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A ferramenta de apoio na tomada de decisao na anotacgao

de non-coding RNAs

A tool to support decision making in the annotation of
non-coding ANNs

RESUMO

Atualmente, uma das grandes areas de investigacao da ciéncia é a analise
de dados. A anotacao de RNAs ndo-codificantes (hcRNAS) é uma etapa nao
trivial que muitas vezes envolve o uso de varias abordagens para dar
confiabilidade nos resultados obtidos via métodos in silico.. A base para
construcdo foi a ferramenta BEDTools, que é um poderoso conjunto de
scripts para uma ampla variedade de tarefas de analise genémica e afins.
Foi usado a biblioteca Tkinter da linguagem Python na criacdo da interface
gréafica. O software desenvolvido permite as seguintes funcionalidades: (i) a
entrada dos dados obtidos do relatério do programa Infernal; (i) o comando
Ordenacdo que vai organizar os grupos de resultados a partir da sua
localizacdo genbmica; (iii) e o comando Merge que permite analisar quais
resultados tem sobreposicdo ou ndo, gerando assim dois relatérios. Essa
ferramenta proposta ira auxiliar os pesquisadores e 0s cientistas da area de
bioinformatica, biologia, genémica e afins para otimizar a andlise de
anotacdo de ncRNAs.

PALAVRAS-CHAVE: Ferramenta. Ndo codificante

. RNA.

ABSTRACT

Currently, one of the major areas of science research is data analysis. The annotation of
non-coding RNAs (ncRNAs) is a non-trivial step that often involves the use of several
approaches to give reliability in the results obtained by in silico methods. The basis for
construction was the BEDTools tool, which is a powerful set of scripts for a wide variety of
genomic and related analysis tasks. The Tkinter library of the Python language was used in
the creation of the graphical interface. The developed software allows the following
functionalities: (i) the input of the data obtained from the Infernal program report; (ii) the
Sorting command that will organize the result groups from their genomic location; (iii) and
the Merge command that allows you to analyze which results have overlapping or not, thus
generating two reports. This proposed tool will assist researchers and scientists in the field
of bioinformatics, biology, genomics and the like to optimize ncRNA annotation
analysisKkEYWORDS: Tools. Non-coding. RNA.
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INTRODUCAO

A bioinformatica pode ser definida como uma drea interdisciplinar que
busca a aplicacdo de técnicas computacionais e de exatas no tratamento de
dados bioldgicos [1]. Por exemplo, tem-se o desenvolvimento de programas
computacionais que permitam reconhecer sequéncias de genes; predizer a
configuragdo tridimensional de proteinas; identificar inibidores de enzimas;
organizar e relacionar informacdo bioldgica; entre outros [1].

Os RNAs ndo-codificantes (ncRNAs) sdo acidos ribonucleicos (RNAs) que
é transcritos mas ndo traduziados em protéinas, ainda que a funcdo de
muitos deles ndo seja clara. A anotagdo de RNAs nao-codificantes (ncRNAs)
é uma etapa ndo trivial que muitas vezes envolve o uso de vdrias
abordagens para dar confiabilidade nos resultados obtidos via métodos in
silico. O programa Infernal (Inference of RNA alignments) [REF] é uma
abordagem largamente utilizada para identificar ncRNAs via modelos de
covariancia por busca estrutural de ncRNAs. A saida, dentre varios
formatos, é um resultado tabulado que necessita uma anadlise para sua
investigacdo final. Principalmente se aplicado e escala gendmica

Considerando que a analise poés-Infernal ndo é trivial e demanda
conhecimentos de programacdao para tratamento e exploracdo desses
resultados, este projeto desenvolveu um programa para atender esta
demanda. A partir dos dados de entrada do resultado do Infernal, nosso
programa modela e disponibiliza um relatdrio de modo facil e amigavel para
o usudrio fazer sua analise. Deste modo, a tarefa de anotacdo dos ncRNAs
passa a ser possivel para todos, inclusive os que ndao tem conhecimento de
exatas/programacao.

MATERIAIS E METODOS

BEDTools: MANIPULACAO DE INTERVALO GENOMICO

BEDTools é um poderoso conjunto de ferramentas para uma ampla
variedade de tarefas de analise genémica ou aritmética de genoma. E uma
ferramenta de linha de comando que permite realizar a intersecdo(intersect),
combinacdo (merge), contagem (count), complemento(complement), e o
embaralhamento(shuffle). Cada ferramenta individualmente realiza um trabalho
relativamente simples, entretanto, se combinadas as multiplas operacées podem
realizar andlises bastantes sofisticadas (BEDTools, 2011).

No software desenvolvido foi utilizado o comando merge, pois combina
todas as sobreposicdes em um arquivo de intervalo com um unico recurso que
abrange todos os recursos combinados (QUINLAN;KINDLON, 2017). Como
ilustrado na Figura 1.

Para utilizar o comando merge é preciso que o arquivo de entrada esteja
ordenado por cromossomo e depois pela posi¢ao inicial. Caso o arquivo nado estiver
neste formato o comando merge retornara um erro. Este pré-requisito permite
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que o algoritmo de mesclagem trabalhe rapidamente sem utilizacdo da meméoria.
Para ordenar o arquivo é utilizado o comando sort no terminal UNIX
(QUINLAN;KINDLON, 2017). Depois de se executar o comando merge é gerado um
arquivo no formato BED, que foi desenvolvido pela UCSC para descrever anotacdes
em um genoma. Ele é um formato texto, com colunas separadas por caracteres
TAB que representam intervalos no genoma associados a anotacdes (VARUZZA,
2013).

Figura 1 - Comportamento padrao do comando merge.

' 10bp

Input (1)

merge |

Fonte: Autoria Prépira

Entretanto para se alcangar tal resultado utilizando o método apresentado
pbéde ser muito demorado, pois é preciso ter uma nogao profunda de programacgao
e muita das vezes os pesquisadores da drea de biologia ndo possuem tal
conhecimento. Nesse contexto o objetivo deste trabalho é apresentar uma
interface grafica que visa otimizar e facilitar todo trabalho do comando merge,
desde sua ordenagdo até o resultado obtido por seu comando, precisando ter
apenas o programa BEDTools instalado na maquina. Deste modo, o nao-
especialista podera fazer a investigacdao dos resultados da anotacdo via estrutura,
bem como gerar relatdrios e demais analises.

1.2 DESENVOLVIMENTO DO PROGRAMA

Para realizar este trabalho foi utilizado a ferramenta BEDTools,
primeiramente é preciso instala-la no terminal UNIX. A interface gréfica foi
desenvolvida utilizando a biblioteca Tkinter da linguagem Python que acompanha
a instalacdo padrdo e permite desenvolver interfaces grafica, ou seja, qualquer
computador que tenha o interpretador Python instalado é capaz de criar interfaces
graficas. Um dos motivos de escolher o Tkinter é sua facilidade de uso e recursos
disponiveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interface gréfica possui dois comandos um é a ordenac¢do do arquivo que
estd sendo inserido, o segundo comando executa o comando merge do BEDTools.
Esses comandos sdo exemplificados na Figura 2. Cada comando leva a uma
segunda tela, entretanto com fungdes diferentes, no botdo Converter para o
formato Bed vai abrir uma segunda janela, aonde é denominado o nome e a
localizagdo do arquivo de entrada e é definido também o nome e a localizagdo
onde vocé deseja salvar o arquivo de saida, esse comando ird ordenar as posicoes
do menor para o maior da coluna 10 e 11 da posi¢ao do cromossomo utilizando a
vertente da 10° coluna(se estd coluna estiver com sinal “ + ” inverte os valores
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daquela determinadalinha da coluna 10 e 11, e se estiver com sinal “ - ” permanece
a posicdo). No botdo Comando Merge ira abrir uma segunda tela como ilustrado
na figura 3 onde também devera ser definido os nomes dos arquivos de entrada e
saida, sua fungao ja foi definida na Introdugdo. Essa figura também possui trés
botdes: Verificar, Voltar e Sair. Ao pressionar o Botao Verificar depois de ter sido
preenchido os campos de entrada e saida ird retornar o arquivo desejado. No
botdo Voltar vocé retorna a tela principal e no botdo Sair é explicativo. Lembrando,
gue como ja explanado na Introdugdo o comando Merge sé deve ser executado
depois que o arquivo for ordenado pelo comando Converter para o formato Bed.
Se ndo ocasionara erro no Script.

Figura 2 - Pagina principal do Script

Selecione uma das opgoes:

Fonte: Autoria Prépira

Figura 3 - Pagina do script para aplicar o comando Merge

Comando MERGE

Observacio: Adicionar .bed ao final dos nomes dos arquivos
Digite o nome do arquivo de entrada _
Digite 0 nome do arquivo de saida _

Fonte: Autoria Prépira

Para validacdo da interface gréfica, foi analisado o resultado obtido pela
interface grafica desenvolvida comparando-a com o resultado do teste de mesa
feito sobre o ArquivoTeste.

Figura 4 - Sobreposi¢Ges encontradas pela ferramenta

qualidade.bed (~/PycharmProjects/teste) - ge

Abricr - il

caffold_189 144684 144895 2 134.9 3.6e-30
u=s
scaffold_189 145690 145905 2 134.5 a4.7e-30
us
scaffold_252 43143 43358 2 13o.e 3.3e-31
us
scaffold_275s 2444498 26395 < 1941 .9 - ®e.0
sSsU_rRMNA_eukarya
scaffold_4aes 71242y 7iz2s511 2 1e1.9 8.5e-22 mir-
iab-4a
scaffold_ai1z AT7TS535 377610 2 &8 .1 2e-13
mir -
scaffold_433 2@1351 201547 2 z34.8 4.5e-61
Metazoa_SRP
scaffaold 580 2ITO253 327O313 2 57 .4 - 1.1e-09
mir-9
scaffold _s9e 144587 144863 2 i38.2 5.1e-31
us
scaffold_s&so 1452@7 145423 2 137.2 9.4e-31
u=
scaffold_772 88 1368 “ &6T7T5s5 .7
5.3e-2z01 SSU_reNA_eukarya
scaffold_ 776 418751 418967 2 i38.2 5.1e-31
us
SCEFFDId_??G 419373 419589 2 137.3 9e-31
U=
scaffold_s896 18136 18351 2 137.2 9.6e-31
u=
scaffold_s896 1914s 19360 2 133.9 6 .6e-30
us
scaffold_961 377676 378163 5 305.0 2.2e-88

SSU_rRMA_eukarya

Fonte: Autoria Prépira
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Na figura 4 encontra-se o resultado do Comando merge, a primeira coluna se
encontra o nome do cromossomo, na segunda e terceira coluna se encontra
respectivamente o comeco e o fim da sobreposicao, na quarta coluna encontra-se
o numero de sobreposi¢cdes(ou quantidade de fitas), por exemplo o nimero 2
significa que tem duas fitas, uma sobreposta a outra naquele intervalo descrito. O
inicio do intervalo do cromossomo é descrito na coluna 2 e sua posicdo final na
coluna 3. Entretanto o numero 1 significa que ndo hd sobreposicio naquele
intervalo. Prosseguindo na coluna 5 temos a probabilidade em porcentagem de
haver aquela sobreposicdao, na coluna 6 defini a vertente, na coluna 7 estd o p-
Value (probabilidade de haver a sobreposicdo) em notagdo cientifica e na 8 é
apresentado o nome da linha BED. A ordem das colunas do arquivo de entrada é
diferente da ordem do arquivo de saida, pois tém como objetivo respeitar o padrao
do formato BED estabelecido pelo BEDTools, pois alguns podem assumir colunas
opcionais como estabelecido pelo formato. Na figura 4 é possivel observar
também que o arquivo retornado contém todas as sobreposi¢cdes encontradas
para cada caracteristica.

Apds feito o teste confrontado os testes o resultado foi satisfatorio, pois
todas as sobreposi¢des encontradas no cromossomo pelo teste de mesa, também
foram identificadas pela ferramenta como visto.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos foi possivel observar o potencial da ferramenta
proposta e observar que seu objetivo foi alcancado. Deste modo, o usuario tem
um programa standalone que pode ser executado em qualquer maquina sem
restricdo de uso de configuracdo. Essa ferramenta proposta ird auxiliar os
pesquisadores e os cientistas da area de bioinformatica, biologia, gen6mica e afins
de forma que ird otimizar a andlise de anotacdo de ncRNA.
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