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Introducao

Os avangos tecnologicos das duas tltimas décadas resultaram em uma que-
da dramatica no custo do sequenciamento de dcidos nucleicos, ampliando o
acesso a essas metodologias. No entanto, o sequenciamento é apenas o inicio
do processo de conversdo de uma amostra bioldgica em informagdo genética
significativa. A andlise de dados envolve o uso extensivo de varios métodos
computacionais para converter dados brutos em informagdes de sequéncia e
a aplicacdo de técnicas de bioinformatica para a interpretacio dessas infor-
magdes. A enorme quantidade de dados gerados por tecnologias de sequen-
ciamento de nova geracdo (NGS) deslocou a carga de trabalho da preparagdo
de amostras para os processos de andlise. Isso significa que, junto ao desenvol-
vimento de tecnologias de sequenciamento, o desenvolvimento simultaneo de
solucdes de informatica apropriadas é urgentemente necessario para possibili-
tar a interpretacdo clinica de variantes genomicas'.

A Bioinformatica é um campo interdisciplinar em rdpida evolugdo. Avangos
em tecnologias moleculares, como sequenciamento, plataformas de microarray e
tecnologias high-throughput resultaram em um excesso de dados, em resposta ao
qual o desenvolvimento de ferramentas e repositorios de softwares de bioinfor-
matica avan¢ou rapidamente, consumindo uma enorme quantidade de tempo (e,
portanto, dinheiro) para sua criagdo e manuten¢ao. Como consequéncia, a for-
magao em Bioinformética teve que evoluir e crescer paralelamente a tecnologia,
para atender a crescente demanda em diversas areas dos conhecimentos, que vao
da Biologia a Quimica, Matematica, Fisica e Ciéncia da Computagio®.

Especificamente para laboratérios de diagndstico molecular, a bioinforma-
tica se tornou um importante componente, pois participa dos processos de ge-
racao, analise e interpretagdo de dados moleculares em testes genéticos. Devido
a rapida adogdo de testes por NGS, os provedores de servicos precisaram de-
senvolver workflows que atendessem a padrdes regulatdrios e de boas praticas
e que fossem flexiveis quanto a frequentes atualizacoes em termos de metodo-
logia e softwares para analise’.

As andlises de bioinformética sao desenhadas para, primeiramente, realizar
a conversdo de sinal em dados, dados em informacgao bioldgica e informagédo
bioldgica em acionabilidade ou significAncia clinica. Esse processo pode ser di-
vidido em trés etapas principais: analise primaria, secundaria e terciaria (figura
1)'. Em resumo, a analise primaria consiste em transformar o sinal gerado no
instrumento em pequenas sequéncias de nucleotideos*. A analise secundaria
envolve o mapeamento das pequenas sequéncias (ou reads) contra um genoma
de referéncia (no caso de Oncologia Molecular, o genoma humano de referén-
cia) e, a partir desse mapeamento, determinar os pontos de variagdo genomica’.
Por fim, a analise tercidria consiste em acessar as caracteristicas dessas varian-
tes, impacto funcional e significdncia clinica, quando possivel®.
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Figura 1. Diagrama ilustrando os principais componentes de um pipeline de
bioinformatica
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Cada uma dessas etapas requer o uso de bancos de dados, algoritmos,
softwares e conhecimentos especificos para sua execucdo. A principal limitagao
para a ampliagdo do uso de NGS em laboratérios clinicos ¢ a interpretagao
de dados de sequenciamento, que ainda é um campo nascente em termos de
desenvolvimento de algoritmos, ferramentas analiticas apropriadas e bases de
evidéncias para as associagdes genotipo-fendtipo. Embora as etapas envolvi-
das na interpretagdo e na aplicagdo dos resultados variem de acordo com o
ambiente clinico especifico, o proposito do teste e a questdo clinica, é provéavel
que haja pontos em comum tanto no pipeline de analise basica quanto nas fer-
ramentas utilizadas. Da mesma forma, embora alguns detalhes possam mudar
com a introdugao de tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo, como
aquelas que envolvem a detec¢do de moléculas em tempo real, o desafio da
analise de dados para tecnologias de sequenciamento high-throughput perma-
necera essencialmente o mesmo'.
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Neste capitulo, descreveremos primeiramente os conceitos bdsicos e os
formatos de arquivos utilizados em bioinformatica para, entdo, nos aprofun-
darmos nos principais processos das analises primdria, secundaria e tercidria,
comentando as principais ferramentas utilizadas em cada passo, assim como as
bases de dados mais importantes no cenario atual que auxiliam na interpreta-
¢do de dados na drea da Oncologia. Também mostraremos de forma ilustrativa
alguns exemplos de comandos basicos de algumas ferramentas. E importan-
te salientar que o objetivo deste capitulo nio é fornecer um treinamento em
bioinformatica, apenas apresentar uma visao global em como os softwares fun-
cionam e como podem ser aplicadas na area de Oncologia.

Principais conceitos e formatos de arquivos

Cobertura

A cobertura média define-se como o numero médio de vezes que cada
nucleotideo foi sequenciado, baseado em um certo nimero de reads de de-
terminado comprimento e a suposi¢cdo de que as reads possuem distribuicdo
aleatdria. A cobertura real representa a quantidade média de leituras em cada
regido do genoma, baseando-se no mapeamento’.

Genoma de referéncia

O genoma de referéncia é uma sequéncia de DNA de alta qualidade gerada a
partir de um pool de individuos, que pode servir como uma referéncia comum
para a compreensio da base genética de diversas doencas. Especificamente, a
sequéncia de referéncia é a base para bancos de dados e algoritmos de bioinfor-
matica usados para definir regides-alvo, realizar estudos de ampla associagao
gendmica (genome-wide association studies — GWAS) ou medir a conservagao
entre espécies, por exemplo.

Formato FASTA

Arquivos FASTA sdo arquivos que podem conter sequéncias de DNA, RNA
ou proteinas, sendo que tanto nucleotideos e aminoacidos sdo representados
com codigos de letra tinica. Um arquivo FASTA (figura 2) pode conter uma
ou mais sequéncias. Um arquivo com varias sequéncias é chamado de arqui-
vo multi-FASTA. A primeira linha de cada nova entrada come¢a com um
sinal de maior (>), que é seguido por uma descri¢ao de linha tnica. Essa linha
de titulo pode ter qualquer comprimento, incluindo simplesmente o sinal
de maior seguido por nenhum caractere adicional. As linhas subsequentes
contém a sequéncia. Recomenda-se que as linhas da sequéncia tenham menos
de 80 caracteres®.
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Figura 2. Exemplo de formato FASTA

(T
S ALATTO OO TALAE COLOO G A ATEE PG AT OO T CTEATO LO YRGS AL RO ACRIGET
AT BTG P LA TOE L Gt C A S TOAGT O B ARSI AL Ll G W CALOCAGALAL T
ATCALAGL O TCACAL T LT Lo L TATT el DTG CRlAL T RO ATO L T LG CASGAGE TRALT SO [ C
SR TOT ARG [ GLATT GEAGT TG TORAGASAAGT AL TN T DG DCACCTCTTCTCAL COTTTTG
T AT O TP GCALT TARC RO TTET PO ASGE T AATE CANT PO DCAGC NP HOD CTT GOAGAG
R A A A TN LAl LR el T WM W T a5, TG TG T G

Formato FastQ

Dentre os tipos de arquivos de saida das técnicas de sequenciamento, o
formato FASTQ (figura 3) emergiu como um formato que permite a troca de
dados entre ferramentas. Ele nada mais é do que uma extensio do formato
FASTA, possuindo a caracteristica de conter escores de qualidade associados a
cada nucleotideo de uma sequéncia.

Figura 3. Formato FASTQ

GimquarsEn_1
TROCTOA T GATGALREAT CGLTALA

SR T pm P RLWI 0. BN

O formato FASTQ possui quatro linhas. A primeira linha comega com o
sinal de ‘@, que contém informagdes da corrida, sequenciador, adaptadores etc.
E de formato livre e sem limite de tamanho.

Na segunda linha, vem a sequéncia de nucleotideos em si (ATCG), também
em formato de letras tinicas (IUPAC). A terceira linha come¢a com um sinal de +,
sendo opcionalmente precedida da mesma informagao localizada no cabecalho. A
quarta linha contém os escores de qualidade para as bases contidas na linha 2. Esta
deve conter o mesmo niimero de simbolos quanto o de letras na sequéncia’.

Veja esse conteudo na integra I E
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