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Introduç ão

• Todo organismo vivo armazena sua informação biológica na forma de
moléculas de DNA duplamente ligadas formadas por nucleotı́deos.

• São 4 os tipos de bases: Adenina (A), Citocina (C), Guanina (G) e
Timina (T).

• O DNA é representado como uma fita dupla complementar e antiparalela.

...T-A-G-C-C-T-G-C-A-G-A-A-A-T-A-G-C-G-T-C...
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | 

3’

5’

...A-T-C-G-G-A-C-G-T-C-T-T-T-A-T-C-G-C-A-G...5’

3’
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Introduç ão

Um gene é uma região que expressa
ou controla uma proteı́na.

Sub-regiões:

1. De reconhecimento (promotora);

2. De transcrição;

3. Região não-traduzida 5′;

4. De inı́cio de tradução (start codon);

5. Regi ão para a codificaç ão de proteı́na (CDS) ;

6. De tradução (stop codon);

7. Região não-traduzida 3′;

8. De poliadenilação (polyA, eucariotos);

9. De transcrição.

DNA
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íntron

Inter-génica

Transcrição
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mRNA

Retirada dos íntrons 

Tradução

gene

éxon
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Introduç ão

• Um tópico importante na análise de seqüências biológicas é a busca de
genes (identificação de regiões codificantes de proteı́na).

• Metodologias computacionais para identificar genes e outras regiões fun-
cionais foram desenvolvidas nos últimos 20 anos.

• Os métodos de processamento digital de sinais (DSP) têm um papel im-
portante nesse contexto.

• Os métodos de DSP fornecem uma base robusta para a identificação de
regiões codificantes de proteı́na (CDSs).
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Objetivos

• Desenvolvimento de um pipeline bioinformático para o Laboratório de Bio-
tecnologia Agrı́cola, ESALQ-USP.

• Estudo dos métodos de DSP para a identificação de regiões codificantes de
proteı́nas.
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Pipeline Bioinform ático

Considerado como uma seqü ência de unidades funcionais que realizam uma
tarefa genômica em passos biológicos e/ou computacionais.
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Pipeline Bioinform ático Desenvolvido
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Arquitectura do Pipeline Bioinform ático
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O Problema: Identificaç ão de Genes
Categorias que agrupam as abordagens para sua solução:

1. Métodos baseados em reconhecimento de padrões:

• Busca por sı́tios: procura-se a presença ou ausência de uma seqüência
especı́fica, padrão ou consenso associado à expressão gênica;

• Busca por conteúdo : procura-se por segmentos com propriedades es-
pecı́ficas.

2. Métodos baseados em comparações por homologia com proteı́nas.

3. Métodos baseados no uso de expressed sequence tags (ESTs).
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Periodicidade nas Regi ões Codificantes

• As CDSs, tipicamente exibem uma organizaç ão peri ódica de três bases
(TBP, three-base periodicity) não uniforme (latente) que não é encontrada
em outras regiões [EEKR04].

• Essa propriedade tem sido analisada para explicar sua causa e quantificá-
la [SL86].

• As freqüências não uniformes do codon usage determinam a peri-
odicidade. O código gen ético é responsável pelo comprimento do
perı́odo [EEKR04].
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Mapeamento Num érico de Nucleotı́deos

Análise dos dados simbólicos de seqüências de DNA para serem tratados
como seqüências numéricas.

• Mapeamento fixo .

Regra Atribuição
A C G T

1 Ligações de hidrogênio 0 1 1 0
2 Purina/pirimidina 1 0 1 0
3 Hibrida 1 1 0 0
4 Base A 1 0 0 0
5 Base C 0 1 0 0
6 Base G 0 0 1 0
7 Base T 0 0 0 1

• Mapeamento baseados em critérios de otimização.
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Mapeamento Fixo Bin ário

Seja a, c, g e t valores numéricos arbitrários correspondentes às bases de uma
seqüência de DNA A, C, G e T .

Uma seqüência s de DNA de tamanho N pode ser representada como

s[b] = a.uA[b] + c.uC[b] + g.uG[b] + t.uT [b], b = 0, 1, . . . , N − 1

em que uX[n] representa a seqüência binária associada à seqüência s.

Esta representação permite que uA[b] + uC[b] + uG[b] + uT [b] = 1
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Análise de Fourier
A transformada de Fourier possibilita decompor um sinal em componentes
que representem freqüências.

Dado um sinal f(t) a transformada de Fourier é definida como

F (ω) =
∫ ∞

−∞
f(t)e−jωtdt

A transformada de Fourier de tempo reduzido é definida como

STFT (b, ω) =
∫ ∞

−∞
g∗(t− b)f(t)e−jωtdt
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Espectro de Freqü ência de DNA
A Transformada Discreta de Fourier da seqüência s é definida como [Ana01]

S[k] =
N−1∑
b=0

s[b]e−2πjkb/N , k = 0, 1, . . . , N − 1

s[b] = a.uA[b] + c.uC[b] + g.uG[b] + t.uT [b]

S[k] = a.UA[k] + c.UC[k] + g.UG[k] + t.UT [k]

O espectro de freqüência total é representado por

E[k] = |UA[k]|2 + |UC[k]|2 + |UG[k]|2 + |UT [k]|2
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Espectro de Freqü ência

Arabidopsis thailana
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Métodos de Fourier e DNA

Em [TRB+97] define-se 4 coeficientes normalizados na freqüência três (N3 ),
como

A =
1
N
UA

[
N

3

]
, C =

1
N
UC

[
N

3

]
,

G =
1
N
UG

[
N

3

]
, T =

1
N
UT

[
N

3

]
,

e o identificador de CDSs como

W = |A|2 + |C|2 + |G|2 + |T |2,
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Métodos de Fourier e DNA
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Métodos de Fourier e DNA
Em [Ana01] define-se

W = |a.A+ c.C + g.G+ t.T |2

onde a, t, c e g são números complexos arbitrários tal que A+ T +C +G = 0.

p(a, g, t) =
E{|a.A+ t.T + g.G|} − E{|a.AR + t.TR + g.GR|}
std(|a.A+ t.T + g.G|) + std(|a.AR + t.TR + g.GR|)

Para os genes do cromossomo XVI de S. cerevisiae

a = 0.10 + 0.12j c = 0 g = 0.45− 0.19j t = −0.30− 0.20j
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Métodos de Fourier e DNA
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Filtros Digitais no DNA

C. Elegans

Filtro passa-banda Filtro multistage
[VY04]
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Análise em Wavelets

A transformada em wavelets permite uma análise tempo-escala de um sinal
em termos de sinais simples (wavelet).

Para um sinal u a transformada em wavelets contı́nua é dada por:

U(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
u(t)ψ∗

(
t− b

a

)
dt

a > 0 coeficiente de escala.
b coeficiente de translação através do eixo do tempo (ou posição).
ψ(t) função de análise wavelet.
1√
a

fator de normalização da energia.
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Funç ão de An álise de Morlet

Apropriada para a análise de padrões periódicos locais, pois é bem localizada
no domı́nio do tempo e da freqüência.

ψM(t) = ejω0te−
t2

2
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Diferenças entre as Funç ões de An álise
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Transformada Modificada de Morlet (MMT)

Da função de análise de Morlet temos que

ψ

(
t− b

a

)
= ejω0(

t−b
a )e−

(t−ba )2

2

U(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
u(t)ejω0(

t−b
a )e−

(t−ba )2

2 dt

Usamos o parâmetro de escala a para manter constante a freqüência

U(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
u(t)ejω0(t−b)e

−(t−b)2

2a2 dt
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Funç ão de An álise da MMT

Apropriada para a análise de padrões periódicos locais de freqüência fixa, e
de escala variável.

ψMM(t, a) = ejω0te
− t2

2a2
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Diferenças entre as Funç ões de An álise
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Novo M étodo para Identificaç ão de CDSs

Seqüência
de DNA

Mapeamento
fixo Seqüências

binárias

Projeção no
eixo das posiçõesLimiarização

Coeficientes
da transformação
normalizados

Coeficientes
da Projeção

CDSs com
TBP latente

MMT
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Mapeamento de Bases

Utiliza-se 4 regras do mapeamento fixo binário (uA, uC, uG, e uT ).

A

Seqüência de DNA

ATCGACA...TAAGCTC

1000101...0110000

Seqüências binárias

0100000...1000010
T

0010000...0000101

0001000...0001000

C

G
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Aplicaç ão da MMT
Calcula-se a MMT das seqüências binárias, para um tamanho N arbitrário de
ψMM com ω0 = N

3 e diferentes escalas.

UA(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
uA(t)ψ∗MM(t− b, a)dt

UC(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
uC(t)ψ∗MM(t− b, a)dt

UG(b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
uG(t)ψ∗MM(t− b, a)dt

UT (b, a) =
1√
a

∫ ∞

−∞
uT (t)ψ∗MM(t− b, a)dt
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Normalizaç ão dos Coeficientes

Os coeficiente são normalizados a fim de manter uma medida compar ável
em todas as escalas.

mA(b, a) = a |UA(b, a)|2

mC(b, a) = a |UC(b, a)|2

mG(b, a) = a |UG(b, a)|2

mT (b, a) = a |UT (b, a)|2

A medida normalizada total da seqüência de DNA é dada por:

M(b, a) = mA(b, a) +mC(b, a) +mG(b, a) +mT (b, a)
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Projeç ão dos Coeficientes

Os coeficientes da MMT são projetados no eixo das posições, a fim de repre-
sentar as possı́veis CDSs .

Mp(b) =
∑
a

M(b, a), 1 ≤ b ≤ N

As projeções no eixo das escalas revelam qual delas mantém maior energia
através das posições

Ms(a) =
N∑
b=1

M(b, a), ∀a
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Limiarizaç ão dos Coeficientes de Projeç ão

O processo da limiarização corresponde a uma tentativa de estabelecer as
fronteiras entre as CDSs.

Uma das formas é mediante Wavelet shrinkage, no qual coeficientes abaixo
de um limite (“erro máximo”) são substituı́dos por zero .

É considerado um limiar percentual nas magnitudes dos coeficientes de
projeção.
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A Import ância da Escala
Com 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.25, 0.5]

Coeficientes da Transformação Coeficientes de Projeção
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Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ância da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.025, 0.5]

Coeficientes da Transformação Coeficientes de Projeção
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Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ância da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.001, 0.5]

Coeficientes da Transformação Coeficientes de Projeção
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Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ância da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes da Transformação Coeficientes de Projeção
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Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.

33



A Import ância da Projeç ão

Para 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projeção
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A Import ância da Limiarizaç ão

Para 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projeção da União
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A Import ância da Limiarizaç ão

Para 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projeção da União

Limiarização arbitrária
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A Import ância da Limiarizaç ão

Para 20 escalas a exponencialmente espaçadas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projeção da União

Limiarização arbitrária
Possı́veis CDSs
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Seqü ências de Teste

• Seqüências sintéticas.

• Seqüências reais.

Conjunto Região Quantidade Bases Comprimento
Média Desvio

Éxons 2649 444498 (15.4%) 168 222
A Íntrons 2079 1310452 (45.3%) 630 909

(570 seqs.) Inter-gênicas 1132 1137199 (39.3%) 1004 1464

Éxons 948 199176 (14.4%) 210 271
B Íntrons 753 642788 (46.4%) 854 130

(195 seqs.) Inter-gênicas 390 544044 (39.2%) 1395 2261
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Testes Preliminares

Coeficientes da STFT gene BTU02285
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Testes Preliminares

Gene BTU02285
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Medidas de Acur ácia

As medidas de acurácia no nı́vel dos nucleotı́deos [BG96], propõem uma
forma de comparaç ão de regiões identificadas com CDSs conhecidas bio-
logicamente.

A medição de regiões identificadas contra CDSs conhecidas é feita mediante
contagem de nucleotı́deos.

TPFN FN TPFPTN TNTN

Regiões
identificadas

CDSs
conhecidas
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Medidas de Acur ácia

• Sensibilidade (Sn), proporção de nucleotı́deos codificantes corretamente
identificados como codificantes.

Sn = TP
TP+FN

• Especificidade (Sp), proporção de nucleotı́deos identificados como codifi-
cantes que são realmente codificantes.

Sp = TP
TP+FP

• Coeficiente de correlaç ão (CC), medida que combina a Sn e Sp.

CC = TP.TN−FN.FP√
(TP+FN)(TN+FP )(TP+FP )(TN+FN)
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Resultados Preliminares
Desempenho da MMT e da STFT para o gene BTU02285
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Resultados Preliminares
Desempenho da MMT e da STFT para o gene BTU02285
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para o conjunto A
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570 seqüências
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para conjunto Am30
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469 seqüências. Comprimento dos éxons maiores a 30bp .
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para conjunto Am100
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103 seqüências. Comprimento dos éxons maiores a 100bp .
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Conclus ões

• A MMT tem um desempenho superior à STFT. Um nı́vel de acurácia maior
é alcançado quando os comprimentos das CDSs são maiores a 100bp.

• O método basea-se unicamente na TBP existente nas CDSs. Não é usada
nenhuma outra informação adicional.

• Este novo método é mais robusto à variação de escalas.
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Contribuiç ões

• Desenvolvimento de um pipeline bioinform ático para projetos genoma.

• Definição de uma nova transformada de análise de padrões periódicos lo-
cais de freqüência fixa.

• Introdução de um novo m étodo para a identificação de regiões codificantes
de proteı́na.

47



Pesquisas Futuras

• Outras transformadas em wavelets, como a wavelets packets, baseadas em
critérios matemáticos ou de entropia estatı́stica podem ser pesquisadas.

• Os coeficientes de projeção podem ser considerados indicadores da proba-
bilidade de região ser codificante.

• Estudo da representação da interação existente entre as bases de DNA.

• Estudo de medidas de acurácia não restritas à determinação de Sn e Sp,
considerando a distribuição do número de CDSs por gene, cumprimento
dos CDSs identificados.
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