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Resumo

O surgimento dos sequenciadores automaticos de DNA por volta dos anos 1990 fez com
que a quantidade de sequéncias e informagdes a serem analisadas aumentasse exponencialmente.
Sendo assim, os recursos computacionais sdo cada vez mais exigidos em diversas tarefas de
armazenamento desses dados. Para atender essas e outras necessidades, surgiu a Bioinformatica,
que engloba diversas areas como Ciéncia da Computacdo, Matematica, Estatistica, e a Biologia
Molecular. Neste trabalho, desenvolvemos um software denominado Biodonut, que consiste em
manipular plasmideos utilizando visualizagdo 2D e 3D. Biodonut é um produto de software de
plataforma web, open source para que os pesquisadores possam manipular plasmideos in silico,
visualizando em formato 2D e 3D e possibilitando uma andlise diferenciada das 4reas julgadas
importantes. A base de dados utilizada no software é o GenBank, por ser mundialmente
conhecida e respeitada. Uma comparagdo com dois importantes softwares da édrea foi efetuada e é
apresentada neste trabalho. Os resultados apontam que usar Biodonut € vantajoso em relacdo os

outros dois softwares.

Palavras chaves: clonagem, plasmideos, in silico, visualizagdo 3D.
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Abstract

The emergence of automated DNA sequencers circa 1990s, made the amount of sequences
to be analyzed and information to increase exponentially. Thus, the computational resources is
increasingly required in various tasks of storing and interpreting these data. Starting from such
requirements Bioinformatics has emerged, encompassing diverse areas as Software Engineering,
Mathematics, Statistics, Computer Science and Molecular Biology. In this work, we developed
Biodonut system. The software is a system for manipulation of plasmids using 3D visualization.
Biodonut is the result of a development of an open source web platform software in which
researchers can manipulate plasmids in silico, viewing in 3D format, allowing a differentiated
analysis of the areas judged important. The data base chosen was GenBank, to be globally known
and respected. A comparison with two important software of the area was conducted and is
presented in this work The results show that using Biodonut is advantageous over the other two

softwares.

Keywords: cloning, plasmids, in silico, 3D visualization.

viii



SUMARIO

RESUIMO ... iiiiiiiiiieniiiiieeiiiieesieiiensieiisssetssssesssssesssssesssssssssansssssssssssssnssssssnsssssssssssssnssssssnsssssnsssssansssssanne Vil
ABSTRACT ....ciiiiiineettiiiiiisssssneeetisissssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnssnns Vil
SUMARID ....eurueueuerrasnsnsssesssssssssssssasssttsssssssssssssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssasssssssssssssnns IX
AGRADECIMENTOS ......iitteiiiiiteiiitieiiitnssisisnssesissssosisnssosssnsssstsnssssssnssestsnssssssnssssssnssssssssssssassssssnssssssnnsssssnne Xl
LISTA DE FIGURAS .....cuveeeiiiiiiiiisnnneetiiiissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssnns X
L1 INTRODUGAOD ...uoeeeceiiereeeteiienessessssssessessesssessessessessssssessessessssssessessssssessessessssssessessessssssessessessssssessessnns 1
1.1 OBIETIVOS..euuteeeureesureeeteestreaaseessteeaseessseaasseessseaasseessseeasseessseessseessssansseessssensseesssessssessssesssseessseenssessnsesnnsens 3
1.2 CONTRIBUICOES...ceieieieeeieieieieeeeeeeeeeeteee e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeaeeeeeeaeateeeeeeeaeaeeaaaaaeeeaaeeaaaaaaens 4
1.3 ORGANIZAGAO DO TEXTOveeeveerureesureesueessreesseesssesssseesssesssssessseessssesssesssssesssesssseesssesssssessesssseessseessssssssessssees 4

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ......ooveuirreereeeieiesessessessessesessessessessssessessessesessessessessesessessassessssensessessesansanss 5
2.1 FUNDAMENTOS BIOLOGICOS ...uvveeuvreeeureeieteesseesuseesseesseassseessseessseesssesssseesssessssessssssssessssessssessnsessssessnsessssensns 5

B O I = 1o kY 1o 2o X USSR 5

2.1.2 Atecnologia do DNA reCOMBINGANTE ............cceecueeeeecieeeeiiieeeesteeeeeeaeesiaeaessseeeesisssaesissaaeesasesasaaes 6

2.2 FUNDAMENTOS COMPUTACIONAIS . eeuuveeiuteesuseessseessseessseassseessseesssesssesssseessssssssesssesssseessessssessssessssessnsessssessns 9
2.2.1 Interface hUmaANO COMPULAUON ............ueeeeceieeeeeiieeeecie et e e et eeeette e ssteaesssteaesaseaesssseassssseaenanes 9

2.2.2 VisualizagGo da iNFOrMQEAO ...........oeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeee ettt e et e e et a e et a e e et e e eesasaaaasaranaaas 10

D RRVA 1V 1o ][ 7.4e (oo (o 1 3 SR 11

2.3 TRABALHOS RELACIONADOS ... .vveteeeteeeesuteeesaueesesssseeeassseseassssesssasseesasssesessnsssssssssessesssesesssssesssnssnesssssenesssees 14
2.3.1 PDRAWB2 ..ottt ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt ettt e ettt et e et e et e e tte e ateeaataenaraen 14

B I A o [0 K 1Y [ o o 11 (USSR 222

3 MATERIAIS E IMETODOS ......oeeeeereerreerseseesesessssessssessssssesssesssssssssessnsssssssssssssessnsssensesessessssnsessnsssensssssens 25
3.1 DIAGRAMA DE CASO DE USO DO SISTEMA . ... ..uuetetereeesaauereteeeeesasanreteresesasasreseeesesesanssseeeesesssannsssesesesssannnseeeees 25
3.2 BASES DE DADODS. . eeeiuuutettteeesesauueteeeeesesaauusteeeeesssaausseteeeessaaaunseeeeeeeseaaanbaaeeeaeaesansaeeeeeeeesaannnbeteeeeesaannnraeeeas 26
3.2 RECURSOS COMPUTACIONAIS....ceeeteetreenuteesseeesseeesseeessseessesesssesssssesssesssseesssesssssesssesssssesssesssesessseessseesssesssees 27

4 EXPERIMENTOS E RESULTADOS ......ccettiiiiiiisssnnnneninisssssssssensssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssssssssss 30
A0 BIODONUT «.euuttttteeeeeeaauuttteeeeesaaauusteeeeeeeaaaausbebeeeeeaaannbaeeeeeeaesaasbeeeeeeeeesannsbeeeeeaesaaansbeeeeeeesaannseeaeeeesesannses 30
4.2 VIZUALIZAGAO 3D..euvieiiie ettt ettt sttt et sete ettt e sat e e sttt e sabe e st e s sabeesateesat e e s s beesaseesabeenabeessbeeeabeesabbeenateesabeenareas 36
4.3 ESTUDO COMPARATIVO «..teeeuteeruteeeuseesuteesseesuseesseesateesnseesuseesnseesusessnseesasessnseesssessnseesssessssessaseesnseesssaesnseesnes 38

X



5 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

5.1 CONCLUSOES ..ovvveeieeeeerevrvieeeeeeeeenennns

5.2 TRABALHOS FUTUROS.....evveeeeererannenees

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...............



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus, por ter me dado esta oportunidade, pela sadde, pelo
direcionamento, e por ter colocado pessoas tdo importantes em minha vida. Agradeco a Ele por

todas as conquistas e vitorias.

A minha querida mde Rita, e aos meus amados avés Helena e Angelo, que tanto me
amaram desde pequena. Sempre me incentivaram com palavras e atitudes sdbias, carinho,
respeito e serenidade, cuidando de mim em todos os momentos da minha vida e estando sempre

prontos para me acolher independente das circunstincias.

Ao meu marido Luis Vinicius pelo incentivo, apoio, respeito confianca e amor. Voc€ me
ensinou a ndo desanimar, me mostrando que se um dia eu consegui, posso conseguir novamente,

e se ainda ndo consegui, posso lutar para que tudo dé certo.

Aos meus filhos Luis Gabriel e Maria Clara, meus amores incondicionais, simplesmente

por existirem.

Ao meu orientador Prof. Dr. Marco Antdénio Garcia de Carvalho, e ao meu coorientador
Prof. Dr. Marco Aurélio Takita, pela paciéncia, assisténcia, confianca e respeito. Gostaria que
soubessem que possuem meu profundo respeito, admiracio e gratiddao. Que Deus ilumine muito

vocés e suas familias.

A todos os professores que contribuiram para minha formacao, em especial ao Prof. Dr.

Hélio Pedrini que muito me ensinou com sua atengao, serenidade, inteligéncia.

Aos meus grandes e importantes amigos de universidade Fatima, Laura, Priscila, Maciel,
William, Juninho, Vlademir, José Yauri e Carlos Alves pela convivéncia e por todos os momentos
passados durante todo esse periodo. Vocés sempre foram presentes, nos bons € maus momentos,

me incentivando e apoiando.

A CAPES pelo apoio financeiro deste trabalho.

xi



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: BACTERIA COM DNA CROMOSSOMICO E PLASMIDEO .....ccccvvieeiieeeiieeeieeeeieeeeveeeeevee s 6
FIGURA 2: TECNICA DO DNA RECOMBINANTE. ......cuviieiuiiieitieeeiteeeeiteeeeeseeeeiseeeeeseeeeseeeeseeeeiseeesseeens 7
FIGURA 3: ENZIMAS DE RESTRICAO (ENDONUCLEASES DE RESTRICAQ). ....ccvvvvveveeeereerereeeeeeeeenerenenenns 8
FIGURA 4: IMAGEM 3D DO CRANIO HUMANO. FONTE: SOFTWARE INVESALIUS .........ccccveeeeennnnn... 12
FIGURA 5: MODELO DIGITAL DE RELEVO EM 3D. FONTE: ARCSCENE.......cccovvveeiieeieiiiiinrreeeeeeeeeeeinnns 13
FIGURA 6: EXEMPLO DA FIGURA GEOMETRICA TORUS ......cccoviiiiiiiieiiiieeciieeeciee et et 14
FIGURA 7: TELA INICIAL DO SOFTWARE PDRAWD32. ...ooiiiiiieeee et 15
FIGURA 8:CAIXA DE CLONAGEM DE NOVA SEQUENCIA DE PLASMIDEO. ......ccccvvieeeiiiieeeeiieeeeeeeireennn 16
FIGURA 9:SSEQUENCIA DE PLASMIDEO LINEARIZADA . ....cccuvvieeeiiieeeeeeiieeeeeeeaeeeeeeeseeeeeeeseeeeeesneeeeas 17
FIGURA 10: PLASMIDEO YEP24, CIRCULARIZADO .......coeieeiiiieeeeiiieeeeeeieeeeeeeireeeeeeineeeeeeeseeeeeenaneeaens 18
FIGURA 11: CAIXA DE DIALOGO PARA SELECAQ DE ENZIMAS. .....cuviiiieiiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeeeveeeeeeenneeaens 19

FIGURA 12: PLASMIDEO YEP24 APOS A MANIPULACAO. O CIRCULO VERMELHO INDICA O SEGMENTO

INSERIDO NO PLASMIDEOD .....coetttuuuieeeeeeeetteuteeeeseseseressunneseseessesssamnsesssssssssmmmnsesesesssssssnnsnenens 20
FIGURA 13: GRAFICO CIRCULAR DO PLASMIDEO YEP24 DE TAMANHO 7769BP. ....couvvueeeeeeeeeenann. 21
FIGURA 14: PAGINA INICIAL DA FERRAMENTA PLASIMAPPER. ...ouuueeeeeeeeeeeeeee e eeeeeenn 23

FIGURA 15: GRAFICO CIRCULAR DO PLASMIDEOY EP24GERADO PELA FERRAMENTA PLASM APPER.

............................................................................................................................................... 24
FIGURA 16: DIAGRAMA DE CASO DE USO DO SOFTWARE BIODONUT .......cuvvvveiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeenns 25
FIGURA 17: DIAGRAMA DE FLUXO DE DESENVOLVIMENTO DO SOFTWARE BIODONUT..................... 29
FIGURA 18: PAGINA INICIAL DO BIODONUT .......cuiiiiiiiiieicciiiee ettt eeetee e ettt e e evae e e e e e 30
FIGURA 19: LISTAGEM DOS PLASMIDEOS PRESENTES NO BIODONUT .........cccovuviiiiiiiiececiieeeeeeineeen 31
FIGURA 20: TELA PARA VISUALIZACAO DE PLASMIDEO .......cuvoiiiiiiiieeeiieeeeeeeaeeeeeeiaeeeeeeeveeeeeeaneeeeas 32
FIGURA 21: TELA PARA MANIPULACAO DE PLASMIDEO. .......uviiiiiiiieeeeeiieeeeecieeeeeeeee e eaaeee s 33

FIGURA 22: REPRESENTACAO GRAFICA 2D DO PLASMIDEO YEP24 ANTES E APOS A MANIPULACAO

FIGURA 23: VISUALIZACAO 3D DO PLASMIDEO YEP24 ANTES (A) E DEPOIS (B) DA MANIPULACAO.37

xii



1 Introducao

Sistemas computacionais de informacgdo estdo cada vez mais presentes em diversos
aspectos da vida humana, coletando e armazenando volumes de dados heterogéneos que crescem
exponencialmente e de maneira distribuida. Essas caracteristicas em conjunto dificultam
consideravelmente a obtencdo de informacdo relevante sobre estes dados. Nesse sentido,
pesquisadores brasileiros apontam como um grande desafio de pesquisas em Ciéncia da
Computagdo no Brasil até 2016 a integracdo de diferentes dreas da Computacdo para desenvolver
aplicacdes que beneficiem o contexto s6cio econdmico cultural do pais, provendo solugdes para
tratar, recuperar e disseminar informacdo relevante a partir desses volumes de dados

(CARVALHO et al. 2006).

Esse objetivo € consoante com os objetivos da drea de Visualiza¢do de Informacgdo, que
visa facilitar o processo de derivacdo e entendimento de informacgdo a partir da andalise visual de
conjuntos de dados. Diferentes técnicas de Visualizacdo de Informacdo utilizam recursos
computacionais para representar esses dados de maneira grafica e interativa, procurando otimizar
o uso das capacidades visuais humanas para compreender fendmenos que ndo possuem em si

mesmos uma representacdo espacial propria (CARD et al. 1999; CHEN 2002).

Bioinformética corresponde a aplicagcdo das técnicas da informatica, no sentido de anélise
da informacao na area de estudo da biologia. Uma defini¢cdo ampla é: (Bio)informatica € o estudo
da aplicacdo de técnicas computacionais e matemdticas a geracdo e gerenciamento de
(bio)informagdo (ATTWOOD, GISEL, ERIKSSEN, BONGCAM-RUDLOFF, 2011). Assim, os
computadores ddo suporte na solucao de problemas principalmente envolvendo a manipulagdo de
grandes bancos de dados de genomas, sequéncias proteicas, entre outros. Adicionalmente, ela
também engloba técnicas como a modelagem tridimensional de moléculas e demais sistemas
bioldgicos. A bioinformdtica visa coletar, organizar, armazenar, recuperar ¢ analisar dados

bioldgicos e suas evolugdes.

O estudo do sequenciamento genético foi o grande propulsor da bioinformética, surgindo
da necessidade da integracao de varias ciéncias dentre elas a computacdo que é fundamental para

tal estudo. A importancia da bioinformadtica para a ciéncia justifica-se na construcido de base de

1



dados contendo informacdes dos genes e proteinas dos seres vivos, podendo convergir a

identificacdo novos genes, medicamentos entre outras possiveis descobertas.

A bioinformadtica fortaleceu-se com o Projeto Genoma Humano (BORGES et al, 2013)
pela necessidade de um software que pudesse armazenar e analisar as grandes quantidades de
dados que eram gerados. Como os mapeamentos de genes geram um elevado nimero de

informacdes, € necessario organiza-las em bancos de dados computacionais.

A maioria dos bancos de dados bioldgicos consiste em longas cadeias de caracteres para
representar as bases do DNA (LEAL, WIECZOREK, 2003). Os Bancos de Dados Ptblicos de
bioinformdtica envolvem sequéncia de nucleotideos, aminodcidos ou estruturas de proteinas.
Dentre os principais bancos de dados temos: GenBank, EBI (European Bioinformatics Bank) e
DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Estes bancos sio membros do INSDC (International
Nucleotide Sequence Database Colaboration) onde cada um deles permite a submissdo

individual de sequéncias de DNA e compartilham informagdes regularmente entre si .

A biotecnologia, ou engenharia genética ou ainda tecnologia do DNA recombinante, é a
manipulacdo direta do material genético das células (DNA), para alterar ou introduzir
caracteristicas nos seres vivos. Assim, o uso da biotecnologia requer a identificacdo e isolamento
de sequéncias de genes responsdveis por expressar uma caracteristica de interesse. Para isso, sdo
usados vetores de clonagem 'como plasmideos’, onde a sequéncia de interesse é inserida. Esse
processo produz um Organismo Geneticamente Modificado (OGM), também chamado de
organismo transgénico, e sua caracteristica adquirida passa a ser hereditdria.

Uma aplicacio de clonagem muito comum € a produg@o de insulina que € retirada de
um gene humano e introduzida em bactérias. As bactérias entdo produzem grande quantidade do

hormonio que € isolado e purificado, sendo utilizados por diabéticos (PIERCE, 2004).

Mapeamento de plasmideo € uma das operacdes mais antigas e mais frequentemente
realizado em bioinformética. O mapeamento gerado por computador € essencial para identificar,

localizar e analisar as principais regides em uma sequéncia de vetores (PIERCE, 2004), além de

1 4 . = o -
Clonagem € um mecanismo comum de reproducio de espécies de plantas ou bactérias.

2 s ~ z e L. . ~ sy
Plasmideos sdo moléculas de DNA capazes de amplificar, em centenas de cdpias, a informacgdo genética que neles

foi inserida. Existem diferentes tipos de vetores possuindo cada um particularidades que lhe sdo proprias.

2



encurtar o tempo gasto para andlise do experimento e recursos financeiros, visto que 0s
plasmideos sdo comerciais.
A seguir, apresentam-se algumas aplicagdes mais conhecidas da técnica no DNA

recombinante:
¢ Estudos de mecanismos de replicacio e expressdo de genes;
e Determinagdo da sequéncia de um gene (e proteina codificada);

e Manipulacdo genética a resisténcia a pestes em plantas para reduzir a dependéncia

de pesticidas quimicos;

e Fabricacdo de produtos farmacéuticos, como por exemplo a producdo de insulina

humana e hormoénio de crescimento humano;
e Terapia génica (transferéncia direta de genes em humanos para tratar uma doenca);

e Mapeamento génico (capacidade de determinar a presenca de genes responsadveis

por varios distirbios humanos).

1.1 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um sistema computacional denominado
Biodonut, que possibilita a manipulacdo de clonagem usando plasmideos in silico, bem como a
simulagdo da operacdo de clonagem em plasmideos com visualizagdo 2D e 3D. A finalidade do
software é permitir a andlise e manipulacdo de sequéncias de DNA de uma forma simples e
intuitiva, suprindo as necessidades diarias de cientistas, e ajudi-los a manter o controle das novas
sequéncias génicas que produzem. Para isso, a implementacdo deste trabalho engloba
visualizacdo 2D e 3D dos plasmideos, a fim de aumentar a interagdo do pesquisador com o

sistema, além de permitir insercoes de genes, delecdes e edi¢des nos plasmideos.



1.2 Contribuicoes

A principal contribui¢do deste trabalho € agregar melhor visualizacdo do grande volume
de dados presente nos plasmideos através da terceira dimensdo. Além disso, a ferramenta
desenvolvida ¢ multiplataforma e web, auxiliando o processo de manipulagdo de clonagem in
silico em diferentes laboratérios simultaneamente. Ainda hd espaco para trabalhos futuros em

diversas dreas da ciéncia da computacdo e da bioinformética abordadas no capitulo 5.

1.3 Organizacao do texto

Este texto estd organizado em 5 capitulos. O capitulo 1 aborda o tema em questdo em
nivel introdutério apresentando motivagdo e justificativa do trabalho, objetivos, contribui¢des
bem como a organizagdo do texto. O capitulo 2 expde a fundamentacdo tedrica necessdria para
entendimento do desenvolvimento deste trabalho. Nele encontramos fundamentos bioldgicos
como conceitos sobre plasmideos e tecnologia do DNA recombinante, além da exposi¢do da
fundamentagdo computacional utilizada para o desenvolvimento do sistema computacional
Biodonut. Tais conceitos englobam interface humano computador, visualiza¢do da informacgao e
visualizagdo 3D. Ainda aponta alguns dos trabalhos relacionados existentes avaliados durante o
desenvolvimento do sistema computacional Biodonut, como pDRAW32 e PlasMapper.

No capitulo 3 encontramos os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento e
recursos computacionais para conclusao do projeto, enquanto o capitulo 4 explora experimentos
e resultados, bases de dados, hardwares utilizados para o desenvolvimento, bem como a
apresentacao do fluxo do sistema computacional Biodonut. Ainda neste capitulo sdo avaliados os
resultados da visualizacdo 3D. O capitulo 5 apresenta as conclusdes € aponta possibilidades para
trabalhos futuros. As referéncias bibliogréaficas utilizadas para a elaboracdo deste trabalho

encontram-se ao final deste documento.



2 Fundamentacao Teodrica

Abordaremos agora, os fundamentos bioldgicos e computacionais relacionados ao tema.
De forma geral, este capitulo auxilia no melhor entendimento dos conceitos utilizados neste

trabalho.

2.1 Fundamentos Biolégicos

Nesta se¢do sdo apresentados conceitos bioldgicos tais como plasmideo e tecnologia do

DNA recombinante.

2.1.1 Plasmideos

Plasmideo (ou vetor de clonagem) € um DNA extracromossdmico, encontrado em alguns
micro-organismos, sendo determinantes de resisténcia a antibioticos, producdo de toxinas, além
de possuir replicacdo propria. Os plasmideos, por se apresentarem em um maior numero de
copias, sd@o usados como veiculos de clonagem uma vez que permitem a amplificacdo do
segmento do DNA neles clonado. Na Figura 1 podemos visualizar uma bactéria contendo seu
DNA cromossdmico e também seu DNA extracromossomico circular (plasmideo). Na tecnologia
de DNA recombinante, a resisténcia a antibidticos é de grande utilidade uma vez que pode
determinar selecdo, onde células transformadas com vetores contendo determinantes de
resisténcia sdo capazes de crescer em meio contendo o antibidtico, enquanto que as células nao
transformadas acabam morrendo, facilitando o processo de clonagem. Um dos passos
fundamentais no processo de clonagem molecular é o uso de enzima de restricdo que produz
extremidades compativeis durante a clivagem3 do DNA a ser clonado (inserto) e a do DNA

receptor (vetor) (LOPES et al., 2012).

*Clivagem equivale ao corte do DNA



Cromossomo bacteriano Plasmideos

Figura 1: Bactéria com DNA cromossomico e plasmideo

Fonte: MONDEGO, J. Notas da aula conceitos de biologia molecular.

2.1.2 A tecnologia do DNA recombinante

A Tecnologia do DNA Recombinante, também chamada engenharia genética, € um
conjunto de técnicas para localizar, isolar, alterar e estudar segmentos de DNA. A engenharia
genética pode ser definida como um conjunto de processos que permitem a manipulacdo do
genoma de microrganismos vivos, com a consequente alteracdo das capacidades de cada espécie.
Algumas aplicacdes da técnica do DNA recombinante podem ser encontradas em: teste de
paternidade e identificacdo de criminosos, detec¢do de genes relacionados ao céncer, terapia
génica, producdo de vacinas, obtencdo de organismos transgénicos, entre outros (CANDEIAS,
1991).

O desenvolvimento desta nova tecnologia s6 foi possivel graca a descoberta das enzimas
de restricdo. Este tipo de enzima atua como uma espécie de "tesoura bioldgica" que, apds
reconhecer determinada sequéncia do nucleotideo, faz corte na ligacdo acucar-fosfato da
molécula de DNA, produzindo fragmentos. Elas sdo produzidas pelas proprias bactérias como
forma de defesa contra virus, onde clivam em diversos fragmentos o material genético dos virus,
impedindo sua reprodu¢do na célula bacteriana. Por outro lado, a bactéria protege seu proprio
DNA dessa degradacdo, modificando sua sequéncia de reconhecimento pela adicdo de grupos
metila (metilagdo) (BURNS & BOTINO, 1991) .

A Figura 2 ilustra a técnica do DNA recombinante, onde o gene humano da insulina foi
ligado ao plasmideo, gerando um plasmideo recombinante. Logo, esta molécula hibrida devera

ser introduzida numa célula hospedeira (geralmente bactérias), para que o vetor possa sofrer
6



replicagdes (duplicacdes conforme a Figura 2) e consequentemente amplificar o nimero de

coOpias do inserto. A bactéria transformada serd facilmente reconhecida pela aquisi¢cdo de um novo

CMA bumano
& hipado an
plazmiden
fvetar) Cuplicagio

Plasmideo
recombinants de DNA

GEME
HURAND DA
IMSULIMA

recombinante

& intreduzide 2
na bactsra il baf"e.“a
hospedaira, hospedeira /,«-*"' T

R — fdoleculas
) / de insulina
PLASMIDED furmEns

(WETOR})

Figura 2: Técnica do DNA Recombinante.
Fonte: Tecnologia do DNA recombinante. Biologia das populagcées/José Mariano

Amabis, Gilberto Rodrigues Martho. — 2. ed. — Sdo Paulo: Moderna, 2004
fenétipo *dado pelo plasmideo, ou seja, pela capacidade de crescer em meios contendo

antibiotico, por exemplo.

O interesse pelas enzimas aumentou ao constatar-se que elas poderiam ser usadas para
fragmentar o DNA deixando extremidades de fitas simples de DNA que permitiam a ligacdo dos
fragmentos. Além disto, DNA bacteriano poderia recombinar com DNA humano ou de qualquer
outra espécie, abrindo a possibilidade de clonar genes humanos ou isolar proteinas de culturas

bacterianas. Uma importante consequéncia da especificidade destas enzimas de restri¢do é que o

4 L. L. L. . .,
Fendtipo: caracteristica fisica do individuo.



nimero de clivagens feito por cada uma delas no DNA de qualquer organismo € definido e
permite o isolamento de fragmentos deste DNA. Portanto, cada enzima de restricio gera uma
familia Unica de fragmentos quando cliva uma molécula de DNA especifica.

Uma enzima de restri¢do particular reconhece uma sequéncia tnica de bases. DNAs de
origens diferentes sob a acdo da mesma enzima de restri¢do produzem fragmentos com o mesmo
conjunto de extremidades. Portanto, fragmentos de dois organismos diferentes (por exemplo,
bactéria e humano) podem ser ligados. Além disto, se a ligagdo for "selada" com a enzima DNA
ligase, depois do pareamento de bases, os fragmentos serdo ligados permanentemente.

A Figura 3 mostra uma molécula de DNA de plasmideo com apenas um sitio de clivagem
para uma enzima de restricdo. A mesma enzima € usada para cortar o0 DNA humano. Se os
fragmentos de DNA humano sdo misturados com o DNA dos plasmideos, permitindo a ligacao
entre eles, uma molécula de DNA do plasmideo contendo DNA humano pode ser gerada. Este
plasmideo hibrido pode ser inserido numa bactéria e entdo o inserto serd replicado como parte do

plasmideo.

Enzima de restricao

/ Eco Rl
AlTRT [T G
o R

Fonto de corte

Fragmenio
de restricac

Fragmento
de restricao

Figura 3: Enzimas de restri¢do (endonucleases de restri¢do).

Fonte: Tecnologia do DNA recombinante. Biologia das populagdes/José Mariano
Amabis, Gilberto Rodrigues Martho. — 2. ed. — Sdo Paulo: Moderna, 2004



2.2 Fundamentos computacionais

Nesta se¢ao sao apresentados conceitos computacionais como Visualiza¢dao da informagao
e visualizacdo 3D. Estes conceitos sdo considerados muito importantes para o entendimento do

trabalho.

2.2.1 Interface humano computador

Para os experimentos e andlise de resultados, foram utilizadas técnicas de IHC
(acronomo para Interface Humano Computador), que no inglés € encontrado sob a sigla HCI -
Human-Computer Interface. O termo IHC possui afinidade com as questdes de ‘interface com o
usuario’ (Preece, 2005). A interface ¢ o ambiente visual de comunicagdo entre o usudrio € o
sistema que dispOe de elementos basicos tais como: 0s menus, as janelas, as mensagens sonoras €
didlogos. A interface deve dispor de condi¢des para o seu uso e facilidades no aprendizado
(GONCALVES, 2001).

Segundo Jakob Nielsen (2007) a “usabilidade ¢ um atributo de qualidade que avalia qudo
facil uma interface ¢ de usar”, ou “a medida de qualidade da experiéncia de um usuario ao
interagir com um produto ou um sistema”. Em outras palavras a usabilidade esta associada a
utilizacdo de métodos que contribuam com a facilidade de uso durante o processo de criagdo do
produto (website, aplicagcdo de software, tecnologia mével, ou qualquer dispositivo operavel por
um usuario). A usabilidade esta distribuida em diversos elementos, sendo tradicionalmente

associada, segundo Jakob Nielsen, aos seguintes fatores:

e Facilidade de uso : o sistema deve ser féacil de assimilar pelo usudrio, para que este possa
aprender a trabalhar rapidamente;
eEficicia: estd relacionada a escolha e, depois de escolhido o que fazer, fazer esta coisa
de forma produtiva leva a eficiéncia. A eficdcia € o grau em que os resultados de uma
acdo que correspondem as necessidades e aos desejos do ambiente externo;
e Eficiéncia : o sistema deve ser eficiente para que o usudrio, depois de o saber usar,

possa atingir uma boa produtividade.



Tais fatores foram analisados e considerados nos experimentos e resultados do Biodonut e
durante a andlise comparativa com outros softwares com a mesma finalidade de Biodonut. Os
experimentos e resultados baseados nestas métricas de IHC estdo presentes no capitulo 4 deste

documento.

2.2.2 Visualizacao da informacao

Informacdes representadas graficamente geralmente sdo processadas de maneira quase
que instantanea pela visdo, em um processo mais superficial, paralelo (no sentido de obter vérias
informacdes simultaneamente), rdpido e de capacidade elevada. Dessa forma, representar
graficamente os dados a serem analisados € interessante do ponto de vista da obtencdo de
informacdo, pois faz com que ndo apenas mecanismos computacionais sejam usados para a
andlise de dados, mas também recursos da visao e da cognicdo humana. Nesse sentido, um estudo
de Larkin e Simon (1987) estendido por Card et al. (1999) aponta diferentes aspectos pelos quais
visualiza¢des podem possibilitar uma ampliacdo cognitiva ou seja, uma maior facilidade no uso e

aquisicdo do conhecimento, como:

e Aumentar os recursos de memodria e de processamento disponiveis para usudrios,
através do uso direto dos recursos do sistema visual e da memdria de trabalho

externa e visual;

e Agrupar ou relacionar visualmente informacdes, compactando-as, exibindo uma

visdo geral ou mesmo mostrando detalhes sob demanda;
e Usar representacOes visuais para melhorar a deteccio de padrdes;
e Tornar 6bvia a resposta de um problema através de uma representacdo visual;

e Usar mecanismos de atencdo perceptiva para efetuar monitoramento de uma grande

quantidade de eventos potenciais;

e Codificar informa¢do numa midia manipuldvel.

Para que essa ampliacdo cognitiva possa ocorrer, € importante definir de maneira

apropriada o0 modo como as estruturas de dados sdo transformadas em estruturas visuais, processo
10



este chamado de mapeamento visual. Esse processo deve levar em conta quais as caracteristicas
dos dados a serem representados, das propriedades visuais que podem ser usadas para representar
esses dados, da interface humano-computador envolvida no processo (no caso, a tela de exibicao
dos dados e os dispositivos de recebimento de interacdes do usudrio), e da visdo e cognicio

humana (Silva, 2006).

2.2.3 Visualizacao 3D

Nos tltimos anos assistimos a substanciais avangos técnicos em computacio gréfica e a
uma proliferacdo de computadores significativamente mais poderosos com a possibilidade de
gerar graficos complexos 3D. Adicionalmente, também se assistiu a um grande aumento na
acessibilidade a informacdo e na ligacdo a redes de comunicacdo. Estes fatores tornaram possivel
novas formas de apresentar visualmente e, portanto, comunicar informagao.

Se comparado com o processo de visualizacdo bidimensional, a visualizacdo de objetos
tridimensionais é mais complexa. Esta complexidade deve-se, basicamente, ao fato de que os
dispositivos graficos existentes sao adequados a apresentacdo de imagens planas, bidimensionais.
A visualizacdo de informagdo em duas dimensdes (2D) se utiliza de pardmetros visuais
disponiveis em 2D (cor, tamanho, posicdo, forma) para representar caracteristicas e propriedades
dos dados. A visualizagdo da informacdo em trés dimensdes acrescenta uma nova dimensao a
representacdo dos dados, tornando assim possivel uma utilizagdo mais eficiente do espaco
limitado disponivel — o monitor do computador. Isto € particularmente importante para grandes
quantidades de dados a serem visualizados.

A investigacdo em tecnologias de Realidade Virtual sugere que utilizar técnicas
multimidia para codificar informacdo e apresentar esta informagdo num espaco perceptual 3D
aumenta a quantidade de informacdo com a qual as pessoas sdo capazes de interagir
(ROBERTSON et al., 1991). Mais ainda, se os objetos forem colocados numa representaciao 3D,
em vez de 2D, a complexidade perceptivel da informacdo apresentada € menor (WARE e
FRANCK, 1994).

Ware and Frank, 1994 concluiram o motivo de que modelar software em 3D podera ser
melhor do que em 2D, afirmando através de experiéncias com usudrios que a quantidade de

informacdo (na forma de grificos) que pode ser absorvida utilizando 3D é mais ou menos 3 vezes
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a quantidade em 2D. Isto indica que esses usudrios conseguiram efetuar melhor as tarefas (que
necessitavam uma boa compreensdo da informacdo exibida) sobre a estrutura dos gréficos
quando estes eram exibidos em 3D do que em 2D (Dwyer, 2001)

A visualizacdo da informagdo em trés dimensdes também facilita a compreensdao dos
dados através da utilizacdo de novos parametros visuais (material, luminosidade,transparéncia) e
novas técnicas de interagdo (rotagdes geométricas 3D, “passeios” através dos dados) que
convidam os usudrios a explorar e manipular sistemas de informagdo grandes e complexos. Estes
sistemas de informacdo podem ir desde catdlogos de bibliotecas as cotagdes didrias das agdes na
bolsa ou aos arquivos de voos de uma companhia de aviagao.

A Figura 4 apresenta um modelo virtual em trés dimensdes (3D) do cranio humano de
pacientes em tratamento médico, o que auxilia no diagnéstico e o planejamento cirirgico com
imagens obtidas através de equipamentos de tomografia computadorizada ou ressonincia

magnética.

Figura 4: Imagem 3D do crdnio humano.

Fonte: Software InVesalius

Na Figura 5, a visualizacdo em 3D, atua sobre trés dados dimensionais e de superficie.
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Figura 5: Modelo digital de relevo em 3D.

Fonte: ArcScene
Para o desenvolvimento da visualizagao 3D no sistema computacional Biodonut, foi
utilizada a geometria Torus, ilustrada na Figura 6, por ser a figura geométrica mais proxima da

realidade geométrica de um plasmideo.




Figura 6: Exemplo da figura geométrica Torus

2.3 Trabalhos Relacionados

Para o desenvolvimento do Biodonut, algumas dos softwares mais utilizados no ambiente

académico e corporativo como PlasMapper e pDRAW32 foram avaliados.

2.3.1 pDRAW32

pDRAW32’ ¢ um software de andlise de DNA, desenvolvido pela empresa AcaClone
software, que permite a montagem de plasmideos recombinantes in silico. Também analisa os
sitios de restri¢do presentes numa sequéncia de DNA qualquer. Além disso, o pPDRAW32 cria um
gel virtual de agarose, onde aparecem as bandas de DNA correspondentes aos fragmentos

gerados pela digestdo do DNA com a enzima escolhida (ACACLONE, 2012).

Sua licenca € do tipo shareware, porém muitas de suas funcionalidades podem ser usadas
sem licenca; no entanto, o licenciamento fornece ao usudrio beneficios adicionais. Uma
instalacdo licenciada do pDRAW32 ndo requer atualizacdo regular, embora seja recomendavel
atualizar a mais recente versdo. pDRAW32 permite realizar varias operacdes, tais como:
anotacdes relativas ao DNA em estudo, clonar DNA, editar sequéncias, analisar sequéncias,
selecionar enzima, exportar graficos e texto, calcular homologias entre dois fragmentos de DNA
entre outros. O pPDRAW32 gera também gréficos plasmidiais conforme mostrado nas Figuras 10,
11 e 12, que representam o plasmideo YEp24, com 7769 pares de bases, como visualizado pelo
pDraw32, circularizado, nomeado, com seu comprimento identificado e com os sitios de restricao

para o conjunto de enzimas do banco de dados de enzimas de restricdo do programa ja

5 pDRAW32 disponivel no site da empresa que a desenvolveu: http://www.acaclone.com
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assinalados.

A licenca também garante que o usudrio crie arquivos no formato pDRAW32. Sua
interface inicial estd ilustrada na Figura 7, enquanto que a Figura 8 mostra o procedimento para

inserir o gene do plasmideo que serd usado na manipulagdo.

. ' pDRAW32 1.1.86
LN Edit View Settings Utiities Window Help

Enter n ce
| Cloning of sequences
Open
) PCR fragment
Open wfo enzyme settings

New sequence independent plot

MNew pDRAW32 session

pCR2.1
pCR2.1
pCR2.1
pCR2.1
New DNA entry 1

Exit

Figura 7: Tela inicial do software pDRAW32.

Fonte: Acaclone software
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itk New sequence X]

tagtgtagcocgtagttaggocaccact tcaagaactoctgtagocaccgoctacatacctoge o
cctgttaccagtggctgotgocagtggocgataagtcgtgtct taccgggt tggactcaaga
coggataaggcgcagocggtcgggctgaacggggggt togtgcacacagoccagot tggage
acaccgaactgagatacctacagogtgagcattgagaaagcgocacgct tococcgaagggag
caggtatccggtaagocggoagggtocggaacaggagagogocacgagggaget tecaggggga
tatctttatagtcctgtegggtttegecacctetgacttgagegtegatttttgtgatget
ggcggagcctatggaaaaacgccagoaacgoggcctttttacggt toctggocttttgotg
tcacatgtictitcctgogttatcocococtgattctgtggataaccgtat taccgoctt tgag

accgctcgocgocagocogaacgacogagogcagogagtcagtgagogaggaagoggaag

Figura 8:Caixa de clonagem de nova sequéncia de plasmideo.

Fonte: Acaclone software

Na sequéncia do processo de manipulacdo de clonagem, a Figura 9 ilustra o DNA linear,
correspondente a caixa de didlogo apresentada na Figura 8. Além disso, a Figura 9 ilustra as
informacdes que o usudrio insere para a clonagem realizada. Nesta caixa de didlogo é definida a

circularizacio do plasmideo.
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pDRAW32 - YEp24 - 7769 bp.
File Edit View Settings Utilities Window Help
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Preview |
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Figura 9:Ssequéncia de plasmideo linearizada .

A Figura 10 mostra o plasmideo da Figura 9, porém circularizad , nomeado, com seu
comprimento identificado e com os sitios de restricdo para o conjunto de enzimas do banco de

dados de enzimas de restri¢do.
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Figura 10: Plasmideo YEp24, circularizado

Quando clonamos um inserto num vetor ndo podemos abrir o vetor em mais de 1 ponto.
Entdo, podemos estudar que enzimas cortam o plasmideo em apenas 1 ponto. Para tal usamos a
caixa de didlogo disponibilizada em Settings/ Enzyme selection , mostrada na Figura 11 . Em
seguida, na Figura 12, € ilustrado o plasmideo ap6s a manipulacdo. Tal manipulacdo é feita

editando a sequéncia do plasmideo, ou seja, na mesma caixa de didlogo da Figura 8.
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) pDRAW32 - YEp24 - 7769 bp.
File Edit Mjew Settings Utilities Window Help
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Figura 11: Caixa de didlogo para sele¢do de enzimas.

Na Figura 11,a caixa de didlogo para selecdoem que o usudrio pode escolher o nimero
minimo e maximo de cortes para a sequéncia toda ou para trechos dela (até 4 trechos). Observe

que a caixa tem vdrias abas e a figura estd mostrando apenas a primeira delas.
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File Edit View Settings Utilities Window Help

8 [k -=5=

Zral - 143 - GAC'GTC
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Mfel - 7446 - C'AATT G

Xbal - 7133 - T'CTAG

CspCl - 7025 - CAAnnnnn G TG
CopCT - 6803 - CCACunnnTT G

Asel - 889 - AT'TA_ AT
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All - 2568 -
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EspEl-1763-T'CCGG_A - dam methylated!
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PshAI - 3715 - GACnn'nnGTC
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Xmal - 4458 - C'CCGG_G Sphl - 3869 - G_CATG'C
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Nhel - 4198 - G'CTAG_C  BamHI - 4052 - G'GATC_C

Figura 12: Plasmideo YEp24 apos a manipulagdo. o circulo vermelho indica o segmento inserido no

plasmideo
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Utilizando op¢des mais avancadas, temos 0 mesmo plasmideo apresentado na Figura 13,
onde também sdo identificados locais de restricdo para permitir a clivagem da sequéncia

especifica por endonuclease de restri¢do especifica. Os sitios de restricdo no vetor YEp24 de

clonagem incluem HindlIll, EcoRI, BamHI, Sall, Pvul, Pstl, Clal, etc.

{ 'pDRAW - YEp24 - 7769 bp. - [Plot] =] F3
@Eile Edit “iew Settings  LHlities Window Help _||5!|1|

EcoRl -1 - G'AATT_C
HimdlI] - 105 - A'AGCT_T
dem - 267 - COWGG
dem - 271 - COWGG
Bell - 304 - T'GATC_A - dam methylated !
— Spel - 319 - ANCTAG T
Nael - 340 - CA'TA_TG
Mfel - 390 - C'AATT G
Xbal - 703 - T'CTAG_A

dem = 1784 - CCWGG
dem - 1788 - COWGG
dem - 1878 - COWGG
dem - 1882 - COWGG
BsBl - 1978 - TT'COG_AA
Speel - 2218 - A'CTAG_T
EcoRI- 2241 - G'AATT C
Clal - 2267 - AT'CG_AT
HipdIIl - 2272 - A'AGCT_T
Nlel = 2412 = CA'TA_TG
Peil - 2678 - A'CATG T
Newl - 2704 - C'CATG G
BBl - 2764 - TT'CG AA

Apal - T444 - G'TGCA_C

s L1 )
4 %

Asel - 6949 - AT'TA_AT

Apalll - 6198 - G'TGCA_C
dem - 6049 - CCWGG
dem - 6045 - COWGG
dem - 8036 - CCWGG

dem - 6032 - COWGG
dem - 5015 - COWGG
dem - 5911 - CCWGG
Poil - 5884 - A'CATG T
Nidel - 8707 - CA'TA_ TG
Apa Ll = 5700 - G'TGCA_C

dinpE ] - 5073 - TOCGG A - dam methpdaded! I
dem - 4855 - COWGG "x% PspOMI - 2873 - G'GGCC_C
dem - 4851 - CCWOG ;!-'!! d:r:n-] iszsal?j CE;‘EEE

dem - 472 - CCWGG
dem - 4468 - COWGG
Eagl - 4348 - C'GGOC G
Sall - 4060 - G'TCGA C

Xl - 35378 - C'CCGG_ G
HindIll - 3438 - A'AGCT_ T
dem = 3539 - COWGG
dem - 3543 - COWGG
Nhel - 3638 - G'CTAG_C
HamHIl = 3784 - G'GATC_C

TEpdd | Analysis complete 12338 | |

Figura 13: Grdfico circular do plasmideo YEp24 de tamanho 7769bp.
Fonte: Acaclone software
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2.3.2 PlasMapper

PlasMapper6 ¢ um software de plataforma web de licenca freeware, que gera e anota
mapas de plasmideos circulares de alta qualidade, desenvolvido pela Universidade de Alberta, no
Canadd. Tomando a sequéncia de DNA do plasmideo como entrada, PlasMapper utiliza o padrao
de sequéncia de correspondéncia e alinhamento BLAST’ para identificar e anotar promotores,
terminadores, locais de clonagem, sitios de restricdo, genes repoérter, genes marcadores

seleciondveis, origens de replicacao etc.

Em seguida, PlasMapper apresenta as caracteristicas identificadas na forma textual com
alta resolucdo e saida grafica multicolorida. O software € composto de trés partes: uma interface
web front-end (gerado usando linguagem de programacao Java), um back-end para renderizagdo e
correspondéncia de sequéncia (gerado usando as linguagens de programacdo Java e C) e um

recurso de banco de dados.

Em sua pagina principal, o PlasMapper fornece uma interface gréafica do usudrio que
permite aos usudrios tanto importar uma sequéncia de seu computador local quanto colar uma
seqiiéncia em uma caixa de entrada para a geracdo de mapa do plasmideo. Esta pagina também
inclui muitas op¢des que permitem ao usudrio personalizar a saida, conforme mostrado na Figura
14. Basicamente, a partir do momento em que o usudrio escolhe o arquivo de plasmideo ou insere

a sequéncia do mesmo, o plasmideo € plotado na tela, visto na Figura 15.

6 PlasMapper esta disponivel em: http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper

7 BLAST : do inglés Basic Local Alignment Search Tool. E um algoritmo para comparar informagdes de
sequéncias bioldgicas primadrias.
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€& = C [] wishartbiology.ualberta.ca/PlasMapper/

Open reading frame

I Origin of replication
Other gene
Promaoter

Regulatory sequence

B Reporter gene

Selectable marker

PlasMapper Version 2.0

The PlasMapper server automatically generates and annotates plasmid maps using only the
plasmid DNA sequence as input. Plasmid sequences up to 20,000 bp may be annotated and
displayed. Plasmid figures may be rendered in PNG, JPG, SVG or SVGZ format.
PlasMapper supports an extensive array of display options.

Download PlasMapper Source

Please cite the following: Aiaoli Dong, Paul Stothard, lan J. Forsythe, and Dawvid S. Wishart
"PlasMapper a web server for drawing and auto-annotating plasmid maps" Nucleic Acids
Bes 2004 Jul 1:32(Web Server issue ) W660-4.

For additional information on how to run PlasMapper, click | HELp |

Select desired DNA sequence file (FASTA format only)
| Escolher arquive | Menhum arquivo selecionado

OR Select a plasmid based on supplier | Amersham Pharmaci ¥ || Plasmid Library |

OR paste the DNA seguence into the text window below (FASTA fomat only)

tgcataattoctottactgtcatgocatoocgtaagatgottttotgigactggtgagtactcaaccaagtocattotgagaa «
tagtgtatgcocggogaccgagitgotoitgococggoghoaacacgggataatacocgcgoocacatageocagaactttaaaage
gotcatoattggasaacgttottoggggogaasactoctogaggatottaccgotgitgagatccagttogatgteacocea
|ctcgtgocacocaactgatocttocagoatotitttactttocaccagogtttotgggtgagocaaaaacaggaaggoaaaatgoco
gcaaaasagggeataagggocgacacggaaatgttgaatactoatactottoctttitocaatattattgaagocatrttatea
gggttattgbctoatgagoggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttocgocgoacatttooco
gassagtgccacctgacgtotaagaaaccattattatocatgacattaacctataasaataggogtatcacgaggocoottt

mteTteaa

Figura 14: Pdgina inicial da ferramenta PlasMapper.
Fonte: http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/
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O software gera o grafico do plasmideo escolhido conforme Figura 15, gerada para o

plasmideo YEp24.
Cpen reading frame
W Origin of replication
B Other gene
B Fromoter
Bcll 305 | Selectable marker
Unique restriction site
FET other =
v ooy Xbal 704
Pty /
’ 2micron2 origin
¥ 7’ /
SOibp ’
b
amp prom
. | 5 ____—Hpal 1687
- : pBR322 origin 2micron origin—" B

= by

2000bp -

o S500BE
-

. TT—(lal 2268
\“\-LIPA? prom

2500bp T
-~

Pvll 5478—— \
=g

ROF ather="
~

/ /A
My \\NEDI 2705

s L Apal 2878

I000bp - *

Kmal 3379
Smal 3381
Sphl 3976 BamHI 3785

Created using PlasMapper

24 of the 24 lsbels are shown.

Figura 15: Grdfico circular do plasmideoYEp24gerado pela ferramenta PlasMapper.
Fonte:
http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/jsp/displayPlasmidMap.jsp ?fileName=plasMap204_1398200506374.
png&fileFormat=png
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3 Materiais e métodos

A aplicagdao Biodonut consiste em um software desenvolvido para ser executado em
navegadores na Internet, foi concebida a partir das tecnologias, frameworks, ferramentas e

componentes mencionados a seguir, como recursos computacionais.

3.1 Diagrama de caso de uso do sistema

Apresentamos nesta secdo também o diagrama de caso de uso com o propdsito de
visualizacdo das funcionalidades e fluxos do sistema, sob a 6tica do usudrio. Um diagrama de
caso de uso deve descrever a funcionalidade especifica que um sistema deve desempenhar ou
exibir (PFLEEGER, 2004). Na Figura 16 apresentamos as funcionalidades do Biodonut, sendo
que cada elipse representa uma acdo realizada pelo ator seja usudrio comum ou usudrio

administrativo. A linha pontilhada representa uma associacdo do tipo extend, ou seja, um

comportamento opcional. A linha cheia representa uma associa¢ao obrigatoria.
Carregar
arquivo de

Usar Ajuda
enzima

Llstar /
En2|ma Remover
enzima
i ndmlrm\
arquivo de
plasmideo

Remowver
plasmideo

Carregar

Realizar

i
1
1
' Incluir
\ usuario
L
L}

f i i
manipulagao de

clonagem Listar
- — usuario

Ver plasmideo Ver plasmideo

2D 3D

Figura 16: Diagrama de Caso de Uso do software Biodonut



3.2 Bases de dados

NCBI® (National Center for Biotechnology Information) é mundialmente considerado
como banco de dados central sobre informacdes gendmicas. Diversos outros bancos de dados
similares estdo distribuidos em outros paises, embora todos se comuniquem diariamente com o
NCBI. Esta base de dados retne trabalhos académicos de todos os paises, com artigos em
diversos idiomas, além de ser publica e tradicional, criada em 1988, sendo mantida pelo NIH
(National Institutes of Health ). As quatro bases mais popularmente utilizadas do NCBI sao:

¢ GenBank : reline todo conhecimento publico sobre a sequéncia de DNA que sdo enviadas
por cientistas de todo o mundo e por grande parte dos centros envolvidos no projeto
genoma. E o principal banco de dados do NCBI, e foi escolhido para o desenvolvimento

deste trabalho por ser uma das bases mais importantes para pesquisa cientifica.

e OMIM : catidlogo que contém milhares de genes e trabalhos sobre doencas genéticas e

fenotipicas e serve como uma fonte para o Projeto Genoma Humano.

e PubMed: um dos mais famosos e conhecidos banco de dados cientifico no Brasil oferece
acesso a mais de 11 milhdes de citagdes, resumos e indexacdo de termos dos artigos em

revistas de ciéncias biomédicas. Também inclui links para o texto completo revistas.

e PubMed Central (PMC) : banco de dados que possibilita a pesquisa bibliografica em
mais de 17 milhdes de referéncias de artigos médicos publicados em cerca de 3.800
revistas cientificas . O valor do PubMed Central, para além do seu papel como um
arquivo, reside em o que pode ser feito quando os dados provenientes de diversas fontes
sdo armazenadas em um formato comum, em um unico repositério. PMC fornece
atualmente livre e irrestrito acesso ao texto integral de diversas revistas das ciéncias da
vida. O acesso € feito através do site do NCBI, disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

$ NBCI, disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>
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3.2 Recursos computacionais

Serdo listados e explicados sucintamente aqui os recursos computacionais utilizados para
o desenvolvimento da aplicacgdo.

A IDE (Integrated Development Environment) escolhida foi Eclipse. A versdo utilizada
para a elaboracdo da aplicagdo Biodonut foi a 3.6, denominada Eclipse Helios. A plataforma
Java Standard Edition (JSE), baseada em linguagem Java, foi escolhida como linguagem
principal para a realiza¢do do trabalho em virtude de possibilitar portabilidade. Foi utilizado para
o trabalho a versdo 1.5 do Kit de Desenvolvimento de Java Standard Edition (Java SE SDK).
Qualquer arquitetura computacional provida de JVM (do inglés Java Virtual Machine) instalada
na versdao 1.5 ou superior estd apta para comportar a aplicacdo. Para poder construir e rodar
aplicacdes distribuidas dentro da plataforma Java, é necessdrio que tais aplicagdes utilizem
browsers como clientes através de protocolos de Internet (TCP/IP) ou outros protocolos
proprietarios de rede. A aplicacdo deve fazer uso da plataforma Java EE (Enterprise Edition). A
versao utilizada foi o Java EE 6, que possui como caracteristicas e especificacdes importantes o
suporte a servicos web, injecdo de dependéncias, uso facilitado de EJB (Enterprise Java Beans),
entre outros.

Para o desenvolvimento da aplicacio proposta, optou-se pela versao 7 do apache Tomcat,
que € um servidor de aplicacdo Java. O critério para a escolha de um servidor de aplicacio do
tipo webcontainer, como o Tomcat, e ndo do tipo EJB container, como Glassfish, Jboss e
Weblogic para executar e hospedar a aplicacdo Biodonut residiu nos seguintes fatos:

e Os componentes distribuidos rodam exclusivamente na Internet;

e Auséncia de EJB (aplicacao distribuida) simplifica o desenvolvimento e aperfeigoa o
desempenho no carregamento (loading) do conteido das paginas da aplicagdo;

e Menor tempo despendido ao se fazer a distribuicdo (deploy) da aplicacao.

O apache Maven foi utilizado na versao 3.0.4. Com o uso do Maven, gerar os executaveis
da aplicacdo na plataforma Java passa a ser uma tarefa de pouca complexidade, permitindo ao
programador focar seu tempo em tarefas mais produtivas, e ndo em gerar o executavel do

software.
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O mapeamento objeto-relacional foi feito com o uso de JPA, acronimo do inglés Java
Persistence API.

WebGL (do inglés Web Graphics Library) é uma API desenvolvida na linguagem de
programacao JavaScript, disponivel a partir do novo elemento canvas (camadas) da HTMLS, que
oferece suporte para renderizacdo de gréficos 2D e gréficos 3D. Por este motivo, este framework
poderoso e inovador foi escolhido para a o desenvolvimento da renderiza¢do 3D do plasmideo no
contexto do Biodonut. No contexto WebGL, foi usada a biblioteca Three.js que € um cross-
browser JavaScript biblioteca / API leve usado para criar e exibir animacdo de computacio
grafica 3D em um navegador da Web através da linguagem JavaScript. Em func¢do do uso de
WebGL, fez-se necessario também uso da tecnologia HTMLS.

A arquitetura MVC — (Modelo, Visualizacdo e Controle) fornece uma maneira facil de
dividir as funcionalidades envolvidas na manuten¢do e apresentacdo de dados de uma aplicacao.
Por este motivo, foi usada no desenvolvimento do projeto aqui apresentado. Para favorecer a
independéncia entre as camadas (inje¢ao de dependéncias), foi usado o framework Spring.

O sistema gerenciador de banco de dados usado no Biodonut € o MySql por possuir
cddigo aberto, sendo o eleito na grande maioria das ferramentas gratuitas para gerir suas bases de

dados. O diagrama de fluxo de desenvolvimento é dado na Figura 17.
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Servidor de aplicacao
(Apache Tomcat)

Criacdo das classes de
servico (mapeadas via
Spring Framework)

Criacao da
visualizacao 2D (Java
2D Graphics)

SGBD MySQL (tabelas
e DDL do banco)

Criacdo das classes de
controle (Managed
Beans —Java Server

Faces)

Criacdo das classes de
modelo (uso de Java
Persistence API)

Criacdao do front end —
camada de
visualizagao (Facelets
XHTML)

Criacdo da
visualizacao 3D
(Three.js, JQuery,
WebGL)

Figura 17: Diagrama de fluxo de desenvolvimento do software Biodonut
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4 Experimentos e Resultados

Biodonut é um sistema de plataforma web, de licenca open source, que possibilita simular
a clonagem de plasmideos feita em laboratdrio, para basicamente cadastrar plasmideos e mapear
suas regides, considerando suas enzimas de restricdo. Durante a validag¢do do cadastro, o sistema
separa cada parte da sequéncia de acordo com suas caracteristicas, sendo: pontos de corte, DNA
do plasmideo e DNA externo (ou o que serd inserido no plasmideo).Os administradores e/ou
usudrios autenticados podem cadastrar plasmideos e enzimas de corte que ficam disponiveis para
acesso (consulta) publico de forma que os usudrios possam consultar toda a base de dados e

possam utilizar estes dados para simular ensaios de clonagem.

4.1 Biodonut

O sistema Biodonut, disponivel em biodonut.org, desenvolvido e aqui apresentado,

apresenta a interface inicial ilustrada na Figura 18.

C | [4 biodonuteorg/biodonut/home.xhtml Q iy
g

Biodonut

Bam vindo 2o projeto Biodonut!

Biedonut € um sistema web, cpen source, desenvolvido 2 partirde 2012, nz Faculdade dETEEnEﬂUgIa da Unicamp. Sua 2 proposta £ seruma ferramentz que possibilite ¢ cadastre dos plasmideocs fazendo o respective mapeamente de (ada drea,
considerands suas enzimas de corte, E |ntErE§santE lembrar que durante = validacdo de criag3e, ¢ sistema sepzra cadz parte da sequénciz de acordo com suas caracteristicas, sendo poritos de corte, DNA do plasmiden & DNA externo (ou o que foi
inserido no pl ). Os gréfices pl idizis gerados podem ser em duas ou trés dimensdes [ {20 ou 30). Os arquives de entrada tanto de plasmides quante de enzimas, seguem o padric NCEI. Padric de plasmides disponivel agui e ds enzimas agui,

Mavegus pelo manu ajuda parz saber mais sobrz o sistzma,

Os arquives de antrada ssguem o padric NCBL, dispenival =m: httou//nch e

Figura 18: Pdgina inicial do Biodonut

Ao clicar em "entrar", o usudrio avanca para a pagina com as funcionalidades que o

software apresenta. A pagina de plasmideo apresenta todos os plasmideos cadastrados bem como
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suas caracteristicas. A coluna "acdes" da tabela apresentada na Figura 19, possui dois subitens:
Ver e manipular. Ao escolher a op¢do "ver", o usudrio visualiza o plasmideo graficamente em
formato inicial 2D, podendo optar também pela sua visualizacdo 3D, além de apresentar diversas

caracteristicas textuais do plasmideo em questdo, como mostrado na Figura 20.

Qx|

- €' | [ biodonut.org/biodonui/pages/plasmid/listxhtml

Biodonut

Enzima Ajuda -

Local
Definigio

742 bp DNA circular SYN 24-, Binary vector pCAM|

(Hof 1}

Biodenut 2012 - Desenho e plasmideos

Figura 19: Listagem dos plasmideos presentes no Biodonut
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C | [ biodonut.org/biodonut/pages/plasmid/show.xhtm|

Biodonut —

Plasmideo Enzima Ajuda ~

Plasmideo

Ver 3D Zoom

Gréfico do Plasmideo

Cédigo Acesso

ocal

L

AF234315 8742 kp DNIA circular SYN 24-APR-2000

Definigio

Binary vector pCAMBIA-2300, complete sequence.

Versio
AF234315.1 GI:7638145

Palavras chave

Figura 20: Tela para visualizacdo de plasmideo

Na area aberta do software Biodonut, o usudrio comum poderd: escolher o plasmideo que
estd utilizando; identificar os pontos de corte (ou sitios de restricdo) de inicio e fim para
inclusdo de nova sequéncia e realizar a manipulacdo de clonagem com visualizacao 2D e 3D. Na
validacdo de criagdo, o sistema separa cada parte da sequéncia de acordo com suas
caracteristicas, sendo sitios de corte, DNA do plasmideo e DNA externo (ou o que foi inserido no
plasmideo). O usudrio deve informar o nome da sequéncia desejada e inserir no plasmideo para
que esta seja identificada tanto no plasmideo quanto na listagem de caracteristicas plasmidiais
apo6s a conclusdo do ensaio. Este processo € visualizado na Figura 21, onde o usudrio insere a
sequéncia desejada e o sistema calcula quais enzimas de corte sdo compativeis.

Para fazer essa andlise, o software busca todas as enzimas de corte que fazem parte da
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base de dados do Biodonut e cada uma € validada da seguinte forma: O sistema valida se o cddon
complementar foi informado na enzima de corte e em caso positivo, o sistema tenta encaixa-lo no
cédon principal, realizando o encaixe 2 direita e/ ou a esquerda. E possivel também cadastrar
enzimas de corte sem informar o cddon complementar ou informéa-lo de forma que o encaixe nao

seja necessario.

C' | [ biodonutorg/biodonut/pages/plasmid/experimentxhtml asy

Biodonut

Area restrita

Plasmideo Enzima Ajuda -

Preencha os campos para realizar o processamento do plasmideo

Nome
Sequéncia a ser inserida no plasmideo

CCAACATGGTGGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCCAACATGGTGGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCCAACATGGTGGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAACCCCTCA
AGACCCGTTTAGAGGCCCCCAACATGGTGGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCCAACATGGTGGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCCAACATGGT
GGTAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCC

Tamanho: 360

Biodonut 2013 - Desenho de plasmideos

Figura 21: Tela para manipulacdo de plasmideo.

Basicamente, o software mapeia e registra os locais de restri¢do do vetor. Em seguida, o
usudrio insere o fragmento de DNA a ser clonado e o sistema faz o mapeamento dos locais de
restricdo. Como ja citado, para fins de clonagem o sistema calcula quais as enzimas de restricao
sdo compativeis com ambas as sequéncias (plasmideo e sequéncia inserida). Para fazer esta
andlise, procuramos todas as enzimas que se encontram na base de dados para listar todos os que
estdo presentes na andlise. O usudrio define quais as enzimas devem ser utilizadas para a digestao
no sentido 5' 3'do fragmento e entdo, o sistema automaticamente localiza estes locais no vetor e
faz a simulag@o do ensaio, gerando um novo mapa grafico agora contendo o fragmento de DNA
inserido, como pode ser visto na Figura 22 (a) e (b). O plasmideo original, com dados
alimentados pelo arquivo de entrada no formato NCBI, € apresentado na Figura 22 (a). Em seu
centro, encontramos seu nome (neste caso YEp24). As setas indicam se a direcdo da sequéncia

estd no cddon principal (seta em sentido horédrio), complementar (seta em sentido anti-horério),

33



ou neutra (sem seta). Na Figura 22 (b) notamos que a sequéncia informada pelo usuédrio ficard
destacada na cor vermelha(quando sentido anti-horario), azul (Quando sentido horirio) ou
amarela (quando neutra), e no centro do plasmideo serd exibido o nome do plasmideo somado ao

nome da sequéncia informada. As enzimas de corte utilizadas também serdo identificadas.

yEF24

(a)
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- =, el ]

+ yEFZ4 i Abadi: 17-17

(b)

Figura 22: Representacdo grdfica 2D do plasmideo YEp24 antes e apds a manipulagdo gerada pelo
Biodonut: (a) plasmideo em original, sem alteracées; (b)apresenta o plasmideo modificado, onde apds a

manipulagdo virtual. Biodonut marca a inser¢do em conjunto com as enzimas utilizadas para a clonagem.
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4.2 Vizualizacao 3D

A representagdo grafica 3D do plasmideo antes da manipulagdo € renderizada na tela do
Biodonut , conforme vimos na Figura 23 (a). Nesta imagem, o sentido do inserto no plasmideo
YEp24 com sentido hordrio ou anti-hordrio sdo representados por cores azul (hordrio) e
vermelha (anti-hordrio). que na Figura 23 (b) ilustramos o plasmideo apds o inserto. O plasmideo
¢ ilustrado pela forma geométrica do tipo Torus, conforme jé citado, tendo na versdo 3D suas

features abstraidas. A orientag@o da sequéncia é dada pelas cores de acordo com a legenda.

- Sentido horarie
. Sentido anti-horario

Gerado pelo Biodonut®

————

(a)
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Meutro

] - Sentido horirio

. Sentido anti-horario

Gerado pelo Biodonut®

(b)

Figura 23: Visualizagcdo 3D do plasmideo YEp24 antes (a) e depois (b) da manipulagdo.
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4.3 Estudo comparativo

O objetivo desta secdo € comparar os softwares apresentados sob a dtica de métricas de
interface humano computador. Nas métricas de avaliacdo de software, foram utilizadas as
seguintes etapas: instalagcdo e processo de clonagem avaliando sempre a usabilidade do software,
eficdcia, eficiéncia e aprendizado. Como base de dados, o0 GenBank foi escolhido.

Até o momento ndo foi realizado nenhum estudo comparativo entre softwares de
bioinformética geradores de grafico de plasmideos. Hu, Mellor, Wu e DeLisi (2004),
compararam as ferramentas VisANT, Cytoscape e Osprey segundo os critérios de manipulacio
grifica, entrada, saida, pesquisa, operacdes de rede, filtros, integracdo, licenca e modo de
execugdo. Tais ferramentas estdo relacionadas a visualizacdo de redes de interacdo molecular e
vias bioldgicas para integrar essas redes com perfis de expressdo gé€nica e outros dados. Este
estudo foi considerado no desenvolvimento deste trabalho.

Foi também o estudo comparativo de Suderman e Hallet (2007) sobre as ferramentas
para explorar visualmente redes bioldgicas. Este estudo pertence a grande drea de bioinformética
e algumas das ferramentas avaliadas foram também VisANT e Cytoscape. Neste trabalho,
Suderman e Hallet forneceram uma ampla revisdo das vantagens e desvantagens dos sistemas
existentes com dois objetivos: ajudar os pesquisadores a identificar de forma eficiente as
ferramentas existentes para visualizacdo de dados a fim de descrever as metas necessarias e
realistas para a proxima geracdo de ferramentas de visualizacdo. Suderman e Hallet (2007)
consideraram que a utilidade de qualquer ferramenta de visualizagdo da rede bioldgica em ultima
andlise, depende dos recursos suportados. Assim, avaliaram algumas das caracteristicas mais
importantes, incluindo rotinas de layout da rede, a integracdo de andlise para a visualizacdo e a
variedade de métodos de entrada do usudrio, integracdo de diferentes fontes externas de dados
bioldgicos.

Para o estudo comparativo entre as ferramentas Plasmapper, pDRAW e Biodonut,
técnicas de usabilidade ja apresentadas na secdo 2 foram consideradas. As metas de usabilidade
servem para entender as necessidades do usudrio e buscar clareza do objetivo principal. Neste
trabalho, iremos usar as seguintes metas de usabilidade como critérios comparativos dos

softwares apresentados:
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e Instalacdo: Existéncia ou ndo de instalacdo e quando ha, qual o nivel de complexidade no
processo.
eEficdcia: Atingir o objetivo. Avaliacdo se o sistema serve ao propdsito principal.
e Eficiéncia: Atingir o objetivo com o menor nimero de operagdes.
e Facilidade de uso: Nota atribuida ao sentimento do usudrio quanto a facilidade de uso da
ferramenta.
O processo de instalacdo foi incluido na avaliag¢do, justamente por estarmos comparando
softwares web e desktop. Uma nota final foi atribuida a cada um dos critérios através da soma

dos valores associados mostrados nas Tabelasl, 2, 3 e 4.

Tabela 1: Conceito comparativo segundo critério instalagdo

Instalacao

Conceito quantitativo | Conceito qualitativo Definicao

0 Extremamente complexa Quando hé necessidade de download de
mais de um arquivo e o usudrio ter que
realizar aspectos de configuracdo de
servidores de banco de dados e aplicacgdo.

1-3 Complexa Quando hé necessidade de download de
mais de um arquivo e o processo de
instalacio € pouco intuitivo.

4-6 Mediamente assistida Quando nao ha necessidade de instalagdo
de mais de um arquivo mas o processo de
instalacdo € pouco intuitivo

7-9 Assistida Quando ha necessidade de download de
apenas um arquivo € 0 processo ¢
intuitivo.

10 Sem instalagdo N3ao possui instalagdo.
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Tabela 2: Conceito comparativo segundo critério eficdcia

Eficacia

Conceito quantitativo

Conceito qualitativo

Descri¢ao

0

Extremamente Ineficaz

Nao oferece funcionalidade de clonagem

1-3 Ineficaz Oferece funcionalidade de clonagem sem
opcdo de comparativos.

4-6 Mediamente eficaz Oferece a funcionalidade de clonagem
com op¢do de comparativos em
interfaces diferentes.

7-9 Eficaz Oferece comparativo antes e apds a
clonagem

10 Extremamente eficaz Oferece comparativo antes e apds a
clonagem aliada a visualizacio 3D.

Tabela 3:Conceito comparativo segundo critério eficiéncia

Eficiéncia

Conceito quantitativo

Conceito qualitativo

Descri¢ao

0

Extremamente ineficiente

Etapas de clonagem > = 20

1-3 Ineficiente 19 <= Etapas de clonagem <= 15
4-6 Mediamente eficiente 14 <= Etapas de clonagem <= 10
7-9 Eficiente 9 <= Etapas de clonagem <=7
10 Extremamente eficiente Etapas de clonagem < =6
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Um grupo de 10 pessoas testou os softwares pDRAW, Plasmapper e Biodonut para
mensurar cada ferramenta conforme o fluxograma apresentado na Figura 26. Os testes foram
realizados no Laboratério de Computacdo Visual IMAGELab da Faculdade de Tecnologia da
Unicamp. Este grupo foi composto por:

e 1 professor universitdrio especialista em engenharia de software, rotulado como P1
e | cientista da computacgdo, rotulado como P2

e | professor doutor em engenharia elétrica atuante, rotulado como P3

¢ | mestrando em tecnologia, rotulado como P4

¢ 3 bacharéis em ci€ncias bioldgicas, rotulado como P35, P6 e P7 respectivamente

¢ | tecndlogo em processamento de dados, rotulado como P8

¢ | doutorando em engenharia biomédica, rotulado como P9

e | graduando em ciéncia da computacao rotulado como P10

Tabela 4: Conceito comparativo segundo critério facilidade de uso

Conceito quantitativo | Conceito qualitativo Descri¢ao

0 Extremamente dedutivo

1-3 Dedutivo O proprio conceito quantitativo torna-se
4-6 Mediamente intuitivo a nota.

7-9 Intuitivo

10 Extremamente intuitivo

As notas atribuidas por cada pessoa do grupo de testadores sdo apresentadas na Tabela 1.
Cada testador é considerado na tabela como Pn, onde n representa um nimero de 1 até 10. Na
tabela, podemos notar claramente que Biodonut obteve nota superior as outras ferramentas por
unanimidade. Notamos também que Biodonut recebeu dos dez testadores a maior média dentre as

trés ferramentas no quesito facilidade de uso.
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Tabela 5: Avalia¢do quantitativa atribuida pelo grupo de testadores para as ferramentas propostas

P1|P2|P3|P4|P5(P6|P7|P8|P9|PI10|Média

Biodonut 919 1951085 9 |10(95(85| 9 9,2
pDRAW 8 | 719|856 | 7|7 |65[75| 8 745
Plasmapper 851751 8 9 8 8 7 7 175 8,5 7,9
Média/pessoa | 8,5 | 7,8 88192 |75| 8 8 |7,717,8]| 8,5

Para representar graficamente a Tabela 5, o Gréfico 1 foi criado. No grafico, temos as
notas atribuidas por cada pessoa participante do grupo, bem como a média aritmética para cada

ferramenta, onde cada cor representa uma pessoa do grupo.

12

10
8 i) [EEEN| | S - (| | SN = SN | |SESSSIN | | S| | S BN | S
m Biodonut
6 - | - | - | - | - r ! | - P 1 | - | - | - | I
m pDRAW
ST Il spiasmapper
2 + —— - — - - — — — - —i— Média/pessoa
0 I T T T T T T T
4 > Q‘" Q‘o A @ Q

5 O

f,
‘e&%\

Q ]

Q

Grdfico 1: Histograma de critério de usabilidade - facilidade de uso

Apresentados os critérios estabelecidos para o estudo comparativo, os avaliadores
classificaram as ferramentas como:

e pPDRAW32 apresenta uma instalacdo complexa, sendo diferente de acordo com cada

sistema operacional. Possui eficdcia parcial pela auséncia de um comparativo antes e

depois do processo e sua eficiéncia é parcial em funcdo da quantidade de etapas

necessarias para atingir o objetivo. O aprendizado foi considerado mediano pois o
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software pode induzir o usudrio a divida em certas situagdes, pelo excesso de menus
disponiveis na mesma tela. Uma interface mais simples/ objetiva seria uma forma de
melhoria.

e Biodonut é um software de plataforma web, ndo necessitando de instalagdo. Possui
alta eficicia e eficiéncia. o aprendizado foi considerado alto, pois o grupo de
testadores nao identificou complicacdes em seu uso, ndo deixando o usudrio em
ddvida quanto aos passos subsequentes.

e PlasMapper assim como Biodonut € um software de plataforma web, nido
necessitando de instalacdo. Sua eficidcia foi considerada parcial sendo classificada
com eficiéncia mediana, visto que nao hd uma tela comparativa dos plasmideos antes
e depois do inserto. O aprendizado foi considerado alto, pois ndo hd complica¢des em

seu uso, nao deixando o usudrio em duvida quanto aos proximos passos.
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5 Conclusoes e trabalhos futuros

5.1 Conclusoes

Este documento apresentou a proposta para o desenvolvimento do sistema Biodonut, que
funciona em plataforma web, licenca open source com visualizagdo 2D e 3D para manipulacio
de clonagem em plasmideos. Foram apresentados trabalhos relacionados como Plasmapper e
pDRAW32, que embora ja estejam mais consolidados, ndo possuem a op¢do de visualizagdo 3D
ou comparativo entre os plasmideos antes e depois do processo de manipulagdo de clonagem.
Realizados os testes, concluimos que o software Biodonut dentre os comparados destacou-se

segundo critérios de usabilidade.

Feitos os testes com um grupo de usudrios, constatou-se quantitativamente que sua
interface é de simples entendimento garantindo que o usudrio consiga concluir a manipulacdo de
plasmideo sem maiores duvidas, de forma rdpida e clara. Os demais softwares apresentados
foram classificados como levemente menos dgeis, o que ndo desqualifica a importancia de cada

um deles, apenas os caracteriza com usabilidade menor que a ferramenta Biodonut.

A principal contribui¢do deste trabalho € a inclusdo da funcionalidade de visualiza¢do 3D
para esta classe de software aliada a plataforma web. Biodonut € uma ferramenta bastante
promissora, podendo ser utilizada por usudrios leigos em computagdo. A visualizagdo 3D do
software Biodonut foi desenvolvido utilizando uma tecnologia moderna, criada em 2013,
denominada WebGL (do inglés Web Graphics Library) para renderizar o grafico 3D. Para as
demais funcionalidades,foram usadas tecnologias consolidadas como Java, JavaScript, HTMLS,
MySql entre outras. Este trabalho € totalmente open source, abrindo possibilidade para
entusiastas, pesquisadores e até mesmo empresas, possam contribuir com a evolucdo da

ferramenta.

WebGL é baseado no OpenGL ES (OpenGL para sistemas embarcados) e fornece uma
interface de programacao de graficos 3D. Ele usa o elemento canvas do HTMLS e € acessada por
meio de interfaces DOM ( do inglés Document Object Model). O gerenciamento automdtico de
memoria € fornecida como parte da linguagem JavaScript. Embora OpenGL seja uma

especificacdo bastante consolidada, WebGL ainda ndo tem a mesma gama de funcionalidades
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que OpenGL ES oferece. Além disso, ndo hé tutoriais pontuais o bastante para uma evolutiva agil

de desenvolvimento para WebGL.

Houve uma dificuldade considerdvel em desenvolver um grafico 3D mais dinAmico com
WebGL. Talvez isso se deva ao fato de que OpenGL ES, base do WebGL teve uma versao
considerdvel como estdvel pelo seu desenvolvedor, Khronos Group, a partir de 6 de agosto de
2012. Além disso, a Khronos Group declara WebGL com estado de desenvolvimento ainda nao

estavel, sendo considerado como "em desenvolvimento".

A proposta inicial para o desenvolvimento deste trabalho era prover a visualizagdo 3D de
forma robusta e realista. Porém, o inico meio computacional disponivel até a presente data € o
uso da biblioteca WebGL. Como a biblioteca em questdo ainda ndo estd estdvel em nivel de
desenvolvimento, o resultado obtido ndo foi o mesmo esperado. O trabalho de pesquisa foi
realizado exaustivamente durante todo o processo de desenvolvimento do Biodonut.Ao longo do
desenvolvimento deste trabalho, um artigo (PALMA et al.) e uma apresentacdo em congresso

(PALMA et al.) foram realizadas, apresentando assim o andamento deste trabalho.

5.2 Trabalhos futuros

Virios temas s@o possiveis para trabalhos futuros que estio relacionados com o que foi
estudado e desenvolvido durante o mestrado. O principal deles € o desenvolvimento da
estabilidade da biblioteca WebGL com o intuito de desenvolver com maior exatiddo a

visualizag¢do 3D para os plasmideos disponiveis na ferramenta Biodonut.

Outra opg¢do de continuidade para este trabalho em termos funcionais, € incorporar outras
bases de dados além do GenBank. Em termos arquiteturais, podemos considerar o banco de
dados, por exemplo. Empregar um banco de dados NoSql permitindo mais escalabilidade e
desempenho da aplicacdo. A aplicacdo ainda pode ser hospedada em cloud computing, o que nao
causaria grande impacto positivo pelo fato do software ter sido implementado no padrao MVC,
mas certamente alavancaria algum beneficio em termos de desempenho. A possibilidade de
implementacdo para dispositivos moveis de sistema operacional open source, garantindo
ubiquidade a aplicacdo. A portabilidade é uma boa aposta de necessidade computacional para as

futuras implementacdes.
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