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Resumo: Este artigo tem como objetivo propor o uso de um software para facilitar e agilizar o
modelo da pesquisa de compostos mutagénicos. O método utilizado atualmente no
processamento e no registro dos dados resultantes de experimentos € lento e propenso a erros,
dificultando o trabalho dos pesquisadores. Considerando-se esses fatores, o uso do software pode
melhorar significativamente a qualidade do processo como um todo, desde os calculos estatisticos
utilizados na determinagao de um composto causador de mutagdo genética até a armazenagem
dos resultados de forma segura. Assim, os usuarios poderao ter um repositorio de suas pesquisas
e chegar a conclusdes mais concretas sobre as causas da mutagénese.

Palavras-chave: Mutagénese. Teste SMART. Bioinformatica

Abstract: This article aims to propose the use of a software to facilitate and streamline the research
model of mutagenic compounds. The method currently used in the processing and recording of
data resulting from experiments is slow and prone to errors, making it difficult for researchers to
work. Considering these factors, the use of the software can significantly improve the quality of
the process as a whole, from the statistical calculations used to determine a compound that causes
genetic mutation to the safe storage of results. Thus, users will be able to have a repository of
their research and reach more concrete conclusions about the causes of mutagenesis.

Keywords: Mutagenesis. SMART Test. Bioinformatics.

1INTRODUCAO

Os estudos dos processos pelos quais as células sao mutadas, tanto de maneira
espontanea como por agentes ambientais, datam do inicio do século XX. A importancia
desses eventos para a saude e bem-estar da espécie humana tornou-se evidente com a
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descoberta de que danos genéticos podiam ser induzidos por raios-X, gas mostarda e
varios outros agentes fisicos e quimicos. (RIBEIRO; SALVATORI; MARQUES, 2003, p.9)

Conforme descrito por Graf et al (1984, p. 347), varios testes foram
desenvolvidos para auxiliar as pesquisas sobre a mutacao genética, entre eles esta o teste
SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), que utiliza como cobaia a mosca
Drosophila melanogaster. O teste consiste na aplicagao de farmacos no embrido da mosca
para provocar danos ao seu material genético. As células afetadas se multiplicam e se
manifestam como manchas nas asas do inseto.

O teste SMART com Drosophila melanogaster foi primeiramente descrito por Graf
e seus colaboradores em 1984. E caracterizado por ser rapido, barato, produzir
resultados confidveis e facilmente reproduziveis (Graf et al., 1984, p. 347).

Este trabalho teve como objetivo descrever o desenvolvimento de um software,
com o papel de facilitador da pesquisa de farmacos com capacidades mutagénicas,
realizando cdlculos estatisticos. Tal objetivo permite que estudantes e pesquisadores
realizem a andlise de resultados de forma rdpida e objetiva, minimizando a chance de
erros no processamento dos resultados da observacao no microscopio.

Para atingir esse objetivo, sao apresentadas as seguintes funcionalidades:

e gerar relatérios de resultados: mostrar ao usudrio um relatorio informando os
resultados obtidos a partir dos dados observados no teste SMART realizado
por ele.

e armazenar relatdrios: salvar os relatorios gerados para que o usudrio possa
consulta-los posteriormente e comparar resultados.

e realizar cdlculos estatisticos: executar calculos necessarios para obter o
resultado do teste de forma rapida e simples para o usuario.

Quanto a abordagem metodoldgica, o presente trabalho seguiu a linha
quantitativa, pois se baseou em procedimentos sistemdticos e no levantamento de
estatisticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

Esta secdo tem por objetivo tratar dos seguintes conteidos: genética e cancer,
mosca Drosophila melanogaster e teste SMART, andlise estatistica, bioinformatica,
framework .Net Core e framework Vue.js.

2.1 GENETICA E CANCER

O cancer provém de mutagdes genéticas em que as células passam a adquirir
capacidades especiais, como descontrole na reprodugao celular, evasao de apoptose,
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invasdo de outros tecidos e angiogénese (formagao de novos vasos sanguineos)
(MARTINEZ et al, 2006, p.405).

Conforme afirmam Rang et al (2007, p.718), 0“O cancer é caracterizado como
uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos, sendo que um terco da
populacao sera vitima dessa doenga durante a vida”.

2.2 Drosophila melanogaster

Como apontado por Vogel et al. (1999, p.427), a Drosophila melanogaster é
utilizada como objeto de estudo da area genética ha mais de um século. Conhecida como
mosca da fruta, o pequeno inseto permite identificar elementos capazes de afetar os
genes.

O teste SMART de asa em D. melanogaster fundamenta-se na premissa de que,
durante o desenvolvimento embriondrio, grupos de células (os discos imaginais das
asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a
metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Esse bioensaio faz
uso de dois genes marcadores para a forma dos pelos das asas: pelos multiplos (mwh, 3-
0.3) e pelos cujo formato lembra uma ‘chama de vela’, do inglés flare (flr® , 3-38.8) —
baseando-se na indugao de altera¢des genéticas que originam a perda de heterozigose
em células larvais, que sao heterozigotas para estes dois genes recessivos (Graf et al.,
1984, p. 347).

Quando ocorre uma alteragdo genética em uma das células que estdao se
dividindo por mitose, é formado um clone de células mutantes, que pode ser detectado
fenotipicamente como uma mancha mutante na superficie das asas dos adultos. A
andlise das lesdes induzidas é feita pela observagao de grupos de células (clones
mutantes), que expressam fenotipicamente os genes marcadores flr* ou muwh,
responsaveis por mudangas na forma dos pelos ou tricomas (Graf et al., 1984, p. 347).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

O registro e andlise de dados tém sido, desde muitos séculos, instrumentos
essenciais a compreensao do mundo que nos rodeia. Os fisicos, por exemplo,
registravam os dados resultantes de suas experiéncias e, posteriormente, analisavam-
nos em busca de uma lei que explicasse os resultados obtidos (MARTINS et al., 2007,

p.11).

Assim como dito por Kurichi e Sonnad (2006, p. 476), a andlise estatistica
reportada nas pesquisas cientificas proporciona aos pacientes e profissionais ligados a
area da saude a oportunidade de interpretarem os dados gerados pela pesquisa e de
utilizarem-nos em beneficio de todos.
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Para testar as hipoteses formuladas, varios testes sao aconselhados: (i) o teste
Binomial Condicional (Teste de Kastenbaum e Bowman) é o mais recomendado,
podendo ser utilizado mesmo que o nimero de manchas seja pequeno; (ii) o teste Qui-
quadrado para proporcdes pode ser utilizado somente quando o niimero esperado de
mutagdes, tanto no controle como no tratado, ndo for menor ou igual a 5; (iii) o Teste U
de Wilcoxon, Mann-Whitney com corregao para as caudas, é recomendado nos casos em
que a variabilidade individual (entre experimentos e/ou entre sexos) contribui
significativamente para a dispersdo dos dados (FREI; WURGLER, 1988, p. 297).

2.4 BIOINFORMATICA

Conforme descrito por Feltes et al. (2014, p. 3), as origens da bioinformatica
datam da década de 50 com a publica¢ao da pesquisa de James Watson e Francis Crick
sobre a molécula de DNA em forma de hélice. Com diversos estudos sendo realizados
na drea, surgiu a necessidade de visualizarem-se as moléculas de forma tridimensional
para agilizar a analise delas. Isso foi possivel com o desenvolvimento de programas de
computador ja na década de 60.

Ainda segundo Feltes et al. (2014, p. 3), a quantidade de dados vem aumentando
em um ritmo acelerado e ndo da indicios de que ird parar. Novas descobertas e estudos
geram um volume maior de dados, sendo necessario que a bioinformatica acompanhe,
na mesma proporcao, com melhorias de hardware, software e modelos de construcao e
analise de dados.

3 METODOLOGIA

A metodologia que foi utilizada para o desenvolvimento do trabalho segue
padroes de metodologia agil, mais especificamente do Framework Scrum.

Um dos conceitos-chave do Scrum é que os membros da equipe decidem, eles
mesmos, como irdo executar o trabalho. A responsabilidade da direcao da empresa é
estabelecer os objetivos estratégicos, e o trabalho da equipe ¢ decidir como atingi-los
(SUTHERLAND, 2014, p. 38).

O termo Scrum vem do jogo de ragbi, em que o time se junta com um tnico
objetivo: levar a bola no campo adversdrio. Todo o seu objetivo fica as claras, um
alinhamento previsivel e cuidadoso, tudo se unindo entre os membros. Uma tatica
perfeita para o que uma equipe deseja fazer (SUTHERLAND, 2014, p. 38). A Figura 1
apresenta os papéis presentes no Scrum.
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Figura 1 — Papéis do Scrum

Scrum Master

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019

Cada membro do time é alocado em uma fungao conforme apresentado na
Figura 1. Um dos desenvolvedores é eleito “Scrum Master”, cujo papel se assemelha a
um gerente de projetos. O Scrum Master trabalha para que o processo Scrum acontega e
para que nao existam impedimentos para os membros da equipe realizarem seu trabalho
(CARVALHO; MELLO, 2012, p. 557).

Outro papel importante no método é o do Dono do Produto (Product Owner).
Esse membro do time geralmente representa o cliente (interno ou externo). Ele define
quais sao os requisitos e qual é o grau de importancia e prioridade de cada um deles.
Esse membro necessita conhecer muito bem as regras de negocios do cliente, de forma
que ele possa tirar qualquer davida que o time possa ter em relagao as funcionalidades
do produto (CARVALHO; MELLO, 2012, p. 557).

Geralmente esses métodos dividem o desenvolvimento em diversas iteragdes
de ciclos mais curtos (no caso do Scrum e para o presente trabalho, estes ciclos sao
chamados de Sprints) e realizam entregas ao final de cada uma delas (CARVALHO;
MELLO, 2012, p. 557).

Um exemplo de organizacdo de Sprints € apresentado no Quadro 1. Sao
definidos os objetivos finais que se deseja atingir ao término da Sprint.
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Quadro 1 — Relagao dos Sprints conforme framework Scrum

Sprint Atividades

Definir calculos que a aplicacao deve realizar.

Sprint 1
Implementar calculos e testar.
Definir Layout e estrutura da aplicacao.
Sprint 2
Implementar tela inicial do aplicativo.
Implementar légica de login.
Sprint 3
Desenvolver tela de login.
Definir modelo do relatorio.
Sprint 4 Implementar layout do relatério.
Definir layout da tela de relatdrio.
Implementar tela de relatério.
Sprint 5

Validacao das funcionalidades.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para o desenvolvimento da aplicagdo, foram utilizadas as seguintes

ferramentas:

Visual Studio Code: IDE (Ambiente de Desenvolvimento Integrado) com
recursos voltados para o desenvolvimento em diversas linguagens de
programacao.

Visual Studio 2019: IDE (Ambiente de Desenvolvimento Integrado) oficial da
Microsoft para desenvolvimento de aplicagoes utilizando .NET.

.NET Framework: iniciativa da Microsoft com objetivo de ser uma plataforma
unica de desenvolvimento e execugao de sistemas; cddigos gerados para
.NET podem ser executados em qualquer dispositivo que possua um
framework dessa plataforma.

.NET Core: variagao da plataforma .NET Framework com suporte para
sistemas operacionais Linux e MacOS.

C#: linguagem de programacao multiparadigma, de tipagem forte,
desenvolvida junto da plataforma .NET.

ITextSharp: biblioteca da linguagem C# para geragao e formatagao de
arquivos.

Vue.js: biblioteca Javascript para desenvolvimento de componentes reativos
para interfaces web

Vuetify.js: biblioteca de componentes para aplicativos Vue.js.

GIT: sistema de controle de versao para gerenciamento do cddigo fonte e
obtencao de todo o histérico dele.
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O Guia do .NET Core é uma plataforma de desenvolvimento de codigo aberto
de uso geral mantida pela Microsoft e pela comunidade .NET no GitHub. E uma
plataforma cruzada (compativel com Windows, macOS e Linux), que pode ser usada no
desenvolvimento de dispositivos, na nuvem (.NET CORE, 2019).

A versao mais recente é o .NET Core 3,0. Os novos recursos incluem o suporte
a area de trabalho do Windows com o Windows Presentation Foundation (C# WPF) e o
Windows Forms, o desenvolvimento da Web de pilha completo com mais de um novo
C# C# e muito mais (NET CORE, 2019).

Vue (pronuncia-se /vju:/, como view, em inglés) € um framework progressivo
para a construgao de interfaces de usuario. Ao contrario de outros frameworks
monoliticos, Vue foi projetado desde sua concepcao para ser adotavel incrementalmente.
A biblioteca principal é focada exclusivamente na camada visual (view layer), sendo facil
adotar e integrar com outras bibliotecas ou projetos existentes. Por outro lado, Vue
também é perfeitamente capaz de dar poder a sofisticadas Single-Page Applications
quando usado em conjunto com ferramentas modernas e bibliotecas de apoio (VUE.JS,
2019).

O sistema de componentes também é outro importante conceito no Vue, por ser
uma abstracdo que proporciona a construcao de aplicagoes de larga escala, compostas
por pequenos componentes, autocontidos e frequentemente reutilizaveis. Geralmente
qualquer tipo de interface de uma aplicacdo pode ser abstraida em uma arvore de
componentes. No Vue, um componente ¢ essencialmente uma instancia Vue com opgoes
predefinidas. (VUE.JS, 2019).

4 DESENVOLVIMENTO E RESULTADOS

Na fase inicial do trabalho, foi necessdrio analisar o fluxo utilizado para
processar os resultados dos testes realizados com as moscas e realizar pesquisas sobre
os conceitos ligados a drea da biologia envolvidos no desenvolvimento para garantir que
o resultado final fosse compreendido com clareza e exatidao pelos usudrios.

As moscas sao expostas a0 composto que se deseja estudar ainda durante a sua
fase embriondria. Ao se tornarem adultas, suas asas sao observadas com a ajuda de um
microscopio, buscando manchas causadas por mutagao genética.

A partir da andlise ao microscépio, foi montado um arquivo de texto conforme
a Figura 2. Cada linha do arquivo representa uma asa de uma mosca, apresentando a
secao da asa e a quantidade de manchas de cada tipo identificadas nela. As linhas em
branco apontam asas em que nao foram identificadas manchas.
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Figura 2 — Arquivo de texto para extragao de dados
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Os dados do arquivo de texto eram entao transferidos para uma tabela Excel,
onde eram executadas duas macros responsaveis por contar as manchas de cada tipo e
separa-las em classes de acordo com regras que eram desconhecidas dos proprios
pesquisadores. Em seguida, essas informag0es eram inseridas em uma segunda tabela
para serem realizados cdlculos estatisticos e para se chegar a uma conclusdao se o
composto testado era mutagénico. Esse método se mostrou ineficiente por ser
desnecessariamente complexo e pouco intuitivo.
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Muitas vezes, os arquivos de texto eram excluidos ou perdidos, assim como os
resultados. Esse tipo de pesquisa é frequentemente usado por alunos de ciéncias
bioldgicas em seus trabalhos e os professores precisavam acompanhar o processo com
muita atencdo para que nao fossem cometidos erros na utilizacao das tabelas.

As tabelas foram criadas no ano de 1999, e a ldgica responsavel pela
classificacdo estava protegida por uma senha que se perdeu com o tempo. Para acessa-
la, foi necessdrio quebrar a seguranga padrao do Excel. Através de uma técnica que
consiste em converter as tabelas em arquivos hexadecimais e remover ou alterar as linhas
que contém a senha, foi possivel acessar os cddigos na linguagem Visual Basic, que
continham as logicas para reproduzi-las na aplicagao.

Apos se obterem as regras das tabelas, foi criada uma aplicacao em C# para
receber os dados. A pedido da equipe de pesquisa, o uso do arquivo de texto da Figura
2 foi mantido por ser um modelo padronizado que é repassado aos alunos no
laboratério. Dessa forma, a aplicagdo faz a leitura e o processamento do arquivo,
salvando os resultados em um banco de dados relacional.

A Figura 3 mostra os dados obtidos do arquivo da Figura 2, em que MSP, MSG
e MG sao tipos de mancha e cada mancha € atribuida a uma classe (de 1 a 10) de acordo
a quantidade de células do tipo MSP. E possivel também marcar o resultado como um
controle, indicando que serd utilizado como base para determinar se algum composto é
mutagénico em comparacao a ele.

Figura 3 — Resultado da Extracao
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"classleé": @

X

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para atribuirem-se os resultados a um usuadrio especifico e agrupa-los de acordo
com o estudo realizado, foi criado o modelo relacional exposto na Figura 4.

223 | Revista Perguirere, 17 (2), maio/ago. 2020



APLICACAO PARA ANALISE ESTATISTICA LIGADA A PESQUISA GENETICA

Cada usudrio pode criar varias Researches (pesquisas) que sao formadas por
varias TransData (dados transformados). Dessa maneira, é possivel, por exemplo, testar
o mesmo composto com diferentes concentragdes e comparar os resultados dentro da
mesma pesquisa, além de melhorar a organizagao.

Figura 4 — Modelo do Banco Relacional
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Apos criar uma pesquisa e incluir os dados referentes a ela, o usudrio pode gerar
um relatério no formato PDF com os resultados de calculos estatisticos de distribui¢ao
binomial, como exposto na Figura 5. Caso os dados de andlise sejam alterados, basta que
o usudrio gere um novo relatdrio.
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Figura 5 — Tabela do Relatdrio
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Apua 60 10 6l 03 9 0 0 117 ll i
CuDoxPhen| 60 1.63 % + 0.5 bi) + 0.03 ) [ 13 134 + 13

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Cada linha da tabela é referente a um composto, sendo que a primeira linha
apresenta o controle usado nos calculos.

Para gerenciar a geragao de relatdrios e o upload de arquivos, foi criada uma
interface Web utilizando-se Vue.js e os componentes disponibilizados pelo Vuetify.js.
Dessa forma, € possivel que usudrios acessem os dados pela internet de forma rapida e
simples. A Figura 6 mostra a tela principal, em que sao listadas as pesquisas criadas.

Figura 6 — Tela de Listagem de Pesquisas

= Biosis

E Pesisis Pesqu'\sas
f| Conoks

feste 0 o

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Sao disponibilizadas opg¢des para se fazerem o download do relatdrio e upload de
arquivos para extracao de novos dados.

5 CONCLUSOES

As funcionalidades desenvolvidas buscaram atender as necessidades dos
pesquisadores na area da mutagao genética, utilizando-se o teste SMART, uma vez que
as técnicas utilizadas para se chegar a um veredito de composto mutagénico ou
antimutagénico eram ineficientes e desnecessariamente complexas. Dessa forma, o
sistema aumenta a credibilidade dos estudos e a velocidade de andlise.

225 | Revista Perguirere, 17 (2), maio/ago. 2020



APLICACAO PARA ANALISE ESTATISTICA LIGADA A PESQUISA GENETICA

A aplicagao foi desenvolvida com foco no teste SMART, porém a proposta de
informatiza¢do podera futuramente abranger outros tipos de experimentos das ciéncias
bioldgicas, sendo necessaria a implementagao das funcionalidades requeridas pelo teste
que se deseja incluir na aplicagao.

Os objetivos deste trabalho foram alcangados, uma vez que o uso das tabelas
Excel foi removido do fluxo de trabalho, e os resultados obtidos foram os mesmos, com
maior praticidade e menor risco de erro.

O desafio do trabalho consistiu na interpretagao de todos os calculos estatisticos
utilizados para se obter o resultado final, ja que, em alguns casos, valores arredondados
ou fatores em ordem errada podem afetar a conclusao sobre a natureza do composto
analisado. Foram realizados testes com varios dados para validar os resultados, todos
obtiveram sucesso, comprovando a eficacia da aplicagdo em reproduzir o fluxo das
tabelas.

A mutagénese esta atrelada ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer,
uma das maiores causas de morte da atualidade. A busca por um tratamento que seja
menos agressivo e que erradique completamente a doenca ¢ um dos grandes desafios da
ciéncia moderna.

A quantidade de pesquisas cresce, acompanhando a revelacao de novas
descobertas. Assim sendo, aumenta-se a necessidade de se processarem os dados
rapidamente e de se armazenarem os resultados de modo organizado e de facil acesso.
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