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    Prefácio




    A genômica é uma área da ciência que estuda os genes e suas funções, proporcionando uma compreensão mais profunda dos processos biológicos. Com o surgimento das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês Next-Generation Sequencing), e sua evolução contínua, são produzidos diariamente volumes massivos de dados, disponíveis em diversas bases de dados. O desafio central é como analisá-los e transformá-los em informações biológicas úteis para os pesquisadores. Por isso, existe uma necessidade urgente para a nova geração de biólogos moleculares aprender a lidar com ferramentas de bioinformática para explorar ao máximo os dados genômicos disponíveis. Felizmente, estamos obtendo um novo aliado que pode ser explorado para facilitar essa tarefa desafiadora: o uso de Chatbots (inteligência artificial) como ferramenta auxiliar personalizada. Com isso em mente, este livro tem como objetivo principal fornecer um fluxo de trabalho (Workflow) completo na análise de RNAs-seq sob essa nova perspectiva dos Chatbots.




    Como o próprio subtítulo sugere, iremos partir dos arquivos brutos do sequenciamento (FastQ), perpassaremos por todas as etapas de controle de qualidade, mapeamento, obtenção da matriz de contagem, análise diferencial de expressão (DEGs), análise de enriquecimento funcional de conjunto gênico (GSEA) e por fim iremos nos debruçar por análise de interação proteína-proteína (PPI) destes genes diferencialmente expressos. Ao longo de cada análise, as ferramentas serão destacadas, bem como serão fornecidos os comandos e explicações sobre as sintaxes/argumentos para que o usuário entenda exatamente o que está sendo feito. Com a evolução sem precedentes das IAs, análises antes complexas se tornarão mais acessíveis aos biologistas moleculares não familiarizados com linhas de comandos ou ferramentas de bioinformática, democratizando assim essas análises.




    Ao longo do livro, que servirá majoritariamente como um tutorial para iniciantes em bioinformática, iremos demonstrar como podemos usar prompts (comandos) específicos para explorarmos o potencial que as IAs podem oferecer como:




     Acesso rápido a comandos e códigos: Os Chatbots podem fornecer uma interface interativa para acessar rapidamente comandos e códigos úteis que ajudam a economizar tempo e esforço na busca por documentação ou fóruns online.




     Solução de problemas e correção: Ao enfrentar problemas durante a execução de comandos ou códigos, os pesquisadores podem recorrer a Chatbots para receber suporte imediato. Eles podem identificar erros, fornecer soluções alternativas e orientá-los na resolução de problemas técnicos. Isso agiliza o processo e evita a interrupção desnecessária do fluxo de trabalho.




     Sugestões e recomendações personalizadas: Chatbots podem aprender com as interações dos usuários, portanto fornecem sugestões personalizadas com base nos problemas e nas necessidades específicas do pesquisador. Eles podem sugerir pacotes (package) ou bibliotecas relevantes em Python para uma análise específica. Essa personalização ajuda os pesquisadores a descobrirem novas ferramentas e abordagens, aprimorando sua eficiência e produtividade.




     Este livro será divido em duas partes (Parte I e II). Na primeira iremos abordar as análises partindo dos arquivos de RNAs-seq até obtermos a matriz de contagem; aqui destaques serão dados às ferramentas FastQC, o alinhador STAR , HTseq e DESeq2. Na segunda parte, trataremos das análises de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos e análise de rede de interação proteína-proteína (PPI). Os destaques serão as ferramentas ShinyGO, STRING db e Cytoscape.




    Para aqueles iniciantes sem familiaridade com a criação do subsistema Linux no Windows, o livro conta uma seção dedicada a preparação do ambiente (I. Preparando o ambiente Linux para a análise).




    Com este livro tutorial completo, talvez o mais completo com essa ótica, os autores esperam ajudar pesquisadores em formação (estudantes de graduação/pós-graduação) a se tornarem autônomos em suas análises e consequentemente ajudar a equacionar a dinâmica entre produção de dados e informações. Além, e sobretudo, fomentar a formação de recursos humanos.




    Os autores têm uma profunda paixão pela ciência brasileira, a ‘ciência da resistência’, que, independentemente dos desafios (técnicos/fomento), continua avançando a passos largos. Muito disso se deve ao corpo docente das instituições, que trabalha para garantir sempre o básico necessário para a pesquisa. Por isso, nossos agradecimentos a todos que contribuíram para nossa longa trajetória acadêmica. Sem eles, não estaríamos hoje publicando um livro desta natureza. Um agradecimento especial vai para nosso professor e orientador, Welison Andrade Pereira (docente da Universidade Federal de Lavras, Programa de Pós-Graduação em Genética e Melhoramento de Plantas), que, tempos atrás, plantou esta semente e nos impulsionou a entrar no mundo da bioinformática. Agradecemos ao professor Evandro Novaes por ter contribuído por meio da sua disciplina em Genômica e Bioinformática, sem ela, muito provavelmente, este livro não teria saído com tantos detalhes.




    Dos Autores


  




  

    
I. Preparando o ambiente Linux para a análise





    De forma geral, nota-se um bloqueio mental quando se fala em linguagem de programação ou ambiente como o Linux para a maioria dos jovens cientistas que se inserem no campo da genômica e bioinformática. Nos acostumamos com o visual chamativo e cheio de detalhes do sistema operacional Windows, e desvencilhar-se da praticidade e operacionalidade dele é difícil. A tela preta do Linux não chama a atenção; de fato, visualmente não atrai. E quando parte-se para inserir linhas de código para abrir uma pasta (em distribuições mais antigas), achar ou criar diretórios, subdiretórios, apagar, remover, realmente desanima. Porém, muitos dos softwares em análise genômica são escritos em linguagem Python, C++ ou funcionam apenas no Linux em pelo menos uma das etapas da análise. Outras são feitas inteiramente em linguagens como Python e/ou R. Isto demonstra que devemos, se não dominar, pelo menos nos familiarizar com este tipo de ferramentas. Felizmente, ganhamos um grande aliado, os Chatbots.




    Nesta seção, abordaremos os passos para que você tenha um ambiente Linux no seu notebook sem a necessidade de instalar o sistema operacional completo em dual boot (instalar dois sistemas operacionais ao mesmo tempo, onde na inicialização opta-se por usar Linux ou Windows), o que gera praticidade e, para algumas funções, a execução é de modo semelhante ao Windows, ou seja, sem a necessidade de códigos. Trata-se do sistema integrado do Windows/Linux, chamado de WSL (Windows Subsystem for Linux). Existem algumas formas alternativas para realizar este procedimento; porém, aqui, somente uma será mostrada.




    Para que os procedimentos a seguir funcionem, o usuário deverá ter Windows 10 ou superior. O primeiro passo é ativar o WSL da sua máquina (o que permite indicar à sua máquina que irá usar um subsistema com alguma distribuição do Linux, como, por exemplo, Ubuntu). Isto pode ser feito da seguinte forma:




    Primeiro: Abra o Powershell como administrador.




    Para isto, pressione em sequência a tecla [image: ]
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    Em seguida, uma tela semelhante a seguinte irá aparecer, nela ponha o cursor sobre “Windows powershell (admin)” e clique com o Botão esquerdo do mouse.




    Ao clicar uma nova janela azul irá abrir. Esta será o Powershell. (obs. Para todos os fins, todos os elementos gráficos que se seguirá neste livro, embora seja, vezes, tabelas, serão chamados na legenda como “figura”, uma vez que as imagens serão geradas por prints)




    O PowerShell é uma interface de linha de comando que permite que os usuários interajam com um sistema operacional por meio de comandos textuais (ao invés de habituais cliques duplos e simples para abrir uma pasta, por exemplo), síntese ela (interface) foi projetada para automação de tarefas e gerenciamento de configurações como esta que iremos fazer: acionar o WSL que por Default (padrão) fica desabilitada no sistema.




    Como administrador (ou admin, abreviação comum para administrador de sistemas), você pode usar o PowerShell para realizar uma variedade de tarefas, desde a execução de comandos simples até a automação de processos complexos.




    Clicando na opção destacada estamos então executando a interface com permissão de administrador do sistema. Veja a tela padrão do Shell.
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    Figura 2. Power Shell.




    Não se atentem às informações dela, a não ser a pertencente à última linha que é onde iremos usar para executar os comandos.




    Segundo: Executando o comando para habilitar o PowerShell




    Para esta etapa, copie o seguinte comando na última linha da tela azul após o sinal de “>”: dism.exe /online /enable-feature /featurename:Microsoft-Windows-Subsystem-Linux /all /norestart




    Se tudo der certo na execução, a tela ficará assim:
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    Figura 3. Destacando o êxito da operação.




    Em vermelho a linha de comando, e dentro do retângulo obterá uma notificação indicando que o processo foi bem sucedido.




    Terceira etapa: baixar uma versão de qualquer distribuição Linux.




    Dentro do Microsoft Store , procure por uma versão Linux (você pode pesquisar outras versões na internet para observar as vantagens e desvantagens de cada uma. Como exemplo, vamos instalar a distribuição Ubuntu que é a mais usada por iniciantes.




    Na barra de pesquisa do seu Windows digite “microsoft store”, sem aspas, para abrir a loja onde pode-se baixar, entre outros Apps, o Ubuntu.
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    Figura 4. App da Microsoft Store




    Clicando aqui, abrir-se-á loja.




    Na aba de pesquisa (ícone da lupa, canto superior direito da tela), digita-se o nome “Ubuntu”.
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    Figura 5. Mostrando o App Ubuntu 




    Existem várias versões de um mesmo Ubuntu. Quem tiver curiosidade sobre cada uma delas, basta pesquisar o nome do Ubuntu mais a versão específica. Iremos pegar esta primeira opção. Feito isso, o próximo passo é baixar o app para sua máquina clicando em “Get”.
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    Figura 6. Mostrando opção de baixar.




    Clique em Get para começar o processo de download. O app possui aproximadamente 608 mb (versão de 14/03/2022), por isso se torna uma boa opção para iniciantes, uma vez que é um programa muito mais leve que se fosse instalar o sistema completo.




    Quando o app estiver baixado e instalado algo semelhante a isto aparecerá:
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    Figura 7. Mostrando que foi instalado com sucesso




    No canto inferior direito mostra que o Ubuntu foi instalado. Clicando em Iniciar seremos direcionado a configuração final, onde daremos um nome de usuário e senha. Feito isso, o próximo passo é configurar o sistema.




    Quarta 4: Configuração Inicial do sistema




    Para que tudo funcione bem, após a instalação feita na etapa anterior, precisamos criar um nome de usuário e senha para o sistema Linux.




    Ao iniciar o Ubuntu pela primeira vez, uma tela preta aparece como a seguinte:
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    Figura 8. Configurando o ambiente Ubuntu




    Devemos esperar até que todas as dependências sejam instaladas. Em seguida estamos prontos a criar o nome de usuário e senha.
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    Figura 9. Criando o nome de usuário




    A tela apresentada acima indica que já podemos dar início ao processo. A conta de usuário não precisa ser igual ao nome que está no seu Windows. Na caixa em vermelho é onde o nome de usuário (new Username) poderá ser criado.




    Algo que devemos estar atentos é que geralmente nomes de usuário no Linux consistem em letras minúsculas, números e caracteres especiais como - (hífen) ou _ (underscore), mas sem começar com um número. Vamos criar um exemplo fictício. Daremos o nome de “my-test”




    Portanto estamos obedecendo as regras básicas com minúsculas, hífen e não iniciar com números.
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    Figura 10. Criando senha




    Se o nome criado atender aos padrões, aparecerá numa nova linha para que possamos criar uma senha. Esta será usada quando precisarmos instalar programas ou realizar algumas tarefas que precisem de permissões especiais do usuário (root ou super root).




    Na criação da senha, à medida que vamos inserindo, diferentemente dos habituais “estrelinhas” ou asteriscos que aparecem no lugar dos caracteres inseridos, no Linux nada aparece. Porém, acredite! Está sendo codificada. Como prova de que realmente colocamos a senha desejada, após inserir a primeira e clicar ENTER, uma confirmação é pedida numa segunda linha. Algo semelhante a: retype new password: (redigite, reinsira a nova senha). Se tudo ocorrer bem, chegamos à etapa final e nossa máquina está apta a usar o subsistema Linux. Algo semelhante a isso aparecerá:
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    Figura 11. Tela de inicialização do Ubuntu




    Em “Passwd:password updated successfully” indica que nossa senha foi confirmada com sucesso. E logo abaixo “Installation successful!” mostra que estamos aptos. Outras informações são apresentadas, incluindo indicações de comandos e sites que o usuário pode seguir para maiores informações.




    Para já irmos nos familiarizando com os termos. A linha colorida (verde no nosso caso) é chamada de prompt de comando e este é o terminal Linux.




    Detalhando a linha completa, temos:




    1. my-test: Este é o nome do usuário atualmente logado.




    2. BioHacker: Este é o nome do host do seu sistema. (não precisa se preocupar com alguns termos como host ou outro).




    3. ~: Este é o símbolo do til (~) que representa o diretório home do usuário.




    4. $: O cifrão ($) indica que o prompt está pronto para aceitar comandos.




    A partir de agora esse será nosso ambiente para inserir as linhas de comando.




    Todas as vezes que você quiser entrar no sistema Linux, basta procurar pelo App com nome Ubuntu na barra de pesquisa do seu Windows e clicar. Então essa mesma janela acima irá abrir.




    Mas se você quiser desativar a mensagem que é exibida, você pode criar o arquivo ~/.hushlogin. Você pode fazer isso com o seguinte comando:




    touch ~/.hushlogin




    Finalmente, você pode visualizar seu subsistema no seu Windows Explorer nas últimas seções inferiores. O símbolo consagrado do Linux aparece na imagem destacada.
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    Figura 12.




    Ao clicar sobre o ícone, as outras distribuições ou versões Linux irão aparecer. No caso, já temos Ubuntu -22-04, e para demonstrar como realizar a instalação, obtive o Ubuntu normal.
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    Figura 13.




    Podemos acessar cada um dos arquivos que compõem esses subsistemas clicando dentro de cada uma das pastas respectivas.




    A título meramente ilustrativo, vamos dar uma olhada nas pastas da versão que iremos usar ao longo deste livro.
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    Figura 14. Ambiente Ubuntu




    Este é o nosso ambiente usando o Ubuntu-22.04. Todas as dependências e arquivos necessários ao funcionamento do Linux dentro do Windows estão aqui. Não precisamos nos preocupar com isso. De todas estas, a que nos interessa é a “home”. É dentro dela que está nosso usuário criado e ela é o destino de todos os arquivos gerados das análises, bem como onde ficarão as pastas dos softwares instalados por meio do Linux (iremos ver ao longo do livro).




     Uma das vantagens de usar o subsistema para o Linux (para iniciantes) é pela praticidade de acessar objetos ou arquivos gerados no Linux diretamente no Windows usando duas ferramentas. Por exemplo, de forma direta poder-se-ia visualizar um arquivo fasta (iremos ver mais adiante) no Linux pelo comando cat arquivo_fasta.fasta, mas também pelo próprio Windows indo direto no arquivo dentro da pasta ‘home” explicada anteriormente. Assim como a criação de pastas, diretórios, copiar, apagar, transferir arquivos do Windows dentro do Linux, entre outras sem a necessidade de códigos no prompt do Linux. Em suma, temos o arcabouço do sistema Linux com a visualização e praticidade do Windows. Isso aumenta muito o interesse de quem não tem simpatia pelas poucas cores do ambiente Linux.




    Ambiente criado, as devidas apresentações feitas...agora estamos prontos para começar nossa jornada: iremos sair do “zero” e chegar à identificação de vias metabólicas/análise de redes.


  




  

    PARTE I




    Do FastQ à matriz de contagem


  




  

    CAPÍTULO I




    Introdução à Análise de expressão gênica diferencial




    Resumo do capítulo




    Neste capítulo serão abordados, de forma superficial, os fundamentos que regem a análise diferencial de expressão gênica. Focar-se-á em ferramentas usadas no pré-processamento e análise. Outro aspecto importante destacado refere-se ao uso de Chatbots como ferramenta auxiliar.




    Introdução à Análise de expressão gênica diferencial




    
1.1 Visão geral da análise gênica diferencial (DEG do inglês Differential Expression Gene)





    A análise de expressão gênica diferencial (DEG) desempenha um papel crucial na compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento, resposta a estresses e regulação genética em plantas, permitindo uma visão global de quais componentes genéticos possuem maior influência sobre o fenótipo observado. Dentre as diversas técnicas disponíveis, a análise de RNA-seq emerge como uma ferramenta poderosa para avaliar a expressão de genes em larga escala. De forma simplista, a análise DEG permite identificar genes cuja expressão varia em diferentes condições, como respostas a estresses bióticos ou abióticos. Isso fornece insights valiosos sobre como as plantas se adaptam ao ambiente. O RNA-seq se destaca na análise de expressão gênica, pois proporciona uma visão abrangente e quantitativa do transcritoma.




    Esse método de sequenciamento de última geração permite a detecção de genes que estão expressos de forma diferencial, possibilitando uma análise mais refinada e detalhada. Porém, de forma geral, partindo dos dados brutos até a matriz de contagem (a matriz que relaciona cada um dos genes do indivíduo e suas respectivas expressões através das amostras/condições) não é tão simples. Muito pelo contrário: é um grande e complexo desafio. Isso porque várias são as etapas que se executa desde o recebimento dos dados brutos na forma de FastQ (esse tipo de arquivo será explicado de forma mais detalhada em tópicos específicos) até que se procedam as análises para detectar os DEGs. O pipeline de análise DEG envolve etapas como pré-processamento de dados, alinhamento de sequências, quantificação de expressão e identificação de genes diferencialmente expressos. Cada fase é crítica para obter resultados precisos e significativos.




    Um complicador é que muitos dos passos citados acima envolvem várias ferramentas de bioinformática e, para dificultar um pouco mais, estas são, muitas vezes, baseadas em ambientes como o sistema Linux e linguagens de programação como R e Python. Ambos os processos, principalmente para aqueles que não possuem um contato íntimo com bioinformática nesses termos, tornam a tarefa quase impossível. Muitas vezes, fazemos cursos básicos nas linguagens citadas ou até mesmo minicursos em análise de expressão. Porém, a partir dos scripts fornecidos no material, que geralmente são para condições e designs experimentais bem particulares, é necessário reeditá-los para que funcionem em nosso caso aplicado. O complicador surge no momento em que não temos ideia do que cada linha do script executa e por que está sendo posta. Surgem erros em sequências quando vamos rodar com nossos dados. Em último caso, optamos por abandonar e esquecer. Mesmo que não precisemos modificar substancialmente o script original, em linguagens como R, basta uma vírgula, ponto, parêntese não fechado ou aspas, para que o comando não seja executado. Aqueles com expertise detectam o erro facilmente pelas notificações no prompt de comando (por ser em inglês e bem resumido, mesmo os com certa experiência ainda têm dor de cabeça até decifrar onde e como corrigir o erro); aos com pouca experiência, mesmo o erro estando explícito, ele se torna imperceptível.




    Com os avanços recentes em inteligência artificial generativas de processamento de linguagem natural, como são conhecidos os Chatbots como o chatGPT (https://openai.com/), o Bard (https://bard.google.com/) entre muitos outros que surgem em uma profusão, surgem como um grande aliados, não só para os bioinformatas, mas sobretudo aos não familiarizados e iniciantes no ramo.




    Os Chatbots (ou, por simplicidade, Bots), como nomearemos neste livro, são poderosas ferramentas desenvolvidas para auxiliar os humanos em vários aspectos: ciência, tecnologia, conversão informal, dicas, criação de obras (literárias, artísticas, de design), escrita, interpretação, entre outras vertentes. As inteligências artificiais generativas, como o chatGPT da OpenAI (para mais informações, pode-se visitar o link fornecido anteriormente), foram treinadas com milhares de bancos de dados públicos ao redor do mundo. Aqui estão envolvidos livros, artigos e qualquer informação disponível até então (o limite do chatGPT é até 2021), os quais foram usados para treinar o aprendizado de máquina, de forma que ele pudesse fornecer respostas concisas e o mais semelhantes possível à linguagem natural humana. Funciona da seguinte forma simplista: o Usuário (aqui será a designação dada ao indivíduo que está interagindo com a AI, pedindo ou requisitando respostas) envia um prompt (cada linha de pedido do Usuário ou resposta dada pela máquina) para o Bot. O Bot acessa os milhares de dados do seu banco e gera uma resposta para o usuário, baseada em todas as possibilidades e contextos em que foi feita a pergunta. Cada palavra nova da frase total está associada a uma probabilidade, ou seja, é a palavra mais provável dado o contexto do prompt, e assim a frase é formada. Logicamente, como uma máquina, ainda existem erros ou incoerências nas respostas. Para obter a melhor resposta, o usuário deve ser o mais específico possível, uma vez que o Bot não “enxerga”. A forma que o usuário tem de mostrar o contexto é fornecendo detalhes. Primeiramente, contextualizando e depois sendo mais específico quanto ao que precisa. Novamente, as respostas são dadas em função das informações (contextos) que a máquina recebe. Quanto mais precisas forem as informações fornecidas pelo usuário, mais precisa será a resposta. Por exemplo, se o usuário precisa manipular uma matriz qualquer e deseja um comando o mais personalizado possível, ele faria algo como: “Tenho uma matriz tal, com tantas linhas e tantas colunas; as linhas representam tal informação e as colunas contêm as variáveis x, y, z (ou um grupo delas). Preciso que uma submatriz seja gerada a partir dela. Considere que necessito de todas as linhas (ou linhas específicas) e das seguintes colunas (ou grupo delas); leve em conta que esse processo será executado no ambiente ou software x. Além disso, preciso salvar o output (o arquivo de saída) como uma planilha em formato .csv ou .txt”.




    Como observado, os comandos foram bastante detalhados, obviamente poderiam ter mais detalhes ainda. Feito dessa forma, a probabilidade de o Bot interpretar da forma mais precisa possível a sua necessidade será bastante alta. Tenha ciência de que existe um universo de possibilidades para obter uma mesma resposta ou respostas diferentes para um contexto específico. Seja o mais claro possível!




    Os Chatbots podem auxiliar iniciantes na seleção de ferramentas apropriadas para cada tipo de análise, oferecer orientação durante o pipeline de análise e fornecer explicações sobre conceitos complexos. Uma vez que eles são munidos das mais variadas fontes, dúvidas que normalmente pairam em nossa mente em relação a comandos, argumentos dentro de comandos, um parágrafo de artigo, uma metodologia, um tipo de gráfico (dando o contexto e ambientando o Bot) serão esclarecidas com um direcionamento. Devemos ficar atentos, logicamente, que ele irá fornecer apenas a teoria geral sobre o assunto baseado nas informações e contextos fornecidos. Todo o resto, o sentido, ainda será dado pelo usuário.




    Dentro do contexto de bioinformática e aplicação da genômica, em especial a abordada aqui, de plantas, o surgimento dos Bots abriu um novo conceito que trago aqui: Análise Genômica Assistida por Chatbot — Bot-Assisted Genomic Analysis (BOA), tópico que será abordado na próxima seção.




    
1.2 Papel da inteligência artificial como assistente em análise genômica: Bot-assisted genomic Analysis (B.O.A)





    A análise genômica assistida por Chatbot, aqui definida, é todo o processo no qual o usuário emprega a assistência, em todo ou em parte, e por meio de prompts direcionados, de inteligência artificial (Chatbots) para auxiliar na geração de scripts aplicados às análises genômicas. Pela definição, imediatamente é perceptível a importância dos Bots como assistentes pessoais. Tendo ciência dos milhares de artigos científicos, bem como livros com pipelines robustos em bioinformática, e acesso a manuais dos mais diversos softwares, os Chatbots possuem conhecimentos básicos, e às vezes avançados, na esmagadora maioria das ferramentas e pacotes usados nesse tipo de análise. Basta um prompt para que tenhamos à palma da mão (já que a OpenAI lançou a versão app do chatGPT 4.0, tanto apto a responder por comando de voz, como descrever imagens) um guia ideal para usar o alinhador de genomas STAR-Spliced Transcripts Alignment to a Reference (que será explicado posteriormente) no nosso pipeline deste livro. Principais comandos, funções, dicas, personalização de comandos, tudo é fornecido prontamente com um comando. Assim como seria suficiente pedir a explicação do que é um arquivo FastQ e seus múltiplos e complexos caracteres que o compõem.




    Além da parte teórica sobre as principais ferramentas de bioinformática, os Bots nos fornecem comandos, sanam dúvidas sobre os argumentos dentro dos comandos, relacionam erros, propõem correções, ampliam insights para explorar dados e muito mais. É bastante comum, às vezes por desatenção, deixarmos de acrescentar um ou outro componente para rodar um comando no R, o que então culmina em erro. Antes do advento da BOA, alguns recorriam aos fóruns específicos que tratavam dos pacotes (packages) específicos para tentar corrigir os erros, muitas vezes em vão, ou pediam ajuda a alguém com maior conhecimento em linguagem de programação e naquele pacote ou análise. Hoje, essa barreira foi ultrapassada. Os iniciantes em bioinformática agora possuem um grande aliado. Dado um comando em R, por exemplo, ou no Linux, e sendo notificada a existência de um erro, basta copiar a notificação e colar no prompt do Bot. Vale novamente salientar que, para melhorar as respostas, dar ciência à máquina de que programa usou, que pacote e o comando aplicado é o diferencial. Imediatamente o Bot irá fornecer uma possível explicação para o erro, sugerir uma abordagem e então oferecer um novo comando corrigido. O usuário só terá o trabalho de copiar e então colar no R e executar, já que a AI pega a informação do comando dado e apenas modifica os argumentos dentro do comando. Nomes específicos das análises, rótulos, tudo é mantido, inclusive se a janela do Bot continuar aberta, ele é capaz de recuperar informações anteriores, como, por exemplo, nome de amostras, diretórios, pastas, nome dos objetos gerados. Assim, não precisamos editar o código, facilitando sobremaneira aos que possuem dificuldade de saber onde mudar. Para ilustrar um exemplo, poder-se-ia pedir para gerar um comando para alinhar um genoma usando o STAR. Sem nenhuma informação adicional, o seguinte comando seria fornecido:




    Obs.: Cada barra invertida (“\”) indica uma quebra de linha, indicando que o argumento na linha subsequente seria à frente e com espaço.




    STAR --genomeDir /caminho/para/diretorio_genoma_referencia \




    --readFilesIn /caminho/para/arquivo_leituras_R1.fastq




    /caminho/para/arquivo_leituras_R2.fastq \




    --outFileNamePrefix /caminho/para/saida/resultado_alinhamento \




    --runThreadN numero_de_threads




    Como observado, como não fornecemos informações adicionais, ele disponibilizou o comando básico e sem informações do diretório, genoma de referência e leituras (reads) destacado em negrito (adiante, os comandos e argumentos serão explicados; por ora, não precisa voltar atenção para este detalhe). Para que o nosso comando fosse o mais personalizado possível e estivesse pronto para ser executado, todas as informações deveriam ser dadas. Vamos ilustrar. Iremos agora partir do pressuposto que cada interação identificada como User será qualquer indivíduo requisitando informações (comandos); em contrapartida, a máquina será identificada como Bot. Desta forma, a estrutura de interação entre o chatGPT e o usuário durante todo o livro será:




    ‘User: Olá! Mundo!




    Bot: Olá, como posso ajudar você hoje?’




    Obs. Observar que para indicar o início e término da interação, haverá aspas simples na letra inicial da palavra User (‘User) e no final na última letra das informações do Bot, neste caso no sinal de interrogação (?’).




    Esclarecido este ponto, voltemos à abordagem anterior no qual queríamos obter um comando para rodar o STAR de forma que já estivesse pronto para uso. Para isso, e como enfatizado antes, devemos dar todas as informações possíveis. O prompt seria feito da seguinte forma:




    ‘User: Preciso realizar um alinhamento usando o alinhador STAR. Considere que o diretório onde está o genoma de referência (gen.fasta) é : alinhamento/star/. Considere também que minhas amostras do sequenciamento de RNAs-seq (os fastQs ) são pair-end (sample.1 e sample.2), queremos salvar no diretório alinhamento/star/sample_alinhada. Considere ainda que quero usar 15 threads. Me forneça o comando completo para esse processo.’




    Todas as partes em negrito são as informações que estamos dando ciência à máquina para que ela insira para a gente no comando. Isso ajuda muito na otimização do tempo, já que não precisamos editar o comando. Veremos como ficará na forma de resposta do Bot.




     Bot: STAR --genomeDir alinhamento/star/ \




    --readFilesIn sample.1 sample.2 \




    --outFileNamePrefix alinhamento/star/sample_alinhada/ \




    --runThreadN 15




    O comando fornecido estaria pronto para ser usado (com alguns detalhes). Ele acrescentou as informações pedidas. Em negrito pode-se observar que o diretório, as amostras 1 e 2, o local onde deve ser salvo, bem como a quantidade de threads estão da forma que foi pedida. Esta ilustração serve bem para demonstrar que o nível de detalhamento faz toda a diferença e nos poupa tempo. Assim como ele facilita a escrita de comandos, a correção dos erros na execução pode ser facilmente realizada. Por exemplo, este comando apresentaria erro, pois um passo antes do alinhamento seria o processo de indexação do genoma. Como não fornecemos esta informação prévia, partiu-se do pressuposto de que já havíamos feito. O erro apontaria a necessidade de fazê-lo e imediatamente um novo comando para indexar seria fornecido.




    A facilidade de realizar uma análise de expressão gênica, como a que estamos prestes a fazer, para quem não tem familiaridade com o sistema Linux, nesta primeira parte, e o ambiente R, na segunda parte deste livro, seria bastante dificultada, se não impossível, para iniciantes sem uma boa assistência. Com o auxílio de Bots, temos um “profissional” em tempo real, 24 horas por dia, conhecedor de várias ferramentas.




    Este livro mostra os potenciais de exploração dos Chatbots na aplicação de análise de dados genômicos. Iremos abordar todos os processos, desde a obtenção dos dados de sequenciamento até termos as matrizes de contagem e, logicamente, a obtenção dos genes diferencialmente expressos.




    Cabe aqui deixar bem claro que este livro serve única e exclusivamente como um guia prático e, como tal, não está focado nos aspectos da ciência aplicada, não entrando em interpretação aprofundada dos resultados. Em alguns momentos, iremos introduzir links diretos para quem deseja aprofundar e conferir alguns aspectos de análises, ferramentas e manuais. Uma vez que temos este apelo mais didático e de manual básico, não iremos nos prender aos rigores da escrita científica e, portanto, este livro não deve ser usado como fonte de informações certificadas propriamente dita. No entanto, não deixa de ser uma rica fonte de recursos para aqueles que querem dar os primeiros passos na análise de expressão gênica diferencial. Para aqueles que querem se aprofundar, recomenda-se procurar as riquíssimas literaturas especializadas.




    Ao final de cada capítulo, alguns materiais usados como fonte de apoio à nossa escrita teórica deste livro poderão ser fornecidos. Aconselhamos fortemente que busquem esses materiais. Os parâmetros que serão dados na forma de comandos são os mais básicos, exatamente na linha e filosofia do livro: ser um guia básico e prático para iniciantes. Portanto, é uma forma de treinamento. E novamente, aqueles que necessitam de detalhes e parâmetros mais específicos que serão aplicados a futuros ensaios devem recorrer à literatura científica especializada e seguir alguns dos materiais aqui fornecidos.




    Vale salientar, de igual maneira, outro aspecto. O livro se baseia na exploração de AI como assistente para análises genômicas, em especial a DEGs, e por ventura, ora ou outra, as explicações de alguns processos mais específicos dentro da análise de expressão como um todo foram fornecidas pelo ChatGPT e supervisionadas pelos autores (e corrigidos eventuais desvios), mas isso não tira o mérito e vai dentro da filosofia da análise supervisionada: a ferramenta é um auxiliar, não fará todo o trabalho para você.




    Por fim, este livro foi preparado como uma forma de intervenção para democratizar a bioinformática dentro da genômica e torná-la mais acessível à maioria, utilizando os Chatbots em prol do desenvolvimento da ciência genômica.


  




  

    CAPÍTULO II




    Obtenção dos dados brutos e pré-processamento




    Resumo do capítulo




    Neste capítulo, exploraremos a importância do acesso a bancos de dados públicos (databases) e a forma de trabalhar com sequências genômicas. Os avanços tecnológicos na área da genômica resultaram em uma enorme quantidade de dados genômicos disponíveis em repositórios públicos, como o Zenodo. Neste contexto, compreender como acessar e utilizar esses recursos é essencial para pesquisadores interessados em análise genômica diferencial assistida por inteligência artificial ou outras abordagens, uma vez que estão prontamente disponíveis ao acesso de todos. Abordaremos os fundamentos desses bancos de dados públicos, como eles estão organizados e como podemos navegar e recuperar as informações relevantes para nossas análises. Além disso, discutiremos as diferentes formas de obtenção de sequências genômicas, aqui relacionadas ao FastQ advindo direto do sequenciamento, e como esses dados podem ser utilizados para explorar os processos biológicos de interesse. O acesso a esses bancos de dados e a habilidade de trabalhar com sequências genômicas são o primeiro passo crucial para a realização de análises genômicas diferenciais e para a aplicação de inteligência artificial nesse contexto.




    2.1 Banco de dados públicos de sequência genômica




    A disponibilidade de uma quantidade massiva de dados genômicos é uma característica marcante da era moderna da genômica. O avanço das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) resultou em uma explosão de dados genômicos, apresentando aos pesquisadores o desafio de explorar e transformar esses dados brutos em informações significativas e com sentido biológico. Nesse contexto, o acesso a bancos de dados públicos se torna fundamental, fornecendo uma fonte centralizada e confiável de informações genômicas para uma ampla variedade de espécies, incluindo plantas. Esses bancos de dados consolidam dados de sequenciamento genômico, anotações funcionais, informações sobre expressão gênica, interações proteína-proteína e outros dados relevantes, possibilitando a investigação e a descoberta de novos conhecimentos biológicos.




    Dentre os principais bancos de dados públicos amplamente utilizados na pesquisa genômica de plantas, destacam-se o NCBI (National Center for Biotechnology Information), o Phytozome, o TAIR (The Arabidopsis Information Resource), o UniProt e o Pfam. O NCBI oferece uma ampla gama de recursos genômicos e dados relacionados, incluindo sequências nucleotídicas e proteicas, anotações funcionais, informações sobre variantes genéticas e muito mais. O Phytozome é uma importante plataforma voltada para plantas, fornecendo dados genômicos e anotações para várias espécies vegetais, possibilitando a comparação entre diferentes genomas. O TAIR é uma referência na pesquisa com Arabidopsis thaliana, fornecendo acesso a sequências, anotações genômicas, expressão gênica e outros recursos específicos dessa planta modelo. Com relação ao UniProt, este é um banco de dados colaborativo que abrange informações sobre proteínas de diversas espécies, incluindo dados genômicos e anotações funcionais. Já o Pfam é uma coleção de famílias de domínios proteicos, auxiliando na análise e anotação funcional de proteínas com base em seus domínios conservados. Esses bancos de dados são cruciais para a pesquisa genômica, fornecendo acesso a informações valiosas para a investigação de genes, processos biológicos e interações moleculares em plantas.




    Dentre esses bancos de dados, é importante destacar o Zenodo, que desempenha um papel fundamental no contexto deste livro. O Zenodo é uma plataforma de compartilhamento de dados abertos que permite que pesquisadores depositem, armazenem e compartilhem conjuntos de dados genômicos e outros recursos científicos, incluindo arquivos para treinamento em diversas plataformas como R, Python, Galaxy. Este conjunto de dados de treinamento possui a característica principal de ser pequenos em tamanho, poucos Mb (Megabytes), exatamente para poupar tempo e esforço computacional quando o intuito é treinamento para um tipo de análise específica. Ele fornece um ambiente colaborativo para a comunidade científica, possibilitando o acesso e o intercâmbio de dados genômicos entre pesquisadores em todo o mundo. O Zenodo permite que pesquisadores organizem e disponibilizem seus dados brutos, como arquivos Fastq, bem como outros dados relacionados às análises genômicas. Dessa forma, a plataforma desempenha um papel essencial no suporte à reprodutibilidade, transparência e compartilhamento de dados, contribuindo para avanços na pesquisa.




    Várias são as formas de se obter dados genômicos por meio desta plataforma aberta e acessível. Uma das formas mais comuns é realizar uma busca direta utilizando palavras-chave relevantes para o tipo de dados desejados. Por exemplo, se o objetivo é acessar dados de expressão gênica em arroz sob estresse salino, basta digitar “Rice Gene expression AND abiotic stress”. Além disso, existem filtros que podem ser aplicados aos tipos de dados que a plataforma deve buscar, como RNA-seq, Fastq, FASTA, dados públicos, privados, tipos de plataformas de sequenciamento, entre outros.




    Além da busca direta, outra forma de obter dados no Zenodo é por meio do compartilhamento de dados entre pesquisadores. Os cientistas têm a opção de fazer upload e compartilhar seus próprios dados genômicos na plataforma, tornando-os disponíveis para a comunidade científica. Essa abordagem de compartilhamento permite que outros pesquisadores acessem e utilizem os dados genômicos disponibilizados por seus colegas de pesquisa. O ambiente é seguro e confiável para o armazenamento e compartilhamento de dados genômicos, promovendo a colaboração e a troca de conhecimento na comunidade científica.




    Uma terceira forma de obter dados no Zenodo é por meio de repositórios ou projetos específicos hospedados na plataforma. Diversos projetos ou grupos de pesquisa têm seus próprios repositórios, onde disponibilizam dados genômicos relacionados a pesquisas específicas. Esses repositórios podem conter uma variedade de dados, como conjuntos de dados de expressão gênica, dados de variantes genéticas, dados de metagenômica e muito mais. Os pesquisadores podem explorar esses repositórios e acessar os dados genômicos específicos de seus interesses de pesquisa. Essa abordagem facilita a descoberta e o acesso a conjuntos de dados genômicos relevantes em um contexto específico.




    Esses dados podem ser baixados tanto por via direta (clicando na aba de downloads) quanto por meio de comandos no Linux, Mac, ambiente R ou Python, onde o comando vai direto à plataforma e captura os dados de interesse.




    Em se tratando do nosso foco, tanto no Zenodo quanto em subplataformas dentro do NCBI, é possível encontrar conjuntos de dados em Fastq brutos, arquivos de alinhamento (extensões bam e sam), tabelas de contagem e outros dados genômicos gerados a partir de experimentos de sequenciamento. Esse tipo de organização de dados genômicos será explicado posteriormente.




    Dentro do NCBI, duas áreas são destinadas a armazenamento de dados de sequenciamento in silico: O Sequence Read Archive-SRA (disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) e o Gene Expression Omnibus - GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Ambos são bases de dados de sequenciamento mais voltados para expressão gênica. De forma geral, todos os trabalhos nas mais diversas universidades que realizam esse tipo de análise depositam as sequências brutas e/ou as tabelas brutas com as contagens de reads (pequeno fragmento sequenciado de um gene usado como parte dele para quantificação absoluta da abundância de mRNA entre amostras em duas ou mais condições). Geralmente os arquivos do tipo fastQ são bastantes grandes (variam algumas centenas de Mb até algumas unidades de Gb).




    Quando os pesquisadores publicam um artigo, digamos, que utilizou RNA-seq (sequenciamento de RNA) com soja submetida a estresse salino, os dados desse experimento são armazenados no SRA com um identificador único que segue o formato SRAxxxxx, sendo x um número único do acesso. Todas as amostras sequenciadas (por questão prática, chamadas aqui de bibliotecas ou com o termo comumente empregado em inglês “library”) são depositadas e ficam disponíveis para a comunidade científica para análises subsequentes. Estas são bastante úteis como fontes de treinamento em análise de RNA-seq. A forma de obter os dados é variada, desde a aplicação de ferramentas específicas de interface com o NCBI, fora do escopo deste livro, até a forma mais simples que será aqui demonstrada. Todas as informações do experimento (metadados) como condição experimental, tratamentos, tipo de tecido, cultivares e tipo de sequenciamento são disponibilizadas em seções específicas na página (será mostrado mais adiante).




    Antes de seguirmos, dois pontos devem ser considerados e deixados claros ao leitor. Para fins práticos e para tornar fluido todo o workflow (passo a passo) desta análise, estamos considerando que o usuário possua acesso a um servidor Linux da sua instituição de pesquisa ou possua uma máquina com alta capacidade de processamento (aqui considerados minimamente, de forma simplista, 8 a 12 GB de RAM) se o genoma a ser usado possui tamanho médio. A análise de RNA-seq demanda grande poder computacional das máquinas quando se trabalha com grandes volumes de dados (que não é o caso desta análise simbólica), por isso, alguns processos podem levar horas ou até mesmo dias, dependendo do volume.




    Como é um processo de treinamento, iremos usar dados hospedados no Zenodo com amostras (subconjunto de reads em fastq) contendo poucos MBs. O usuário, em posse dos conhecimentos e do pipeline exposto aqui, pode usá-lo posteriormente em análises próprias e com máquinas/servidores adequados. No exemplo do livro, a análise pode ser rodada em qualquer máquina.




    Antes de avançarmos, precisamos apresentar as duas plataformas citadas: GEO e SRA do NCBI para que o usuário possa conduzir análises posteriormente de forma autônoma. Primeiramente, a GEO. Abaixo o screeshot demostra a página inicial.
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    Figura 15. Página inicial do Gene Expression Omnibus (GEO)




    Os links de acessos foram disponibilizados acima. Na página, canto superior direito, no campo keyword or GEO Acession, é onde se pode recuperar dados dos experimentos depositados no banco. É possível colocar palavras-chave ou o número de acesso (geralmente disponível na metodologia dos artigos. Vamos mostrar um exemplo hipotético. Considere que estivéssemos interessados em recuperar dados de RNAs-seq de soja (Glycine max) inoculada com um fungo (Phytophthora sansomeana). Iríamos digitar: Glycine max AND Phytophthora sansomeana). Ao clicar em “Search”, irá mostrar o número de arquivos hospedados dentro do banco. No nosso caso, 3 experimentos foram encontrados. Isso não quer dizer que são de RNAs-seq. E de fato, ao clicar no número, a página irá direcionar para a lista encontrada. Dos três, dois eram de RNAs-seq.
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    Figura 16.




    Dentro da lista, podemos ver os dados. A página principal de cada experimento possui identificações básicas.
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    Figura 17. Informações gerais das amostras




    Informações como o título do trabalho que original os dados, o tipo de sequenciamento, plataforma usada, um resumo do experimento, o número de amostras sequenciadas e muito mais. Pode-se baixar desde amostras individuais até todo o experimento. Este em específico possui 112 amostras e 245.37 Gb. Uma quantidade considerável de dados. Na parte inferior da página, as opções para baixar estão lá.
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    Figura 18




    Aos usuários que desejam os dados brutos de contagem dos reads mapeados ao genoma de referência (iremos fazer posteriormente), alguns autores disponibilizam e podem ser acessados em “Download” aqui mostrado. Na parte “custom” se define quais ou quantos arquivos devem ser baixados. O tipo de arquivo neste caso é do tipo .txt como indicado no “File type/resourse”. Bem pequenos e fácil de baixar. Se o objetivo é baixar os dados de RNAs-seq do tipo Fastq, a opção é em “SRA run Selector”. A seguinte página aparece: para fins práticos, apenas parte foi mostrada.
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Installing, this may teke a few minutes...

Please create a default UNIX user account. The username does not need to match your Windows username.
more information visit: https://aka.ms/wslusers

nter new UNIX username: my-test
password:

Retype new password:

passwd: password updated successfully

Installation successfull

To run a command as administrator (user "root”), use “sudo <command>”.

See "man sudo_root™ for details.

Welcome to Ubuntu 22.84.2 LTS (GNU/Linux 4.4.-19641-Microsoft xB6_64)

* Documentation: https://help.ubuntu.con
* Hanagement https://1andscape. canonical.com
* support: https://ubuntu. con/advantage

This message is shown once a day. To disable it please create the
home/my-test/.hushlogin File.
uy - testg8ioHaker:~$
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