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Abstract. Genome sequencing projects identify biological sequencesof orga-
nisms and their functions. The discovery of biological functions constitutes the
annotation phase, that is divided into automatic and manual. Automatic anno-
tation has the objective of inferring functions to the project sequences, using
databases containing biological sequences and previouslydetermined functi-
ons. Manual annotation is done by biologists, that decide the functions using
their biological knowledge. This work presents BioAgents, a system that uses the
Multiagent paradigm to support manual annotation. BioAgents provides inte-
raction of different agents using the automatic annotationoutputs, and suggests
manual annotations that must be validated by biologists.

Resumo. Projetos de seq̈uenciamento de genomas identificam seqüências
biológicas de organismos e suas funções. A descoberta das funções bioĺogicas
constitui a fase de anotação, dividida em autoḿatica e manual. A anotação
autoḿatica visa atribuir funç̃oesàs seq̈uências do projeto, usando bancos de
dados de seq̈uências bioĺogicas com funç̃oes previamente determinadas. A
anotaç̃ao manuaĺe feita por bíologos, que decidem as funções usando seu co-
nhecimento bioĺogico. Este trabalho apresenta o BioAgents, um sistema que
utiliza o paradigma Multiagente para apoiar a anotação manual. BioAgents
provê a interaç̃ao entre diferentes agentes usando os resultados da anotação au-
tomática, e sugere anotações manuais que deverão ser validadas pelos biólogos.

1. Introdução

Em 1953, Watson e Crick propuseram uma estrutura molecular para o DNA
[Watson and Crick 1953]. Desde essaépoca, a comunidade cientı́fica vem dispendendo
grandes esforços com o objetivo de compreender melhor a estrutura e o funcionamento
da biologia molecular dos seres vivos. No inı́cio da d́ecada de 1990, foi iniciado o Pro-
jeto Genoma Humano, que visava mapear e seqüenciar, por completo, o genoma humano.
Este projeto foi conclúıdo em 2001 [Venter et al. 2001, Lander et al. 2001], e apresentou
o genoma humano com 3 bilhões de bases e aproximadamente 30.000 genes.



O Projeto Genoma Humano e inúmeros outros projetos de seqüenciamento de ge-
nomas surgidos em todo o mundo propiciaram grandes e rápidos avanços em técnicas
da Biologia Molecular e Bioinforḿatica [Liolios et al. 2006]. Assim, desde a década de
1990, podemos observar um crescimento exponencial no volume de dados gerados pe-
los diversos projetos de seqüenciamento de genomas. Em relação ao gerenciamento e
ańalise destes dados, aárea de Computação tem desenvolvido técnicas esoftwaresque
apoiam o esforço dos biólogos no armazenamento e análise dos dados gerados nestes
projetos. O sistema computacional que apoia estes projetosé denominado depipeline
ou workflow [Lemos 2004]. Umpipeline é dividido em tr̂es fases: submissão, monta-
gem e anotaç̃ao. A fase de submissão visa receber as seqüências geradas nos laboratórios
de Biologia Molecular, transformando-as em cadeias de caracteres e armazenando-as em
bancos de dados. A fase de montagem visa agrupar seqüências que potencialmente te-
nham vindo da mesma região doDNA. Cada grupo com mais de uma seqüência recebe o
nome decontige tem uma seq̈uência consenso que representa o grupo. Seqüências ñao
agrupadas recebem o nome desinglet.

A fase de anotaç̃ao tem o objetivo de inferir as funções bioĺogicas das seqüências
resultantes da montagem, utilizando funções conhecidas de seqüências similares dis-
ponibilizadas em bancos de dados biológicos. Esta fasée dividida em duas etapas:
autoḿatica e manual. A anotação autoḿatica compara as seqüências geradas no pro-
jeto com seq̈uências de bancos de dados privados e/ou públicos (como oGenBank
[Benson et al. 2006]). Ḿetodos de comparação aproximada de seqüências1 (comoBLAST
[Altschul et al. 1990] eFASTA [Pearson and Lipman 1988]) são utilizados para infe-
rir funções das seq̈uências estudadas. Estas inferências s̃ao feitas comparando com
seq̈uências semelhantes que tiveram suas funções previamente determinadas. Na anotação
manual, os bíologos utilizam as informaç̃oes da anotação autoḿatica, bem como seus co-
nhecimentos, para determinar a função que deve ser associadaà seq̈uência analisada.

Neste trabalho serão apresentados uma arquitetura e um protótipo de Sistemas
Multiagente [Wooldridge 2002, Weiss 2000], denominadoBioAgents, que visa auxiliar
os bíologos na tarefa de anotação manual em projetos de seqüenciamento de genomas
[Lima et al. 2005]. A escolha da abordagem Multiagente deve-se principalmente ao fato
da aplicaç̃ao apresentar caracterı́sticas especı́ficas adequadas ao uso desta tecnologia, a
saber: (i) utiliza bancos de dados heterogêneos e descentralizados, (ii) constitui um am-
biente din̂amico (por exemplo, novos tipos de dados e fontes de dados comconstantes
alteraç̃oes), (iii) o processo de anotação pode ser realizado de forma independente por
vários bíologos. A arquitetura apresentada foi implementada através de um prot́otipo
que utiliza a plataforma de desenvolvimento de agentesJADE [Bellifemine et al. 2003],
integrada ao motor de inferênciaJESS[Friedman-Hill 2003].

O prot́otipo foi utilizado em um estudo de caso que utiliza os dados do Pro-
jeto Genoma Funcional e Diferencial do fungoParacoccidioides brasiliensis(Pb)
[Felipe et al. 2005]. Esse projeto foi executado pela Rede Genoma Centro-Oeste, que in-
tegra instituiç̃oes de ensino e pesquisa em Biologia Molecular do Distrito Federal, Goías,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. As sugestões geradas automaticamente foram va-

1Dizemos que duas seqüências s̃ao similares quando partes delas são ”aproximadamente iguais”, isto
é, quando as duas seqüências t̂em exatamente os mesmos caracteres, com poucas exceções de caracteres
diferentes, ou inserções e remoç̃oes de caracteres de uma das seqüências em relaç̃aoà outra.



lidadas atrav́es de comparações de resultados gerados peloBioAgentscom as anotaç̃oes
manuais previamente realizadas no Projeto Genoma Pb.

Este trabalho está dividido em cinco seç̃oes. Na seç̃ao 2 s̃ao mostrados alguns
trabalhos correlatos. Na seção 3 é apresentada a arquitetura Multiagente e descrito o
protótipo implementado. Na seção 4 o estudo de casóe apresentado, sendo feita uma
breve discuss̃ao dos resultados. Na seção 5 conclúımos e apresentamos trabalhos futuros.

2. Trabalhos Correlatos
Vários trabalhos náarea de Bioinforḿatica utilizam t́ecnicas de Inteliĝencia Artifi-
cial, atrav́es do uso de abordagens distintas como a de Sistemas Multiagente (SMA),
Mineraç̃ao de Dados e/ou Aprendizagem de Máquina. Essas abordagens têm sido apli-
cadas em diferentes processos envolvidos nopipeline de execuç̃ao, incluindo desde a
comparaç̃ao e ańalise de genomas até a infer̂encia das funç̃oes dos genes dos organismos.
Poŕem, ñao encontramos na literatura trabalhos que apliquem a abordagem de SMA para
o processo de anotação manual. Apresentamos então trabalhos relacionados ao processo
de anotaç̃ao.

O sistemaBioMASutiliza a abordagem de SMA para anotação autoḿatica do v́ırus
da herpes [Decker et al. 2001]. O foco do trabalho está na extraç̃ao da informaç̃ao contida
nos bancos de dados públicos e no processo de anotação autoḿatica.

O Eletronic Annotation-EAnnot́e uma ferramenta originalmente desenvolvida
para a anotaç̃ao manual do genoma humano [Ding et al. 2004]. O software combina fer-
ramentas para extrair e analisar grandes volumes de dados embancos ṕublicos, gerando
anotaç̃oes autoḿaticas e prediç̃oes de genes de forma rápida. EAnnotusa informaç̃oes
contidas emmessenger RNA-mRNA, Expressed Sequence Tags-ESTse alinhamentos de
protéınas, aĺem de identificar pseudogenes, entre outras caracterı́sticas.

O softwareAmbiente para Anotação Autoḿatica e Comparaç̃ao de Genomas-A3C
[Santos and Bazzan 2004]é baseado em uma aquitetura de SMA e tem como propósito a
integraç̃ao de tarefas relacionadas a anotação denominada pelos autores como nı́vel 1 e a
comparaç̃ao de genomas considerada como nı́vel 2. O ńıvel 1é composto por ferramentas
para a anotaç̃ao autoḿatica de protéınas; enquanto o nı́vel 2 é composto por algoritmos
para comparaç̃ao de genomas que visam a extração de informaç̃oesúteis aos resultados
do ńıvel 1. O objetivo do A3Će descobrir a relação entre diversos organismos, obtendo
ent̃ao informaç̃oes espećıficas sobre um dado genoma através do conhecimento sobre
outros genomas que já se encontram seqüenciados.

A ferramenta denominadaAgent-based environmenT for aUtomatiC annotation of
Genomes-ATUCǴe baseada em uma aquitetura de agentes, tendo como objetivo reduzir o
trabalho manual dos biólogos atrav́es da re-anotação [Nascimento and Bazzan 2005]. No
processo de re-anotação as informaç̃oes adquiridas das seqüências originalmente anotadas
são revisadas e comparadas com novos modelos e dados para se obter caracteŕısticas e
informaç̃oes sobre as seqüências e refazer a anotação manual, caso seja necessário.

3. A Arquitetura Multiagente e o Prot ótipo do BioAgents
Como dito anteriormente, oBioAgentsvisa auxiliar os bíologos no processo de anotação
manual. O processo de anotação manuaĺe executado pelos biólogos basicamente: anali-
sando as saı́das das ferramentas executadas durante o processo de anotação autoḿatica, e



interpretando estes resultados, de acordo com seu conhecimento bioĺogico, para inferir as
funções e categorias funcionais das seqüências a serem anotadas. OBioAgentsse prop̃oe
a simular esta tarefa dos biólogos.

Figura 1. A arquitetura em tr ês camadas do sistema BioAgents.

A Figura 1 representa a arquitetura SMA doBioAgents, queé composta por três
camadas:

• A Camada de Apresentação é responśavel por receber as requisições submetidas
ao sistema e retornar o resultado do processamento ao usuário. A requisiç̃ao con-
siste na submissão de seq̈uências a serem analisadas. Na atual implementação,
as ferramentasBLASTe FASTAe os bancos de dados utilizados, foram apenas
informados para o sistema. Os arquivos de saı́da j́a processados constituı́ram a
entrada para osAgentes Analisadores(ANL). Estes arquivos de saı́da cont́em os
resultados das comparações efetuadas peloBLASTe FASTA, tendo sido obtidos
na etapa de anotação autoḿatica.

• A Camada Colaborativáe responśavel pela consolidação dos resultados prove-
nientes das ańalises feitas sobre os bancos de dados daCamada F́ısicae por re-
torná-los à Camada de Apresentação. A Camada de Colaboraç̃ao é composta
peloAgente de Resolução de Conflitos(RC), pelosAgentes Gerentes(GR) e pelos
ANLs.

– O agente RC tem o objetivo de submeter as requisições enviadas pelaCa-
mada de Apresentação aos agentes GR especializados. Após receber os
resultados dos agentes GR, decide a sugestão mais apropriada para ser en-
viada à Camada de Apresentação. No estudo de caso realizado, foram
utilizados os agentes GR e ANLBLASTeFASTA.

– Os agentes GR recebem mensagens do agente RC com solicitações de
acordo com sua especialidade. Um particular agente GR verifica quais s̃ao
os bancos de dados e saı́das dos programas que devem ter sido previamente
executados na anotação autoḿatica. O agente GR aloca os agentes ANL



para fazer a ańalise individual dessas saı́das juntamente com os bancos
de dados. O agente GR aguarda as sugestões de todos os agentes ANL,
consolidando-as através do uso das regras de produção previamente defi-
nidas. Como cada agente GRé especializado em um programa, ele pode
avaliar e consolidar os resultados retornados pelos agentes ANL.

– Cada agente ANL executa um arquivo de saı́da gerado por uma ferramenta
espećıfica. Quandóe criado por solicitaç̃ao de um agente GR, cada agente
ANL utiliza um parserespećıfico para extrair informaç̃oes do arquivo de
sáıda, gerando uma estrutura contendo dados especı́ficos da ferramenta. O
resultado desse processamento com a sugestão é retornada ao agente GR
solicitante.

• A Camada F́ısica é responśavel pelos bancos de dados utilizadas peloBioA-
gents. Em nosso estudo de caso foram utilizadas as seguintes fontes de dados:
nr-GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/); Gene Onto-
logy (GO) (http://www.geneontology.org/); Clusters of Orthologous
Groups of proteins(COG) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) e os
bancos de dados dos fungosSaccharomyces cereviseae(SC) eSchizosaccharomy-
ces pombee(SP).

3.1. O Protótipo

Para implementar a arquitetura SMA proposta, utilizamos a linguagemJava(http://
java.sun.com) no ambiente de desenvolvimentoEclipse SDK, vers̃ao 3.1.2 (http:
//www.eclipse.org). Comoframeworkde desenvolvimento de agentes, utilizamos
o Java Agent DEvelopment Framework-JADEvers̃ao 3.4.1 (http://jade.tilab.
com). Na Figura 2, oAnalysis Agent́e umainterfacede inicializaç̃ao doBioAgents.

Figura 2. Screenshot da tela de execuç ão e do sniffer dos agentes do BioAgents
no framework JADE.



A utilização doJADEdeve-se a diversos fatores, a saber: (i) ser distribuı́do como
software livre sob licençaLGPL; (ii) a linguagem de programação suportada serJava,
possibilitando boa portabilidade; (iii) as especificações deJADEserem compatı́veis com
o padr̃ao The Foundation of Intelligent Physical Agents-FIPA2, oferecendo uma biblio-
teca de classes de protocolos de interação padronizados e prontas para serem instanciadas
ou estendidas; (iv) ñao apresentar necessidade de implementar a plataforma de agen-
tes, as funcionalidades e a ontologia de gerenciamento de agentes, nem os mecanismos
de transporte eparsing de mensagens; (v) oferecer um transporte eficiente de mensa-
gens entre os agentes pelo uso da linguagemFIPA Agent Communication Language -
FIPA ACL (http://www.fipa.org/repository/aclspecs.html); (vi) pos-
suir suporte a usúarios, tendo uma grande comunidade ativa de desenvolvedores e uma
vasta documentação dispońıvel para consulta.

Osparsersutilizados pelos agentes ANL para a manipulação dos arquivos de saı́da
foram implementados a partir da adaptação de algumas bibliotecas doframework BioJava
vers̃ao 1.4. OBioJavafornece objetos para manipulação de seq̈uências bioĺogicas epar-
serspara arquivos de seqüências, dentre outras funcionalidades (http://biojava.
org/wiki/Main_Page).

Como motor de infer̂encia para o desenvolvimento do protótipo utilizamos o
Java Expert System Shell-JESSvers̃ao 6.1 (http://www.jessrules.com/jess/
index.shtml) [Friedman-Hill 2003]. OJESŚe utilizado para construir bancos de co-
nhecimento e obter inferências a partir de padrões pŕe-estabelecidos. OJESSfoi espe-
cialmente desenvolvido para ser integradoà linguagemJava, o que permite a criação de
softwares Javacom capacidade de resolução de problemas usando conhecimento vindo
das regras de produção implementadas noJESS. Estas regras representam o conhecimento
expĺıcito utilizado pelos bíologos na tarefa de anotação manual estando relacionadas ao
conhecimento t́acito utilizado durante o processo de sugestões de anotação.

4. Estudo de Caso

O estudo de caso realizado neste trabalho consistiu em utilizar oBioAgentscom os da-
dos do Projeto Genoma Pb, visando propor anotação a partir dos resultadosBLASTe
FASTAdeste projeto, para comparar as anotações sugeridas com as anotações manuais
previamente concluı́das pelos bíologos. Os dados analisados foram os arquivos de saı́da
do programaBLASTexecutado sobre os bancosnr, COGe GO; os arquivos de saı́da do
programaFASTAcom os bancos de dados dos fungosSaccharomyces cereviseaeeSchizo-
saccharomyces pombee, bem como os arquivos de anotações manuais do Projeto Genoma
Pb.

Para avaliar os arquivos de saı́da doBLASTe FASTA, o BioAgentsanalisou dois
par̂ametros, oexpectation-value (e-value)e oscore. Estes dois parâmetros s̃ao produzidos
peloBLASTe peloFASTAe expressam o grau de similaridade entre cada seqüência gerada
no projeto e cada seqüência j́a existente em um banco de dados. Ambos os programas
produzemalinhamentosentre duas seqüências, que expressam o grau de similaridade
entre elas. Quanto menor oe-valuemaior a semelhança entre duas seqüências, e quanto

2FIPA é uma organizaç̃ao que segue o padrão internacional de especificação daInstitute of Electrical
and Electronics Engineers - IEEEpara o desenvolvimento de tecnologias baseadas em agentes inteligentes
de software (http://www.fipa.org).



maior oscoremais pŕoximas s̃ao as seq̈uências. A infer̂encia de funç̃aoé feita assumindo
que quanto maior a proximidade entre duas seqüências, maior a chance de possuirem a
mesma funç̃ao bioĺogica.

Figura 3. Conjunto de regras Jess para an álise de saı́das BLAST e FASTA.

A Figura 3 ilustra a sintaxe de duas regras com uso doJESS. Ressaltamos que
estas regras foram testadas com os agentes GR e ANL, usando osprogramasBLASTe
FASTA. As regras descritas nesta figura capturam o seguinte conhecimento bioĺogico:

• Verificar a exist̂encia de alinhamentos cujoe-valueseja menor ou igual a10
−5

(valor estabelecido pelos biólogos no Projeto Genoma Pb);
• Dentre os alinhamentos que atendemà restriç̃ao anterior, selecionar o menore-

value;
• Caso existam doise-valuesiguais, selecionar o de maiorscore.

Como resultado da aplicação doBioAgents, foram analisados 6.107 seqüências do
Projeto Genoma Pb (Tabela 1). Deste total, 3.774 genes foramanotados manualmente
por biólogos, e 2.333 ñao foram anotados. Na Tabela 1 podemos observar um tempo de
execuç̃ao longo, motivado pelo fato dos dados do Projeto Genoma Pb serem compostos
por arquivos do tipo texto com tamanho de aproximadamente 1.5 GB.

Tabela 1. Resultados do BioAgents utilizando dados do Projeto Genoma Pb.
Quantidade de genes 6.107
Quantidade de genes anotados manualmente 3.774
Quantidade de anotações sugeridas peloBioAgentes 3.502
Quantidade de anotações acertadas peloBioAgentes/ 1.547/3.502
Quantidade de anotações sugeridas(% de acerto) 44.17%
Quantidade de anotações sugeridas para genes não anotados 336/2.333
manualmente/total de genes não anotados
Tempo de execução do sistema (hh:mm) 01:30

Note que 3.502 anotações foram sugeridas peloBioAgents, sendo que 1.547 foram
sugest̃oes corretas quando comparadas com as anotações manuais do Projeto Genoma Pb,



o que corresponde a uḿındice de acerto de 44.17%. Note também que das 1.955 su-
gest̃oes ñao corretas quando comparadas com as anotações manuais do Projeto Genoma
Pb, 336 foram sugestões do sistema a genes não anotados, o que corresponde a 9.59%
(336/3.502), e 1.619 foram sugestões diferentes das anotadas pelos biólogos, correspon-
dendo a 46.23% (1.619/3.502). Conforme avaliação dos bíologos, os resultados são bons
e podem ainda ser melhoresà medida que for expandida a base de conhecimento dos
agentes.

Com base nos resultados deste estudo de caso, julgamos que oBioAgentspode
realmente auxiliar os biológos na fase de anotação manual em projetos de seqüenciamento
de genomas.

5. Conclus̃oes e Trabalhos Futuros
Neste trabalho, apresentamos uma arquitetura, baseada no paradigma Multiagente, e o
protótipo do sistemaBioAgentspara apoiar o processo de anotação manual feita por
biológos em projetos de seqüenciamento de genomas. Esta aplicação possui ambiente
heteroĝeneo e din̂amico, pois utiliza diferentes bancos de dados, descentralizados, sendo
os dados constantemente alterados. Assim, esta aplicação é adequada para ser solucio-
nada utilizando a abordagem Multiagente. NoBioAgentsos agentes são especializados
em tarefas distintas, de tal forma que podem atuar de forma independente, utilizando re-
gras espećıficas. Esta arquitetura foi implementada utilizando oframework JADE, e as
regras da base de conhecimento foram desenvolvidas noJESS.

Realizamos um estudo de caso com os dados de anotação manual do Projeto Ge-
noma Pb. Usando poucas regras de produção, tivemos uḿındice de acerto de 44.17%,
computado a partir do número de sugestões corretas doBioAgentsquando comparadas
com as anotaç̃oes manuais do Projeto Genoma Pb. Além disso, o projeto sugeriu 336
anotaç̃oes para seq̈uências ñao anotadas, consideradas corretas pelos biólogos que anali-
saram os dados.

Trabalhos futuros incluem a implementação com execuç̃ao distribúıda dos agen-
tes, para reduzir o tempo de execução do BioAgents. Poderia ser desenvolvida uma
interface Webpara aCamada de Apresentação, provendo o acesso público aos pes-
quisadores que utilizassem o sistema. Pretendemos também utilizar o BioAgentsno
Projeto Genoma Anaplasma que em breve estará na fase de anotação manual (http:
//dna.biomol.unb.br/ANA/). O aprimoramento do conhecimento dos agentes
GR e ANL tamb́emé necesśario para possibilitar uma maior acurácia nas sugestões das
anotaç̃oes manuais. Isto poderia ser feito incluindo novos métodos e bases de dados (como
detecç̃ao deRNAsnão-codificadores (ncRNAs), identificaç̃ao deRNAsde transfer̂encia
(tRNAs) e identificaç̃ao de homologias em famı́lias de protéınas -HMMER/Pfam).
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