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1. Instrucao

Na medida que o estudos na drea de Biologia Molecular avacam, surge a necessidade
de novas ferramentas de analise. Esse contexto requer a interagdo entre
pesquisadores da area de biologia com estudiosos da drea de computacao, a fim de
desenvolver essas ferramentas em conjunto.

Uma nova e importante area de biologia que interage com a computacao é a andlise
de microarray. Uma tecnologia capaz de medir a expressao de milhares genes
simultaneamente. Esta drea envolve a computagdo em diversas etapas: escaneamento
e analise de laminas de microarray, normalizacdo de dados, analise exploratodria e
estatistica.

Uma caracteristica deste tipo de andlise que é importante para o nosso estudo, é a sua
heterogeneidade. Ndo existe uma Unica sequéncia de passos a serem seguidos em
uma analise para todos os tipos de dados. Analises podem utilizar diferentes métodos
estatisticos que devem ser escolhido antes do processo.

Isso abre a oportunidade para utilizarmos um sistemas de programacao visual que
facilitariam o processo e ofereceriam uma interface mais amigavel para cientistas.

Iremos apresentar um estudo sobre a adequabilidade do software Kepler para
integragdo com o R na execugdo do pacote de analise de microarray Maiges. Esse
estudo esta separado em duas partes, sendo a primeira um embasamento tedrico
necessario para o entendimento da segunda parte - um breve estudo de caso que
complementa e justifica a parte tedrica.

A primeira parte se inicia mostrando toda a complexidade para se obter dados de
laminas de microarray em diversos tipos de processo. Este passo envolve o
escaneamento, reconhecimento de imagem, correcdo automatizada de problemas de
leitura. Neste ponto fica clara a necessidade de um tratamento computacional.

Do mesmo modo, ilustramos a dificuldade encontrada pelos usudarios na utilizacdo
dessas ferramentas computacionais. A partir disso, exibimos o conceito de
programacao visual e exploramos as facilidades e dificuldades que ela pode nos trazer.

J4 a segunda parte apresentamos o pacote do R préprio para realizar analises de
dados obtidos em microarray (Pacote Maiges) e mostramos como seria a execug¢do dos
primeiros passos de uma andlise utilizando esse pacote. Fazemos isso com o intuito de
exemplificar para o leitor as dificuldades encontradas pelos usudrios do R.

Como solucdo, apresentamos uma ferramenta de programacao visual (Kepler) que
pode ser integrada ao R para tornar a sua execu¢ao mais simples para os usudrios.
Mostramos como poderia ser feita essa integracdo e terminamos com os problemas e
facilidades encontrados com o Kepler.



2. Bioinformatica

2.1. Analise de Microarray

Todos os seres vivos guardam em uma molécula de DNA (dcido
desoxirribonucleico) informacdes vitais para o funcionamento do organismo. O
processo de expressdo génica é responsavel por transcrever pequenas porcdoes do DNA
(genes) nas moléculas de RNA.

Transcricio

— Traducdio -
DNA «— RNA —> | Proteina

Transc. Reverso
Figura 1: Diagrama que mostra processo de transcricio do DNA em RNA.

As células e tecidos dos corpos funcionam corretamente quando os genes sao
expressos de forma correta. Qualquer expressao alterada ou realizada em momento
incorreto, pode ocasionar patologias. Isso ocorre pois 0s genes interagem entre si de
maneira complexa formando uma espécie de rede, e qualquer alteracdo em Unico
gene pode encadear um processo patoldgico. O cancer, por exemplo, acontece quando
células do corpo se multiplicam de forma descontrolada e é causada pela mutagao na
expressao dos genes responsaveis pela divisdo celular.

Entre os principais estudos da Biologia Molecular, esta a andlise da expressao génica
em diversos tecidos bioldgicos a fim de entender e diagnosticar tecidos patolégicos. A
analise de microarray é uma tecnologia capaz de medir a expressao génica de milhares
de genes simultaneamente. Este é um processo muito complexo, pois ndo existe um
procedimento genérico que possa ser amplamente utilizado em uma analise
microarray.

2.2. O DNA Microarray

DNA microarray é um arranjo de moléculas DNA ligadas a laminas (chips) com
pontos (spots) marcados sobre elas. Cada spot, pode conter milhdes de moléculas DNA
idénticas e cada microarray pode conter centenas ou milhares de spots. Cada spot, por
sua vez, pode representar um gene diferente.



Figura 2: Imagem de hibridizacao mostrando spots verdes, vermelhos e amarelos. Figura retirada
de [9], "Métodos estatisticos para a analise de dados de cDNA microarray em um ambiente
computacional integrado"

A idéia da analise de microarray é utilizar uma amostra com muitos DNAs idénticos
e quantificar a capacidade dos mRNAs de se hibridarem com o DNA da amostra. A
deteccdo é possivel pela marcacdo com fluorocromos verde e vermelho. Desta forma,
a imagem de hibridizacdo da lamina é obtida e pode ser scaneada.

2.3. Processo de obtencao de laminas microarray

Vamos apresentar dois métodos de preparacdo das laminas de microarray. O
primeiro deles (Stanford [19]) utiliza sequéncias de cDNA (método 1), que podem ser
obtidas a partir de amostras de mRNA usando o processo de transcricdo reversa. Este
processo utiliza amplificacdo por PCR para fixacdo nos spots. O segundo é um método
comercial, conhecido como Affymetrix [25] e utiliza oligonucleotideos (método 2)
produzidos na prépria lamina.

A seguir, mostraremos os dois tipos de analise de microarray, desde a preparagao
das [aminas.

2.4. Método 1 - Andlise de Microarray de cDNA

O diagrama abaixo ilustra uma rotina basica de analise de microarray, desde a
obtencdo e amostras até a apresentacdo dos resultados.

Amostras = Extracdo do RNA = Controle de qualidade da amostra = Marcacdo 2>
Hibridizacdo da lamina = Scanner = Tratamento e andlise da imagem >
Normaliza¢do dos dados = Andlise do dados = Conclusédo

Abaixo apresentaremos o processo de obtencdo e hibridizacdo de laminas cDNA.

2.4.1. Stanford para obtencao de laminas microarray (cDNA)

Em 1995, Dr. Patrick Brown e Ron Davis da Stanford University publicaram este
método [19] de preparacao de laminas microarray que é realizada por impressdo de
fragmentos inteiros de DNAs obtidos a partir do mRNA. A obtencdo dessas laminas é
feita por um robd, responsavel pela impressdo nas laminas de vidro. Apds a
impressao, as moléculas de mRNA sdo transcritas em cDNA para torna-las mais



estaveis. Finalmente, as moléculas de cDNA podem ser marcadas com corantes
fluorescentes como veremos no capitulo a sobre hibridizagdo.

Figura 3: ArrayMaker da Stanford University (“Home-made”)

A grande vantagem na utilizacao deste método é seu baixo custo. Por este motivo,
o Método Stanford também é chamado de “home-made”. No sitio do The Brown Lab,
da Stanford University, existe um guia completo para construcdo de um robd
(http://cmgm.stanford.edu/pbrown/).

2.4.2. Processo de Hibridizacao

Antes do processo de hibridizacdo, precisamos extrair o mRNA (RNA mensageiro)
de nossa amostra experimental. Assim, o mRNA podera hibridizar o cDNA por
transcricdo reversa. Sdo utilizadas duas amostras diferentes de cDNA: uma delas é
marcada com Cy3 (verde) e outra com Cy5 (vermelho). Em cada um dos spots da
lamina, correspondente a um gene, conseguimos obter as propor¢des de mRNAs das
duas amostras.

Caso a fluorecéncia do spot seja semelhante para Cy3 e Cy5, a expressdo génica pode
ser considerada inalterada. Fluorescéncia avermelhada (Cy5) indica amostra inativa,
enquanto que fluorescéncia esverdeada (Cy3) indica amostra ativa.
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Figura 4: Parte do resultado da digitalizacdo de uma lamina de microarray. O canal Cy5 (a), o canal
Cy3 (b) e a composi¢do das duas imagens (c). Imagem retirada de [36] Microarray Image Analysis

A lamina pode finalmente ser scaneada para que a imagem de hibridizacdo seja
processada por algum programa de reconhecimendo de imagens.

2.5. Método 2 - Andlise de microarray comercial e Affymetrix
(nucleotideos)

Affymetrix [23] é uma solugao comercial para obtengado e andlise de laminas
microarray de oligonucletideos. Essas [aminas sdao chamadas comercialmente de
GeneChip® e sao obtidas pelo processo de fotoligrafia.

A producgdo dos microarrays GeneChip® [25] utiliza o conhecimento da indUstrias
de semicondutores neste processo, que é baseado na utilizacdo de luzes (radiacdo
ultravioleta) para produgdo de multiplas camadas de certo material (no nosso caso,
camadas de nucleotideos para formar o oligonucleotideo).

A producdo da lamina de oligonucleotideos ocorre da seguinte forma: os
nucleotideos (Adenina, Guanina, Timina, e Citosina) sdo ligados em uma longa cadeia
sequencial formando um oligonucleotideo (na ordem correta). Utilizando uma mascara
e luz ultravioleta (fotoligrafia), é possivel direcionar os nucleotideos para uma parte
especifica da lamina (spot), estimulando a ligagdo com o pedaco ja produzido dessa
cadeia. Mascara apds mascara, a sequéncia vai se formando até resultar nos
oligonucleotideos desejados. Veja na imagem abaixo as janelas das mascaras que
permitem a entrada de luz e resultam na adi¢do de nucleotideos na cadeia.



Photolithographic Synthesis

Feature
]

Figura 5: Imagem que ilustra o processo de fotoligrafia e mostra como a mascara pode filtrar a luz
ultravioleta. (Imagem redirada de [25] "GeneChip® Microarrays - Activity #3 — Manufacturing of
GeneChip Microarrays and Building Models")

1.28 em

A =
P B = @
c - E ra
Actual size of GeneChip” N [e) | B= A
T E \.I | ‘c & 1 T
a [ [

500,000 colls on each GenaChip™ array
Actual strand = 25 baso pairs

Figura 6: Imagem que mostra o resultado final da produc¢do do GeneChip, ja com os seus

oligonucleotideos formados na Iamina. (Retirada de [25] "GeneChip® Microarrays - Activity #3 —
Manufacturing of GeneChip Microarrays and Building Models").
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Enfim, a lamina esta pronta para a hibridizacdo e coloracdo (feita pelo GeneChip®
Hybridization Oven). Agora as laminas podem ser escaneadas (pelo GeneChip®
Scanner) e tratadas por um programa (GeneChip® Operating Software) que ira
guantificar e analisar a intensidade da fluorescéncia em cada spot.

2.6. Detalhes sobre escaneamento e reconhecimento de imagens

A analise de dados so é possivel apds o escaneamento e varredura da imagem
obtida a partir das laminas. Para isso, existem os programas que utilizam algoritmos
de reconhecimento de imagem. Alguns exemplos de programas sdo GenePix Pro,
QuantArray, TIGR Spotfinder, ArrayVision, GridGrinder, GeneChip® Operating Software
entre outros.

&, Color Map Editor

Current point iz at =255, wi

k. I Cancel | Rezet | Help |

Figura 7: Imagem retirada do site [35] Genepix Pro

Podemos dividir em dois tipos os escaners disponiveis no mercado:

1. Laser— Digitaliza a imagem baseada na diferengca do comprimento da
fluorescéncia vermelha e verde. Neste caso é gerada uma imagem para o
comprimento de onda cy3 e outra para cy5 (comprimento de 570nm e
670nm, respectivamente).

2. Charge Coupled Device (CCD) — Utiliza luz branca e uma camera fotografica
com lente objetiva, para garantir contraste dos tons.

As imagens obtidas com os escaners sdo 16-bit e o processo de analise e correcao
de imagem pode ser divido em trés etapas principais:

1. Gradeamento — Divisdao da imagem em grade, cujos pedacos minimos
representam spots com background.
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2. Segmentag¢do — Separacdo do background com o foreground (regiao sinal),
para diferenciar a drea de interesse da cor de fundo (foreground é o proprio
spot). Isso ndo significa que descartaremos as informacgées do background.

3. Quantificagdo — O foreground extraido no segundo passo sera analisado
guanto a intensidade da fluorescéncia verde e vermelha (R e G no padrdo
RGB). Nesta etapa utilizaremos o background para corre¢ao de ruidos.

Abaixo, mostraremos com maiores detalhes cada etapa da anadlise e correcao da
imagem.

2.6.1. Primeiro passo - Gradeamento

O primeiro passo na anadlise da imagem da lamina obtida no escaner é o
gradeamento. O objetivo desse processo é transformar a imagem em uma matriz
(grade), determinando a regido de cada spot que sera analisada posteriormente na
segmentacdo. Essas regides sdo normalmente retangulares e contém o foreground
(regido de sinal) e o background.

Alguns softwares de gradeamento (GenePix Pro, ScanAlyzer) requerem alguns
parametros para ajudar na leitura da imagem. Este tipo de andlise é chamada de
baseada em template, e os dados necessarios sao:

- nimero de colunas e linhas;

- numero de grades;

- espacamento entre colunas e linhas;

- altura e largura do spot ;

- translacdo da imagem (caso a lamina ndo estivesse na posicdo correta);
- posicdo da primeiro spot em relagdo a lamina.

Também existem os softwares que analisam a propria imagem em busca dos
parametros acima, automatizando o processo de alinhamento e conseguindo
encontrar os spots mesmo em grades nao uniformes. Sao os chamados softwares
baseados em dados (Data-driven softwares).

A acurdcia do gradeamento pode ser aumentada permitindo interagao humana.
Porém, a eficiéncia sera prejudicada. Por este motivo, existem softwares que
permitem a escolha entre gradeamento automatico ou manual.

Na pratica, as imagens obtidas no escaneamento podem apresentar deformacdes,
divergéncia de espagamento entre spots, desalinhamento entre linhas e rotagdes. Um
algoritmo proposto por Lipori [30] chamado de “deformable gridding” pode ser
utilizado para posicionar os spots de forma que fiquem centralizados e uniformes na
imagem de analise.
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Figura 8: Algoritmo “deformable gridding” proposto por Lipori. Imagem de antes e depois em
dados hipotéticos. (Retirada de [30] Efficient Gridding of Real Microarray Images”, Giuseppe Lipori)

O método é baseado no Orientation Matching Transform (OMT) e pode ser usado
tanto para os softwares que recebem os parametros de entrada acima descritos,
quanto para os automatizados.

No caso da imagem obtida apresentar rotagao, podemos repara-la facilmente com
interagdo humana. Entretando, existe uma forma automatizada de fazé-la.

a=20°

|_J1.-'1f ao de -a l'f":' )

Figura 9: Rotacao de -200 para corrigir imagem.

Uma maneira de resolver o problema de forma automatizada é fazer uma busca
exaustiva de um angulo a, dentro do intervalo [Qmin, Omax], qUe Maximize a
combinacdo dos valores da projecdo RT (Randon Transform) na direcdo das colunas
(vertical) e linhas (horizontal) da imagem rotacionada em a. Isto &, rotacionar a
imagem de forma que maximize as projecGes para encontrar o melhor angulo de
rotacdo [Battiato et al., ‘07] [33].

13
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Figura 10: Esta figura mostra como uma corre¢ao proposta por Battiato funciona. Os graficos de
projecdo da primeira figura nao apresentam “picos” e “vales” bem deifnidos (intensidade alta a baixa,
respectivamente). Ja a segunda imagem estes estdao muito bem definidos. Imagem retirada de [36]
Microarray Image Analysis.

A figura acima ilustra os graficos de projec¢do de intensidade | na direcdo a. Ou seja, o grafico
de RT(l, a). No caso, assumimos que a Imagem 2 (l,) ja estava rotacionada no melhor angulo.

2.6.2. Segundo paso - Segmentacao

Como citamos anteriormente, este é o processo de separacdo do background com
o foreground (regido sinal). Apenas depois de determinada a regido de sinal,
poderemos enfim quantificar a intensidade das fluorescéncias.
Existem diversos métodos de segmentacdo e suas diferencas se baseiam em:
- diferentes formatos de spots que podem ser reconhecidos;
- eficacia vs. abrangéncia de formas
- analise de imagem vs. modelos estatisticos.
Abaixo vamos mostrar os métodos mais utilizados, a maioria deles descritos por
Yang em “Comparison of methods for image analysis on cDNA microarray data (2000)

[26].

”

2.6.2.1.Fixed Circle Segmentation (FC)
Esta primeira forma de segmentacdo assume um tamanho fixo para o didmetro
de todos os spots. Como consequéncia, alguns spots serdo lidos parcialmente e
podem ser confundidos com o proéprio background.

2.6.2.2.Adaptative Circle Segmentation (AC)

Este método estima o valor do didmetro de cada spot separadamente, mas
ainda sofre perdas na leitura pois ndo aceita deformagdes na forma do spot. Esta
pratica também consome bastante tempo de processamento pois precisa analisar
imagem de milhares de spots separadamente. Este método é utilizado pelo
QuantArray.

14



2.6.2.3.Adaptative Ellipse (AE)

Em 2005, Luis Rueda and Li Qin [27] propuseram uma nova forma de
segmentacdo que corrige parte do problema das duas solugdes acima. Utilizando o
processo de diagonalizacao, ele é capaz de ler os spots como elipses ao invés de
circulos. Isso significa uma maior abrangéncia de formas, pois um circulo é um caso
particular de elipse.

Entretando, existem muitas outras formas de spot. Entre elas estdo os formatos
de roscas, elipses deformadas, entre outros.

2.6.2.4.Adaptive Shape Segmentation (AS)

Um dos métodos utilizados nesta segmentacdo é o Seeded Region Growth
(SRG). O processo de descoberta do spot comeca em uma semente (seed) que
precisa ser conhecida. Depois percorre os pixels vizinhos para determinar seu
foreground e background.

A descoberta das sementes pode ser feita na fase de gradeamento e podemos
utilizar o algoritmo proposto por Lipori para centralizar as sementes e simplificar a
segmentacao.

Figura 11: A linha amarela representa o resultado do Seeded Region Growth. [Yan et al., 2000].

2.6.2.5.Histogram Segmentation(Hist.)

Este método utiliza o histograma de intensidade do foreground e background e
ndo fica restrito a nenhuma forma especifica (circulo, elipse, elipses deformadas).
Antes de analisar o histograma, utiliza-se uma mascara que pode ter formato
eliptico ou retangular. As janelas desta mascara precisam ser suficientemente
maiores do que todos os spots (na pratica podemos ter janelas maiores do quase
todos os spots).
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Figura 12: Histograma de um Spot mostrando a diferenga entre background e foreground.

Apesar de sua simplicidade, este método pode ser pouco eficaz caso o tamanho
da janela seja muito grande. Uma das formas de contornar este problema foi
implementada no QuantArray: a drea da janela escolhida é baseada no percentual
entre a area total do foreground e background, sendo que o primeiro varia de 5% a
20%, enquanto que o segundo de 95% a 80%.

2.6.2.6.Mann-Whitney segmentation

Este algoritmo de segmentacdo (Chen et al., 1997)[37] é baseado no teste
estatistico Mann-Whitney e calcula o limiar (threshold) entre o foreground e
background. O primeiro passo é criar uma mascara com o provavel foreground.
Em seguida, escolhe pixels aleatoriamente no background e comparar com
uma quantidade de pixels (pré-determinada) com baixa intensidade do
foreground (com o teste Mann-Whitney). Se a diferenca entre as distribuicGes
for insignificante, pixels do foreground sdo descartados. Os pixels que
sobrarem no foreground sao o préprio spot.

2.6.2.7.K-means segmentation

Este tipo de segmentacdo se baseia na clusterizacao K-Means (Bozinov and
Rahnenfiihrer, 2002) [36] , que envolve o problema dos quadrados minimos.
Nesse caso especifico, k é igual a 2 e as duas regidoes estudadas sao background
e foreground.

2.6.2.8.Tabela Comparativa das formas de segmentagdo

Esta tabela abaixo mostra formatos de spot e a capacidade de leitura dos
mesmos pelos diferentes tipos de segmentacdo. Receber a avaliacdo negativa
indica que esta forma de segmentacdo ndo é perfeita para leitura de tal
formato, mas nao significa que ndo sera lida de forma correta.

16



00 0e v OO
Fixed Circle Ndo Ndo Nédo Ndo Ndo
Adaptative Circle Sim Niio Ndo Ndo Ndo
Adaptaicve Ellipse Sim Sim Ndo Ndo Ndo
Adaptative Shape Sim Sim Sim Sim Sim
Histogram Sim Sim Sim Sim Sim

Tabela 01 — Comparacao entre softwares quanto ao reconhecimento de formas.

2.6.3. Terceiro Passo - Quantificagdo (Intensidade do Spot)

Para chegarmos a quantificacdo final dos spots (ratio) , precisamos analisar
localmente as intensidades do foreground e background para cada fluorescéncia. Em
seguida, tirar o ratio da fluorescéncia para Cy3 e Cy5 .

2.6.3.1.Intensidade do Foreground

A etapa final do processo de andlise de imagem é extrair a intensidade de cada
spot. Sabemos que a quantificacdo para a “taxa de hibridizacdo” de um spot é
diretamente proporcional a fluorescéncia do mesmo. Podemos calcular a
intensidade do foreground com:

- média das intensidades do spot;
- mediana das intensidades do spot;

Para conseguir maior consisténcia na analise, os softwares também extraem a
intensidade do background a fim de minimizar os efeitos causados por ruidos
(reagdo do vidro com componentes quimicos, umidade da ldamina, sujeira na
camera de leitura).

2.6.3.2.Intensidade do Background

Entre os métodos mais utilizados para medir a intensidade do background
estdo:

- a média das intensidades dos pixels ao redor do spot;
- mediana dos pixels ao redor do spot;

- constante global para todos spots;

- nenhum método.
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Veja na imagem abaixo as regides que os softwares consideradam como
background [Yang et al., 2001].

Figura 13: Regides de “background” consideradas pelos softwares comerciais. A regido em
vermelha representa o spot; a regidao compreendida entre os circulos verdes é o background
considerado pelo QuantArray;Regides de “background” consideradas pelos softwares comerciais. A
regido em vermelha representa o spot; a regidao compreendida entre os circulos verdes é o
background considerado pelo QuantArray; a regido interna do quadrado azul e externa ao circulo
vermelho é a regido considerada pelo Scanalyze, enquanto que os quadrilateros rosas sdo utilizados
no software Spot.

2.6.3.3.Calculo do Ratio

Finalmente, apds escolher as opcdes de medicdo de intensidade de background
e foreground, podemos quantificar nosso experimento. Vamos utilizar a média da
intensidade para exemplificar.

Intensidade Vermelha = media(Red Foreground) — media(Red Background)
Intensidade Verde = media(Green Foreground) — media(Green Background)
E, por fim
Ratio = Log; (Intensidade Vermelha/Intensidade Verde)
Podemos concluir que:

- ratio > 0 significa spot com maior intensidade;
- ratio < 0 significa spot com menor intensidade.
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A notacdo logaritmica na base 2 pode ser utilizada para aproximar nossos
resultados para uma Distribuicdo Normal. Caso nado utilizemos esta transformacao,
o ratio poderia ser analizado da seguinte maneira:

Ratio = (Intensidade Vermelha/Intensidade Verde)

- ratio variando no intervalo (1,+ =°) significa spot com menor intensidade;
- ratio variando entre (0,1) significa spot com maior intensidade.
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3. Necessidade da computacao para a Biologia

Como visto anteriormente, o processo de obtencdo de dados através da analise de
microarray é bastante complicado e custoso. Além disso, esse processo gera uma
guantidade muito grande de dados para serem tratados e, para fazer a analise desses
dados, sdo utilizados diversos métodos matematicos e estatisticos que podem ser
complexos e ainda ter uma quantidade elevada de dados a serem analisados. Devido a
essas dificuldades, se fez necessaria a introducdo de um ambiente computacional.

Infelizmente, a unido da computagdo com a biologia ndo é tdo simples quanto se
possa imaginar. Para implementar os diversos métodos a serem aplicados nos dados,
para que a entrada e saida de dados sejam feitas corretamente e para que todas as
outras etapas do processo computacional envolvido funcionem como o esperado, é
preciso da colaboracdo de pessoas da drea de computacdo (principalmente no
desenvolvimento dos softwares envolvidos) e da area de biologia (tanto na explicagdo
de como os programas devem trabalhar quanto na validagdo dos mesmos). Essa
colaboracdo nem sempre é simples. Este € um dos motivos que para o surgimento de
estudiosos em Bioinformatica, com conhecimentos tanto de biologia, como de
computagao.

Apesar de todas essas dificuldades enfrentadas no desenvolvimento, atualmente

existem diversos softwares para analise de dados obtidos através de experimentos de
microarray, agora vamos falar um pouco mais sobre um deles, o R.
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4. R Project

O R é um software livre sob a licenca da “Free Software Foundation’s GNU
General Public License”, de cédigo aberto e multi-plataforma. Devido a facilidade de
adquirir, instalar e rodar o R em diversas plataformas, existe grande colaboragao entre
seus usuarios, que trazem melhoramentos e novas funcionalidades.

O R é uma linguagem de programacdo e também um ambiente para
computacdo estatistica e producdo de graficos. Ele prové uma grande variedade de
técnicas estatisticas (modelagem linear e ndo linear, testes estatisticos classicos,
analises de séries temporais, classificacdo) e graficas (facilidade para produzir graficos
de excelente qualidade, incluindo simbolos matematicos e férmulas), e é facilmente
extensivel. Isso ocorre pois o0 ambiente R, assim como o S, foi feito utilizando uma
linguagem de programacao completa, permitindo que usuarios definam suas proprias
funcoes.

Grande parte do sistema foi escrita em R, possibilitanto que seus usudrios
acompanhassem as escolhas algoritmicas feitas (uma vez que o cédigo é aberto). Para
tarefas computacionalmente intensivas, podem ser feitas rotinas nas linguagens de
programacao em C, C++ e Fortran. Estas, podem ser facilmente chamadas em tempo
de execucgdo. Usuarios avangados podem escrever codigo C para manipular objetos R
diretamente, e isto pode ser muito interessante na area de optimizacdo de
performance.

O usuario, além de poder escrever as suas proprias funcgdoes, tem a possibilidade
de estender as funcionalidades do R via pacotes. Os pacotes do R sdo bibliotecas de
fungdes Uteis para determinada drea de estudo. O ambiente vem com alguns pacotes
basicos instalados e muitos outros estdo disponiveis em sites especificos. O R possui
sua propria documentacdo no formato LaTeX

A linguagem R pode ser considerada um dialeto, ou uma implementacao
diferente da linguagem S. Apesar de existirem algumas importantes diferencas entre
as duas linguagens, ha muito cédigo escrito em S roda normalmente no R.

Inicialmente o R foi escrito por Ross lhaka e Robert Gentleman no
Departamento de Estatistica da Universidade de Auckland, Nova Zelandia. Depois disso
um extenso grupo de pessoas contribuiu com o R mandando cddigo e relatdrios de
bugs encontrados. Desde 1997 o nlcleo de pessoas que pode modificar arquivos fonte
da versao oficial do R é composto dos seguintes membros: Doug Bates, John Chambers
(que foi o criador da linguagem S junto com sua equipe na “Lucent Technologies”),
Peter Dalgaard, Robert Gentleman, Kurt Hornik, Stefano lacus, Ross lhaka, Friedrich
Leisch, Thomas Lumley, Martin Maechler, Duncan Murdoch, Paul Murrell, Martyn
Plummer, Brian Ripley, Duncan Temple Lang, Luke Tierney e Simon Urbanek.

Como dito anteriormente, o R pode ter suas funcdes estendidas quando
instalamos os pacotes, esses pacotes ficam armazenados em repositdrios na internet.
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Nos proximos paragrafos falaremos um pouco sobre dois importantes repositérios
para o nosso trabalho, o CRAN e o Bioconductor.
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5. CRAN

O CRAN (Comprehensive R Archive Network) é um site que reine uma rede de
servidores FTP e WEB ao redor do mundo onde estao hospedados os codigos-fonte e
bindrios do R.

Nele também estdo armazenados uma infinidade de pacotes do R para diversas
areas da estatistica, producdo de graficos e ainda toda a documentacao referente. No
site cada pacote possui uma breve descricdo, versao, autoria. Ao fazer o download de
um pacote, o usuario pode instala-lo, ler sua documentacdo, obter exemplos de uso e
tutoriais.

O CRAN é o principal repositorio de pacotes do R, porém, para trabalhos em

areas mais especificas, como a Bioinformatica, existem alguns sites com pacotes
voltados a esse tipo de necessidade, como o Bioconductor.

6. Projeto Bioconductor

Bioconductor é um projeto de software de cédigo aberto e de livre colaboragdo
(interessados podem ajudar em seu desenvolvimento) que tem como objetivo prover
um software robusto, com métodos estatisticos e matematicos para a analise e
compreensao de dados gendmicos, boa documentacdo e facilidade na reproducdo dos
resultados obtidos.

Ele é baseado primariamente na linguagem de programacao R, porém sao
aceitas contribicdes em qualquer outra linguagem de programacao. O projeto
comecou no outono de 2001.

O nucleo de desenvolvimento do projeto é baseado primariamente no pessoal
do Centro Fred Hutchinson de Pesquisa em Cancer. Existem também outros membros
em instituicdes ao redor do mundo.

Os esforgos iniciais do projeto Bioconductor eram focados principalmente na
analise de dados obtidos a partir de analise de microarray especificamente, porém
muitas das ferramentas desenvolvidas sdo bastante abrangentes e podem ser
amplamente usadas para analises de diversos dados genomicos.

No site do projeto Bioconductor, assim como no CRAN , existe um repositério
que armazena pacotes proprios para serem instalados no R. Nesse caso os pacotes do
projeto ndo sdo Uteis para todo tipo de analise estatistica, como dito anteriormente,
eles tém como objetivo a analise e compreensdo de dados gendémicos exclusivamente.
Os pacotes que ficam armazenados no Bioconductor, assim como os do CRAN,
possuem toda a documentacdo, exemplos e etc.

Agora temos uma boa no¢do de algumas das ferramentas que estdo disponiveis
atualmente para fazer andlises de dados obtidos em microarray. Apesar do que possa
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parecer, o uso dessas ferramentas ndo é tdo simples quanto parece, mais adiante ha
um estudo de caso que explicita isso e mostra que poderiamos ter maior usabilidade
unindo essas ferramentas a um software de programacao visual. Agora apresentamos
algumas nogdes tedricas sobre programacao visual que consideramos importante.
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7. Programacao Visual (VP)

7.1. Introducao

As linguagens de programacdo convencionais sao dificeis de aprender e requerem
habilidades e conhecimentos que muitas pessoas ndao possuem. O nimero de
computadores pessoais cresce a cada dia e com eles a utilizacdo de diversos
programas. Entretanto, os usuarios sdo incapazes de modifica-los para atender suas
necessidades especifica. Para permitir que o usuario final modifique e reconfigure o
sistema, este deve prover diversas op¢oes e flexibilidade, deixando-o cada vez mais
complexo.

Neste ambiente que surge a idéia da Programacao Visual (PV): a utilizacdo de
componentes graficos e expressdes visuais como linguagens, com a finalidade de
tornar as tarefas de programacado mais faceis e conseqlientemente mais acessiveis aos
usuarios. Deste modo, sera possivel construir sistemas sem os pré-requisitos e
conhecimentos avancados de programacao, seja por programadores ou ndo. Os
principais objetivos sdo: tornar a programacdo mais facil de aprender, realizar tarefas
complexas com menos erros e economia de tempo de desenvolvimento.

7.2. Definicdo

Programacao Visual é qualquer sistema no qual o usudrio escreve um programa em
duas ou mais dimensdées, uma vez que as linguagens textuais convencionais sdo
interpretadas e compiladas como um fluxo longo e unidimensional (1).

De outra maneira, PV refere-se a qualquer sistema que permite a construcdo de
programas manipulando elementos graficos e metaforas visuais, e ndo apenas
especificando-os textualmente como na programagao convencional.

E importante explicitarmos a diferenca entre Programac3o Visual e a Visualizagdo
Grafica do Programa (VGP), pois sdo conceitos totalmente diferentes. Na PV, os
elementos graficos sdo usados para a construcdo do programa em si, diferentemente
da VGP, na qual os elementos podem ser especificado tanto textualmente como da
maneira convencional. Neste caso, os elementos graficos sdo usados apenas para
ilustra-lo, seja em um aspecto especifico ou em sua prépria execucao.

A VP se divide em visualiza¢do dos dados, do cédigo e do algoritmo (execuc¢do do
programa). Ainda podem ser classificadas quanto ao tipo de visualizacdo: dinamica ou
estatica. A primeira refere-se a animacgdes do programa rodando e a segunda
representa “fotos” do programa em determinado momento da execucao.

Apesar de distintos, essses conceitos se unem de tal forma que a demonstracdo e
depuracdo de um programa construido com PV deve ser feita de maneira grafica,
utilizando assim a VG. Deste modo, conseguimos separar mais precisamente os
conceitos de construcdo do programa (por VP), e sua visualizacdo grafica apds ser
construido (por VGP).
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7.3. Linguagens de Programacao Visual (LPV)

Na literatura, encontramos diversas definicdes de linguagens de programacao
visual:

e Uma linguagem de programacao visual € um conjunto de arranjos espaciais e
simbolos graficos com uma interpretacdo semantica quem se comunicam
usados para representar as agdes em um programa (1).

e S3do linguagens que permitem construir programas manipulando informacGes e
expressdes visuais num processo interativo (2).

De modo mais sucinto, sao linguagens que usam representac¢ao visual no processo
de programacdo, criando ou modificando um programa.

Essas expressoes visuais (como graficos, imagens, icones, arcos, flechas, caixas e
circulos), se conectam montando o fluxo de execu¢do do programa. As linguagens de
PV envolvem técnicas de interacdo com manipulacdo direta do usuario com os objetos.
Por exemplo: selecionar ("point-and-click") e mover ("drap-and-drop"). Isto torna a
programacado uma experiéncia mais agradavel e intuitiva.

Vale ressaltar que Visual Basic, Visual C++ e toda familia Microsoft Visual ™ ndo sao
linguagens de programacao visual, mas sim linguagens textuais que apenas utilizam
uma interface visual para que os programadores construam interfaces graficas de
forma mais rapida e facil.

7.4. Beneficios, Vantagens e Estratégia

Sdo inUmeras as vantagens do uso de graficos e expressdes visuais em ambientes
computacionais. Dentre as varias razoes, podemos citar como principal argumento o
fato de que os humanos processam imagens e informacodes visuais de forma mais clara
e otimizada.

Imagens sdo mais poderosas do que palavras como meios de comunicagdo, pois
elas agregam mais informacao e significado em uma unidade de expressdo mais
concisa. Também ndo possuem as barreiras que as linguagens impde. Além disso, as
pessoas lidam muito melhor com exemplos concretos e visuais do que idéias abstratas,
pois sdo mais faceis de aprender e lembrar.

Inclinando-se para o lado computacional, as linguagens de programacao visual
promovem um nivel maior de abstracdo, fazendo-a de forma multidimensionale dando
menos énfase a sintaxe. Deste modo, ela passa a auxiliar a programacao, tornando-a
mais facil de entender e de se reproduzir.

Podemos citar como exemplo os programas escritos em linguagens textuais. Se

apresentados de forma visual com a identacdo de blocos ficam mais faceis de serem
lidos e compreendidos por outras pessoas.
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void contaAteDez () { int x;for(x = 1; x <= 10; x++) {printf ("%d",x);} }

void contaAteDez () {
int x;

for(x = 1; x <= 10; x++) {
printf ("$d \n", x);
}

Exemplo de como uma melhor apresentacao visual deixa o programa mais claro de ser lido,
mesmo quando escrito utilizando-se linguagens textuais.

A utilizacdo de graficos para a PV faz com que a representacdo das informacgGes e a
manipulacdo dos dados sejam feitas de forma mais natural pelo usuario, aproximando-
se de sua capacidade mental em realizar atividades do mundo real. Assim, ao
desenvolver um programa de forma unidimensional (linguagens textuais comum), ele
ndo desperdica capacidade cerebral.

A PV tem o desafio de tornar a programacao mais facil de ser compreendida, seja
por programadores experientes, novatos ou até mesmo ndo-programadores. A
multidimensionalidade é diferenca essencial entre linguagens de programacao visual e
as linguagens textuais.

Na drea de desenvolvimento e manutencao, podemos citar outros beneficios da
PV. A depuracdo de programas em sistemas visuais, por exemplo, agrega uma
quantidade maior de informagdes do que em texto puro. A construgdao dos programas
estimula a manipulagao direta dos objetos e da interface, dando a sensagao de maior
poder ao programador.

Além disso, ela auxilia os programadores em alguns paradigmas normalmente
dificeis de serem superados em linguagens convencionais (como é o caso da
reusabilidade de componentes e a explicitagdo de relacionamentos).

A reusabilidade prové o beneficio do desenvolvimento de métodos e na ajuda em
construir novos programas que utilizam os componentes ja desenvolvidos. Possibilita
assim uma maior reusabilidade, portabilidade e interoperabilidade entre softwares. Ja
a explicitacdo de relacionamentos é muito util, pois nos da um retorno visual imediato
das dependéncias dos objetos.

27



B Gaboiry it b - e b Vs Prsgy arreing Langasgs

ek Tl T vl e

' ey [+ ]

e an g Y g

wa— ¥ R “.
= o s ek 1
L : - s

e [re=rmmp— T " g iy

s s ! T v

ke

o i P

. B b =]

- Figura 14: Exemplo de programa que simula o movimento de um rob6 [38]. Mostra a
reusabilidade de componentes (DriveDifferentialTwoWheel). Microsoft Robotics.

Desta forma, a pesquisa em PV possui forte relagdo com outras areas, como por
exemplo a de Interacdo Homem-Computador (IHC, ou HCI em inglés. (3)). Esta drea
estuda a forma com a qual os usudrios interagem com o sistema e como elas ajudam a
realizarem suas tarefas, de forma simples e objetiva.

Assim, outros objetivo importante da PV é criar ferramentas eficazes com
usabilidade, que se baseiem em expressdes visuais e toda a tecnologia grafica. E desta
forma, ajudar usudrios e programadores a realizarem seus trabalhos de forma rapida e
produtiva, e conseqlientemente, com menos erros.

Entretando, um grande mal-entendido que esses fatos originam é que a PV tem
como principal objetivo eliminar por completo o "texto" das linguagens. Isto é um
grande engano, ja que diversas linguagens de programacao visual os incorporam,
porém em um contexto multidimensional.

Estamos convencidos de que a PV e sua unido com linguagens textuais caminham
para uma forma mais clara de desenvolvimento de programas, mantendo a descricdo e
a abstracdo em alto nivel e tornando-a mais legivel por outras pessoas.

Um exemplo em nosso cotidiano seriam instrucdes sobre o caminho e um mapa.
As instrucGes seriam como as linguagens textuais, muitas vezes confusas e
complicadas de entender e lembrar. O mapa faria o papel da linguagem visual, com
informacgdes mais claras e precisas. Porém se unirmos as duas formas de descricao,
teriamos um valor agregado muito maior e conseqlientemente uma maior
compreensao por parte das pessoas.
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Outra grande vantagem de uma LPV é a capacidade de retorno imediato (feedback)
ao programador ou usuario. Tanimoto (5) descreve essa capacidade de oferecer
retorno a qualquer edicdo do programa como liveness (responsividade do sistema) e a
classifica em quatro niveis quanto ao feedback:

1. Nenhum retorno

2. Algum retorno, mas ndao imediato e automatico

3. Retorno imediato e automatico

4. Retorno imediato e automatico, incluindo eventos de mouse, ticks de relégio, e
outros dados que afetam o estado atual do programa.

Podemos também classificar algumas LPV quanto ao seu uso e suas caracteristicas.
Alguns exemplos sdo:

e Linguagens imperativas e por demonstragao.

e Baseadas em exemplos.

e Baseadas em formularios e planilhas (férmulas).

e Baseadas em regras (pré-condicao e pds-condicdo).
e Controle de fluxo.

e Controle de dados.

Em resumo, temos que as principais vantagens da Programacao Visual sdo:

e Figuras e imagens traduzem um significado mais eficiente do que palavras.
Pensamentos sao feitos em imagens, de forma multidimensional.

e S3o melhores para entender e serem lembradas, com alto nivel de detalhes.
Pessoas preferem imagens a palavras, exemplos concretos a abstratos.
Também ndo impGem barreiras.

e A experiéncia em programar se torna mais agravavel.

e Menos énfase na sintaxe.

e Tempo de desenvolvimento e manutengdo reduzidos, pois o codigo é mais facil
de ser gerado

e Custos de desenvolvimento e manutengao reduzidos.

e Concretude

e Manipulagao direta de objetos

e Explicitagdo de relacionamentos.

e Retorno visual imediato. Mostra automaticamente os efeitos de uma edicdo
em um programa (como as férmulas em uma planilha de calculo, que
recalculam seus valores imediatamente quando a entrada também é
modificada)

o Flexibilidade.

e Consisténcia.
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7.1. Criticas, Problemas e Desafios

Apesar das inumeras vantagens da Programacao Visual e de Linguagens Visuais,
algumas criticas pertinentes ainda sao levantadas, colocando em discussdo a sua real
utilidade no universo da computacdo. Apresentaremos a seguir, em tépicos, alguns
pontos de discussao de maior peso encontrados na nossa pesquisa:

7.1.1. Dominio Limitado

As LPV ndo foram convincentes e disseminadas até entdo, pois tém sido Uteis
apenas para dominios restritos e especificos de aplicagao, principalmente
para trabalho e pesquisas do meio académico, deixando desconfianga sobre sua real
utilidade em trabalhos reais e de maior escala.

Deste modo, temos que uma das barreiras a serem quebradas ainda é demonstrar
gue a Programacado Visual pode ser usada para problemas do mundo real, e com isso
descobrir novos e apropriados dominios nos quaispossamos aplica-la.

Apesar disso, a Programacao Visual tem demonstrado bastante sucesso e trazido
grandes beneficios para as dreas que sdo aplicadas atualmente: programas de controle
financeiro, construcdo de animacdes, simulacdes bioldgicas, depuracao de programas.
Acreditamos que a cada dia novas pesquisas surgirdo com o objetivo de aumentar a
gama de dominios aplicaveis a Programacao Visual e provar que esta pode ser usada
para ajudar usudrios e programadores.

7.1.2. Resisténcia da comunidade

Ainda ha muita resisténcia dos programadores em aderirem a computacao visual.
Eles partem do principio de que a programacao é fundamentada em conhecimento
I6gico e matematico e que ndo é possivel uma pessoa sem o conhecimento da ciéncia
da computagdo programar com sucesso. Fazendo uma analogia com um engenheiro
mecanico: mesmo que vocé disponha de todas as pecas de um carro separadamente, é
guase impossivel monta-lo sem o conhecimento de um engenheiro.

7.1.3. Escalabilidade

O problema de escalabilidade certamente deve ser o mais criticado pela
comunidade resistente. O problema se concentra em como fazer uma aplicacao
expansivel sem sacrificar os objetivos de melhor légica e entendimento do programa.
Ou seja, refere-se a capacidade das LPV’s em serem usadas por programas grandes.
Atualmente a PV ainda apresenta restricdes na construcao de programas grandes ou
gue processam muitos dados.

Ignorando o problema de dominios de aplicagdo previamente discutido, podemos
citar os trés problema de escalabilidade: a limitagdo ao tamanho da tela do usudrio,

representacdo estatica do programa e documentacao.

Os elementos graficos das LPV's ocupam muito espaco na tela, ficando assim
inviavel a construcdo de programas grandes. Outro fator conseqiiente é que nao
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podemos contar com a capacidade e técnica do usuario em organizar as informacgoes e
de aproveitar de forma otimizada os espacos disponiveis na tela. Peter Deutsch diz: "E
impossivel ter mais de cinqiienta elementos graficos na tela ao mesmo tempo. Entao
como sera possivel construir um sistema operacional utilizando Programagao Visual?".
Entretanto as linguagens textuais apresentam basicamente o mesmo tipo de

problema enfrentado ha muitos anos, pois é impossivel visualizar, mantendo os niveis
de leitura, mais do que quarenta a cinglienta linhas de um programa escrito em texto
na tela.

Isto pode impactar em outros subproblemas da escalabidade e afetar diretamente
as vantagens da prépria Programacao Visual. Se a técnicas de visualizagdo e
organizacao ndo sao bem desenvolvidas, o programa se torna pouco eficiente e sem a
responsividade necessaria, afetando-o em niveis mais baixos de liveness. Pesquisas
focadas na melhora da navegacdo de interfaces, como as feitas na area de Interacao
Homem-Computador, e visualizagdao de dados, podem ajudar muito as LPV's a serem
mais adaptdveis a programas de larga escala.

Como as LPVs ddo menos énfase a sintaxe, elas precisam de uma representacao
estatica eficiente. A falta disso se torna uma barreira para as LPVs em termos de
revisao, analise, entendimento e explicacdo dos programas construidos. Por exemplo,
para um programa que deve conter dois retangulos alinhados, devemos colocar uma
linha e em seguida construir os dois retangulos de forma alinhada, para sé depois
apagar a linha. Assim, programas que envolvem duas ou mais dimensdes se tornam
dificeis de serem construidos e de serem representados estaticamente, ou ficam com
uma dificil compreensdo. Uma medida a ser tomada é desenvolver LPVs com
capacidade de esconder detalhes adicionais e excessivos em diferentes niveis de
abstracao.

Sabemos também que a documentacdo permite que o programador ofereca
informacdes adicionais que ndo podem ser convertidas ou explicitadas no codigo.
Entretando a documentag¢do em linguagens visuais ocupam espaco na tela,
influenciando ainda mais o problema de falta de espaco e limitagdo da tela. Ainda
assim temos o problema da ineficiéncia da maioria dos programadores em escrever
uma boa documentagdo. Muitos optam em documentar pouco, o com pouca
exatiddo. Programas com maior responsividade e/ou com uma boa ferramenta de
depuragao acabam ajudando os usuarios e outros programadores a entenderem o
fluxo, as propriedades e como o programa é executado, aumentando a consisténcia
entre o cédigo e a informacao da documentacdao, mesmo que seja pouca.

7.1.4. Poucas ferramentas e falta de eficiéncia

Atualmente existem poucas ferramentas para PV que implementam de forma
eficiente as linguagens visuais. A maioria ainda possui alguma deficiéncia em atributos
ja discutidos aqui (como depuracao, teste, responsividade, etc.) considerados
essenciais em computagdo. Alguns programas chegam a demoram muito tempo para
terminar a execucao, principalmente em sistemas de maior responsividade que
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demandam uma maior eficiéncia em redesenhar telas para mostrar constantes
modificacGes no estado do programa.

7.1.5. Abstracdo Procedural

A habilidade de criar métodos e rotinas que encapsulam os detalhes de
subtarefas foi um grande avanco para a programacao. Este é um fator tdo importante
para a computagao, que hoje em dia é dificil pensarmos em programar sem utilizar tal
abstracdo. Entretanto, a maioria das LPVs ainda ndo implementam a abstracao
procedural. Algumas ja a fazem de modo que permitem que o programador selecione
parte do cédigo e criem um componente novo na biblioteca de func¢ées, promovendo a
reusabilidade de componentes.

7.1.6. Abstracdo e Encapsulamento de Dados

Assim como a abstracdo procedura, a abstracdo de dados é igualmente importante
para encapsular informacGes e manter a consisténcia, visibilidade e interatividade,
permitindo o acesso a alguns dados apenas por meio de operagdes pré-definidas pelo
programador

7.1.7. Checagem de tipos de dados

A checagem dos tipos de dados é feita para detectar erros de incompatibilidade em
determinadas operagdes. Apesar da maioria das LPVs permitirem que isso seja feito,
algumas ainda apresentam problemas em atingir objetivos de simplicidade e
responsividade. Algumas das técnicas abordadas pela maioria das LPVs sdo: a
checagem estdtica de tipos explicitos e implicitos, como também a checagem dinamica
dos dados (para maior flexibilidade e simplicidade).

7.1.8. Persisténcia

A persisténcia de dados é essencial para programas de grande porte. Sem ela, os
dados ndo podem ser mais acessados apds o término da execu¢do do programa, o que
é inviavel para a maioria das aplicacOes. A persisténcia em algumas LPVs é muito fraca
ou até nula. Apesar disto, outras apresentam ferramentas de persisténcia,
basicamente das seguintes formas:

o Explicitacdo de arquivos para entrada e saida.

o Incorporacdo de linguagens para bancos de dados.

o Todos as informacgdes e dados sdo persistidos (como em planilhas).

7.1.9. Ferramentas além-programacao

A maioria das LPVs ndo possui ferramentas de uso fundamental para o
desenvolvimento de sistemas, sejam de pequena ou grande escala. Ferramentas de
controle de versao, compilacdo condicional, geracdo de bibliotecas e portabilidade, por
exemplo, ndo aparecem em quase nenhuma VPL

7.1.10.Transpareéncia da interface

A maioria das interfaces de ambientes para desenvolvimento de programas
utilizando PV possuem deficiéncia na transparéncia, fazendo com que a entrada de
dados e a construgao de diagramas complexos necessitem de um planejamento prévio
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que requer algum tempo e conhecimento por parte do programador da interface,
deixando de lado a simplicidade prometida pelas LPV.

Outro ponto a ser discutido seria a naturalidade em representar visualmente certas
estruturas de fluxo e/ou controle no programa. Por exemplo, para se fazer um laco,
uma linguagem textual é muito mais apropriada por fazer apenas o uso de uma
palavra, como while ou for, do que a construcdo de um icone especifico, ou um grafo

ciclico para tal representacao.

int |

| Test+ 11

i_Ca.I:u.Iate ‘ I TexttoSpeechTTs| |
il "The number is " + Test Ii SayText il G)b)/ Ii
E-Data fivariabie | -Merjgje_‘ 'T = _| i Data | | TexttoSpeechTTS
B ——serf{Test i | e i Test==10 #i All Done! ! SayText! 35/
it~ || it || | L eise | |_5trmg | | -
| Variable | i -CEII|CL-J-|£.I
Setdl Test = fi |

Figura 15: Construgao de um ciclo utilizando a LPV da Microsoft Robotics.

7.1.11.Praticas de Programacao

Algumas LPVs sdo criticadas por ndo usarem boas praticas de programacdo. A
maioria faz o uso de go-tos, o uso apenas de varidveis globais, abstracdo procedural,
documentacdo e comentario (algumas ja discutidas anteriormente).
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8. Estudo de Caso

Como dito anteriormente, no estudo de caso vamos primeiramente nos
aprofundar um pouco mais no estudo do pacote Maiges Pack:

8.1. Maiges Pack

8.1.1. Introducao

O pacote foi desenvolvido no projeto MAIGES (Mathematical Analysis of Interacting
Gene Expression Systems) com o objetivo de oferecer ferramentas de analise de
microarray, garantindo reprodutibilidade e facilidade na documentacdo do processo
adotado. Essa necessidade existe pois diversas abordagens de andlise podem ser
utilizadas de acordo com o tipo de estudo que estd sendo feito.

8.1.2. Estrutura do pacote

O MaigesPack integra varios pacotes do R afim de realizar diversos tipos de analise
de dados de microarray e ainda agrega algumas funcionalidades que facilitam o
processo como um todo. Entre essas facilidades estdo a verificagcdo em tempo de
execucdo da qualidade dos dados experimentais, a capacidade de geracao de graficos
e exportacao de resultados em formato HTML. Alguns dos pacotes que o MaigesPack
integra vém do site do CRAN (amap, class, e1071, gplots, MASS, R2HTML, rgl e som) e
outros vém do projeto Bioconductor (annotate, convert, graph, limma, marray,
multtest e OLIN).

O problema principal na integracdo de todos esses pacotes é que a maioria dos
pacotes desenvolvidos utilizam estruturas de dados bastante especificas, tornando
dificil a comunicagdo entre procedimentos diferentes implementados em pacotes
diferentes.

Apds analisar a estrutura de classes do pacote foi montado um diagrama (Figura 16)
em que é possivel verificar que o fluxo de execucdo dos métodos e funcgées
empregados em um processo de analise segue a estrutura de classes do pacote. Nesse
diagrama cada classe esta representada dentro de um retangulo que possui o nome,
funcbes, métodos e atributos dessa classe; as arestas representam métodos
computacionais que transformam um objeto da classe que a aresta sai em um objeto
da classe em que a aresta chega. Essa caracteristica do pacote confere modularidade
ao processo de analise, ja que cada processo de analise pode ser definido como uma
seqliéncia de métodos especificos. Ainda conseguimos uma maior facilidade na
extensdo do pacote, ja que é possivel produzir novos médulos de analise que seriam
facilmente incorporados ao pacote.
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Figura 16: Diagrama de classes do pacote MAIGES.
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Para qualquer processo de analise de dados de microarray que seja feito utilizando

esse pacote é necessario seguir 4 passos:
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1 - Ler os dados

2 - Realizar analise exploratoria dos dados para verificar a qualidade

3 - Normalizagao

4 - Aplicar os métodos necessarios dependendo do que se quer responder

O inicio de um processo de andlise de microarray se inicia com a carga dos dados
(passo 1), que é executada pelo método load.data. Este, gera um objeto da classe
maigesPreRaw - a classe de entrada dos dados no R. A partir dessas informacoes
iniciais, é possivel diagnosticar eventuais erros de leitura ou viés.

Depois do objeto criado, pode ser transformado em um objeto da classe maigesRaw
com o método create.maigesRaw. Nessa fase do processo, os objetos armazenam os
dados brutos de um experimento de microarray.

Nesse caso, o objeto pode ser convertido em um objeto das classes marrayRaw e
marrayNorm ou RGList e MAList - as duas primeiras classes estdo definidas no

pacote Marray e as outras duas no pacote Limma, esses pacotes possuem algumas
funcbes especificas para analise exploratdria de dados (passo 2) que podem ser
interessantes dependendo do experimento que esteja sendo feito. Nessa fase
também é possivel gerar um objeto da classe maiges empregando uma das fungdes de
normalizacdo disponiveis no pacote.

Apds usar uma das funcdes de normalizagdo (passo 3), geramos um objeto da classe
central do pacote (maiges). Todos os métodos de analise de dados estdo
implementados para atuar sobre objetos dessa classe.

Nesse momento do processo é possivel tomar diversos rumos dependendo do estudo
que esteja sendo feito (passo 4), o diagrama do pacote maiges mencionado
anteriormente deixa bem claro a diversidade de caminhos a serem seguidos nessa
etapa.

As classes abaixo sdo destinadas a armazenar resultados e executar métodos de
analises finais, finalizando o processo de andlise de dados:

e A classe maigesANOVA é uma extensdo da classe maiges que contém outras
duas matrizes utilizadas para o ajuste de um modelo de analise de variancia.

e A classe maigesDE armazena resultados de analises que buscam genes
diferencialmente expressos.

e A classe maigesDEcluster € uma extensdo da classe maigesDE em que métodos
de agrupamento podem ser executados.
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e Aclasse maigesClass armazena resultados de anadlises de descriminagao ou
classificacdo.

e Aclasse maigesActMod armazena resultados de anadlises de classificagao
funcional de grupos génicos.

e Aclasse maigesRelNetB armazena resultados de analises de redes de
relevancia.

e Aclasse maigesRelNetM armazena resultados de analises de redes de
relevancia usando um modelo aprimorado.

e Aclasse maigesActNet armazena resultados de analises de classificagao
funcional de redes de regula¢do génica.

Ap0ds a execugdo desses 4 passos temos uma nogdo completa de como ocorre uma
analise de dados de microarray do inicio ao fim utilizando esse pacote. Todo esse
processo é mais complicado do que pode parecer, vamos apresentar agora alguns dos
problemas enfrentados pelos usudrios do R.

Para gerar e manipular os objetos do R é necessario algum conhecimento de
programacao e para cada funcdo que vai ser aplicada é necessario que se conheca a
sua assinatura e seus parametros. Além disso, apesar de toda a preocupacdo que o
CRAN e o Bioconductor tém com a documentacdo, essa nem sempre é impecavel e as
vezes pode ser bastante dificil para o usuario entender como fazer determinados
pacotes rodarem corretamente.

8.3. Execucao do Tutorial

Para que o leitor tenha uma nocdo melhor desses problemas vamos mostrar passo
a passo como seria para um usuario trabalhar com o pacote Maiges. Vamos reproduzir
abaixo a execucdo de uma parte do tutorial do pacote maiges que pode ser
encontrado em:

http://www.bioconductor.org/packages/2.1/bioc/vignettes/maigesPack/inst/doc/maigesPack tutorial.pdf

Com o R ja instalado, apds baixar o pacote Maiges e instala-lo no R chegamos no
primeiro comando do tutorial que é:

library(maigesPack)
Esse comando é responsavel pelo carregamento do pacote depois de instalado. Ao
digitar esse comando e apertar “Enter” o R informa o primeiro empecilho, os pacotes

gue o Maiges usa ndo estdo instalados e ndo é possivel continuar a execug¢do do
tutorial. Para sanar esse problema tive que baixar todos esses pacotes e instalar
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corretamente. Feito isso recomecei, o comando “library(maigesPack)” agora rodou,
todos os outros pacotes foram carregados e eu posso continuar a execug¢do. Partimos
para o segundo comando:

data(gastro)

Esse comando faz o carregamento do objeto gastro. Nao tivemos nenhum
problema com ele e passamos para o préximo comando que é responsavel por
carregar os valores numéricos no R:

gastro = loadData(fileConf = "load_gastro.conf")

Ao enviar o comando, o R responde que esta tendo problemas com a funcao de
leitura de arquivos e que ndo consegue encontrar o arquivo especificado. Depois de
algum trabalho para entender o erro, percebi que o problema estava no caminho
indicado.

Substitui o comando pelo abaixo para funcionar:

gastro = load.data(file.conf = "C:/Arquivos de programas/R/R-
2.5.1/library/maigesPack/doc/gastro/load_gastro.conf")

Os dois comandos seguintes ndo apresentaram problemas. Depois deles chegamos
no comando que transforma o objeto da classe maigesPreRaw em um objeto da classe
maigesRaw:

gastro.raw = createMaigesRaw(gastro, greenDataField = "Ch1.Mean",
+ greenBackDataField = "Ch1.B.Mean", redDataField = "Ch2.Mean",

+ redBackDataField = "Ch2.B.Mean", flagDataField = "Flags",

+ glabelGrp = "GeneName", gLabelPath = "GeneName")

Esse comando rodou corretamente também, porém é bem complicado entendé-lo
e, se alguma alteragao nos parametros tiver que ser feita, é possivel que o trabalho
seja bem grande. Depois dele chegamos no comando que plota o grafico na tela, como
indicado na Figura 17.

plot(gastro.raw|, 1], bkgSub = "none")

Nessa altura da execucdo do tutorial creio que ja ficou bem claro para o leitor o
tipo de dificuldade que é encontrado pelos usuarios desse pacote e entdo podemos
parar a sua execugao. Foi justamente pensando nesse tipo de dificuldade que
procuramos facilitar a vida do usudrio. Sabemos que muito esforco ja foi feito pelos
desenvolvedores do R e de seus pacotes e sabemos que a interacdo entre o R e os seus
usuarios ainda nao é tao simples quanto se deseja.

Certamente seria um grande desperdicio de tempo abrir mdo de tudo que ja foi

feito e recomecar do zero. Nesse momento nos perguntamos como poderiamos entdo
aproveitar tudo o que ja foi desenvolvido e mesmo assim facilitar para o usuario final.
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E nesse contexto que se insere o Kepler, um software de programacao visual que pode
ser integrado ao R de que vamos falar um pouco mais.

T —— 1)

* dmts | gertros|

= gartro = losd.dets |Sile.conl = YCodlrgquivos e oprogrmsars BOR-I.50 1 librerpd meigear Pack! decs grert o lowd_gestto.conE”|
PEFtIC.rEN = coests.msigurfey gertio, grewh.decaFixld = "Chl.Tean™, greenb.dstalfisld = "ChHl.B.fean™, oed.dstnlisld
plot |gertro.onw], 1], BhgSos = "poms ™|

Figura 17: Execucao do tutorial do pacote maiges no R.
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9. Kepler

9.1. O que é o Kepler?

O Kepler é um programa de computacao visual baseado em workflows
amplamente utilizado por cientistas. Estes, conseguem criar e executar workflows
cientificos que podem englobar processos complexos, integrando programacao R,
MATLAB, acesso a banco de dados externo, entre outras funcionalidades. O software
¢é baseado em componentes chamados de “atores”, que comunicam-se entre si através
de “portas” de entrada e saida. Desta forma, eles conseguem trabalhar de forma
encapsulada. Cada "Ator" faz a¢des tais como execucdo de cédigo, acesso a dados,
processamento de dados.

9.2. Funcionamento do Kepler

O sistema foi desenvolvido a partir do sistema Ptlemy Il, que controla a execucao
de um workflow por meio dos diretores. Neste sistema, um ator pode ter multiplas
portas de entradas e saida de dados. Ptolemy também é capaz de executar o workflow
de forma estatica ou dindmica, com alteracdes no tempo de execucdo. Baseado neste
sitema, O Kepler acabou herdando estas caracteristicas.

A base principal do Kepler é a utilizacdo dos atores, que sao responsaveis por:

e Encapsular as agoes.
e Canalizar as entradas, executar e fornecer saida.
e As portas sdo a forma centralizada de comunicagdo entre os atores. Os dados
sdo heterogéneos e podem ser recebidos e enviados para:
o banco de dados
o saidas em arquivos, saidas graficas e bloxplots
o paginas web
o FTPeSSH

Os diretores sdo responsaveis por gerenciar a execucdo dos atores. Isso permite
qgue o workflow seja executado de forma continua, Unica, ou seguindo regras
personalizadas.
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Figura 18: Implementagdo no Kepler do pacote Maiges — Classifica¢gdo funcional de redes génicas.

Nosso intuito inicial era (como na imagem acima) implementar no Kepler todos os
caminhos de execug¢do possiveis de uma andlise de microarray feita utilizando o pacote
maiges. Dessa maneira um usudrio que ndo possui experiéncia com o R e que
desejasse utilizar as funcionalidades existentes no pacote maiges poderia apenas
entrar com os dados que desejasse, configurar (de forma visual) o caminho que sua
anadlise deveria seguir e "apertar play". O Kepler se encarregaria de toda a cria¢do dos
objetos, chamada de fungdes e etc.

Como pudemos verificar, o Kepler possui algumas limitacdes que impedem o seu

funcionamento ideal para integragao com o R. De modo a impossibilitar essa
integracdo. Trataremos melhor esse assunto em um capitulo a seguir.
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10.Workflows Cientificos

Andlise de dados cientificos utiliza grande volume de informacdes e sdo realizadas
em etapas heterogéneas, que podem envolver processos de normalizagao, acesso a
banco de dados, acesso a repositdrio de informacdes, andlise e saida de dados.
Frequentemente esse tipo de analise ndo segue uma regra genérica de execucao,
fazendo com que os processos sejam sempre alterados. A utilizacdo de uma
ferramenta capaz de automatizar e unificar essas analises, economiza tempo e facilita
sua execucao.

Workflows cientificos sdo ferramentas flexiveis para executar analises de dados
geralmente complexas, incluindo dados cientificos. Cada workflow é organizado em
diversas etapas chamadas de "atores", que quando executados na ordem correta,
produzem saidas graficas ou textuais. As etapas sdo representadas por digrafos (grafos
dirigidos) e cada nd deste grafo representa a execugdo de uma tarefa.

Entre suas principais vantagens estao sua facil reusabilidade, integragdao com diversas
tecnologias, redugao dos custos de de execugao. Em geral, andlise de dados cientificos
utiliza grande volume de dados que sdo obtidos de diferentes fontes. Um workflow
cientifico é capaz de utilizar dados dessas diversas fontes, agilizando o processo de
execucao.

Arq. Entrada  Gene Networks  Normalizacdo Mod. Escala Relev. Network Image Output

Figura 19: Exemplo de workflow cientifico que recebe dados cientificos, analisa e gera uma saida
grafica.
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11.Avaliacao sobre a adequabilidade

Depois de conhecer o funcionamento das Linguagens de Programacao Visual,
Kepler e R, podemos finalmente discutir a adequabilidade do Kepler para o pacote
Maiges.

A idéia de utilizar PV parece perfeita na analise de microarray, especialmente por
ser um processo heterogéneo. Como vimos acima, o diagrama final em um processo
de andlise de microarray pode trilhar diversos caminhos.

O grande gargalo que encontramos especificamente na utilizacdo do Kepler, é o
fato de que a comunicacdo entre os atores é feita de forma limitada. As portas
(entrada e saida de dados) aceitam apenas dados simples: booleanos, numéricos,
matrizes, entre outros. Isso passa a se tornar uma limitagdo quando pensamos que os
cddigos que queremos utilizar dentro do Kepler ndo foram desenvolvidos com este
propdésito.

O pacote Maiges ndo é excecdo. Ele foi projetado para ser rodado dentrodo R, e
ndo no Kepler. As entradas e saidas de cada passo de execucdo deste pacote sdo
objetos e classes inteiras, inclusive seus dados. Desta forma, fica inviavel a utilizacao
do Kepler da forma usual.

Uma forma de contornar este problema seria manter uma instancia aberta do R,
dentro do Kepler. Isto se faz necessario porque o Kepler inicia e finaliza uma instancia
do R em cada ator, perdendo os dados. Conversando com o desenvolvedor
responsavel pelo funcionamento do R dentro do Kepler, Dan Higgins, compreendemos
gue nao é possivel manter esta instancia aberta.

Consequentemente, nossa solucdo se torna muito ineficiente, pois utilizamos o R
em quase todos os atores. Iniciar e finalizar uma instancia de R é muitos custoso.

Uma solucdo possivel para nosso problema é salvar o workspace do R em cada ator
do Kepler e utiliza-lo no préximo ator. Isso se torna inviavel, pois trabalhamos com
volume enorme de dados. Nao conseguimos medir o tempo que demora para salvar e
abrir um workspace nessas circunstancias, apesar de termos tentado simulacdo com
dados reais.

Tendo em vista que a analise e processamento de dados de bioinformatica requer
muito recurso de hardware, esta solucdo seria muito ineficiente. Uma idéia por tras da
programacao visual é unir programas e dados heterogéneos, que nao foram criados
com a intengao de serem rodados por plataformas de programacao visual. Seria
possivel programar em R de tal forma que fosse possivel utilizar o Kepler, mas esta nao
¢é a solucdo para o nosso problema pois os pacotes de analise em R ja foram criados.

Para as proximas versdo do Kepler, podem haver modificacdes no RExpression para
gue seja possivel a utilizacdo de pacotes mais complexos em R. Criar uma maneira de
manter a instancia aberta de R também pode ser interessante, apesar de perder a
idéia de encapsulamento dos atores.
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12.Conclusao

A demanda por sistemas computacionais na area de cientifica aumentou nos
ultimos anos. Porém, o desenvolvimento de programas especificos para tais tarefas
ndao acompanha este crescimento, pois é necessario conhecimento em programacao.
Por existir este obstaculo para o mundo cientifico, resolvemos focar nosso trabalho na
pesquisa de solucdes para tornar a programacao mais facil para o usuario comum, de
modo a quebrar a barreira.

Primeiramente, comecamos tendo o contato e estudando os conceitos de
bioinformatica, Linguagens de Programacdo Visual (conceito, limitacdes e vantagens),
tese de doutorado de Gustavo Henrique Esteves e o projeto Maiges, programacao R.
Com esse estudo, percebemos a dificuldade encontrada por pessoas da area da
biologia na analise de microarray.

Por outro lado, para nds programadores, realizar alguma refatoracdo do cddigo
(idéia principal do projeto) ou desenvolver novas ferramentas para o sistema, se
tornava algo desgastante pois nos faltava conhecimento do processo de analise de
microarray. Apos analisar algumas vezes o sistema buscando melhorias , sentimos a
necessidade de tornar o sistema mais amigavel para o usudrio final. Afinal, os bidlogos
gue necessitassem fazer suas andlises, gostariam de algo simples para alcancar seu
objetivo sem a necessidade de ter que entender o lado computacional.

Neste cendrio surge a idéia de implementar o Maiges no sistema de programacao
visual Kepler. Precisariamos entdo apenas utilizar o cédigo em R do pacote Maiges
para a construcao do workflow no Kepler, de modo que ficasse algo intuitivo e simples
para gquem quisesse utilizar, livrando assim os usuario da linha de comando. Como
vimos neste estudo, sdo inUmeras as vantagens da utilizacdo de workflows cientificos
na area de biologia.

Comecamos estudando o funcionamento do programa, desenvolvendo programas
simples e entendendo alguns exemplos encontrados para um maior entendimento das
ferramentas do sistema. A partir dai, o foco do trabalho havia se desviado da idéia
original, porém com tema ainda voltado a bioinformatica. Passariamos assim a analisar
a adequabilidade do Kepler para a implementacdo de um pacote de bioinformatica
feito em R, especificamente o Maiges.

Conforme descrevemos acima, o Kepler ndo é o programa ideal para
implementagao do pacote Maiges. Isto mostrou para nés que, apesar do Kepler ser
muito Util para o meio cientifico constatado por nds pela construcdo e execucao de
diversos workflows nas mais variadas areas de conhecimento, este se tornou inviavel e
ineficiente para a construcdo do pacote Maiges com o objetivo de tornar este mais
transparente e simples para os usuarios.

Isso ndo exclui a possiblidade de utilizarmos sistemas de programacdo visual na

analise de microarray. Apenas ilustra um problema real encontrado na integragao
entre biologia e computacdo. Podem existir pacotes de bioinformatica que podem ser
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utilizados no Kepler, como também podem existir outros sistemas de programacao
visual que conseguem implementar o Maiges.
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