” foi desenvolvido um programa em Matlabr no segundo ano deste

projeto (SANTOS, 2008).

A seguir, inicialmente é apresentada a técnica do coeficiente de dispersão D sendo

necessária a contextualização de redes complexas (para compreensão das redes de

DNA e do coeficiente de aglomeração). A técnica da DFA, proposta por Peng et al.

(1994), é usada para analisar seqüências de DNA e possui aplicabilidade em outras

séries biológicas como eletrocardiogramas, por exemplo (GUERRA, 2008). Por fim, o

conceito de GSA é descrito no contexto das assimetrias estruturais do DNA.

2.2.1 Coeficiente de dispersão

Uma seqüência de DNA pode ser representada por um grafo, determinado por dois

conjuntos G = (v, k), onde v é o conjunto de vértices e k é o conjunto de arestas. Essa

rede de seqüência de DNA é constitúıda dos tripletes (vértices) e da justaposição

entre dois vértices (arestas) em algum ponto da seqüência linear original, sendo N o

número de vértices e L o número de arestas. Como visto na Subseção A.1.1, o DNA

possui até 64 tripletes, portanto, sua rede fica restrita a 64 posśıveis vértices.

A Figura 2.6 mostra como ocorre a formação dessa rede de DNA. A representação

é meramente ilustrativa e verifica-se apenas a justaposição dos tripletes, não obser-

vando demais propriedades de um grafo.

O coeficiente de dispersão (D) é uma medida estat́ıstica utilizada para determinar a

localização de uma seqüência de DNA em relação a outra, gerada para ser o grupo

controle, chamada aqui de “pseudo-aleatória”, devido a diferentes percentagens de
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Figura 2.6 - (a) Seqüência de 6 tripletes de uma fita de DNA. (b) Transformação da seqüência (a)
em grafo. Cada vértice representa um triplete, sendo o vértice vermelho o primeiro da
seqüência.

GC ao longo da seqüência12. Essa medida pode ser importante para estabelecer a

evolução do DNA de um organismo.

Para obter o coeficiente de dispersão é preciso elaborar uma rede de tripletes de

DNA que sirva de grupo controle. Esse grupo de controle, varia seu conteúdo GC

ao longo da seqüência até conter somente nucleot́ıdeos G e C. A escolha inicial do

tamanho de L ao longo da seqüência é arbitrária, sendo escolhida neste trabalho

como L = 250, onde uma seqüência de DNA corresponde a 1500pb (GERHARDT et

al., 2006). Em muitos aspectos o conteúdo GC e a própria seqüência introduzem

uma natural organização para a rede e para a aglomeração.

A Figura 2.7 apresenta duas diferentes redes de tripletes, mostrando a natural or-

ganização de cada seqüência. Nesse exemplo tem-se os primeiros 450 nucleot́ıdeos

da seqüência de DNA de cada um dos organismos utilizados. No primeiro grafo

tem-se os nucleot́ıdeos do Plasmodium falciparum, que é um protozoário (organismo

eucarioto que é encontrado no ambiente) cujo DNA é formado em sua maioria de

nucleot́ıdeos A e T, e no segundo grafo tem-se os nucleot́ıdeos do Thermus ther-

mophilus, que é um procarioto encontrado em ambientes cuja temperatura é alta

e seu DNA é constitúıdo na maioria de nucleot́ıdeos G e C. Essas caracteŕısticas

podem ser visualizadas nas redes. Neste exemplo não são considerados segmentos

similares entre os dois organismos. Arbitrariamente são utilizados os primeiros nu-

12No Apêndice E há uma abordagem sobre redes complexas com a finalidade de contextualização
para os sistemas biológicos.
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cleot́ıdeos dos genomas correspondentes, ilustrando a organização diferenciada entre

eles.

A formulação da rede de tripletes é meramente ilustrativa. As ligações não possuem

direção e os vértices que estão isolados são aqueles que não estão presentes na se-

qüência. Nesse caso há o interesse na hierarquia de triângulos ou tricodons formados

e na relação com o coeficiente de aglomeração C̄, dado por (ALBERT; BARABáSI,

2002):

C̄ =
1

L

L∑
i=1

ci (2.1)

sendo ci o coeficiente de aglomeração local dado na Equação E.1.

O coeficiente de dispersão D usado nesse trabalho é definido como (GERHARDT et

al., 2006):

D(GC)L ≡
1

nb

nb∑
i=1

[
C̄i(GC)− C̄rand(GC)

]
σrand(GC)

(2.2)

onde nb é o número de janelas de tamanho L da seqüência analisada e C̄rand é o coe-

ficiente de aglomeração médio do grupo de controle. Nesse contexto, σ representa o

desvio padrão de C̄rand(GC), que pode ser encontrado numericamente. A Figura 2.8

apresenta a representação da curva obtida com seqüências “pseudo-aleatórias” us-

ando C̄rand(GC) com L = 250.

Esse resultado mostra que existem duas regiões de máximo local (GC em torno de

15% e 85%). Estas regiões são decorrência natural do próprio coeficiente de aglom-

eração e da forma como se gerou as curvas “pseudo-aleatória”. Esse comportamento

é uma competição entre dois fatores: a densidade de conexão de triângulos, que é

natural da medida podendo privilegiar dois pares de bases, e a quebra desse triângu-

los quando não é mais possivel ter um laço de conexão em função da alta densidade

deste mesmo conjunto de pares de bases.

Calculando o σrand ao longo da seqüência simulada, tem-se o comportamento apre-

sentado na Figura 2.9. Observa-se que nos picos em C̄rand (15% e 85% de GC ) o

desvio padrão é maior. Para cálculo do σrand considera-se, nesse caso, intervalos de

10 pontos dos valores de C̄rand.
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Figura 2.7 - Duas redes de tripletes de diferentes organismos. (a) Plasmodium falciparum e (b) Thermus
thermophilus. Para cada rede foram considerados apenas os primeiros 450 nuclet́ıdeos das
respectivas seqüências permitindo uma visualização da organização da rede. Nesse caso,
os vértices que não possuem arestas são aqueles que não estão presentes nesse trecho do
DNA de ambos organismos analisados.
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Figura 2.8 - Coeficiente de aglomeração de uma seqüência “pseudo-randômica” com L = 250 con-
siderando diferentes percentagens de GC.

Figura 2.9 - Valores de σrand ao longo da série considerando intervalos de 10 pontos de C̄rand.
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2.2.2 Análise da flutuação “destendenciada”

Peng et al. (1994) propuseram analisar seqüências de DNA com uma técnica que

verifica a flutuação “destendenciada” do chamado DNA walk. Esta técnica é denom-

inada DFA (Detrended Fluctuation Analysis) e tem sido aplicada na caracterização

de padrões de variabilidade de diversas medidas, na sua maioria séries temporais.

Nesta técnica, inicialmente a seqüência genética é transformada em um caminho de

DNA, conhecido como DNA walk. O DNA walk é obtido substituindo as purinas (A

ou G) por −1 e as pirimidinas (T ou C ) por 1 (PENG et al., 1992; PENG et al., 1994)

(ver Apêndice D), de forma que um perfil de amplitude pseudo-aleatória é gerado

pela seguinte fórmula:

y(n) =
n∑
i=1

u(i) (2.3)

onde n é o número de nucleot́ıdeos, u(i) ≡ −1 para A ou G e u(i) ≡ 1 para T ou

C. Um exemplo de DNA walk é apresentado na Figura 2.10.

Figura 2.10 - DNA walk gerado a partir da seqüência dos primeiros 1500 nucleot́ıdeos gênicos do cro-
mossomo 1 da S. cerevisiae.

Segundo Peng et al. (1994) a técnica DFA compreende os seguintes passos:
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a) A série y(n) é dividida em escalas l. As escalas l adotadas neste trabalho

variam de 4 a 1024 pontos, também utilizada nos trabalhos de Peng et

al. (1994). A tendência local de cada segmento de tamanho l é definida

através de um ajuste linear por mı́nimos quadrados (ver Figura 2.11). Essa

tendência local é a reta que melhor descreve o conjunto de dados analisados.

b) Calcula-se a diferença entre a seqüência original e a tendência local (ajuste)

em todos os pontos (nucleot́ıdeos) para cada escala l. Desta forma tem-se

yl.

c) Calcula-se a variância de yl sobre cada escala e calcula-se a média dessas

variâncias da seguinte maneira:

F 2
d (l) ≡ 1

N

N∑
n=1

y2
l (n) (2.4)

onde N é a quantidade de escalas obtidas.

Figura 2.11 - DNA walk gerado pela subseqüência do genoma do Bacteriófago λ. O DFA é aplicado
em (a) com l = 100 e (b) com l = 200 (PENG et al., 1994).
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Através da DFA, obtém-se um α similar ao obtido com o Espectro de Potência13

1/fβ com α = 2β + 1. A Figura 2.12 apresenta o gráfico log10l versus log10Fd e o

valor de α referente a inclinação do ajuste linear correspondente.

Figura 2.12 - Valor de α obtido a partir, do gráfico log10l versus log10Fd, da seqüência do Bacteriófago
λ que possui 48502pb (PENG et al., 1994).

De acordo com Peng et al. (1994) quando as seqüências apresentam correlações de

curto-alcance (ou não apresentam) na série de nucleot́ıdeos, então o caminho de DNA

pode ter propriedades de um caminho aleatório (random walk) sendo Fd(l) ∼ l
1
2 .

Entretanto, se há correlações de longo-alcance tem-se Fd(l) ∼ lα com α 6= 1
2
.

A principal desvantagem dessa técnica está no fato que para determinação robusta

do α, assim como o α do Espectro de Potência, é necessário uma seqüência longa,

com N >> 103 pontos. Essa caracteŕıstica restringe a aplicação dessa técnica em

regiões muito pequenas como genes espećıficos ou regiões não codificantes presentes,

por exemplo, em procariotos.

13Espectro de Potência é obtido a partir da Transformada de Fourier, através da qual é posśıvel
transformar uma série no domı́nio do tempo em sua representação equivalente no domı́nio da
freqüência.
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2.2.3 Análise Espectral Gradiente

Esta técnica, desenvolvida pelo grupo de computação cient́ıfica do LAC/INPE (ROSA

et al., 2008; DANTAS, 2008), analisa o padrão de variabilidade de uma série tempo-

ral curta14. A Análise Espectral Gradiente15 (Gradient Spectral Analysis - (GSA)),

neste contexto, é aplicada em séries espaciais (como são consideradas neste trabalho

as seqüências genéticas). Esta técnica baseia-se na Análise de Padrões Gradientes

(Gradient Pattern Analysis) (GPA) (ROSA et al., 1999; ASSIREU et al., 2002; ROSA

et al., 2003) conjuntamente com a Análise Multirresolução por Wavelets (Wavelets

Multiresolution Analysis) (WMA) (HAGELBERG; GAMAGE, 1994; MALLAT, 1989),

permitindo a caracterização do padrão de variabilidade de uma série. Enquanto a

GPA tem seus prinćıpios fundamentados na álgebra matricial e na geometria con-

vexa, a WMA fundamenta-se na análise funcional (GUERRA, 2008)

Basicamente, a GSA consiste de uma seqüência ordenada de quatro operações em

uma série temporal ou espacial {Ai}N que representa um conjunto de N medidas

discretas da amplitude de uma variável genérica A(i):

• determinação da escala de máxima coerência da série analisada;

• representação da multirresolução da série;

• cálculo da potência do coeficiente de assimetria;

• obtenção do espectro-gradiente e da medida de flutuação do espectro-

gradiente.

A escala de máxima coerência (λmc) é obtida através do ponto de inflexão (derivada

nula) em um gráfico da variância da ondeleta versus a escala de dilatação a16:

var(WΨ)× a (DANTAS, 2008). Trata-se da variância de uma transformada ondeleta,

14Segundo Dantas (2008), uma série temporal é considerada série temporal curta quando o
número de medidas (pontos da série) for N ∼ 103 pontos.

15Esta técnica é recente e concatena várias etapas. Portanto, o Apêndice F possui informações
complementares.

16A dilatação a diz respeito a janela de tempo que varia para wavelets. Isso ocorre porque
wavelets possui um conjunto infinito de posśıveis funções-base, permitindo a flexibilidade na repre-
sentação do domı́nio tempo. Esta flexibilidade é posśıvel dada a variáveis que permitem controlar
a onda geradora (wavelet-mãe) para que altere sua escala de freqüência através de uma dilatação
denominada dilatação a.
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WΨ[A(t)] como função das posśıveis escalas de dilatação, a, associadas à ondeleta-

mãe Ψ(t − b/a). Em geral, essas escalas expressam a existência de estruturas co-

erentes associadas aos processos dinâmicos inerentes ao sistema analisado. No caso

da seqüência de DNA essa propriedade representa repetições de longa distância nas

distribuições dos nucleot́ıdeos ao longo da seqüência. A Figura 2.13 apresenta um

exemplo de λmc para uma seqüência gênica escolhida arbitrariamente. Neste caso,

a escala de máxima coerência é correspondente a escala saturada no periodograma.

O valor da escala para este exemplo é λmc = 400 pontos caracterizando a maior

coerência da série para duas regiões de mı́nima amplitude da série.

Figura 2.13 - Cálculo da λmc para um exemplo de série gênica. A escala obtida é de 400 pontos. a)
seqüência analisada com destaque para a escala obtida, b) periodograma da seqüência
rica em escalas, c) periodograma mostrando a escala saturada e d) escala onde a variância
é máxima. Na Figura (a), A(t) representa y(n).

A representação da multirresolução consiste da decomposição e reconstrução da série
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temporal ou espacial por meio de uma ondeleta que mantenha as caracteŕısticas

estruturais do sinal em todas as suas componentes ωj. O número posśıvel de de-

composições é diretamente associado com a ondeleta-mãe, que deve ser escolhida

para revelar da melhor forma a estrutura do sinal em consideração. Para escalas de

variabilidade muito curtas sob modulação não-linear, a ondeleta-mãe mais estável é

a biortogonal. Portanto, utilizando um algoritmo para a transformada discreta bior-

togonal (DANTAS, 2008), neste caso, a ondeleta“bior 6.8”. Primeiramente são obtidos

os componentes de aproximação. Nesta abordagem os coeficientes da ondeleta bior-

togonal têm valores discretos, em que as classes de decomposição e reconstrução

seguem uma escala diádica. A Figura 2.14 mostra a sáıda do algoritmo aplicado na

seqüência gênica composta por 1024 pontos. Dessa forma, todas as componentes de

escala para a seqüência original são obtidas, a partir da aproximação completa bior-

togonal para o padrão t́ıpico de variabilidade desta estrutura. Para esse exemplo,

são suficientes 5 componentes. Para cada componente da seqüência é calculado o

coeficiente de assimetria.

Figura 2.14 - Componentes de aproximação biortogonal para um exemplo de seqüência gênica.

A terceira operação da GSA, baseada na GPA, é o cálculo o coeficiente de assimetria

GA, na escala λmc aproximada, para cada componente reconstrúıdo. O coeficiente
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de assimetria GA é definido como:

GA =
Nc −Nv

Nv

(2.5)

ondeNv é o número total de vetores assimétricos17 remanescentes após a remoção dos

pares simétricos e Nc é o número de conexões entre esses vetores (ROSA et al., 1999;

BARONI et al., 2009). A Figura 2.15 ilustra como é realizado o cálculo do coeficiente

de assimetria. Nesta Figura, o primeiro passo representa a aproximação do valor

da λmc e a seqüência janelada (para obter uma matriz quadrada). O segundo passo

representa cada janela da seqüência dividida em segmentos iguais para elaboração

da matriz quadrada. O terceiro passo representa o cálculo do gradiente da matriz

quadrada e a triangulação de Delaunay. Ambas operações são necessárias para o

cálculo do coeficiente de assimetria.

Na última operação é calculado a potência do coeficiente de assimetria GPOT × ωj,
definido como:

GPOT =< GA,ωj
>λmc (2.6)

O espectro-gradiente é obtido interpolando, por ajuste não-linear, os valores obtidos

nos gráfico GA(ω) × ω (ROSA et al., 2008; DANTAS, 2008). Para essa reamostragem

o espectro-gradiente é interpolado com mil pontos18 entre os valores de GPOT .

Através de análises emṕıricas a interpolação escolhida é a interpolação cúbica P-

chip19 gerando resultados mais robustos. A Figura 2.16 apresenta um exemplo de

espectro-gradiente interpolado para uma seqüência de 1024pb. A partir do espectro-

gradiente interpolado obtém-se a flutuação espectral gradiente média, definida por:

feg =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(GPOT− < GPOT >)2 (2.7)

sendo N a quantidade de componentes de aproximação ωj para cada sinal.

A Figura 2.17 apresenta a flutuação do espectro-gradiente para os genes da Glicólise

(que tem uma flutuação menor) e as regiões não gênicas que possuem uma flutuação

17Neste contexto, vetores assimétricos são aqueles que possuem mesma fase e mesmo módulo.
18De acordo com Dantas (2008) a medida feg converge para reamostragens contendo mais que

120 pontos.
19P-chip é a função de interpolação cúbica de Hermite (função presente no software Matlabr).
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Figura 2.15 - Cálculo do GA para apenas um fragmento de uma componente de aproximação. Passo 1:
janelamento da série no qual é transformado em matrizes quadradas. Passo 2: para cada
matriz quadrada (valor obtido pela λmc) é verificado o gradiente e passo 3: campo de
triangulação de Delaunay para os vetores assimétricos (DANTAS, 2008).

maior.

Aplicações em séries temporais canônicas mostram que a GSA serve como ferramenta

complementar na análise de padrões de variabilidade temporal irregulares, intermi-

tentes e não-estacionários, comumente gerados por processos não-lineares (DANTAS,

2008). De forma mais contundente é enfatizado a importância da GSA como uma

das poucas metodologias robustas para a análise de séries temporais ou espaciais

curtas, isto é, aquelas compostas por uma quantidade parcial de medidas capaz de

comprometer o desempenho das análises estat́ısticas convencionais. As quais, em

geral, definem medidas que convergem apenas para grandes amostras, dado que o

valor esperado sempre envolve medidas de desvios em relação à média estat́ıstica da

amostra.
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Figura 2.16 - Espectro-gradiente médio normalizado (G′
POT ) obtido a partir de uma seqüência gênica.

Figura 2.17 - Flutuação do espectro-gradiente para os genes da Glicólise e regiões não gênicas da E.
coli.

50



A Figura 2.18 apresenta as etapas para a aplicação da GSA nas seqüências genéticas.

As etapas são descritas a seguir:

1 utilizando informações dos bancos de dados são selecionadas seqüências

genéticas ou parte de seqüências. São usadas as fitas do DNA que possuem

os nucleot́ıdeos transcritos em RNA;

2 através da seqüência de DNA selecionada é gerado o DNA walk, conforme

já descrito neste Capitulo;

3 o cálculo da escala de máxima coerência λmc é obtido do DNA walk. Este

valor será usado em dois momentos diferentes na GSA: (i) para aproximar

a janela usada para o cálculo GA e (ii) para calcular GPOT ;

4 a seqüência de DNA é decomposta e reconstrúıda através da técnica da

multirresolução por ondeletas (HAGELBERG; GAMAGE, 1994). O número

posśıvel de decomposições é diretamente associado com a ondeleta-mãe,

que deve ser escolhida para revelar da melhor forma a estrutura da se-

qüência analisada;

5 cada componente da seqüência original é transformada em uma matriz

quadrada que é utilizada para o cálculo do coeficiente de assimetria (GA,n);

6 é calculado GPOT para cada componente. O espectro-gradiente é obtido

pela interpolação não linear do GPOT (p-chip);

7 a flutuação espectral-gradiente média (feg) é calculada e o gráfico obtido

apresenta < feg > com sua respectiva faixa dinâmica de variação.

O próximo Caṕıtulo apresenta os resultados obtidos da aplicação das técnicas de

caracterização descritas neste Caṕıtulo nos genomas selecionados.
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Figura 2.18 - Etapas da técnica GSA para as seqüências genéticas. Os números de 1 a 7 são os passos
da técnica. 1 obtenção da seqüência desejada, 2 geração do DNA walk para a seqüência, 3
cálculo da escala de máxima coerência, 4 componentes da seqüência genética obtidas pela
decomposição e reconstrução da série, 5 cálculo do coeficiente de assimetria, 6 cálculo do
GPOT e 7 cálculo da flutuação espectral-gradiente média.
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3 Análise e Interpretação dos Resultados

Neste Caṕıtulo são apresentados os resultados e interpretações obtidos a partir da

análise dos dados, utilizando as técnicas de caracterização descritas no Caṕıtulo

anterior. Os resultados são apresentados na seguinte organização:

• a primeira parte apresenta a análise e caracterização para a classificação

comparativa entre seqüências não codificantes da E. coli, T. acidophilum

e S. cerevisiae (Seção 3.1);

• a segunda parte apresenta a análise e caracterização dos genes da Glicólise

e regiões não gênicas para a E. coli e S. cerevisiae (Seção 3.2);

• a terceira parte apresenta a análise do genoma da S. cerevisiae, sendo este

analisado regiões gênicas e não gênicas (Seção 3.3).

3.1 Análise comparativa entre os organismos selecionados

Os três organismos selecionados no contexto exobiológico são representantes dos

reinos Eubacteria (E. coli), Archaea (T. acidophilum), ambos organismos procari-

otos. O terceiro organismo é do Reino Fungi (S. cerevisiae) que é representante dos

organismos eucariotos (conforme descrito no Apêndice A).

O objetivo desta Seção é caracterizar as regiões não gênicas dos três organismos

utilizando-se as técnicas coeficiente de dispersão, DFA e GSA. Como critério de

análise, as regiões não codificantes são escolhidas pois não participam diretamente

do processo de tradução de RNAs. Arbitrariamente 5 regiões intergênicas (entre os

genes) são selecionadas de cada organismo (que não são apontadas pelo GenBank

como gênicas) com 1024pb1 cada, constituindo portanto uma série com 1024 pontos.

3.1.1 Cálculo do coeficiente de dispersão

Para o cálculo do coeficiente de dispersão, é necessário concatenar as regiões não

codificantes de cada um dos organismos (visto que nesse caso é preciso no mı́nimo

1500 pontos). O número de arestas da rede de tripletes de DNA utilizado para esse

trabalho é L = 250. Neste caso, um valor de C̄ para cada conjunto de 1500pb é

obtido (GERHARDT et al., 2006).

1A designação pb - par de base, diz respeito ao nucleot́ıdeo da seqüência. Cada nucleot́ıdeo
possui um correspondente na outra fita de DNA.
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A Tabela 3.1 apresenta os valores obtidos para GC, média de C̄250 (
〈
C̄250

〉
) e D250

para as regiões não codificantes da E. coli, T. acidophilum e S. cerevisiae. A T.

acidophilum apresenta o menor valor de GC nestas regiões do que os outros dois

organismos. Os valores do coeficiente de dispersão mostram que a S. cerevisiae tem

menor valor (D ≈ 0.3). Dessa maneira, pode-se afirmar que este organismo está

mais próximo do grupo de controle (considerando a diferença igual a 0), do que os

dois organismos procariotos (com valores de D ≈ 1). De uma forma geral, pode-

se inferir que as regiões não codificantes da S. cerevisiae analisadas possuem uma

caracterização mais similar ao grupo controle que as regiões não codificantes dos

outros dois organismos.

Tabela 3.1 - Valores de GC,
〈
C̄250

〉
e D250 para as seqüências não codificantes dos organismos sele-

cionados.

Organismo GC
〈
C̄250

〉
D250

E. coli 0.4291 0.3990± 0.0740 0.8570
T. acidophilum 0.3880 0.4600± 0.0555 0.9573

S. cerevisiae 0.4071 0.3936± 0.0585 0.2912

3.1.2 Aplicação da DFA

Para a aplicação da técnica DFA é necessário utilizar a seqüência não gênica como

um DNA walk (descrito Subseção 2.2.2).

A Figura 3.1 mostra os valores de α para cada seqüência não codificante de cada

organismo. Note que, quando os valores de alpha’s são usados com a finalidade de

caracterizar as regiões não codificantes dos três organismos, não é posśıvel estabelecer

diferenças entre os α’s das seqüências dos organismos analisados. Para identificar a

variedade entre os α’s, foram calculados o α médio (〈α〉), o desvio padrão (σα) e o

coeficiente de variação Cv
2. Os resultados são apresentados na Tabela 3.2.

Como a diferença entre os α’s médios e seus desvios para os três casos é muito

pequena, pode-se dizer que esta técnica não caracterizou as estruturas das regiões não

gênicas de cada organismo, o que permitiria distingúı-los como organismos diferentes.

2O coeficiente de variação (Cv) é uma medida que permite verificar a variabilidade das seqüências
analisadas em relação a média apresentada pelos dados (FERREIRA, 1996). Neste trabalho Cv é
definido como Cv = σα/ 〈α〉. O valor de Cv considerado, neste trabalho como ótimo, é Cv < 0.05.
Este valor indica que a percentagem de variabilidade das seqüências em relação a média é menor
que 5%.
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Possivelmente, este resultado está relacionado ao tamanho de cada seqüência não

codificante.

Figura 3.1 - Valores de α obtidos das seqüências não gênicas da S. cerevisiae, E. coli e T. acidophilum.
Sendo n a quantidade de seqüências de cada organismo.

Tabela 3.2 - Valores de α, α médio e coeficiente de variação (Cv) discriminados para os três organismos.

S. cerevisiae E. coli T. acidophilum
0.4953 0.5390 0.5563
0.4480 0.5448 0.6272

α 0.5327 α 0.5826 α 0.6136
0.5885 0.6055 0.4784
0.6130 0.3457 0.5278

µ 0.5355± 0.0673 0.5235± 0.1032 0.5508± 0.0712
Cv 0.1257 0.1969 0.1293

3.1.3 Aplicação da GSA

Para a aplicação da GSA, cada organismo é caracterizado por seu respectivo espectro

gradiente que apresenta um valor t́ıpico para a flutuação do coeficiente de assimetria
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gradiente (DANTAS, 2008). A Figura 3.2 apresenta o espectro gradiente médio gerado

para cada uma das 5 seqüências não codificantes dos três organismos. Na parte

superior estão as seqüências da T. acidophilum seguidas pela seqüências da E. coli,

e na parte inferior são apresentadas as seqüências da S. cerevisiae. Esta separação

pode estar relacionada a propriedades estruturais das seqüências não gênicas de cada

organismo: dois procariotos e um eucarioto.

Esta caracteŕıstica também pode ser verificada analisando a Figura 3.3, onde é

calculado a flutuação média do espectro gradiente 〈feg〉. O grupo dos procariotos

mantém-se na parte superior da Figura e o eucarioto na parte inferior, permitindo

distingúı-los entre si. Portanto, os resultados obtidos validam a técnica GSA como

um novo classificador de seqüências genéticas curtas.
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Figura 3.2 - Espectro Gradiente médio normalizado (G′
POT ) obtido a partir das séries não codificantes

dos três organismos.

Figura 3.3 - Variação de 〈feg〉 para cada conjunto de séries não gênicas dos três organismos.
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3.1.4 Discussôes dos resultados

Nesta parte do trabalho, a caracterização das seqüências não gênicas3 dos três or-

ganismos que representam distintas origens filogenéticas (caracteŕıstica importante

quando considerado o contexto exobiológico), foi realizada pelas três técnicas de-

scritas no Caṕıtulo 2. Em relação aos resultados obtidos pelo emprego das técnicas

neste conjunto de dados pode-se dizer que:

• a técnica DFA não apresentou resultado satisfatório, pois não fez distinção

entre estes dados. Fato que, pode estar relacionado à restrição de tamanho

das seqüências utilizadas (PENG et al., 1994). Os valores obtidos para cada

caso apresentam grande discordância detectada pelo coeficiente de variação

(Cv);

• o coeficiente de dispersão (D250) caracterizou as seqüências considerando a

localização destas em relação a um grupo controle. Com os resultados ap-

resentados verificou-se que os organismos procariotos estão mais distantes

do grupo controle do que as séries não gênicas do eucarioto. Os valores de

C̄250 não distinguiu as seqüências;

• considerando que a E. coli, T. acidophilum e S. cerevisiae são filogeneti-

camente distantes, a técnica GSA caracterizou as seqüências detectando

diferenças finas de assimetrias relacionadas a cada estrutura de DNA.

Analisando a Figura 3.4 verifica-se que a flutuação do coeficiente de assimetria gra-

diente é menor no caso do eucarioto do que no caso dos dois procariotos. Baseado

nos resultados da técnica GSA para os três organismos pode-se conjecturar se é

posśıvel relacionar a assimetria encontrada para as estruturas das regiões não gêni-

cas com a evolução dos organismos. Para responder a esta questão é necessário um

maior número de análises considerando um grupo contendo mais organismos e mais

seqüências de diferentes pontos da árvore filogenética.

3Para determinar as regiões não gênicas foram utilizadas informações do banco de dados Gen-
Bank, conforme descrito no Apêndice C.
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Figura 3.4 - Variação de 〈feg〉 para cada conjunto de séries não gênicas relacionado com a evolução
dos organismos.
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3.2 Genes da Glicólise

Para esta segunda parte do trabalho são considerados apenas dois organismos, a E.

coli e a S. cerevisiae. Estes dois organismos são considerados protótipos, devido ao

grande conjunto de informações disponibilizadas sobre eles (ver Apêndice C). Por-

tanto, compreendendo a estruturação dos segmentos gênicos e não gênicos pode-se

deduzir as mesmas caracteŕısticas aos demais seres procariotos e eucariotos, respec-

tivamente (GARRETT; GRISHAM, 1999).

Nesta análise comparativa são selecionados os genes da Glicólise. A Glicólise é

uma etapa metabólica similar em ambos organismos (conforme descrito na Sub-

seção 2.1.1). Aqui são utilizados os genes da Glicólise, alguns isogenes e regiões

intergênicas de tamanhos similares aos genes analisados. Estas informações são ori-

undas dos bancos de dados GenBank, EcoGene, EcoCyc e SGD.

As próximas Subseções apresentam os resultados obtidos com o emprego das três téc-

nicas de caracterização para E. coli e S. cerevisiae. Primeiramente são apresentados

os resultados da E. coli seguido pelos resultados da S. cerevisiae.

3.2.1 Cálculo do coeficiente de dispersão

Para esta análise considera-se todos os genes da Glicólise juntamente com seus

isogenes e todas as regiões não gênicas (intergênicas). As regiões intergênicas têm

tamanhos similares aos genes da Glicólise do cromossomo da E. coli.

A Figura 3.5 apresenta os valores de C̄250 versus %GC obtidos de cada conjunto de

1500pb. É posśıvel verificar que os clusteres dos genes permanecem mais aglutinados

em relação à quantia de GC do que os clusteres dos segmentos não gênicos. Os

clusteres não gênicos possuem uma quantia variável de GC, permanecendo numa

faixa constante de C̄250. Dessa forma, pode-se dizer que individualmente não há

caracterização dos grupos gênico e não gênico.

A Tabela 3.3 mostra os valores de GC,
〈
C̄250

〉
e D250 para os genes da Glicólise e as

regiões não gênicas da E.coli. O coeficiente de dispersão D250 é capaz de distinguir

esses dois grupos (gênico e não gênico) da E. coli, sendo que o grupo não gênico está

mais próximo do grupo controle que o grupo gênico. Consequentemente, verifica-se

uma organização diferenciada entre estes grupos da E. coli.
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Figura 3.5 - C̄250 para todos os genes da Glicólise e todas as regiões não gênicas de tamanhos similares
aos dos genes da E. coli.

Tabela 3.3 - Valores obtidos usando L = 250 para os genes da Glicólise e regiões não gênicas da E.
coli.

E. coli GC < C̄250 > D250

Genes da Glicólise 0.5194 0.5483± 0.1179 5.1028
Regióes não gênicas 0.4529 0.4002± 0.0804 0.9734

A Figura 3.6 apresenta os valores de C̄250 para os genes e não genes da S. cerevisiae.

Nota-se uma separação entre os clusteres das regiões gênicas da Glicólise e das regiões

não gênicas. O grupo não gênico está localizado mais próximo do grupo controle do

que o grupo gênico. É importante salientar que, na S. cerevisiae há mais clusteres

não gênicos do que na E. coli. Isso é devido ao fato do genoma da S. cerevisiae ser

maior, constitúıdo assim por mais regiões não codificantes do que a E. coli.

A Tabela 3.4 mostra os valores de GC,
〈
C̄250

〉
e D250 para os genes da Glicólise e as

regiões não gênicas da S. cerevisiae. Nota-se que D250 é capaz de diferenciar os genes

dos não genes, sendo o grupo não gênico aquele mais próximo ao grupo controle.
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Figura 3.6 - C̄250 para todos os genes da Glicólise e todas as regiões não gênicas de tamanhos similares
aos dos genes da S. cerevisiae.

Tabela 3.4 - Valores obtidos usando L = 250 para os genes da Glicólise e regiões não gênicas da S.
cerevisiae.

S. cerevisiae GC < C̄250 > D250

Genes da Glicólise 0.4415 0.5855± 0.0839 4.9507
Regióes não gênicas 0.3611 0.4433± 0.0709 0.0724
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3.2.2 Aplicação da DFA

A Figura 3.7a apresenta os 7 genes da Glicólise da E. coli transformados em DNA

walk (são selecionados apenas genes com mais de 1024pb) e a Figura 3.7b apresenta

as 7 regiões não gênicas escolhidas arbitrariamente com 1024pb.

Figura 3.7 - a) DNA walk dos segmentos gênicos da Glicólise da E. coli. b) DNA walk dos segmentos
não gênicos da E. coli, sendo n o tamanho das seqüências.

De uma forma geral, nota-se que o comportamento dos genes da Glicólise da E.

coli são mais similares entre si do que o comportamento das regiões não gênicas.

Este comportamento pode estar relacionado à maior presença de bases nitrogenadas

purinas sendo vizinhas umas das outras, do que nas regiões não gênicas.

A Figura 3.8 mostra os valores de α para cada gene ou não gene da E. coli. Neste

caso, verifica-se que não há separação entre os dois grupos. A Tabela 3.5 apresenta

a discriminação dos valores de α e as médias para cada grupo. O alto valor de Cv

(≈ 0.2) indica que não é posśıvel fazer distinção entre os grupos.

A Figura 3.9 apresenta o DNA walk dos 7 genes da Glicólise e das 7 regiões não

gênicas da S. cerevisiae. Nota-se que não é posśıvel estabelecer diferenças entre os

dois grupos. A Figura 3.10 mostra os α’s obtidos com os genes da Glicólise (maiores

que 1024pb) e regiões não gênicas com 1024pb. Os valores apresentados na Tabela 3.6

mostram as médias para cada grupo. Note que, estes grupos também não são sepa-

ráveis e que a técnica DFA não separou os dois grupos de organismos: E. coli e S.

cerevisiae (Cv ≈ 0.17).
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Figura 3.8 - Valores de αs obtidos dos genes da Glicólise e regiões não gênicas. Sendo n o número de
seqüências analisadas de cada grupo da E. coli.

Tabela 3.5 - Valores de α para 7 genes da Glicólise e regiões não gênicas de tamanhos similares aos
genes da E. coli. µ é definido como µ = 〈α〉 ± σα

Genes E. coli α do DFA Regiões não gênicas α do DFA
eno 0.3485 1 0.4040
fbaA 0.4783 2 0.6603
fbaB 0.4885 3 0.5163
gpmM 0.4324 4 0.4630
pgi 0.4940 5 0.4066
pgk 0.4346 6 0.5849
pykA 0.3822 7 0.4414
µ 0.4369± 0.0555 0.4966± 0.0965
Cv 0.1270 0.1943
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Figura 3.9 - a) DNA walk dos segmentos gênicos da Glicólise da S. cerevisiae. b) DNA walk dos seg-
mentos não gênicos. Sendo n o tamanho de cada seqüência analisada.

Figura 3.10 - α’s de cada gene da Glicólise e região não gênica da S. cerevisiae. Sendo n o número de
seqüências de cada grupo analisado.
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Tabela 3.6 - Valores de α obtidos com a técnica DFA para 7 genes da Glicólise e regiões não gênicas
de tamanhos similares aos genes da S. cerevisiae.

Genes S. cerevisiae α do DFA Regiões não gênicas α do DFA
eno 1 0.4729 1 0.5077
fbaA 1 0.5962 2 0.5999
glk 1 0.6404 3 0.6130
pfk 1 0.5255 4 0.5256
pgi 1 0.4899 5 0.5077
pgm 1 0.4277 6 0.5341
pyk 1 0.4184 7 0.4726
µ 0.5101± 0.0833 0.5367± 0.0504
Cv 0.1633 0.0939
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3.2.3 Aplicação da GSA

Os resultados desta Subseção são apresentados de forma comparativa, sendo avaliada

a capacidade desta técnica na distinção dos organismos e dos grupos gênicos e não

gênicos do mesmo genoma. A Figura 3.11 mostra o espectro-gradiente médio para

os segmentos gênicos e não gênicos da E. coli e S. cerevisiae. Note que, há uma

distinção entre os genes da Glicólise e os não genes, tanto para a E. coli como para

a S. cerevisiae. Portanto, pode-se dizer que há um grau de assimetria diferenciado

entre o grupo gênico e não gênico de cada organismo.

Verifica-se também a separação dos organismos em relação aos seus grupos repre-

sentantes analisados. Na parte superior da Figura 3.11 tem-se os grupos gênico e

não gênico da E. coli, e na parte inferior tem-se os grupos gênico e não gênico da S.

cerevisiae, separados através do GPOT normalizado.

A caracterização obtida através da flutuação do coeficiente de assimetria 〈feg〉 pode

ser visualizada na Figura 3.12. Novamente na parte superior têm-se os grupos gênico

e não gênico da E. coli (distintos entre si) e na parte inferior os grupos da S. cerevisiae

(também distintos entre si).

Figura 3.11 - Espectro Gradiente médio obtido a partir do grupo gênico e não gênico da E. coli e da
S. cerevisiae.

67



Figura 3.12 - Variação 〈feg〉 para cada conjunto de genes da Glicólise e séries não gênicas da E. coli e
da S. cerevisiae.

68



3.2.4 Discussões dos resultados

Para os resultados das técnicas empregadas neste conjunto de dados (genes da

Glicólise e regiões não gênicas com tamanhos similares aos genes da Glicólise) pode-

se dizer que:

• a técnica DFA não foi capaz de caracterizar os genes da Glicólise e seg-

mentos não gênicos, ambos com 1024pb, apresentando um coeficiente de

variação Cv ≈ 0.2. Provavelmente este fato está relacionado a restrição da

técnica ao tamanho da seqüência analisada;

• o coeficiente de dispersão caracterizou os grupos dos dois organismos. Em

ambos os casos, os grupos não gênicos estão mais próximos do grupo con-

trole (com valores D ≈ 0) e os grupos gênicos estão mais distantes;

• a técnica GSA caracterizou os grupos de ambos organismos, diferenciando

os grupos e também os organismos. De uma forma ampla, pode-se dizer

que mesmo os grupos gênicos (participando do mesmo tipo de processo

metabólico) são aparentemente diferentes em relação à assimetria em am-

bos os organismos.

3.3 Regiões gênicas e não gênicas do genoma da S. cerevisiae

O genoma da S. cerevisiae é segmentado em regiões gênicas e não gênicas, segundo

informações do banco de dados GenBank. Este genoma é composto por diversos

cromossomos, e por essa razão apresenta vantagens de comparação em relação a E.

coli e T. acidophilum, que são constitúıdos apenas por um cromossomo.

Nesta Seção são apresentados os resultados obtidos, utilizando a técnica DFA e o

coeficiente de dispersão, do genoma nuclear da S. cerevisiae.

3.3.1 Cálculo do coeficiente de dispersão

Os valores obtidos para o cálculo do coeficiente de dispersão são apresentados na

Tabela 3.7, onde são diferenciados por região (gênica e não gênica) dos cromossomos

(ver Figuras complementares no Apêndice H). Os valores para GC,
〈
C̄250

〉
e D250

são capazes de distinguir as duas regiões dos cromossomos. Destas medidas, a que

mais permite distinção é D250. Como o cálculo de D é baseado na aproximação em
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relação a um grupo de controle, conforme abordado na Subseção 2.2.1, pode-se dizer

que as regiões não gênicas dos cromossomos da S. cerevisiae estão localizados mais

próximos do grupo controle do que o segmento codificante. Os segmentos codificantes

estão localizados acima do grupo controle (apresentam valores positivos).
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As Figuras 3.13, 3.14 e 3.15 apresentam os valores para GC,
〈
C̄250

〉
e D250 em

cada um dos segmentos gênicos e não gênicos do genoma nuclear da S. cerevisiae.

Analisando as Figuras pode-se notar que as medidas separaram as regiões gênicas e

não gênicas.

Figura 3.13 - Valores de GC versus
〈
C̄250

〉
para cada uma das regiões dos 16 cromossomos.
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Figura 3.14 - Valores de
〈
C̄250

〉
versus D250 para cada uma das regiões dos 16 cromossomos.

Figura 3.15 - Valores de GC versus D250 para cada uma das regiões dos 16 cromossomos.
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3.3.2 Aplicação da DFA

Para a técnica DFA é utilizado o mesmo critério estabelecido na Subseção 2.2.2 para

transfomação das regiões gênicas e não gênicas em um DNA walk. As Figuras G.1,

G.2, G.3 e G.4 apresentam o DNA walk obtido para cada um dos segmentos gênicos

e não gênicos dos cromossomos da S. cerevisiae. A Figura 3.16a apresenta todos os

segmentos gênicos e a Figura 3.16b apresenta todos os segmentos não gênicos do

genoma total. Em média este genoma tem 70.5% de regiões codificantes (BENSON et

al., 2002).

Figura 3.16 - DNA walk de todos os segmentos gênicos (a) e não gênicos (b) dos cromossomos da S.
cerevisiae.

De uma forma geral pode-se verificar que em todos os cromossomos, o segmento

gênico é maior que o não gênico (ver Apêndice G). Analisando a variação das bases

nitrogenadas R ou Y (se uma R é vizinha ou não de Y) pode-se inferir que no DNA

walk gênico há mais predomı́nio de vizinhos do mesmo tipo do que no segmento

não gênico. A Figura 3.17 apresenta este resultado para um dos cromossomos da S.

cerevisiae.

Analisando as duas áreas destacadas da seqüência gênica da Figura 3.17 pode-se

verificar que ambas apresentam o predomı́nio de vizinhança de bases nitrogenadas

do mesmo tipo (R ou Y). Esse comportamento é menos freqüente no segmento não

gênico. Note que, na área destacada à esquerda na Figura, existem mais vizinhos R

(A e G), e na área à direita mais vizinhos Y (T e C ). Esta organização não pode

ser verificada claramente no segmento não gênico na Figura 3.17.
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Figura 3.17 - DNA walk gerado a partir do pré processamento em regiões gênicas e não gênicas do
cromossomo 1 da S. cerevisiae. As regiões destacadas pelos retângulos são exemplos de
observação de predominância de vizinhos do mesmo tipo (purinas (R) ou pirimidinas(Y).

Os valores de α das regiões gênicas e não gênicas de cada cromossomo da S. cerevisiae

podem ser visualizados na Figura 3.18. A Tabela 3.8 apresenta os valores de α e a

média destes valores para cada uma das regiões gênicas e não gênicas. Analisando a

Tabela 3.8, nota-se que o valor de Cv para o grupo gênico e para o grupo não gênico

é menor que 0.05. A técnica DFA é capaz de caracterizar os segmentos gênicos e

não gênicos de um mesmo cromossomo evidenciando uma organização diferenciada

entre estes segmentos.
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Figura 3.18 - Valores de α para cada região gênica e não gênica dos cromossomos da S. cerevisiae. O
grupo superior (∗) é o conjunto de segmentos não codificantes e o grupo inferior (�) é o
conjunto de segmentos codificantes.

Tabela 3.8 - Valores de α para as regiões gênicas e não gênicas de cada cromossomo da S. cerevisiae.

Cromossomo α da região gênica α da região não gênica
1 0.5613 0.5990
2 0.5542 0.6256
3 0.5587 0.6101
4 0.5618 0.6197
5 0.5554 0.6144
6 0.5639 0.6035
7 0.5616 0.6213
8 0.5578 0.6118
9 0.5591 0.6155
10 0.5523 0.6094
11 0.5662 0.6186
12 0.5561 0.6142
13 0.5596 0.6249
14 0.5598 0.6167
15 0.5579 0.6156
16 0.5615 0.6198

Média (µ) 0.5592± 0.0036 0.6150± 0.0071
Cv 0.0064 0.0116
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3.3.3 Discussões dos resultados

Para analisar este conjunto de dados (genoma segmentado da S. cerevisiae em regiões

gênicas e não gênicas) foram aplicadas apenas as técnicas DFA e coeficiente de

dispersão. A técnica GSA foi desenvolvida para análise de séries temporais curtas4,

e por esse motivo não foi utilizada nesta parte do trabalho (sendo que o menor

segmento possui 81000pb) . Analisando os resultados com essas duas técnicas, pode-

se dizer que: a técnica DFA caracterizou as seqüências em gênicas e não gênicas. O

baixo valor de Cv (Cv ≈ 0.012) evidencia esse resultado.

O coeficiente de dispersão para L = 250 arestas, mostrou-se uma técnica adequada

para caracterizar este conjunto de dados, mostrando diferenças entre as regiões anal-

isadas. O valor de GC dessas regiões também mostrou eficácia para caracterização

do caso estudado, separando as duas regiões.

4Segundo (DANTAS, 2008), uma série é considerada série curta quando é constitúıda por N ≈ 103

pontos.
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4 Conclusões

A caracterização das diferentes estruturas presentes nas seqüências genéticas con-

tribuem para estudos de origem dos organismos, sendo esta uma das áreas de inter-

esse da Exobiologia. A relação entre os padrões estruturais e sua posśıvel evolução

nos organimos pode contribuir para a compreensão da complexidade dos sistemas bi-

ológicos. Neste trabalho foram estudadas a eficiência e robustez das técnicas análise

da flutuação “destendenciada” (DFA), coeficiente de dispersão e análise espectral

gradiente (GSA) para caracterizar seqüências genéticas de organismos filogenetica-

mente distantes.

Com relação aos resultados quando a técnica DFA é aplicada em seqüências genéticas

transformadas em DNA walk observa-se que esta técnica caracterizou robustamente

quando o DNA walk possui mais de três décadas de nucleot́ıdeos (para o caso do

genoma da levedura). Esta técnica caracterizou as regiões gênicas (com valores de α

próximos a 0.5) e as regiões não gênicas (com valores de α próximos a 0.6) de cada

cromossomo da S. cerevisiae.

Os resultados com relação ao cálculo do coeficiente de dispersão usando L = 250

tripletes conseguem caracterizar os diferentes organismos. Estes resultados, quando

comparados aos resultados obtidos por Gerhardt et al. (2006), são compat́ıveis

quanto a separabilidade dos organismos relacionados ao seu conteúdo GC e aos

valores de D para as regiões gênicas e não gênicas analisadas. Os resultados sig-

nificativos no emprego desta técnica são relacionados a organização das seqüências

genéticas considerando-se um grupo controle. Neste contexto, os segmentos não gêni-

cos das seqüências estão mais próximos do grupo controle, e os segmentos gênicos

estão mais distantes.

No caso da GSA, os resultados têm especial interesse devido à sua sensibilidade em

caracterizar pequenas mudanças de simetria (alternância de nucleot́ıdeos ao longo

da seqüência de DNA) em um padrão estrutural. Em particular, a GSA caracter-

izou as estruturas assimétricas dos diferentes segmentos gênicos e não gênicos das

seqüências genéticas com 1024pb de cada organismo selecionado. Esta técnica sep-

arou os organismos procariotos e eucarioto e distinguiu os segmentos diferentes de

um mesmo organismo. Estes resultados podem ser considerados inéditos, já que essa

técnica só tem sido utilizada para classificação de sinais ambientais, cardiovascu-

lares e sistemas dinâmicos (DANTAS, 2008). Dessa forma a GSA pode se tornar uma
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ferramenta complementar na caracterização de estruturas genéticas, em particular,

estruturas importantes para a área de Exobiologia.

Como perspectiva de trabalhos futuros pode-se citar a ampliação do conjunto de

dados analisados e a aplicação destas técnicas em outros organismos para verificar

sua filogenia. Em relação ao desempenho das técnicas, pode-se uniformizar a lin-

guagem de programação utilizada integrando-as em um mesmo ambiente. E por fim,

a publicação destes resultados para comunidade de Bioinformática e Exobiologia.
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A APÊNDICE A - A Estrutura dos Ácidos Nucléicos

A.1 As moléculas de Ácidos Nucléicos

Os organismos vivos e os v́ırus possuem em sua constituição moléculas denominadas

Ácidos Nucléicos. Essas moléculas podem ser o DNA (Deoxyribonucleic Acid) e o

RNA (Ribonucleic Acid). Com exceção dos v́ırus, que são formados por um dos tipos,

os demais organismos contêm ambos os Ácidos Nucléicos. Desde o começo do século

XX já era de conhecimento dos cientistas que os Ácidos Nucléicos eram o “material

genético” das células, mas foi só em 25 de abril de 1953 que James D. Watson e

Francis Crick publicaram na Nature a estrutura do DNA (WATSON; CRICK, 1953a).

Neste artigo, Watson e Crick afirmam que a estrutura do DNA tem duas cadeias

helicoidais girando sobre o mesmo eixo, sendo que a seqüência de átomos de cada

é formada em direções opostas. As unidades formadoras dessa molécula são fos-

fato, desoxirribose (açúcar de cinco carbonos) e as bases nitrogenadas (purinas: A

(adenina) e G (guanina); pirimidinas: T (timina) e C (citosina)) (Figura A.1). Difer-

entemente dos modelos propostos anteriormente, neste, as bases nitrogenadas estão

do lado interno da hélice e as moléculas de fosfato do lado de fora (WATSON; CRICK,

1953a). Afirmaram que as bases nitrogenadas de uma cadeia estariam conectadas as

outras bases nitrogenadas da cadeia complementar da seguinte forma: A com T e G

com C (ver Figura A.2).

Em 30 de maio de 1953 os autores da estrutura do DNA publicaram também na

Nature um novo artigo explicando as implicações genéticas da estrutura do DNA.

Neste, afirmavam que a molécula era uma cadeia longa constitúıda de grupos alter-

nados de açúcar (desoxirribose) e fosfatos, onde cada açúcar estava ligado a uma das

bases nitrogenadas (ver Figura A.2). A unidade fundamental, formada por fosfato,

açúcar e base foi chamado de nucleot́ıdeo, os nucleot́ıdeos em seqüência no DNA

poderiam ser copiados, desde que obedecidos as regras de pariamento das bases

(WATSON; CRICK, 1953b).

Esses dois artigos contribuiram muito para o que sabe-se hoje sobre estrutura dos

Ácidos Nucléicos. Sobre o pareamento das bases, sabe-se que, as bases G e C são

conectadas por três pontes de hidrogênio e as bases A e T duas. Sendo assim,

é requerido maior energia para dissociação da ligação GC (NELSON; COX, 2004).

Em relação a justaposição dos nucleot́ıdeos (que recebem os mesmos nomes das
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Figura A.1 - Bases nitrogenadas encontradas nos Ácidos Nucléicos. As bases nitrogenadas purinas são
A e G e as bases nitrogenadas pirimidinas são T (encontrada apenas em DNA), U (en-
contrada apenas em RNA) e C.

bases nitrogenadas) formarem um ácido nucléico, é conhecido que, conforme sua

disposição, refletirá em uma propriedade de funcionabilidade de um determinado

organismo vivo, ou seja, conforme a seqüência dos nucleot́ıdeos em uma região terá

uma protéına distinta.

A molécula de DNA possui mecanismos que permitem sua replicação ou autodu-

plicação, sua transcrição para RNA e a tradução para protéınas. A replicação ou

autoduplicação do DNA ocorre durante a formação de novas células. A transcrição

para RNA mensageiro1 que por sua vez será traduzido para aminoácidos, cuja se-

qüência será responsável pela protéına formada. Esses mecanismos constituem o

Dogma Central da Biologia, (ver Figura A.3) proposto por Crick em 1958 (CRICK,

1970) e (STRASSER, 2006).

1Na célula são transcritos três tipos de RNA. RNA ribossômico - que origina o ribossomo, RNA
transportador - carrega os aminoácidos e se liga ao RNA mensageiro que traz os códons que serão
traduzidos. Os três juntos desempenham o papel de tradução de protéınas.
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Figura A.2 - Representação da formulação qúımica da molécula de DNA. As pontes de hidrogênio são
simbolizadas pelas linhas pontilhadas vermelhas. Verifica-se que para o pareamento das
bases A e T há duas pontes de hidrogênio e para as bases G e C são necessárias três
pontes de hidrogênio. Adaptado de (WATSON; CRICK, 1953b).

Figura A.3 - Representação do Dogma Central da Biologia. Baseado em (CRICK, 1970) e (PUKKILA,
2001).

A.1.1 Como a informação genética passa do DNA para as protéınas?

Basicamente, a informação genética passa do DNA para as protéınas através do pro-

cesso de śıntese do RNA mensageiro e depois de aminoácidos, conforme citado na

Seção A.1. A śıntese de RNA é realizada por uma das fitas de DNA. No RNA não

há a base nitrogenada T, no lugar desta há a base pirimidina chamada uracila (U )

(ver Figura A.1). O conjunto de três nucleot́ıdeos dá-se o nome de códon ou triplete.

É conhecido a existência de 64 códons que traduzem apenas 20 aminoácidos, por-
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tanto, diz-se que o código genético é degenerativo, já que, o número de aminoácidos

traduzidos é menor que o número posśıvel de códons (ver Tabela A.1 e Tabela A.2).

Esses 20 aminoácidos estão presentes nas protéınas conhecidas dos organismos. É

importante salientar que, não foram quaisquer segmentos de DNA responsáveis por

esse processo de śıntese. Nesta seqüência, há segmentos capazes de serem transcritos

e traduzidos para uma determinada protéına e outros não. Os segmentos que par-

ticipam desse processo chamam-se éxons (regiões gênicas) e os que não participam

chamam-se ı́ntrons (regiões não gênicas).

A quantidade de éxons em um genoma depende da quantidade de moléculas de DNA

presentes nesse genoma, do seu tamanho e de qual tipo de organismo. Por exemplo,

quando considerado um procarioto2 como a bactéria Eschechiria coli seu genoma

é constitúıdo por um único cromossomo circular composto por 4.639.675 pares de

bases nitrogenadas (pb) e destas 85% são codificantes, ou seja, 3.943.723pb. Quando

considerado um eucarioto3 como a levedura Saccharomyces cerevisiae que tambéma

é unicelular como a bactéria, mas seu genoma é constitúıdo de 16 cromossomos nucle-

ares, na sua totalidade com 12.070.901pb. Sendo destes aproximadamente 72% codi-

ficantes, ou seja, 8.632.491pb e 28% da região codificante corresponde a 3.438.410pb.

A região não codificante desse organismo é equiparável com a região codificante da

bactéria, portanto, pode-se dizer que nesse contexto, a bactéria aproveita mais seu

genoma em relação as regiões codificantes que a levedura.

A Tabela A.1 mostra a tradução dos códons em aminoácidos e a degeneração do

código genético, pois verifica-se que em muitos casos mais de um códon pode obter

o mesmo aminoácido:

• Um códon: Met/começo, Trp.

• Dois códons: Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, His, Lys, Phe, Tyr.

• Três códons: Ile, parada.

2Organismo geralmente unicelular que não possui núcleo celular, como bactérias e archaeas.
3Organismo unicelular ou pluricelular que possui núcleo celular e membranas internas formando

organelas citoplasmáticas, como fungos, animais, plantas e protozoários.
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Tabela A.1 - Os 64 tripletes de RNA mensageiro que codificam os 20 aminoácidos existentes nos or-
ganismos vivos. Conforme as combinações posśıveis dos códons (nucleot́ıdeos na 1a, 2a

e 3a posição), tem-se o aminoácido cuja sigla está na coluna da 2a posição. O códon
de ińıcio de uma região codificadora (AUG ) também é o mesmo códon que é traduzido
para o aminoácido metionina. Os códons de parada (UAA, UGA e UAG ) indicam onde a
tradução de protéınas termina.

1a posição do códon 2a posição do códon 3a posição do códon
(extremidade 5′) U C A G (extremidade 3′)

U Phe Ser Val Cys U
Phe Ser Val Cys C
Leu Ser parada parada A
Leu Ser parada W G

C Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G

A Ile Thr Asn Ser U
Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A

Met/começo Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U

Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Tabela A.2 - Tabela com as siglas utilizadas para denotar os 20 aminoácidos.

Sigla Aminoácido Sigla Aminoácido
Ala Alanina Leu Leucina
Arg Arginina Lys Lisina

Asp Ácido Aspártico Met Metionina
Asn Asparagina Phe Fenilalanina
Cys Cisteina Pro Prolina
Gln Glutamina Ser Serina

Glu Ácido Glutâmico Thr Treonina
Gly Glicina Trp Triptofano
His Histidina Tyr Tirosina
Ile Isoleucina Val Valina

• Quatro códons: Ala, Gly, Pro, Thr, Val.

• Cinco códons: nenhum.
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• Seis códons: Arg, Leu, Ser.

Observa-se que, outra caracteŕıstica denotada é que uma pequena alteração na se-

gunda posição do triplete, por exemplo, traduz diferentes aminoácidos. Veja que, a

diferença entre a tradução de Gly, Ala ou Asp é apenas a segunda posição do códon,

sendo que G traduz Gly, C Ala e um A traduz Asp.

A.1.2 A evolução da estrutura dos Ácidos Nucléicos e o experimento de

Stanley Miller

Outro aspecto referente à codificação dos códons em aminoácidos é o aparecimento

destes durante a evolução e origem do código genético. Segundo Trifonov (1999) a

ordem decrescente de surgimento dos aminoácidos é:

Gly, Ala, Asp, Val, Pro, Ser, Glu, Leu, Thr, Ile, Asn, Phe, His, Lys, Arg, Gln, Cys,

Met, Tyr e Trp.

Miller (1953) obteve os três primeiros aminoácidos (Gly, Ala e Asp) em seu experi-

mento que simulou a atmosfera planetária primitiva (Figura A.4). Esse experimento

foi uma tentativa de confirmar que compostos orgânicos (como primeiros passos para

origem de vida terrestre) poderiam surgir com os gases que, acreditavam comporem

a atmosfera planetária primitiva: metano (CH4), amônia (NH3), vapor de água

(H2O) e hidrogênio (H2). Miller construiu um aparato onde a água era aquecida e o

vapor misturava-se com os gases que sofriam descargas elétricas, eram condensados,

voltando para o frasco que continha água. Após alguns dias desse circuito, observou

a formação de uma substância túrbida no frasco, que com cromatografia descobriu

a presença desses aminoácidos.

Após esse experimento, sabe-se que para a tradução desses aminoácidos pelo RNA

mensageiro, é necessário que o primeiro nucleot́ıdeo do códon seja G e que o se-

gundo, no caso de Gly e Ala seja G ou C respectivamente, como já mencionado an-

teriormente. Portanto, a posição desses nucleot́ıdeos no códon infere maior presença

desses aminoácidos primordiais em protéınas dos organismos, ressaltando assim a

importância desses nucleot́ıdeos na seqüência genética.

A quantidade de GC presente nos Ácidos Nucléicos e consequentemente a quantia

de Gly em um organismo pode contribuir para determinar a separação entre duas

espécies ou até mesmo a origem (TRIFONOV, 1999). Segundo Trifonov (1999), a es-
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Figura A.4 - Stanley Miller no Laboratório de Harold C. Urey na Universidade de Chicago. Dispońıvel em
http : //www.accessexcellence.org/WN/NM/miller.php. Acessado em 20 de novem-
bro de 2008.

timativa de percentagem de Gly no momento da separação dos reinos de organismos

vivos, durante a evolução é:

• Eubacteria (13.5%) - organismos procariotos como as bactérias;

• Archaea (11.5%) - organismos procariotos como as archaeas;

• Protista (10.5%) - organismos eucariotos como os protozoários;

• Fungi (9%) - organismos eucariotos como os fungos e leveduras;

• Plantae/Animalia (8%) - organismos eucariotos como as plantas e os ani-

mais.

A Figura A.5 infere como os seres vivos podem ser separados e classificados por sua

filogenia, fornecendo exemplos de cada reino citado acima.
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Figura A.5 - Representação dos reinos de organismos vivos. Os reinos Eubacteria e Archae-
bacteria são constitúıdos de organismos procariotos e os reinos Protista, Plantae,
Fungi e Animalia são constitúıdos de organismos eucariotos. Adaptado de http :
//www.marcobueno.net/resumos/resumo.asp?f id resumo = 47. Acessado em 29
de outubro de 2008.
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B APÊNDICE B - Exobiologia ou Astrobiologia

Essa ciência, juntamente com outras áreas do conhecimento, por exemplo, Biolo-

gia Molecular, Astrof́ısica e Ecologia procura responder questões: “Como a vida

surgiu?”, “Estamos sozinhos no Universo?” ou ainda “Qual o futuro da vida na

Terra e no Universo?” (HOMECK; RETTBERG, 2007).

Para responder tais questões, inicialmente é necessário contextualizar a palavra

vida. A palavra vida tem infinitas definições (HOMECK; RETTBERG, 2007). Segundo

Gilmour et al. (2004) são necessárias duas caracteŕısticas para ser atribúıdo vida a

um determinado sistema. A primeira diz respeito à capacidade de auto-replicação

e o segundo à capacidade de evolução darwiniana, ou seja, quando imperfeições ou

mutações ocasionadas no processo de replicação ou cópia estão sujeitas a seleção

natural (incorporando-se às caracteŕısticas da estrutura ou organismo).

Questões sobre a origem da vida sempre desafiaram a curiosidade dos cientistas.

Inicialmente, considerava-se que a vida surgiu espontaneamente na Terra (HOMECK;

RETTBERG, 2007). Essa convenção era explicada pela Geração Espontânea, simples

hipótese que baseava-se na observação e, consequentemente, na suposição sobre o

aparecimento de vermes e moscas na carne em putrefação, de peixes surgindo da

lama de rios, sapos e ratos da umidade do solo, etc. O primeiro passo para que

esta hipótese não fosse mais usada ocorreu em 1668 quando Francesco Redi (1627 -

1697) demonstrou que, se a carne em putrefação fosse mantida em local adequado e

fechado, sem contato com moscas, os vermes não apareceriam (GILMOUR et al., 2004).

Outra importante colaboração ocorreu em 1676 através de Anthony van Leeuwen-

hoek (1632 - 1723) que detectou microrganismos através do primeiro microscópio

rudimentar.

A hipótese da Geração Espontânea foi ultrapassada totalmente quando Louis Pas-

teur (1822 - 1895) apresentou uma série convincente de experimentos na metade

do século XIX. Ele mostrou que um caldo ou solução devidamente esterilizado

e exclúıdo do contato com microrganismos poderia manter-se assim até que fosse

estabelecido um novo contato.

Pasteur conseguiu responder uma importante questão: que a vida não surgira da

Geração Espontânea, mas sim, surgira de outra já existente. Mas ao mesmo tempo

uma nova questão apareceu: se toda vida veio de uma outra pré existente, de onde
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veio a primeira vida? E ironicamente, esta resposta admitia uma origem direta-

mente relacionada aos intŕınsecos processos f́ısicos e qúımicos da matéria inanimada

presente no Universo (GILMOUR et al., 2004; SCHRöDINGER, 1997).

Após algumas missões espaciais e análise de material oriundo de cometas descobriu-

se que há matéria orgânica no espaço. Dentre eles, os Cometas são os objetos mais

ricos em componentes orgânicos (observações já detectaram cianeto de hidrogênio

e formaldéıdo) (GILMOUR et al., 2004). Sabe-se por exemplo que o Cometa Halley

possui uma quantia substancial de material orgânico. Em média, as part́ıculas de

poeira ejetadas do núcleo do Halley contém 14% de carbono.

A presença de purinas, pirimidinas, componentes do DNA, e poĺımeros de

formaldéıdo tem sido inferidos dos fragmentos analisados pelos espectômetros de

massa das sondas Giotto e Vega. Entretanto, não há direta identificação de molécu-

las complexas orgânicas provavelmente presentes nos grãos de poeira cósmica e no

núcleo de cometas. Muitas espécies qúımicas de interesse para a Exobiologia, por ex-

emplo, foram detectadas no Cometa Hyakutake em 1996, incluindo amônia, metano,

etileno e cianeto de metila (FANTONI; MANRICH, 2008).

É posśıvel que, grãos provenientes de Cometas tenham sido importantes fontes de

moléculas orgânicas para a Terra primitiva. Cometas com órbitas instáveis poderiam

ter colidido com planetas, incluindo a Terra. A colisão do Cometa Shoemaker-Levy 9

com Júpiter em julho de 1994 é um notável exemplo desse tipo de evento (FANTONI;

MANRICH, 2008). Provavelmente esses eventos seriam mais comuns a 4 bilhões de

anos atrás, quando o número de Cometas orbitando em torno do Sol era maior que

o número atual.
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C APÊNDICE C - Descrição dos Genomas

O banco de dados utilizado para obtenção dos genomas é o GenBank que é de

domı́nio público sendo amplamente utilizado (BENSON et al., 2002). Cada genoma é

registrado por um número (NC) e são usados arquivos do tipo fasta que fornecem

a seqüência de nucleot́ıdeos da fita sense do DNA (responsável pela tradução dos

RNAs).

Para cada cromossomo tem-se diversas informações, o banco de dados fornece uma

tabela com diversas informações dos genes presentes neste e a descrição de sua

função, ou seja, da protéına traduzida. Na Figura C há uma parte da tabela listada

no GenBank para o cromossomo da E. coli com a descrição do produto transcrito e

onde o gene começa e termina entre outras informações não consideradas aqui.

Figura C.1 - Exemplo de tabela de regiões codificantes dos primeiros nucleot́ıdeos da E. coli retirado do
GenBank. Na primeira coluna tem-se o nome do produto transcrito, na segunda e terceira
colunas tem-se o nucleot́ıdeo inicial e o nucleot́ıdeo final do gene respectivamente.

C.1 Genoma da E. coli

A bactéria usada é a Escherichia coli tipo K−12 e subtipo MG1655 sob o registro no

GenBank NC 000913. Essa subespécie de E. coli possui uma particular importância

pois pode-se determinar experimentalmente propriedades de seus produtos gênicos
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provendo fundamental relevância para a anotação de inúmeros genes de outros or-

ganismos (RILEY et al., 2006). O conteúdo GC deste cromossomo circular é de 50%,

sendo que 85% deste DNA é composto por regiões codificantes. Na análise dos genes

envolvidos na Glicólise são:

• Gene glk: traduz a enzima Glucokinase que é responsável pela transfor-

mação unidirecional da glicose em glicose 6-fosfato;

• Gene pgi: traduz a enzima Fosfoglicose Isomerase (Fosfohexose Isomerase

ou Glicose-6-fosfato Isomerase) que utiliza a glicose-6-fosfato para trans-

formar em frutose-6-fosfato;

• Gene pfkA: traduz a Fosfofrutokinase ou 6-Fosfofrutokinase-1 responsável

pela formação da frutose 1,6-bisfosfato a partir da frutose-6-fosfato.

• Gene pfkB: traduz a enzima Fosfofrutokinse ou 6-Fosfofrutokinase-2. Este

gene é chamado de isogene do gene pfkA pois é responsável pela mesma

etapa metabólica;

• Gene fbaA: traduz a enzima Frutose bis-P aldolase ou Frutose Bisfos-

fato Aldolase Classe II utiliza a 1,6-bisfosfato como substrato e obtém

duas moléculas - uma gliceraldeido 3-fosfato e uma dihidroxiacetona fos-

fato (DHAP);

• Gene fbaB: traduz a enzima Frutose Bis-P Aldolase ou Frutose Bisfosfato

Aldolase Classe I, isogene do gene fbaA;

• Gene tpiA: traduz a enzima Triose P Isomerase que transforma a dihidrox-

iacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato;

• Gene gapA: traduz a enzima Gliceraldéıdo Fosfato Dehidrogenase ou

Gliceraldéıdo 3-P Dehidrogenase A que é responsável pela formação de

1,3-bisfosfoglicerato com a utilização do gliceraldeido-3-fosfato;

• Gene pgk: traduz a Fosfoglicerato Kinase que catalisa a reação 1,3-

bisfosfoglicerato para 3-fosfoglicerato;

• Gene gpmA: traduz a enzima Glicerol P Mutase (Fosfoglicerato Mutase 1,

2,3-Bisfosfoglicerato-dependente) que realiza a reação 3-fosfoglicerato para

2-fosfoglicerato;
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• Gene gpmM: traduz a enzima Glicerol P Mutase ou Fosfoglicerato Mutase,

Mn-dependente) que é isogene do gene gpmA;

• Gene eno: traduz a enzima Enolase metabolisa fosfoenolpiruvato de 2-

fosfoglicerato;

• Gene pykA: traduz a enzima Piruvato Kinase ou Piruvato Kinase II re-

sponsável pela formação do piruvato a partir do fosfoenolpiruvato;

• Gene pykF: traduz a enzima Piruvato Kinase ou Piruvato Kinase I ou

Frutose 1,6-Bisfosfato-ativado. Esse gene é isogene do pykA.

C.2 Genoma da T. acidophilum

O genoma da Thermoplasma acidophilum DSM 1728 oriundo do GenBank tem o

registro NC 002578. Seu genoma possui 45% de GC e 87% é codificante. Este or-

ganismo tem 1564905pb, sendo considerado o menor genoma (RUEPP et al., 2000).

C.3 Genoma da S. cerevisiae

O genoma da Saccharomyces cerevisiae é composto de 16 cromossomos nucleares. Na

Tabela C.3 há o registro no GenBank, quantidade de pares de bases de nucleot́ıdeos e

percentagens de GC e de regiões gênicas para cada cromossomo nuclear da levedura.

Para estabelecer os genes envolvidos na Glicólise da S. cerevisiae é feito uso do banco

de dados SGD (Saccharomyces Genome Database - www.yeastgenome.org) que traz

informações a respeito da levedura. Os genes selecionados são:

• Gene glk 1: traduz a enzima Glicokinase, que fosforila a glicose. Gene

encontrado no cromossomo 3 da levedura;

• Gene pgm 1: traduz a enzima Fosfoglicomutase que cataliza a glicose 1-

fosfato em glicose 6-fosfato. Encontra-se no cromossomo 11;

• Gene pgm 2: desempenha a mesma função que o gene pgm 1. Encontra-se

no cromossomo 13;

• Gene pgi 1: traduz a enzima Fosfoglicose Isomerase que cataliza a glicose

6-fosfato em frutose 6-fosfato e vice-versa. Encontra-se no cromossomo 2;
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Tabela C.1 - Registro do GenBank para cada cromossomo da S. cerevisiae, %GC e % de região codif-
icante.

Cromossomo Registro no GenBank Quantidade de nucleot́ıdeos GC Região codificante
1 NC 001133 230208pb 39% 61%
2 NC 001134 813178pb 38% 73%
3 NC 001135 316617pb 38% 68%
4 NC 001136 1531918pb 37% 73%
5 NC 001137 576869pb 38% 67%
6 NC 001138 270148pb 38% 67%
7 NC 001139 1090946pb 38% 71%
8 NC 001140 562643pb 38% 71%
9 NC 001141 439885pb 38% 70%
10 NC 001142 745745pb 38% 74%
11 NC 001143 666454pb 38% 71%
12 NC 001144 1078175pb 38% 72%
13 NC 001145 924429pb 38% 74%
14 NC 001146 784333pb 38% 73%
15 NC 001147 1091289pb 38% 71%
16 NC 001148 948062pb 38% 72%

Total médio 38% 70.5%

• Gene pfk 1: traduz a enzima Fosfofrutokinase que converte a frutose 6-

fosfato em frutose 1,6-bisfosfato. Seqüência presente no cromossomo 7;

• Gene fba 1: traduz a enzima Aldolase que cataliza a conversão da fru-

tose 1,6-fosfato em gliceraldeido 3-fosfato e uma dihidroxiacetona fosfato

(DHAP). Presente no cromossomo 11;

• Gene tpi 1: traduz a Triose Fosfato Isomerase que cataliza a conversão da

DHAP em gliceraldeido 3-fosfato. Encontrado no cromossomo 4;

• Gene tdh 1: traduz a Gliceraldeido 3-fosfato Dehidrogenase que cataliza a

reação de gliceraldeido 3-fosfato em 1,3 bis-fosfoglicerato. Encontra-se no

cromossomo 10;

• Gene tdh 2: isoenzima do gene tdh 1. Presente no cromossomo 10;

• Gene tdh 3: izoenzima do gene tdh 1. Encontra-se no cromossomo 7;

• Gene pgk 1: traduz a 3-Fosfoglicerato Kinase converte a 1,3 bis-

fosfoglicerato em 3-fosfoglicerato. Encontra-se no cromossomo 3;
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• Gene gpm 1: traduz a Fosfloglicerato Mutase que cataliza a reação de

3-fosfoglicerato para 2-fosfoglicerato. Presente no cromossomo 11;

• Gene gpm 2: homólogo do gene gpm 1. Presente no cromossomo 4;

• Gene gpm 3: homólogo do gene gpm 1. Presente no cromossomo 15;

• Gene eno 1: traduz a enzima Enolase I que cataliza a conversão da 2-

fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Presente no cromossomo 7;

• Gene eno 2: traduz a enzima Enolase II que cataliza a conversão da 2-

fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Encontra-se no cromossomo 8;

• Gene pyk 1: traduz a Piruvato Kinase que cataliza a conversão da fos-

foenolpiruvato para piruvato terminando a Glicólise. Presente no cromos-

somo 1.
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D APÊNDICE D - Transformação da representação de seqüências

Dependendo da análise da estrutura dos Ácidos Nucléicos desejada, torna-se

necessário, inicialmente, a transformação da informação genômica contida em uma

seqüência genética. A representação simbólica padrão da informação genômica - pe-

los śımbolos dos nucleot́ıdeos na seqüência de moléculas de DNA ou RNA ou pela

seqüência simbólica de aminoácidos nas cadeias polipept́ıdicas correspondentes (para

regiões codificantes) - tem bastante relevância na procura por espećıfica informação,

mas isso pode limitar o tipo de análise a ser realizada (CRISTEA, 2005).

Segundo Cristea (2005) há três principais dicotomias das propriedades bioqúımi-

cas das bases nitrogenadas que permitem arranjá-las nas seguintes classes (ver

Figura D.1):

a) Estrutura Molecular: as bases A e G são bases purinas (R) e as bases T e

C são bases pirimidinas (Y);

b) Força de ligação entre as bases: entre a base A de uma fita e a base T de

outra fita do DNA há duas pontes de hidrogênio, configurando uma ligação

fraca - weak bond (W). Entre a base G de uma fita e a base C de outra

fita do DNA há três pontes de hidrogênio, sendo uma ligação mais estável

e mais forte quando comparada a ligação das bases A - T - strong bond

(S);

c) Conteúdo radical: A e C contêm o grupo amino (CH3) - M class, enquanto

T e G contêm o grupo keto (C = O) - K class.

Baseado nessas classes pode-se inferir outras formas de representar uma seqüên-

cia genética do que simplesmemte representação simbólica padrão. É posśıvel, por

exemplo, representação tridimensional através da combinação dessas classes, apre-

sentando o DNA de uma outra maneira além das formas usuais (PENG et al., 1994;

BULDYREV et al., 1998; CRISTEA, 2005). Através da redução da dimensionalidade de

representação pode-se mapear os nucleot́ıdeos, códons ou aminoácidos usando um

mapa real de uma dimensão. Os d́ıgitos (0, 1, 2 e 3) podem ser os quatro nucleot́ıdeos

e os d́ıgitos (0, 1, 2,..., 63) os 64 códons.

Para Cristea (2005) há 24 possibilidades de atribuições dos d́ıgitos de 0 a 3 para as

bases A, T, G e C, sendo que a escolha mais adequada é a apresentada na Tabela D.1.
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Figura D.1 - As posśıveis classificações das bases nitrogenadas. Verifica-se as três pontes de hidrogênio
exisitentes entre as bases G e C (ligação forte) e as duas pontes de hidrogênio existentes
entre as bases A e T (ligação fraca). Adaptada de (CRISTEA, 2005).

Tabela D.1 - Representação dos nucleot́ıdeos em d́ıgitos nas quatro bases nitrogenadas. (CRISTEA, 2005)

Pirimidinas Purinas
Timina (T ) = 0 Adenina (A) = 2
Citosina (C ) = 1 Guanina (G) = 3

Aplicações dessas transformações de seqüências podem ser verificadas em Buldyrev

et al. (1998), Podobnik et al. (2007) e Bai et al. (2007).

D.1 Algoritmo da técnica DFA

A técnica DFA descrita no Caṕıtulo 2 foi implementada em Matlabr. O algoritmo

está descrito no esquema a seguir:
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Figura D.2 - Algoritmo para a técnica DFA.
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E APÊNDICE E - Redes complexas

Muitos sistemas na natureza e na sociedade podem ser representados através de

redes complexas, alguns exemplos podem ser: representação do metabolismo celular,

a sociedade, a internet, reações qúımicas, rede de computadores ligados fisicamente,

entre outros exemplos. No estudo de redes complexas usa-se o formalismo da teoria

de grafos (ALBERT; BARABáSI, 2002). A estrutura da rede pode ser definida como

nó ou vértice e a ligação entre esse vértices como arestas. Em uma relação social,

por exemplo, os vértices podem ser definidos pelas pessoas e a ligação entre elas, as

arestas, podem ser a amizade ou a comunicação existente.

Enquanto teoria de grafos incialmente foi focada em grafos regulares (cujo número

de ligações incidente em um vértice - grau, é o mesmo em todos os vértices), a área de

redes complexas estuda desde grafos randômicos (primeiramente estudados por Paul

Erdös e Alfred Rényi 1959), proposto como o modelo mais simples e grafos irregulares

(com diferentes graus dos vértices). De acordo com o modelo de grafo randômico, um

grafo com N vértices está conectado por L arestas, que são escolhidos aleatoriamente

por N(N − 1)/2 por posśıveis arestas. Na Figura E.1 tem-se um exemplo de grafo

com 5 vértices e o número máximo posśıvel de arestas para um grafo totalmente

conectado.

Figura E.1 - (a) Grafo com N = 5 vértices isolados. (b) Número máximo de arestas (L = 10), para
que nesse exemplo, seja um grafo regular totalmente conectado.

Segundo Albert e Barabási (2002) há alguns fenômenos essenciais para compreensão

sobre redes complexas: small world ou mundo pequeno, clustering ou aglomeração

e grau de distribuição.

O conceito de small world em termos simples descreve o fato que, apesar de fre-

quentemente as redes serem maiores, na maioria dessas há um caminho relativa-

mente curto entre dois vértices. Uma vez que, a distância de separação entre dois

vértices cresce mais lentamente do que o tamanho da rede (RODRIGUES, 2007). A
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distância entre dois vértices é definido como o número de arestas ao longo do menor

caminho conectando eles. Um exemplo de manifestação popular de small worlds é o

conceito de “seis graus de separação” revelado pelo psicólogo social Stanley Milgram

(1967), que concluiu que há um comprimento t́ıpico de seis entre pares de pessoas

nos Estados Unidos. As propriedades do small world caracteriza a maioria das redes

complexas, por exemplo, os produtos qúımicos em uma célula são tipicamente sep-

aradas por três reações (considera-se a reação qúımica como sendo uma aresta). O

conceito de small world não é um indicativo de prinćıpio particular de organização

mas é uma evidência que mesmo em redes maiores há uma distância relativamente

pequena entre dois vértices (ALBERT; BARABáSI, 2002; NEWMAN, 2003).

A aglomeração ou clustering é uma propriedade comum de redes sociais onde há

ćırculos de amigos ou conhecidos no qual todos os membros se conhecem, ou seja,

um vértice 1 está conectado a um vértice 2 e este a um vértice 3. Há uma grande

chance que o vértice 3 também esteja conectado ao 1, formando assim um ciclo de

ordem três (RODRIGUES, 2007). Essa inerente tendência para formação de cluster

é quantificada pelo coeficiente de aglomeração (clustering coefficient) (NEWMAN,

2003). Esse coeficiente verifica a razão entre o número de arestas entre os vizinhos

de um vértice i (Ei) e o número máximo de arestas do vértice i conectado a seus

vizinhos que é dado por ki(ki − 1)/2 (ALBERT; BARABáSI, 2002; GERHARDT et al.,

2006; RODRIGUES, 2007; NEWMAN, 2003).

ci =
2Ei

ki(ki − 1)
(E.1)

O coeficiente de aglomeração da rede total (C̄) é a média de todos os ci’s. Uma

definição alternativa para C̄ é abordada em (GERHARDT et al., 2006). A Figura E.2

apresenta a variação de ci e C̄ para diferentes configurações de um grafo.

O terceiro conceito essencial de redes complexas é o grau de distribuição, que pode

ser definido como o número de arestas incidentes em um vértice. Pode-se definir P (k)

para ser a fração de vértices em uma rede que tem grau k, ou a probabilidade que

um vértice é selecionado uniformemente e aleatoriamente tem grau k. Em um grafo

randômico onde as arestas são dispostas ao acaso, a maioria dos vértices possuem

aproximadamente o mesmo grau, próximo ao grau médio 〈k〉 da rede (ALBERT;

BARABáSI, 2002).
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Figura E.2 - Quatro exemplos de configurações posśıveis de um grafo com 6 vértices. (a) Grafo total-
mente conectado, ci = 1 e C̄ = 1. (b) ci = 0.2 e C̄ = 0.7. (c) Para um vértice i com as
mesmas conexões mas com número de arestas menor entre seus vizinhos tem-se ci = 0.1
e C̄ = 0.35. (d) Vértice i onde seus vizinhos possuem grau 0 ou 1, ci = 0 e C̄ = 0.

E.1 Redes complexas em sistemas biológicos

A seguir é listado alguns exemplos de redes complexas aplicados em sistemas bi-

ológicos:

• Jeong et al. (2000) representou redes metabólicas de 43 organismos através

de grafos. Neles os vértices são representados pelos substratos, por exem-

plo ATP e AMP - moléculas relacionadas a energia, e as arestas são rep-

resentadas pelas reações qúımicas geradas por enzimas que agem sobre os

substratos originando outros. Nesse caso, os grafos são direcionados pelas

reações qúımicas.

• Redes de interação de protéınas associadas a asma estudadas por Hwang

et al. (2008) mostra que há vértices altamente conectados (hubs) e são

responsáveis por muitas propriedades particulares das redes analisadas.

Que a descoberta de genes associados a essas protéınas é importante pois

pode auxiliar na produção de fármacos que regulam sua expressão.

• A interação entre espécies através de redes ecológicas também é um tipo

de representação de redes complexas. Nela as espécies são os vértices e as

arestas as próprias interações entre espécies, podendo ser do tipo predação

ou relações de mutualismo.

• A dissiminação de doenças infecciosas graves através de redes sexuais tam-

bém pode ser estudada através de redes complexas e suas propriedades.

Os vértices são as pessoas e as relações sexuais as arestas (LILJEROS et al.,

2003).
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• O dobramento de protéınas também pode ser representado por um tipo de

rede complexa onde os vértices são os distintos estados de conformação e

há uma aresta entre eles se são obtidos um do outro, apresentando pro-

priedades de small worlds. O coeficiente de aglomeração encontrado é maior

que para grafos aleatórios, uma diferença que aumenta com o tamanho da

rede (SCALA et al., 2001).

• Uma forma de representar uma seqüência de DNA, abordada particu-

larmente nesse estudo, é através de um grafo de tripletes (trios de nu-

cleot́ıdeos). Os vértices são os tripletes e há uma aresta entre dois vértices

quando esses são justapostos na seqüência original (GERHARDT et al., 2006).
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F APÊNDICE F - Análise Espectral Gradiente

F.1 Análise de padrões gradientes

O principal objetivo da GPA é quantificar assimetrias em escalas locais e globais de

um dado perfil temporal, espacial ou espaço-temporal, por meio de uma operação

computacional que caracteriza padrões - através das medidas de pequenas e grandes

amplitudes em tais padrões - como grades gradientes (ou uma seqüência de matrizes)

(ROSA et al., 1999; ROSA et al., 2000; ASSIREU et al., 2002; ROSA et al., 2003; BARONI et

al., 2006). Essa grade gradiente é representada por uma matriz denominada, matriz

das amplitudes:

MA = MA(1, 1), ...,MA(i, j), ...,MA(
√
N,
√
N)|i, j ∈ I e MA ∈ < (F.1)

onde N é o tamanho da série temporal. A matriz quadrada MA, possui dimensões

espaciais (x,y), discretizadas em
√
N ×
√
N pontos, com i ≥ i ≥

√
N e i ≥ j ≥

√
N .

Usualmente, cada intensidade da amplitude MA(i, j), na matriz de amplitudes, rep-

resenta uma medida local de energia espacialmente distribúıda (por exemplo: veloci-

dade relativa, taxa de concentração, intensidade de emissão, temperatura, etc.). A

flutuação espacial do padrão global MA(i, j), para um dado instante t, pode ser car-

acterizada através do campo vetorial gradiente Gt = ∇[MA(x, y)]t. Uma flutuação

espacial local, entre um par instantâneo de intensidades e pertencentes ao padrão

global, é caracterizada por seu vetor gradiente, definido entre cada par de pontos da

grade bi-dimensional. Nesta representação, os valores relativos entre as amplitudes

(que determinam a norma e a orientação de cada vetor) são mais relevantes do que

os seus valores absolutos.

O conceito de simetria usado neste trabalho é o descrito em (ASSIREU et al., 2002).

O conceito de simetria gradiente é ilustrado na Figura F.1. A Figura F.1a mostra

um perfil totalmente simétrico em relação ao eixo vertical. O perfil é composto por

100 pontos de modo que a sua matriz quadrada tem a forma 10× 10 (a Figura F.2

mostra como é feito o mapeamento dos valores da série temporal ou espacial para

o formato da matriz quadrada). O padrão mostrado na Figura F.2 corresponde ao

perfil mostrado na Figura F.1d.

Levando em consideração um eixo diagonal nesse campo gradiente, podemos observar

que para cada vetor local v da grade vai existir um vetor correspondente −v com
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Figura F.1 - Três exemplos de perfis de amplitudes compostas de 100 pontos e seus respectivos padrões-
gradientes (BARONI et al., 2009).

o mesmo módulo, mas com fase oposta - denominados vetores simétricos. Assim,

se removido os pares simétricos para quantificar assimetria, ao final da operação,

não haverá vetores remanescentes no padrão gradiente. As Figuras Figura F.1b e

Figura F.1c são exemplos de perfis assimétricos e seus padrões-gradientes podem ser

visualizados nas Figuras Figura F.1e e Figura F.1f, respectivamente.

A Figura Figura F.2 demonstra como é feito o mapeamento de uma série temporal

ou espacial para a matriz correspondente e o seu respectivo padrão-gradiente. Como

exemplo, uma série contendo 100 pontos corresponde a uma matriz de tamanho,

onde cada linha da matriz é um grupo de 10 pontos seqüenciais da série analisada,

tomados da esquerda para a direita. Como mostrado em Assireu et al. (2002), os

valores de GA calculados a partir dessas matrizes não dependem da direção da série

temporal ou espacial como são tomados (da direita para a esquerda ou vice-versa).

F.1.1 Coeficiente de assimetria gradiente

O coeficiente de assimetria (GA) é parte da técnica conhecida como análise de

padrões gradientes, Gradient Pattern Analysis (GPA) (ROSA et al., 1999; ROSA et

al., 2003). Essa técnica é senśıvel ao ponto de detectar pequenas diferenças presentes
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Figura F.2 - Metodologia para mapear uma série temporal ou espacial de tamanho N numa matriz de

tamanho
√
N ×
√
N . No exemplo tem-se uma série com 1024 pontos distribúıdos em uma

matriz 32× 32 pontos.

em uma série espaço-temporal para séries curtas, vantagem que pode ser explo-

rada na análise de segmentos de DNA. Já que para detectar diferenças ou padrões

caracteŕısticos em séries usando-se métodos tradicionais, como Espectro de Lei de

Potência, são necessários 104 pontos em uma série.

O coeficiente de assimetria gradiente1 GA pode ser definido por:

GA =
Nc −Nv

Nv

(F.2)

onde Nv é o número total de vetores assimétricos remanescentes após a remoção

dos pares simétricos e Nc é o número de conexões entre esses vetores (gradientes

locais). Como o perfil mostrado na Figura F.1a é totalmente simétrico, o gradiente

assimétrico não existe e seu coeficiente de assimetria gradiente é nulo (GA ≡ 0). Esse

operador computacional mede a quebra de simetria de uma dada grade de flutuação

e tem sido usado em várias aplicações (ROSA et al., 1999; ROSA et al., 2000; ASSIREU

1Esse é um dos quatro momentos gradientes apresentados por Rosa et al. (2003). É importante
ressaltar que esses momentos possuem a propriedade de serem invariantes globalmente em relação
à rotação da grade e modulação da amplitude.
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et al., 2002; ROSA et al., 2003; BARONI et al., 2006).

Cada gradiente local é obtido pela computação da seguinte forma:

d(MA(i, j))

di
e

d(MA(i, j))

dj
(F.3)

Cada gradiente local da matriz representa a diferença de amplitude do perfil nas

direções i (linha) e j (coluna), respectivamente. O espaçamento entre os pontos em

cada direção é assumido como um. Uma rotina protótipo desse tipo de gradiente e

a rotina clássica do campo de triangulação de Delaunay podem ser encontradas em

Assireu et al. (2002).

A conexão geométrica entre os vetores é gerada pela triangulação de Delaunay,

tomando o ponto final de cada vetor assimétrico como vértice. Devido às posśıveis

mudanças nas fases de cada gradiente local (um vetor na grade gradiente), a quan-

tidade Nc é muito senśıvel para detectar flutuações assimétricas locais na grade

(ROSA et al., 1999) e, conseqüentemente, no perfil original. Essa triangulação e sua

sensibilidade podem ser observadas na Figura F.3.

Figura F.3 - (a) Exemplo arbitrário de uma triangulação local de Delaunay entre quatro vetores locais
em sua grade gradiente correspondente; (b) exemplo da sensibilidade da triângulação para
detectar mudanças na fase do padrão gradiente.

Vários testes em padrões randômicos têm mostrado que o coeficiente GA quantifica

de maneira eficiente o ńıvel de assimetria do perfil. Além disso, GA é muito mais

senśıvel e preciso para caracterizar estruturas complexas e irregulares do que medidas

de correlação (ROSA et al., 1999). Quando não há flutuação assimétrica num padrão

gradiente, o número total de vetores assimétricos é zero, e por definição GA é nulo.
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Para um padrão gradiente randômico e totalmente desordenado, GA tem o valor

mais alto e seu o valor cresce assintoticamente até 2 (ROSA et al., 1999), ou seja GA

é máximo quando todas as fases e normas são diferentes na grade gradiente. Para

um padrão complexo composto de flutuações assimétricas locais, GA é não nulo e

define classes de flutuação complexa.

A Figura F.4 mostra a sensibilidade da triangulação em detectar qualquer incre-

mento da assimetria local em grades gradientes. As Figuras F.4a e F.4c são as

grades gradientes assimétricas obtidas depois de remover todos os pares simétri-

cos dos padrões mostrados nas Figuras F.4e e F.4f, respectivamente. Os respectivos

padrões da triangulação são mostrados nas Figuras F.4b e F.4d.

Figura F.4 - Grades gradientes assimétricas e padrão de triangulação respectivos dos perfis de amplitude
mostrados na Figuras F.1b e F.1c.
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F.2 Escala de Máxima Coerência

Segundo Dantas (2008), a escala máxima de coerência, λmc, determina qual a máx-

ima escala de dilatação a para uma dada ondeleta-mãe de referência. Com o objetivo

de uniformizar a análise para todas as seqüências de DNA utiliza-se a ondeleta-mãe

Chapéu Mexicano, de acordo com o método introduzido por Gao e Li (1993):

ψ(t) = (1− t2)e−t
2/2 (F.4)

O diagrama tempo-escala é obtido a partir da transformada cont́ınua de ondeleta

(CWT - Continuous Ondeleta Transform) do sinal A(t):

WΨ [A(t)] (a, b) = a−1/2

∫ +∞

−∞
A(t)Ψ(

t− b
a

)dt (F.5)

Sobre cada escala que define o diagrama tempo-escala, determina-se a variância da

energia ao longo do tempo. A escala máxima de coerência é obtida a partir da

propriedade da máxima variância em um gráfico var[Ψ(a)]× a quando:

∂var[Ψ(a)]

∂a
= 0 (F.6)

F.3 Representação Multirresolução

Segundo Dantas (2008), a representação multirresolução de uma série temporal ou

espacial (as seqüências genéticas são consideradas neste trabalho como séries espaci-

ais) é realizada através da sua decomposição e reconstrução por meio de uma wavelet

que mantenha as caracteŕısticas estruturais do sinal em todas as suas componentes ,

ou seja, é usada a técnica da WMA, para obter as componentes de aproximação da

série espacial analisada e uma ondeleta simétrica. A análise realizada é a por aprox-

imação, pois, há interesse na variabilidade das seqüências genéticas, incluindo suas

tendências. A decomposição e reconstrução das seqüências genéticas fornece, a cada

ńıvel, uma versão aproximada da seqüência relacionada com a escala da wavelet apli-

cada, que também está intimamente relacionada com uma freqüência-componente

do dado analisado.

Para gerar as componentes de aproximação com o mı́nimo de distorção, é utilizado
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a ondeleta biortogonal com ordem de reconstrução igual a seis e ordem de decom-

posição igual a oito (bior6.8) (DANTAS, 2008). Nesta abordagem os coeficientes da

ondeleta biortogonal têm valores discretos, em que as classes de decomposição e

reconstrução seguem uma escala diádica. Para maiores detalhes ver (DAUBECHIES,

1992). Após obter as componentes das seqüências genéticas é posśıvel calcular o

coeficiente de assimetria para cada série analisada.
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G APÊNDICE G - DNA walk para éxons e ı́ntrons do genoma nuclear

da S. cerevisiae

A seguir estão listadas as Figuras que mostram cada cromossomo nuclear da levedura

dividido em DNA walk gênico e DNA walk não gênico.

Figura G.1 - DNA walk gerado a partir do pré processamento em regiões gênicas e não gênicas de cada
cromossomo da S. cerevisiae. (a) Cromossomo 1, (b) cromossomo 2, (c) cromossomo 3 e
(d) cromossomo 4.
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Figura G.2 - DNA walk gerado a partir do pré processamento em regiões gênicas e não gênicas de cada
cromossomo da S. cerevisiae. (a) Cromossomo 5, (b) cromossomo 6, (c) cromossomo 7 e
(d) cromossomo 8.
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Figura G.3 - DNA walk gerado a partir do pré processamento em regiões gênicas e não gênicas de cada
cromossomo da S. cerevisiae. (a) Cromossomo 9, (b) cromossomo 10, (c) cromossomo 11
e (d) cromossomo 12.
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Figura G.4 - DNA walk gerado a partir do pré processamento em regiões gênicas e não gênicas de cada
cromossomo da S. cerevisiae. (a) Cromossomo 13, (b) cromossomo 14, (c) cromossomo
15 e (d) cromossomo 16.
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H APÊNDICE H - Coeficiente de Aglomeração com L = 250 para S.

cerevisiae

A seguir é listado os gráficos referentes a Tabela 3.7:

Figura H.1 - C̄250 para os grupos gênicos (◦) e não gênicos (+) dos cromossomos 1 a 4 da S. cerevisiae,
respectivamente denominados (a) até (d).
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Figura H.2 - C̄250 para os grupos gênicos (◦) e não gênicos (+) dos cromossomos 5 a 8 da S. cerevisiae,
respectivamente denominados (a) até (d).
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Figura H.3 - C̄250 para os grupos gênicos (◦) e não gênicos (+) dos cromossomos 9 a 12 da S. cerevisiae,
respectivamente denominados (a) até (d).
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Figura H.4 - C̄250 para os grupos gênicos (◦) e não gênicos (+) dos cromossomos 13 a 16 da S.
cerevisiae, respectivamente denominados (a) até (d).
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PUBLICAÇÕES TÉCNICO-CIENTÍFICAS EDITADAS PELO INPE

Teses e Dissertações (TDI) Manuais Técnicos (MAN)

Teses e Dissertações apresentadas nos
Cursos de Pós-Graduação do INPE.

São publicações de caráter técnico que
incluem normas, procedimentos, in-
struções e orientações.

Notas Técnico-Cient́ıficas (NTC) Relatórios de Pesquisa (RPQ)

Incluem resultados preliminares de
pesquisa, descrição de equipamentos,
descrição e ou documentação de progra-
mas de computador, descrição de sis-
temas e experimentos, apresentação de
testes, dados, atlas, e documentação de
projetos de engenharia.

Reportam resultados ou progressos de
pesquisas tanto de natureza técnica
quanto cient́ıfica, cujo ńıvel seja com-
pat́ıvel com o de uma publicação em
periódico nacional ou internacional.

Propostas e Relatórios de Projetos
(PRP)

Publicações Didáticas (PUD)

São propostas de projetos técnico-
cient́ıficos e relatórios de acompan-
hamento de projetos, atividades e con-
vênios.

Incluem apostilas, notas de aula e man-
uais didáticos.

Publicações Seriadas Programas de Computador (PDC)
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um código único e definitivo para iden-
tificação de t́ıtulos de seriados.
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gos, expressos em uma linguagem de
programação compilada ou interpre-
tada, a ser executada por um computa-
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Pré-publicações (PRE)

Todos os artigos publicados em periódi-
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