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Abstract. Genome sequencing projects identify biological sequentesga-
nisms and their functions. The discovery of biological fioms constitutes the
annotation phase, that is divided into automatic and manéaitomatic anno-
tation has the objective of inferring functions to the padjsequences, using
databases containing biological sequences and previodstgrmined functi-
ons. Manual annotation is done by biologists, that decideftmctions using
their biological knowledge. This work presents BioAgentystesn that uses the
Multiagent paradigm to support manual annotation. BioAgeprovides inte-
raction of different agents using the automatic annotabatputs, and suggests
manual annotations that must be validated by biologists.

Resumo. Projetos de sd@enciamento de genomas identificam Ugawgias
biolégicas de organismos e suas fors. A descoberta das fuigs biobgicas
constitui a fase de anotag, dividida em autodtica e manual. A anot&p
automatica visa atribuir fun@esas sedjéncias do projeto, usando bancos de
dados de sdgncias biobgicas com fun@es previamente determinadas. A
anotag@o manualé feita por bélogos, que decidem as fubes usando seu co-
nhecimento bidgico. Este trabalho apresenta o BioAgents, um sistema que
utiliza o paradigma Multiagente para apoiar a anots; manual. BioAgents
prové a intera@o entre diferentes agentes usando os resultados da éamtag
tomatica, e sugere anotégs manuais que de\d ser validadas pelos bliogos.

1. Introducao

Em 1953, Watson e Crick propuseram uma estrutura moleculea paDNA
[Watson and Crick 1953]. Desde essaoca, a comunidade ciéiita vem dispendendo
grandes esforcos com o objetivo de compreender melhoratwest e o funcionamento
da biologia molecular dos seres vivos. Nécio da cecada de 1990, foi iniciado o Pro-
jeto Genoma Humano, que visava mapear ésegiar, por completo, o genoma humano.
Este projeto foi conclido em 2001 [Venter et al. 2001, Lander et al. 2001], e aptegen
o0 genoma humano com 3 bilbs de bases e aproximadamente 30.000 genes.



O Projeto Genoma Humano diimeros outros projetos de segpciamento de ge-
nomas surgidos em todo o mundo propiciaram grandégpielas avancos engée¢nicas
da Biologia Molecular e Bioinfortica [Liolios et al. 2006]. Assim, desde aahda de
1990, podemos observar um crescimento exponencial no eotlendados gerados pe-
los diversos projetos de séenciamento de genomas. Em ré@la@o gerenciamento e
aralise destes dados,aea de Computap tem desenvolvidaétnicas esoftwaresque
apoiam o esforco dos tdbgos no armazenamento eatise dos dados gerados nestes
projetos. O sistema computacional que apoia estes praetienominado deipeline
ou workflow[Lemos 2004]. Umpipeline & dividido em tés fases: submiae, monta-
gem e anotép. A fase de submiése visa receber as g@&ncias geradas nos labdraos
de Biologia Molecular, transformando-as em cadeias de saesce armazenando-as em
bancos de dados. A fase de montagem visa agrupééseiqs que potencialmente te-
nham vindo da mesma régi doDNA. Cada grupo com mais de uma genqcia recebe o
nome decontige tem uma sdggncia consenso que representa o grupo.U&egjas Ao
agrupadas recebem o nomesileglet

A fase de anotd@p tem o objetivo de inferir as fuies biobgicas das sé@ncias
resultantes da montagem, utilizando fdes conhecidas de d#@ncias similares dis-
ponibilizadas em bancos de dados b@gtos. Esta fasé dividida em duas etapas:
autondética e manual. A anotag autonatica compara as sééncias geradas no pro-
jeto com sef@iéncias de bancos de dados privados e/oblipos (como oGenBank
[Benson et al. 2006]). Etodos de comparag aproximada de s&égncias (comoBLAST
[Altschul et al. 1990] eFASTA [Pearson and Lipman 1988]as utilizados para infe-
rir fungdes das sdgncias estudadas. Estas igfecias 80 feitas comparando com
sedieéncias semelhantes que tiveram suas@aapreviamente determinadas. Na aréac
manual, os lilogos utilizam as informdies da anoté@p autoratica, bem como seus co-
nhecimentos, para determinar a faogue deve ser associalaedéncia analisada.

Neste trabalho s@p apresentados uma arquitetura e um@iimd de Sistemas
Multiagente [Wooldridge 2002, Weiss 2000], denomind&loAgents que visa auxiliar
os bblogos na tarefa de anoag manual em projetos de smpciamento de genomas
[Lima et al. 2005]. A escolha da abordagem Multiagente dmvprincipalmente ao fato
da aplicago apresentar caracisticas espéficas adequadas ao uso desta tecnologia, a
saber: (i) utiliza bancos de dados heténogos e descentralizados, (ii) constitui um am-
biente diramico (por exemplo, novos tipos de dados e fontes de dadoscpstantes
altera@es), (iii) o processo de anotag; pode ser realizado de forma independente por
varios bblogos. A arquitetura apresentada foi implementada @srae um prdittipo
gue utiliza a plataforma de desenvolvimento de ageiA&E [Bellifemine et al. 2003],
integrada ao motor de inf@nciaJESYFriedman-Hill 2003].

O probtipo foi utilizado em um estudo de caso que utiliza os dado$ -
jeto Genoma Funcional e Diferencial do fundraracoccidioides brasiliensigPb)
[Felipe et al. 2005]. Esse projeto foi executado pela Rede@arCentro-Oeste, que in-
tegra instituies de ensino e pesquisa em Biologia Molecular do DistritefeddGoas,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. As sugestgeradas automaticamente foram va-

1Dizemos que duas sé@ncias &o similares quando partes deld@® Saproximadamente iguais”, isto
€, quando as duas démcias &€m exatamente os mesmos caracteres, com poucaDesade caracteres
diferentes, ou insebes e remages de caracteres de uma dadigegias em reldpa outra.



lidadas atrags de compard@gs de resultados gerados pBioAgentscom as anotdies
manuais previamente realizadas no Projeto Genoma Pb.

Este trabalho eatdividido em cinco sdies. Na sefp 2 §i0 mostrados alguns
trabalhos correlatos. Na s8¢ 3 € apresentada a arquitetura Multiagente e descrito o
prototipo implementado. Na s&¢ 4 o estudo de casapresentado, sendo feita uma
breve discus® dos resultados. Na sex5 conclimos e apresentamos trabalhos futuros.

2. Trabalhos Correlatos

Varios trabalhos narea de Bioinforratica utilizam écnicas de Inteligncia Artifi-
cial, atraes do uso de abordagens distintas como a de Sistemas Mntga@MVA),
Minerag@o de Dados e/ou Aprendizagem daddina. Essas abordageastsido apli-
cadas em diferentes processos envolvidogipeline de execugo, incluindo desde a
comparago e aalise de genomas@&ht infeéncia das funges dos genes dos organismos.
Pom, rao encontramos na literatura trabalhos que apliquem a apendde SMA para

0 processo de anotag manual. Apresentamos aattrabalhos relacionados ao processo
de anotago.

O sistema@ioMASutiliza a abordagem de SMA para an@a@utonatica do \rus
da herpes [Decker et al. 2001]. O foco do trabalhéa estextrago da informa&o contida
nos bancos de dadoslgicos e no processo de andiag@utonatica.

O Eletronic Annotation-EAnnoé uma ferramenta originalmente desenvolvida
para a anotaép manual do genoma humano [Ding et al. 2004]. O software wwaibr-
ramentas para extrair e analisar grandes volumes de dadbareos fpblicos, gerando
anota@es autoraticas e prediges de genes de formapida. EAnnotusa informades
contidas emmessenger RNA-mRNExpressed Sequence Tags-E8Tadinhamentos de
proténas, aém de identificar pseudogenes, entre outras carstitas.

O softwareAmbiente para Anotadp Autonatica e Compara@o de Genomas-A3C
[Santos and Bazzan 200dbaseado em uma aquitetura de SMA e tem comaggitipa
integra@o de tarefas relacionadas a anatagenominada pelos autores conivehl e a
comparago de genomas considerada corn@h2. O rivel 1& composto por ferramentas
para a anotaip autonmatica de protmas; enquanto oivel 2 & composto por algoritmos
para comparap de genomas que visam a extrage informagesiteis aos resultados
do rivel 1. O objetivo do A3CE descobrir a reld@p entre diversos organismos, obtendo
enfio informa@es espdéicas sobre um dado genoma aawlo conhecimento sobre
outros genomas qué ge encontram ségnciados.

A ferramenta denominadegent-based environmenT for aUtomatiC annotation of
Genomes-ATUC® baseada em uma aquitetura de agentes, tendo como obgeliizirro
trabalho manual dos dliogos atra@s da re-anot@p [Nascimento and Bazzan 2005]. No
processo de re-anofag as informages adquiridas das s#@&ncias originalmente anotadas
sao revisadas e comparadas com novos modelos e dados pangrseapactdsticas e
informages sobre as sa@ncias e refazer a anotagmanual, caso seja necass.

3. A Arquitetura Multiagente e o Prot6tipo do BioAgents

Como dito anteriormente, BioAgentsvisa auxiliar os bhlogos no processo de andiag
manual. O processo de andiagmanuak executado pelosdlogos basicamente: anali-
sando as 3das das ferramentas executadas durante o processo deggareitontica, e



interpretando estes resultados, de acordo com seu cordr®oitriobgico, para inferir as
fungbes e categorias funcionais dasigatrias a serem anotadasB@Agentsse profde
a simular esta tarefa dosabbgos.

Consulta Oﬂ Resultado Consulta G ﬂ Fesultado Consulta G ﬂ Resultado

I Camada de Apresentacaoco I

Requisigio uﬂ Resultado S Requisigao uﬂ Resultado
— —

CCarmaca Colaklorativwvwa
AHI—'II Bar adar FRoaomao iy ilos alar S asmllitars
T T T T T
J 0 O O
s
Agente J [ Agente ] [ Agente ] Agente Agente h
Gerente Gerente Gerente Gerente Gerante
I._ BLAST FASTA PSORT HMMER tRMAscan y
ﬂ 13 1’.‘r ]
4
Iqa'ie lng;-rde Agente ] ﬁgente igente iqente Iqeme keﬁe J’.gente Agente
hnaisador) | Andlsador) | Andlisador] | Andisador nlndlsadur | kndisador) |Andisader .ﬁra sador] |Andlisador] " | Analisador
1)
U‘ ...................... . u
Camada Fisica '

OEOOCEEEEE=

Figura 1. A arquitetura em tr &s camadas do sistema BioAgents.

A Figura 1 representa a arquitetura SMA BimAgents queé composta por &s

camadas:

e A Camada de Apresentag é responavel por receber as requidigs submetidas
ao sistema e retornar o resultado do processamento adasA requisi@o con-
siste na submig® de segencias a serem analisadas. Na atual impleméntag
as ferramentaBLASTe FASTAe os bancos de dados utilizados, foram apenas
informados para o sistema. Os arquivos diel@g processados consfitam a
entrada para o8gentes Analisadorg®\NL). Estes arquivos de s#a coném os
resultados das compafses efetuadas peBLASTe FASTA tendo sido obtidos
na etapa de anotag autonatica.

A Camada Colaborativa@ responavel pela consolidd@p dos resultados prove-
nientes das alises feitas sobre os bancos de dado€dmada Fsicae por re-
torna-losa Camada de Apresentag. A Camada de Colabordép é composta
peloAgente de Resoléo de ConflitogRC), pelosAgentes GerentdS&R) e pelos
ANLSs.

— O agente RC tem o objetivo de submeter as reqigsignviadas pelaa-
mada de Apresentag aos agentes GR especializados.o08peceber os
resultados dos agentes GR, decide a sagasiis apropriada para ser en-
viadaa Camada de Apresentag. No estudo de caso realizado, foram
utilizados os agentes GR e ANBLASTe FASTA

— Os agentes GR recebem mensagens do agente RC com sodisitde
acordo com sua especialidade. Um particular agente GRozegtiais 8o
0s bancos de dados édas dos programas que devem ter sido previamente
executados na anotag autonatica. O agente GR aloca os agentes ANL



para fazer a dlise individual dessas &has juntamente com os bancos
de dados. O agente GR aguarda as sogsstie todos os agentes ANL,
consolidando-as atrég do uso das regras de prodagreviamente defi-
nidas. Como cada agente @Respecializado em um programa, ele pode
avaliar e consolidar os resultados retornados pelos agANE.

— Cada agente ANL executa um arquivo dalsagerado por uma ferramenta
espedica. Quande criado por solicitaé@o de um agente GR, cada agente
ANL utiliza um parserespedico para extrair informages do arquivo de
sdda, gerando uma estrutura contendo dados &sperda ferramenta. O
resultado desse processamento com a sagésttornada ao agente GR
solicitante.

e A Camada Fsica €& responavel pelos bancos de dados utilizadas pRioA-
gents Em nosso estudo de caso foram utilizadas as seguintes fdatdados:
nr-GenBankht t p: / / ww. ncbi . nl m ni h. gov/ Genbank/ ); Gene Onto-
logy (GO) (ht t p: / / www. geneont ol ogy. or g/ ); Clusters of Orthologous
Groups of proteingCOG) htt p: / / www. ncbi . nl m ni h. gov/ CO& ) e os
bancos de dados dos fungdaccharomyces cerevisg&LC) eSchizosaccharomy-
ces pombeéSP).

3.1. O Protbtipo

Para implementar a arquitetura SMA proposta, utilizamasguagemlJava(htt p: //

j ava. sun. com no ambiente de desenvolvimeriglipse SDKversao 3.1.2 it t p:

/I ww. ecl i pse. or g). Comoframeworkde desenvolvimento de agentes, utilizamos
o Java Agent DEvelopment Framework-JADE&rsi0 3.4.1 ttp://j ade. ti | ab.
con). Na Figura 2, dAnalysis Agené umainterfacede inicializa@o doBioAgents
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Figura 2. Screenshot da tela de execu¢ &o e do sniffer dos agentes do BioAgents
no framework JADE.



A utilizacao doJADE deve-se a diversos fatores, a saber: (i) ser disttdoaomo
software livre sob licencaGPL; (ii) a linguagem de programag suportada selava
possibilitando boa portabilidade; (iii) as especifitag deJADE serem compateis com
o pad&o The Foundation of Intelligent Physical Agents-FIPAoferecendo uma biblio-
teca de classes de protocolos de int2oggadronizados e prontas para serem instanciadas
ou estendidas; (iv) @0 apresentar necessidade de implementar a plataformaede ag
tes, as funcionalidades e a ontologia de gerenciamentoetgesy nem 0S mecanismos
de transporte @arsingde mensagens; (v) oferecer um transporte eficiente de mensa-
gens entre os agentes pelo uso da linguag#A Agent Communication Language -
FIPA ACL(htt p://wwv. fi pa.org/repository/acl specs. ht m); (vi) pos-
suir suporte a ugrios, tendo uma grande comunidade ativa de desenvohsedarma
vasta documentag dispoivel para consulta.

Osparserautilizados pelos agentes ANL para a manipétados arquivos de &
foram implementados a partir da ada@tacle algumas bibliotecas flamework BioJava
versio 1.4. OBioJavafornece objetos para manipufaxde segencias biobgicas epar-
serspara arquivos de ségncias, dentre outras funcionalidadbes t(p: / / bi oj ava.
or g/ wi ki / Mai n_Page).

Como motor de infé@ncia para o desenvolvimento do fipo utilizamos o
Java Expert System Shell-JE&3s20 6.1 it t p: / / www. j essrul es. conl | ess/
i ndex. sht m ) [Friedman-Hill 2003]. QJESSe utilizado para construir bancos de co-
nhecimento e obter inféncias a partir de padles pe-estabelecidos. QESSfoi espe-
cialmente desenvolvido para ser integradinguagemlava o que permite a cri@ép de
softwares Java@om capacidade de resoég;de problemas usando conhecimento vindo
das regras de prodag implementadas RiEESSEstas regras representam o conhecimento
explicito utilizado pelos logos na tarefa de anofeg manual estando relacionadas ao
conhecimentodcito utilizado durante o processo de sugestde anota&p.

4. Estudo de Caso

O estudo de caso realizado neste trabalho consistiu emantdiBioAgentscom os da-
dos do Projeto Genoma Pb, visando propor ardmag partir dos resultaddd ASTe
FASTAdeste projeto, para comparar as andgsgsugeridas com as andiag manuais
previamente concldas pelos lilogos. Os dados analisados foram os arquivos asa
do program@BLASTexecutado sobre os banaas COG e GO; os arquivos de $da do
programa@ASTAcom os bancos de dados dos fun§ascharomyces cereviseaschizo-
saccharomyces pomhdem como o0s arquivos de anddas manuais do Projeto Genoma
Pb.

Para avaliar os arquivos deida doBLASTe FASTA o BioAgentsanalisou dois
palametros, @xpectation-value (e-value)oscore Estes dois pametros 8o produzidos
peloBLASTe peloFASTAe expressam o grau de similaridade entre cadaEsmip gerada
no projeto e cada ségncia p existente em um banco de dados. Ambos os programas
produzemalinhamentosentre duas sé@ncias, que expressam o grau de similaridade
entre elas. Quanto menoresvaluemaior a semelhanca entre duasigatrias, e quanto

2FIPA & uma organizép que segue o pauly internacional de especifiéax; dalnstitute of Electrical
and Electronics Engineers - IEEgara o desenvolvimento de tecnologias baseadas em ageet&gentes
de softwarelft t p: / / www. f i pa. or g).



maior oscoremais pbximas 0 as seggncias. A infeéncia de fungoé feita assumindo
gue quanto maior a proximidade entre duadigaqgias, maior a chance de possuirem a
mesma fungo biobgica.

{defglobal ?*maxEvalue* = 1.0E-5):(1)
(defmodule Ewvalue)

(defrule Exists Evalue bbove Limit
rictivate GoodEvalusinalysis module if there is at least one good evalue™
[exists (BlastHit
(HitEvalue Zevaluesé: (<= ?evalue ?*maxEvalus®)) (2)
1)
=x
(focus GoodEvaluslnalysis)
[run)

)

({defrmodule GoodEvaluelnalysis)

(defrule Best_Evalue
"oomment "
[Evaluelnalysis (Evalue ?ewvaluel) (Score ?scorel))
?fact <- (Ewvaluelnalysis(Evalue Zevaluel&: (»>= Zevaluei Zevaluesl))
[Bcore PscoreZ&: (< ?scorel Pscorel)))(3)
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[retract Zfact)

|

Figura 3. Conjunto de regras Jess para analise de saidas BLAST e FASTA.

A Figura 3 ilustra a sintaxe de duas regras com usdHE®S Ressaltamos que
estas regras foram testadas com os agentes GR e ANL, usapdogoamaBLASTe
FASTA As regras descritas nesta figura capturam o seguinte domdr@o biobgico:

e \erificar a exiséncia de alinhamentos cugvalueseja menor ou igual &0~
(valor estabelecido pelosdogos no Projeto Genoma Pb);

e Dentre os alinhamentos que atendamestri@o anterior, selecionar 0 mener
value

e Caso existam doie-valuedguais, selecionar o de maiscore

Como resultado da aplicag doBioAgentsforam analisados 6.107 d@&ncias do
Projeto Genoma Pb (Tabela 1). Deste total, 3.774 genes farmtados manualmente
por biblogos, e 2.333d0 foram anotados. Na Tabela 1 podemos observar um tempo de
execu@o longo, motivado pelo fato dos dados do Projeto Genomareimssompostos
por arquivos do tipo texto com tamanho de aproximadameBt&B.

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 anotaes sugeridas peBioAgentes 3.502
Quantidade de anotaes acertadas peRioAgentes 1.547/3.502
Quantidade de anotaes sugeridas(% de acerto) 44.17%

Quantidade de anotaes sugeridas para geneéoranotados 336/2.333
manualmente/total de genedamanotados
Tempo de exec@p do sistema (hh:mm) 01:30

Note que 3.502 anotaes foram sugeridas peBloAgentssendo que 1.547 foram
sugedbes corretas quando comparadas com as abedananuais do Projeto Genoma Pb,



0 que corresponde a umdice de acerto de 44.17%. Note taanbque das 1.955 su-
gesbes rao corretas quando comparadas com as agesaganuais do Projeto Genoma
Pb, 336 foram suge®es do sistema a geneamanotados, o que corresponde a 9.59%
(336/3.502), e 1.619 foram sugéss diferentes das anotadas pel@ddgos, correspon-
dendo a 46.23% (1.619/3.502). Conforme ava@@dos bblogos, os resultado&s bons

e podem ainda ser melhorasmedida que for expandida a base de conhecimento dos
agentes.

Com base nos resultados deste estudo de caso, julgamosBja@gentspode
realmente auxiliar os bidhos na fase de anoagmanual em projetos de sepciamento
de genomas.

5. Conclusbes e Trabalhos Futuros

Neste trabalho, apresentamos uma arquitetura, baseadaradtigmna Multiagente, e o
prototipo do sistemaBioAgentspara apoiar o processo de an@magnanual feita por
biolbgos em projetos de siéggnciamento de genomas. Esta apBoapossui ambiente
hetero@neo e diamico, pois utiliza diferentes bancos de dados, descizattlals, sendo
os dados constantemente alterados. Assim, esta @iéagdequada para ser solucio-
nada utilizando a abordagem Multiagente. BioAgentsos agentesa® especializados
em tarefas distintas, de tal forma que podem atuar de fordegp@ndente, utilizando re-
gras espdficas. Esta arquitetura foi implementada utilizandfvaonework JADE e as
regras da base de conhecimento foram desenvolvidaE 88

Realizamos um estudo de caso com os dados de @ootagnual do Projeto Ge-
noma Pb. Usando poucas regras de pradutivemos umnindice de acerto de 44.17%,
computado a partir doiimero de suge8és corretas d8ioAgentsquando comparadas
com as anotdies manuais do Projeto Genoma Pbémaldisso, o projeto sugeriu 336
anota@es para segncias Ao anotadas, consideradas corretas pefidsdns que anali-
saram os dados.

Trabalhos futuros incluem a implemeréaccom execl#p distribida dos agen-
tes, para reduzir o tempo de exegagdo BioAgents Poderia ser desenvolvida uma
interface Webpara aCamada de Apresentag, provendo o acessolplico aos pes-
guisadores que utilizassem o sistema. Pretendemosttanutilizar o BioAgentsno
Projeto Genoma Anaplasma que em breve astar fase de anotag manual it t p:

/ I dna. bi onol . unb. br/ ANA/ ). O aprimoramento do conhecimento dos agentes
GR e ANL tami&m é necesario para possibilitar uma maior aégia nas sugedes das
anota®es manuais. Isto poderia ser feito incluindo novésados e bases de dados (como
detec@o deRNAsnao-codificadoresncRNA%, identificago deRNAsde transfegncia
(tRNAS e identificag@o de homologias em fdtias de protenas -HMMER/Pfam).
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