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RESUMO

RIBEIRO, Bruna Garcia Cruz. Estudo e proposta de sistema para o processo de
tipificagio HLA praticado pelo Laboratorio de HLA da UERJ. 2017. 128 f.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Computacionais) - Instituto de Matemaética e
Estatistica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, 2017.

A bioinformética, ao propor o estudo da aplicacao de técnicas da informéatica na
area da biologia, tem proporcionado enormes avangos no campo da biologia molecular.
Toda essa evolucao tem gerado um grande volume de dados biolégicos que necessitam
cada vez mais da utilizacao da computacao para analise e armazenamento dessa
informacao. Nesse contexto, o Laboratorio de Histocompatibilidade e Criopreservacao
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HLA-UERJ), com a colaboracao do
Laboratoério de Computagao de Alto Desempenho (LabCAD), também da UERJ, tem
buscado empregar a tecnologia em suas atividades com o objetivo de aumentar a
qualidade dos servigos prestados. Desta forma, faz-se necessario que os fluxos de
trabalho do HLA-UERJ sejam mapeados a fim de possibilitar o melhor entendimento
dos processos atuais. O presente trabalho, com a utilizagao de técnicas de fluxograma,
apresenta o mapeamento das atividades de tipificagao HLA exercidas pelo HLA-UERJ e
oferece sugestoes de melhoria para o controle e gestao dos procedimentos atuais,
apresentando uma proposta de implementacao de um sistema de controle de workflow
em uma arquitetura de alta disponibilidade, com os objetivos principais de dirimir riscos
operacionais e ampliar a capacidade de analise e rastreabilidade dos dados gerados.

Palavras-chave: Mapeamento. Bioinformatica. HLA-UERJ. LabCAD. Histocompatibili-
dade.



ABSTRACT

RIBEIRO, Bruna Garcia Cruz. Study and proposal of a system for the HLA typing
process practiced by the HLA Laboratory of UERJ. 2017. 128 f. Dissertagao (Mestrado
em Ciéncias Computacionais) - Instituto de Matematica e Estatistica, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, 2017.

Bioinformatics, by proposing the study of computer science techniques for application in
the field of biology, has provided enormous advances in the molecular biology field. All
this evolution has generated a large volume of biological data which needs increasingly
use computer for analysis and storage of this information. In this context, the
Histocompatibility and Cryopreservation Laboratory of Rio de Janeiro State University
(HLA-UERJ), with the collaboration of the High Performance Computing Laboratory
(LabCAD) also UERJ, has sought to use the technology in their activities with the aim
to improve the quality of services provided. Thus, it is necessary to sistematize its
workflows to allow a better understanding of the current processes. This study, using
flowchart techniques, presents the mapping of the HLA typing activity praticed by
HLA-UERJ and offers suggestions for improvement in the control and management of
current procedures, presenting a workflow management system implementation proposal
in a high availability architecture, with the main objectives to settle operational risks
and increase the analysis capacity and traceability of the data generated.

Keywords: Mapping. Bioinformatics. HLA-UERJ. LabCAD. Histocompatibility.
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INTRODUCAO

Desde que a estrutura do DNA foi desvendada em 1953, o campo da biologia
molecular tem testemunhado enormes avancos. Com o aumento da capacidade de se
manipular sequéncias de DNA, uma grande quantidade de dados foi e tem sido gerada
em diferentes laboratorios espalhados ao redor do mundo [1].

Os anos de 1997 e 1998 podem ser considerados marcos na area, pois nesses dois
anos foram publicados o sequenciamento dos genomas de dois organismos vivos relevantes
na biologia, o do Caenorhabditis elegans e o do S. cerevisiae. No ano de 2000, outros dois
organismos, o Arabidopsis thaliana e o Drosophila Melanogaster tiveram seu sequencia-
mento concluido. No ano seguinte, foi publicado o primeiro esbo¢o do genoma humano
e em seguida outros genomas tao importantes quanto foram sendo sequenciados e publi-
cados, como o do rato Mus musculus (2002), o do agente causador da malaria humana
Plasmodium falciparum (2002) e de seu vetor o mosquito Anopheles gambiae (2002). Em
2004, o do rato castanho Rattus norvegicus e em 2005 o do chimpanzé Pan troglodytes |2|.

A Figura 1 apresenta o crescimento de um dos maiores banco de dados biologicos
publicos, o GenBank, relacionado a esses principais projetos, que nos tltimos 10 anos teve
sua base de dados triplicada [3].

Fica claro que o investimento em projetos de pesquisa ligados a sequenciamento
de DNA e analise genomica proporcionou o crescimento do niimero de bases e sequencias
cadastradas em bancos de dados biologicos, abrindo caminho para diferentes possibilida-
des de analises. Por outro lado, surgiram novos niveis de dificuldade na compreensao,
integracao e manipulagao dos dados, ja que estes podem ter formatos diferentes, estarem
duplicados ou serem de origem duvidosa.

Essa explosao de informagao estimulou a busca repentina por ferramentas compu-
tacionais eficientes para gerenciar e analisar os dados gerados. Entretanto, o desenvol-
vimento dessas ferramentas computacionais dependeu do conhecimento gerado por uma
ampla gama de disciplinas como matematica, estatistica, informética, tecnologia da in-
formacao e biologia molecular [4].

A fusao dessas disciplinas com a biologia resultou em um novo campo de estudo, co-

nhecido como bioinformatica. Essa recente area de pesquisa interdisciplinar, que envolve
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o uso de tecnologia para armazenamento, recuperagao, manipulagao e distribuicao de in-
formagoes relacionadas & biologia das macromoléculas, tais como DNA, RNA e proteinas,

tem se expandido rapidamente nos tltimos anos [4].

Figura 1 - Desenvolvimento do banco de dados piblico GenBank em conexao com alguns

marcos da bioinformatica

Fonte: [2], f. 27.

De forma geral, o maior objetivo da bioinformética é proporcionar melhor enten-
dimento a respeito de uma célula viva e seu funcionamento em nivel molecular, ja que,
através da anédlise das sequéncias e estruturas moleculares, novas idéias e perspectivas
podem surgir. A razao pela qual isso ocorre é que o fluxo de informagao genética é ditado
pelo dogma central da biologia, no qual o DNA é transcrito para o RNA, que por sua
vez é traduzido para proteinas. As proteinas s@o as principais responsaveis pelas fungoes

celulares e é através da analise de suas sequéncias que suas capacidades sao determinadas.
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Portanto, a resolugao de problemas funcionais usando sequéncias e abordagens, as vezes,
estruturais tem se mostrado um esfor¢o produtivo [4].

Torna-se evidente que a utilizagao de computadores na analise de dados biolégicos
tem afetado, em todos os aspectos, as ciéncias biologicas. Pesquisas que costumavam
ter inicio em laboratoérios, hoje, ja& comecam no computador, & medida que os cientistas
vasculham bancos de dados a procura de novas hipoteses [5].

Nesse contexto, o Laboratorio de Histocompatibilidade e Criopreservagao da Uni-
versidade do Estado do Rio de Janeiro (HLA-UERJ), com a colaboracao do Laboratério de
Computacao de Alto Desempenho (LabCAD), também da UERJ, tem buscado empregar
a tecnologia da informacao em suas atividades com o objetivo de aumentar a qualidade
dos servigos prestados.

O HLA-UERJ, localizado na Policlinica Piquet Carneiro, atua nas areas de ensino,
pesquisa e assisténcia, realizando exames de imunogenética pertinentes aos transplantes
renais e atuando como colaborador no cadastramento de doadores voluntarios do Registro
Nacional de Doadores de Medula Ossea (REDOME) [6].

Devido a investimentos e campanhas de sensibilizacao da populagao promovidas
pelo Ministério da Satude e o6rgaos vinculados, como o INCA, o nimero de doadores
voluntarios aumentou de forma expressiva nos ultimos anos, passando de 12 mil inscritos
no ano de 2000 para mais de 4 milhoes nos dias atuais. Com isso, o percentual de
transplantes de medula realizados por doadores brasileiros localizados no REDOME subiu
de 10%, em 2000, para 70% hoje [6]. A partir desse progresso, "o Brasil tornou-se o terceiro
maior banco de dados do género no mundo, ficando atras apenas dos registros dos Estados
Unidos e da Alemanha [6].

O laboratério também vem sendo um importante aliado na pesquisa referente a
detecgao e prevencao de rejeigoes cronicas renais, acompanhando a evolucao de pacientes
no poés-transplante e influenciando na medicagao empregada, visando a terapia que melhor
se adéqua ao paciente, primando pela minimizagao dos custos [6].

Para a realizagao dos exames, o laboratério aplica técnicas de sequenciamento de
DNA e identificacao de genotipos do complexo principal de histocompatibilidade humano,
denominado HLA [6]. Esses procedimentos tornam-se complexos a medida que demandam
a rastreabilidade e a confiabilidade das amostras e o arquivamento dos dados gerados.

Atualmente, grande parte dos processos tem sido realizada manualmente.
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O uso de tecnologia traz vantagens como maior celeridade em identificar amostras,
seguranca dos dados, reducao de erros, rastreabilidade completa, entre outros. Porém,
obstaculos na comunicagao entre bidlogos e "informatas" devido a falta de conhecimento
tecnologico prejudicam a implantagao de novos sistemas. Com a finalidade de dirimir essas
dificuldades e para que sejam aplicadas técnicas de informatizacao no fluxo de trabalho
existente, é necessario que seja realizado o mapeamento e a documentacao dos processos
envolvidos nas atividades do laboratoério.

Um processo dentro de uma organizagao nada mais ¢ do que um "grupo de tarefas
interligadas logicamente, que fazem uso dos recursos da organizagao, para gerar resultados
definidos, em apoio aos objetivos da organizacao"|[7].

A estrutura de um processo envolve entradas (inputs), saidas (outputs), tempo,
espaco, ordenacao, objetivos e valores. Todos esses fatores correlacionados resultam no
fornecimento de produtos ou servicos ao cliente, sendo a sua compreensao um fator de
extrema importancia para o sucesso de qualquer empresa [8].

Fica patente que "é preciso ter um profundo conhecimento das atividades que
constituem tantos os processos essenciais da organizagao como os processos que os apdiam,
considerando finalidades, pontos de inicio e fim, entradas, saidas e influéncias limitadoras".
Logo, faz-se necessario mapear a organizagao, revisando processos e sugerindo mudancas
[9].

Além disso, "mapear um processo é fundamental para verificar como funcionam,
todos os componentes de um sistema, facilitar a anélise de sua eficacia e a localizagao
de deficiéncias. E importante, também, o entendimento de qualquer alteracdo que se
proponha nos sistemas existentes e ainda fornecer subsidio ao tomador de decisao para
avaliar as atividades que agregam e que nao agregam valor a operagao"|[9].

Em termos de registro e documentacao historica, o mapeamento dos processos
também ganha grande importancia para que a qualidade dos servicos seja mantida mesmo
com a rotatividade de funcionérios, ficando o conhecimento armazenado na organizacao.

Com o mapeamento das atividades de tipificacao HLA exercidas pelo HLA-UERJ
é possivel observar o estado atual do processo e com isso, identificar oportunidades de
melhorias. Essas oportunidades de melhorias visam agilizar o servi¢o prestado pelo labo-
ratério, com a finalidade de incrementar a qualidade e a seguranca dos dados e ampliar o

escopo de amostras coletadas e analisadas.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é realizar o mapeamento das atividades de tipifi-
cacao HLA exercidas pelo HLA-UERJ, oferecendo sugestoes de melhoria para o controle
e gestao dos procedimentos atuais através de uma proposta de implementagao de um
sistema de controle de workflow em uma arquitetura de alta disponibilidade, para que
0s riscos operacionais sejam minimizados e a capacidade de anélise e rastreabilidade dos
dados gerados seja ampliada.

Os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

e Compreender conceitos de biologia molecular e bioinformatica;
e Detalhar o processo de tipificacao HLA do HLA-UERJ atual;
e Apresentar o fluxo do processo utilizando uma ferramenta gréafica;

e Identificar oportunidades de melhoria do processo de tipificagao HLA do HLA-UERJ

atual;
e Apresentar os recursos necessarios a implementacao de melhorias;

e Promover a integracao entre os laboratérios HLA-UERJ e LabCAD;

METODOLOGIA

Para que os objetivos dessa dissertacao fossem atingidos, a metodologia escolhida
foi a pesquisa participante, por se tratar de "um tipo de pesquisa baseado numa meto-
dologia de observagao participante na qual os pesquisadores estabelecem rela¢oes comu-
nicativas com pessoas ou grupos da situagao investigada com o intuito de serem melhor
aceitos"[10].

A pesquisa participante estimula o envolvimento do pesquisador com o objeto de
pesquisa e "permite a reafirmagao de fatos, facilitada pela vivéncia de situagoes especificas.
O pesquisador sente intensamente as dificuldades e as facilidades das situagoes vivenci-
adas, inclusive as adaptacoes necessarias para compreender o campo de interrogativas,

fruto de novas inquietagdes que emergem a medida que passa por essas vivéncias"[11].
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Para o levantamento de dados, foram utilizadas, além da observagao, técnicas de
analise bibliografica e entrevista aberta. A combinacao de métodos pode ser uma boa
estratégia para reduzir o risco de um tnico método escolhido ser inapropriado, ja que as
limita¢oes de um método podem ser supridas pela associagdo de outro método [12].

Com o intuito de contextualizar o estudo e introduzir conceitos acerca da biologia
molecular e de sua relacao com a computacao, na primeira fase da pesquisa, foi realizada
uma anélise bibliografica tomando como base livros e artigos cientificos.

Em um segundo momento, técnicas de observagao participante e entrevistas abertas
foram utilizadas para que o fluxo de trabalho atual do processo de tipificacao HLA do
laboratorio HLA-UERJ fosse melhor compreendido. Para tal, foram realizadas algumas
reunioes nas dependéncias do laboratério com os técnicos e pesquisadores envolvidos no
processo.

A entrevista aberta tem o objetivo de construir uma base de informagoes perti-
nentes para um objeto de pesquisa, sendo uma categoria onde o entrevistado é convidado
a falar livremente sobre um tema, o entrevistador apenas realiza perguntas para buscar
dar mais profundidade as reflexoes. A entrevista, quando analisada, precisa incorporar o
contexto de sua producao e, sempre que possivel, ser acompanhada e complementada por
informagoes provenientes de observagao participante [13]

Uma vez identificados os principais pontos e caracteristicas das atividades de ti-
pificacao HLA, foi realizado o mapeamento do processo atual utilizando técnicas de flu-
xograma. Além disso, o processo foi analisado de forma a identificar oportunidades de

melhorias, assim como os recursos necessarios a implementagao dessas melhorias.

ORGANIZACAO DO TRABALHO

O presente trabalho esta organizado conforme segue:

A Introducgao traz uma apresentacao do trabalho e estd dividida nas seguintes
secoes: Objetivos, Metodologia e Organizacao do trabalho.

O Capitulo 1, intitulado "Bioinformatica", aborda o referencial teérico sobre a
origem da bioinformatica, sua aplicacao e desafios. Esta dividido nas seguintes secoes:
1.1 Definigoes, 1.2 Breve histoérico, 1.3 Bioinformética no Brasil, 1.4 Bancos de dados

biologicos publicos e 1.5 Desafios da bioinformaética.
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No Capitulo 2, intitulado "Conceitos de biologia molecular", para melhor enten-
dimento do estudo, sao introduzidos alguns conceitos de biologia molecular com énfase
em sequenciamento de DNA. Esta dividido nas seguintes se¢oes: 2.1 Conceitos basicos,
2.2 Sequenciamento de DNA, 2.3 Alinhamento de sequéncias, 2.4 Sequenciamento de nova
geragao (NGS) e 2.5 Sistema HLA.

O Capitulo 3, intitulado "Medicina laboratorial", aborda a questao dos laborato-
rios diagnosticos, assim como as vantagens da informatizacao e a importancia de mapear
processos. Esta dividido nas seguintes se¢oes: 3.1 Laboratorios diagnosticos, 3.2 Vanta-
gens da tecnologia da informagao e 3.3 A importancia do mapeamento de processos.

O Capitulo 4, intitulado "Processo de tipificacago HLA do HLA-UERJ", traz uma
apresentacao do laboratorio de Histocompatibilidade e Criopreservacao da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (HLA-UERJ), detalha o processo de tipificagado HLA do
HLA-UERJ atual e aponta oportunidades de melhoria e os recursos necessarios a imple-
mentagao. Esta dividido nas seguintes segoes: 4.1 Caracterizacao do ambiente de estudo,
4.2 Detalhamento e mapeamento do processo atual e 4.3 Identificacao de oportunidades
de melhoria.

A segao intitulada "Conclusoes e trabalhos futuros" apresenta as conclusoes obti-
das no desenvolvimento deste trabalho, assim como algumas sugestoes para a realizacao

de trabalhos futuros.
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1 BIOINFORMATICA

Este capitulo aborda o referencial tedrico sobre a origem da bioinformatica, sua
aplicacao e desafios. Esta dividido nas seguintes secoes: 1.1 Defini¢oes, 1.2 Breve historico,
1.3 Bioinformatica no Brasil, 1.4 Bancos de dados biol6gicos publicos e 1.5 Desafios da

bioinformaéatica.

1.1 Definicoes

O conceito de bioinformatica entrelaca-se e confunde-se um pouco com o conceito
de biologia computacional. Atualmente, ambas sao disciplinas de grande importancia
para a resolucao de diversos problemas biologicos.

Os Institutos Nacionais de Satde dos Estados Unidos (NIH) concordam que biolo-
gia computacional e bioinformética sao areas de estudo que se originaram de disciplinas
tais como matematica, fisica, ciéncia da computacao, engenharia e biologia. O comité de
defini¢ao BISTIC do NIH, em dezessete de julho do ano de 2000, formalizou as definigoes
desses dois termos da seguinte forma [14]:

Bioinformatica: pesquisa, desenvolvimento ou aplicacao de ferramentas computa-
cionais e abordagens para expandir o uso dos dados biolégicos, médicos, comportamentais
ou de saude, incluindo aquelas para adquirir, armazenar, organizar, arquivar, analisar ou
visualizar tais dados.

Biologia computacional: desenvolvimento e aplicagao de dados analiticos e métodos
tedricos, modelagem matematica e técnicas de simulagao computacional para o estudo dos
sistemas bioldgicos, comportamentais e sociais.

Existem algumas variagoes de interpretacao dos conceitos de bioinformética e bi-
ologia computacional entre os autores.

Segundo Zomaya [15] biologia computacional é o uso de técnicas computacionais
para modelar sistemas biologicos de varios niveis de complexidade — atémico, metabélico,
celular e patologico e a bioinformatica é a area que proporciona a criagao de aplicagoes
escalaveis a fim de dirimir essa complexidade.

Ja para Gibas e Jambeck [5], a bioinforméatica é um subconjunto da biologia com-
putacional que aplica a tecnologia da informacao na gestao dos dados biologicos a fim de

compreender a biologia em si enquanto biologia computacional é a aplicagao de técnicas
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analiticas quantitativas na modelagem de sistemas biologicos.

Xiong [4] afirma que a bioinformatica se limita a analise sequencial, estrutural e
funcional de genes e genomas e seus produtos correspondentes enquanto a biologia com-
putacional envolve todas as areas da biologia que utilizam alguma forma de computacao,
como exemplo, modelagem matemética de ecossistemas, o que nao necessariamente en-
volve moléculas biolégicas.

Apesar de diferirem em suas defini¢oes, bioinformética e biologia computacional sao
campos de estudo interdisciplinares que requerem habilidades de varias outras areas para
tornar possivel a coleta, manuseio, armazenamento, analise, interpretacao e disseminacao
de informagao biologica [15].

De acordo com Verli [16], a bioinforméatica pode ser dividida em duas grandes ver-
tentes: a bioinformatica tradicional, relacionada a sequéncias de nucleotideos e aminoa-
cidos e a bioinformatica estrutural, relacionada a quimica computacional ou modelagem
molecular de um ponto de vista mais tridimensional.

Por outro lado, para Xiong [4], o campo da bioinformética pode ser dividido em
outros dois subcampos, que sao complementares entre si: o do desenvolvimento de ferra-
mentas computacionais e bancos de dados e o da aplicacao dessas ferramentas e bancos
de dados para gerar conhecimento biologico.

O subcampo do desenvolvimento de ferramentas computacionais incluiria a criagao
de software para a andalise de sequéncias, assim como a criagao e manutencao de bancos
de dados biologicos. A aplicacao dessas ferramentas e bancos de dados se daria nas areas

de analise de sequéncias, estruturas e funcionamento do DNA [4].

1.2 Breve histoérico

A historia da bioinformética esta diretamente conectada a histéria da biologia e a
histéria da informéatica. Muitos avancos na area da biologia molecular foram realizados
antes mesmo do termo bioinformaética existir.

A redescoberta dos trabalhos de Gregor Mendel sobre os fatores da hereditariedade,
coincidentemente, de forma simultanea e independente, por trés pesquisadores de paises
diferentes, Hugo de Vries (Holanda), Carl Correns (Alemanha) e Erich Von Tschermak
(Austria), proporcionou o desenvolvimento da genética como ciéncia. As leis de Mendel

passaram despercebidas na literatura cientifica durante 35 anos, s6 sendo reconhecidas
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em 1900 [17].

Nas duas décadas seguintes, os avangos no campo da genética consistiram em enten-
der os mecanismos da hereditariedade a nivel molecular. Podemos destacar a introducao
dos cromossomos como portadores dos genes e a descoberta da ligagao génica [17].

Na década de 1930, Arne Tiselius aprimorou a eletroforese em gel, que consiste
em uma técnica de separacao de particulas de acordo com a sua carga elétrica e peso
molecular utilizando uma matriz de gel submetida a um campo elétrico. Esse trabalho
posteriormente em 1948, rendeu a Tiselius um Prémio Nobel de Quimica [18|.

O aperfeicoamento das técnicas de analise molecular do material genético trouxe
varias conquistas importantes para a genética na década de 1940. Em 1944, Oswald
Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty apresentaram o DNA como o mensageiro da
informagao genética e nao as proteinas, como se pensou durante um tempo, o que veio a
ser confirmado pelos experimentos de Alfred Hershey e Martha Chase em 1952 [18].

A confirmagao de que o DNA seria o material da hereditariedade acabou por in-
tensificar os estudos acerca de sua estrutura e em 1953, os pesquisadores Francis Crick e
James Watson, baseados em imagens do DNA conseguidas através da técnica de difragao
de raios X por Rosalind Franklin e Maurice Wilkins, apresentaram um modelo em dupla
hélice para a estrutura da molécula de DNA. Crick, Watson e Wilkins receberam o Prémio
Nobel em 1962 em reconhecimento aos seus trabalhos. Franklin ja havia falecido em 1958
[18].

Avancos nos processos de anéalise laboratorial possibilitaram em 1955, a determi-
nacao da primeira sequéncia completa de uma proteina, a insulina, por Frederick Sanger,
que ganhou o Prémio Nobel de Quimica em 1958 por essa descoberta. Embora os estu-
dos de bioquimica das proteinas necessitassem de instrumentos cada vez mais precisos,
os computadores nao eram vistos como colaboradores decisivos nesse processo. Eram
usados apenas para lidar com os tipos de dados numéricos que eram gerados em grande
quantidade pelos pesquisadores [19].

O lancamento da primeira linguagem em alto nivel, FORTRAN, pela IBM, em
1957, impulsionou a area da biologia computacional, pois era uma linguagem relativamente
facil de aprender e que nao carecia de conhecer maiores detalhes da arquitetura dos
computadores para se escrever um programa, sendo bem recebida pelos cientistas [19].

No inicio da década de 1960, os computadores ficaram mais disponiveis para os
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pesquisadores académicos. Segundo pesquisas realizadas na época, 15% das faculdades
e universidades dos Estados Unidos possuiam pelo menos um computador no campus
e as principais universidades voltadas para pesquisas estavam adquirindo os chamados
computadores de segunda geracao, que eram baseados em transistores, para substituir os
antigos, que utilizavam tubos de vacuo [19].

Na mesma época, com o apoio dos NIH, National Science Foundation, National
Aeronautics and Space Administration e IBM uma série de programas em FORTRAN
foram escritos por Margaret Dayhoff na tentativa de determinar sequéncias de aminoacidos
de proteinas [19].

Em 1965, Dayhoff desenvolveu o primeiro banco de dados de sequéncias de protei-
nas, o Atlas of Protein Sequence and Structure, reconhecido como o primeiro esfor¢o para
sistematizar o conhecimento acerca da informacao genética. Por ter sido uma das pionei-
ras no uso de computadores no estudo da biologia molecular, é considerada a fundadora
da bioinformaética [16].

As conquistas cientificas também se davam na area da ciéncia da computagao. Em
1969, foi criada a ARPANET, primeira rede de computadores que permitia a troca de
dados entre universidades e alguns centros de pesquisa dos Estados Unidos. Inicialmente
conectava quatro nos, progredindo para 15 nés em 1971 e para 35 nés em 1973. Em 1977,
a rede ja possuia 111 computadores e em 1983, ja possuia 4000 computadores [20)].

Quanto mais sequéncias de DNA e proteinas tornavam-se disponiveis, mais o inte-
resse em desenvolver programas de computadores para analisar essas sequéncias de todas
as formas aumentava. Em 1970, o primeiro algoritmo para comparacao de sequéncias de
aminoacidos foi construido por Needleman e Wunsh. Em ciéncia da computacao, essa
abordagem ficou conhecida como programacao dinamica [21].

Embora os computadores nao estivessem desenvolvidos a ponto de permitir a re-
presentacao grafica da estrutura de uma proteina, pelo menos nao com uma velocidade
aceitavel, em 1971, foi criado o PDB no Brookhaven National Laboratory, um banco de da-
dos para armazenar as coordenadas da estrutura em um arquivo de computador especifico.
O PDB possuia menos de 400 entradas até o final da década de 1980 [5].

No ano de 1972, Paul Berg conseguiu sintetizar a primeira molécula de DNA re-
combinante derivada de dois fragmentos diferentes de DNA. Esse foi o ponto de partida

para os processos de clonagem. No ano seguinte, em 1973, a primeira molécula de DNA
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clonada foi obtida a partir de genes de ra por Stanley Cohen e Herbert Boyer [22].

Em 1977, foi publicada por Sanger a primeira sequéncia completa de DNA do
genoma de um bacteriofago, o phi-z17/, com aproximadamente 5.375 nucleotideos [23].
Por esse feito, Sanger recebeu o seu segundo Prémio Nobel de Quimica.

Em 1978, o termo bioinformatica foi utilizado pela primeira vez por Paulien Ho-
geweg ao estudar os processos informéaticos em sistemas biologicos [2].

O desenvolvimento da bioinformatica se deu de forma lenta nos anos seguintes e
somente em 1980 foi fundada, na Califérnia, a IntelliGenetics, primeira empresa voltada
para o desenvolvimento de software cientifico que lancou nesse mesmo ano, a primeira
colegao de softwares voltados para a anélise de sequéncias de DNA e proteinas, o Intelli-
Genetics Suite [2].

Em 1981, acompanhando a necessidade de se comparar apenas uma parte das
sequéncias bioldgicas ao invés das sequéncias completas, Smith e Waterman desenvolve-
ram um algoritmo para alinhamentos locais, que buscava apenas as regioes da sequéncia
com maior similaridade. Esse algoritmo atualmente ¢ o principal algoritmo utilizado nos
programas voltados para alinhamento local [16].

No mesmo ano, a IBM introduziu no mercado o primeiro computador pessoal de
baixo custo, o IBM 5150. Isso possibilitou a inclusao do computador em centenas de
laboratérios que nao estavam familiarizados com essa tecnologia, o que permitiu maior
agilidade na analise dos dados brutos. Conforme o processamento de dados ia se tornando
mais rapido e barato, os biologistas moleculares faziam um uso cada vez maior desse
recurso [24].

Em 1982, a Universidade de Wisconsin criou o Genetics Computer Group (GCG),
cujo principal produto era o Wisconsin Suite, um pacote de aplicativos similar ao Intel-
liGenetics Suite, também voltado para biologia molecular. Em um primeiro momento,
tanto o IntelliGenetics Suite quanto o Wisconsin Suite eram compostos por pequenos
programas controlados via linha de comando. Mais tarde, foi desenvolvida uma interface
grafica para o Wisconsin Suite, o que facilitou a sua operagao pelos usuarios. Com o
passar do tempo, o IntelliGenetics Suite veio a desaparecer do mercado e o Wisconsin
Suite mudou seu nome para Accelrys GCG [2].

Em 1983, Kary Mullis desenvolveu a técnica de reagao de polimerizacao em ca-

deia (PCR) que possibilitou aos pesquisadores a producao de bilhoes de copias de uma
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seqiiéncia de DNA especifica de forma automatizada. O primeiro sequenciador de DNA
automatico foi desenvolvido por Leroy Hood e seus colaboradores e langado em 1986 pela
empresa americana Applied Biosystems. Atualmente, a PCR é uma técnica indispensavel
e muito comumente usada nos laboratorios para estudos genéticos, no diagnostico de doen-
¢as hereditarias e infecciosas, para testes de paternidade e na ciéncia forense investigativa.
Mullis recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993 por esse feito [25].

No ano de 1986, Thomas Roderick cunhou o termo “genoémica”’ para descrever a
disciplina cientifica que estuda o genoma [2]|. Ainda em 1986, foi fundado o SWISS-PROT,
um banco de dados que prové nao so a sequéncia, mas também a descrigao da funcao da
proteina, sua estrutura de dominio e outras informagoes. A partir de 1987 passou a ser
mantido, colaborativamente, pelo Departamento de Bioquimica Médica da Universidade
de Genebra e pela Biblioteca de dados do EMBL, atualmente conhecida como Instituto
Europeu de Bioinforméatica (EMBL-EBI) [26].

Em 1988, foi fundado, nos Estados Unidos, o Centro Nacional para Informacao
Biotecnologica, o NCBI, com o objetivo de criar sistemas automatizados que servissem de
fonte de informagao para as areas de biologia molecular, bioquimica e genética [27]. No
mesmo ano, W. Pearson e David Lipman desenvolveram o FASTA, um algoritmo capaz
de realizar buscas mais rapidas por similaridade entre sequéncias em um banco de dados
[21].

Outro algoritmo, o BLAST, para comparacao de sequéncias, tao rapido quanto o
FASTA, foi desenvolvido por Altschul, Gish, Miller, Myers e Lipman em 1990. Atual-
mente, o BLAST é provavelmente o algoritmo mais utilizado para anélise de sequéncias
no mundo [21]. Ainda em 1990, foi langado oficialmente o Projeto Genoma Humano, um
esforgo internacional para mapear todos os genes que formam o corpo humano.

Em 1991, foi desenvolvida, por Craig Venter, a técnica de etiqueta de sequéncia
expressa (EST), a qual consiste em separar apenas uma parte do clone de uma sequéncia
complementar de DNA (cDNA) que seja suficiente para que a proteina seja identificada.
As ESTs se tornaram amplamente aceitas pela facilidade e rapidez de obtencao a um custo
reduzido. Como reacao ao enorme crescimento das ESTs geradas, foi criado o banco de
dados dbEST no NCBI para armazenar todas as ESTs publicamente conhecidas [2].

Em 1995, foi publicado o sequenciamento completo do primeiro genoma bacteriano,

o da Haemophilus Influenzae, dando inicio a uma nova era na pesquisa gendmica [2].
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Nos anos seguintes, o progresso no campo da bioinformética contribuiu para que fossem
finalizados sequenciamentos completos de genomas de diversas espécies de organismo. O
sequenciamento completo referente ao genoma humano foi publicado em 2003, finalizando-

se assim, o Projeto Genoma Humano [21].

1.3 Bioinformatica no Brasil

A bioinformatica foi introduzida no Brasil em 1999, por Joao Meidanis e Joao
Setubal, cientistas do Laboratorio de Bioinforméatica da Universidade de Campinas (UNI-
CAMP) responséveis pelo desenvolvimento de ferramentas tecnolégicas para o sequenci-
amento genético com base na internet, no ambito do Programa Genoma-FAPESP, que
resultou no sequenciamento completo do DNA da bactéria Xylella fastidiosa [28]. Em
2000, a ciéncia brasileira ganhou destaque internacional, quando a pesquisa sobre a bac-
téria Xylella saiu na capa da Nature, uma das mais importantes revistas cientificas do
mundo. Era a primeira vez que a revista publicava um trabalho realizado no Brasil em
sua capa.

Antes mesmo do inicio do Programa Genoma-FAPESP, Meidanis e Setubal lan-
caram em 1994 um livro sobre bioinformatica, o “Introducao a Biologia Computacional”,
com a finalidade de disseminar a matéria e com isso, conquistar novos alunos para a area.
Segundo eles, o livro langado foi o terceiro sobre bioinforméatica em todo o mundo [28].

O pioneirismo da dupla estimulou o investimento na area e diversos centros de
bioinformatica foram sendo criados pelo pais. No ano de 2000, com o apoio do Programa
de Biotecnologia e Recursos Genéticos do Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT), foi
dado inicio ao Laboratério de Bioinformatica (LABINFO), no Laboratorio Nacional de
Computagao Cientifica (LNCC), com o objetivo de ser um laboratorio de referéncia em
nivel nacional, baseado em pesquisa interdisciplinar, envolvendo biologia, matemética e
computacao.

Em 2001, a CAPES considerou a area da bioinforméatica uma das areas que ca-
reciam de apoio, ja que, por possuir carater multidisciplinar, ela sofria com a tendéncia
dos alunos em buscar apenas as disciplinas mais tradicionais [29]. No ano seguinte, a
propria CAPES divulgou apoio & area através da criacao de novos cursos de doutorado
na Universidade de Sao Paulo (USP) e na Universidade de Minas Gerais (UFMG) com

suporte financeiro por cinco anos [30]. Nos anos seguintes, outros cursos foram surgindo
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em diversas universidades e faculdades em vérios estados brasileiros.

A primeira empresa de bioinformética do Brasil, a Scylla Bioinformdtica, foi criada
em 2002 por Meidanis com o objetivo de diminuir a distancia entre a pesquisa académica
e a sua aplicacao no mercado e dois anos depois, em 2004, foi fundada a Associagao
Brasileira de Bioinformaética e Biologia Computacional (AB3C), uma sociedade cientifica
dedicada ao avanco do entendimento de seres vivos através de métodos formais, multidis-
ciplinares e quantitativos de larga escala. Desde sua criacao, a AB3C promove anualmente
o X-Meeting, uma conferéncia brasileira com alcance internacional para difundir conheci-
mento na area da bioinforméatica. A AB3C também apoia varios cursos na area de ensino
e aplicagao de técnicas em Bioinformatica e Biologia Computacional.

Ainda no inicio dos anos 2000, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPq) investiu trés milhes de reais no aperfeigoamento e implementagao
de ntcleos de bioinformatica em todo o pais. Esse investimento ajudou a ampliar a
infraestrutura de pesquisa dos programas de sequenciamento e analise de genoma que
eram patrocinados pelo MCT [31].

Alguns anos depois, em 2008, podemos destacar a inauguracao da Unidade de
Genomica Computacional Darcy Fontoura de Almeida (UGCDFA), um centro de exce-
léncia e de referéncia nacional em sequenciamento de nova geracao destinada a atender
aos projetos genomas de todo o pais [32].

Em 2015, foi instalado no LNCC o maior computador da América Latina, com
enorme capacidade de processamento de informagoes numéricas. O supercomputador,
batizado com o nome de Santos Dumont, ou SDumont, estaréd integrado ao Sistema Na-
cional de Processamento de Alto Desempenho (SINAPAD) através da rede académica
brasileira, a RNP-Rede Nacional de Pesquisa [33|. Sera de grande valia para as pesquisas

em gendmica que estao atualmente em curso no Brasil.

1.4 Bancos de dados biolégicos ptiblicos

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular resultou em um aumento sig-
nificativo da geragao de dados genoémicos e protedmicos, tais como sequéncias e estruturas
moleculares, mapas genomicos fisicos e genéticos, polimorfismos, informacao bibliografica,
propriedades quimicas moleculares, entre outras [34].

Mediante ao volume de informagao crescente que se fazia presente nos laboratoérios,
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surgiu a necessidade da estruturagao e organizacao desses dados biologicos, a fim de agi-
lizar o seu processamento e promover maior intercambio das informagoes entre os centros
de pesquisas espalhados pelo mundo. A principio, os dados foram sendo armazenados
em bibliotecas locais nos proprios centros de pesquisa. Posteriormente, com o avango da
tecnologia e a facilidade do acesso ao meio eletronico com o advento da Internet, essas
bibliotecas foram migradas para o meio digital e transformadas, em sua grande parte, em
arquivos publicos para consulta. Hoje, existem intimeros bancos de dados voltados para
a pesquisa biologica que podem ser acessadas de qualquer lugar através da Internet |34].

Bancos de dados nada mais sao do que arquivos de computador usados para ar-
mazenar e organizar informacao de maneira que seja possivel a sua recuperagao rapida e
facil utilizando algum critério de busca. Originalmente, eram todos do tipo de arquivo
simples, os chamados flat files, que sao basicamente arquivos de texto com varios registros
separados por algum delimitador textual. Essa caracteristica os tornava pouco gerencia-
veis e demandava uso intenso de memoria do computador, ja que para realizar consultas
era necessario que o computador percorresse o arquivo inteiro em busca do dado [4].

Para facilitar o acesso e recuperacao dos dados e melhorar a utilizacao dos recursos
computacionais, foram desenvolvidos programas conhecidos como Sistemas de Gerenci-
amento de Banco de Dados (SGBD). Esses sistemas ndo so6 contém os registros brutos,
mas também instrugoes operacionais que ajudam na identificacao das conexoes entre esses
registros, o que torna a busca do dado mais agil. Sao dois os tipos: os relacionais e os
orientados a objeto|4].

Os SGBDs ditos relacionais utilizam uma série de tabelas relacionadas entre si
para estruturar os dados, onde as colunas representam a identificagdo do dado e as linhas
os dados em si. Os SGBDs ditos orientados a objeto sao os voltados para a abordagem
de dados complexos e sao baseados em relacionamento hierarquico dos dados, os tratando
como objetos [4].

Apesar de os bancos de dados relacionais e orientados a objeto serem mais eficientes
do que os baseados em arquivos simples, ja que sao mais faceis de gerenciar e proporcionam
buscas mais rapidas, eles nao sao bem aceitos no campo dos bancos de dados biologicos.
Um dos motivos seria a vantagem da possibilidade de se manipular os arquivos de texto
sem a necessidade de ferramentas complexas, o que reduz o custo e amplia o intercaAmbio

de arquivos entre os cientistas. Ja existem sistemas capazes de indexar os registros de um
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banco de dados baseado em arquivo simples para acelerar as consultas [2].

Segundo Xiong [4], os bancos de dados biologicos podem ser divididos em trés
categorias: primarios, secundérios e especializados. Bancos de dados priméarios sao os
que contém dados originais, em sua forma bruta, sem qualquer tipo de processamento,
que sao submetidos pela comunidade cientifica. Sao exemplos dessa categoria o GenBank
e o PDB. Bancos de dados secundérios sao os que contém dados j& processados, tanto
computacionalmente quanto manualmente, baseados na informagao contida nos bancos
primérios. Sao exemplos dessa categoria o SWISS-PROT e o PIR. Bancos de dados
especializados sao os que contem informagao muito especifica a respeito de alguma matéria
em particular. Um exemplo dessa categoria é o banco de dados Flybase, que é utilizado
para a analise do genoma de Drosophilas.

Anualmente, o jornal Nucleic Acids Research, publica uma lista atualizada, com
as respectivas URLs, de todos os bancos de dados biolégicos disponiveis no mundo. A con-
sulta a lista também pode ser realizada através do enderego eletronico:
http://www.oxfordjournals.org/our journals/nar/database/c/.

Os trés maiores bancos biolégicos primarios publicos de sequéncias de acidos nu-
cleicos sao os GenBank, EMBL e DDBJ, os quais estao disponiveis na Internet. Apesar
de terem formatos diferentes, existe uma rotina de sincronizacao entre os trés bancos, ou
seja, todos contem as mesmas sequéncias [4].

O GenBank é disponibilizado pelo NCBI, nos Estados Unidos e foi criado prin-
cipalmente a partir de dados de sequéncias enviados por laboratoérios individuais e pelo
envio em massa de dados de projetos de sequenciamento de larga escala. A cada dois me-
ses sao liberadas novas sequéncias, que podem ser obtidas através do endereco eletronico:
ftp://ftp.ncbinih.gov [2].

O registro das sequéncias, no GenBank, pode ser realizado por qualquer pessoa via
pagina da WWW, utilizando a plataforma Bankit ou, quando a sequéncia for extensa,
por email, utilizando a ferramenta Sequin, ambas as interfaces sao fornecidas e mantidas
pelo NCBI [2].

A consulta aos registros do GenBank pode ser realizada através do sistema En-
trez, um portal web mantido pelo NCBI. Esse portal nao s6 permite pesquisas simples
e complexas as bases de acido nucleicos, mas a todas as outras bases mantidas também

pelo NCBI [2]. A Figura 2 apresenta o crescimento do ntimero de bases e de sequéncias
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registradas no GenBank desde 1982 até o presente momento.

Figura 2 - Crescimento do niimero de bases e sequéncias registradas no GenBank de 1982

até o momento presente
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Fonte: [3].

O EMBL estéa localizado no EBI e é o maior da Europa, e o DDBJ esté no Centro
de Informacdo de Biotecnologia (CIB), no Japdo e é o maior da Asia. Embora o formato
do DDBJ seja o mesmo utilizado pelo GenBank, o do EMBL se diferencia um pouco. A
principal diferenca é no uso de um codigo de duas letras no inicio de cada linha, ao invés
de palavras inteiras, além de outras pequenas modificacoes na organizacao dos campos
dos dados [2].

A consulta aos bancos DDBJ e EMBL ¢é realizada através do Sistema de Recupe-
ragao de Sequéncias (SRS), que foi desenvolvido pelo EBI para gerenciar bancos de dados
biologicos primérios e secundarios. O EMBL utiliza o portal EBI-SRS e o DDBJ o portal
DDBJ-SRS [2].

Para a publicagao cientifica de novas sequéncias, é pré-requisito que essa nova
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sequéncia esteja registrada no GenBank ou em qualquer um dos bancos associados a ele,
tais como o EMBL e o DDBJ [2].

O principal e tnico banco de dados que centraliza as estruturas tridimensionais
das macromoléculas biologicas é o PDB. Esse banco de dados utiliza o formato de arquivo
simples para representar e arquivar o nome da proteina, autores, detalhes experimen-
tais, estrutura secundaria, cofatores e coordenadas atomicas das macromoléculas, que sao
determinadas pelas técnicas de cristalografia de raios X e Ressonancia Magnética Nu-
clear. A propria interface web do banco de dados PDB fornece ferramentas de consulta e
manipula¢ao de imagens [4].

Os principais bancos biologicos secundarios publicos de sequéncias de proteinas sao
o SWISS-PROT, o TrEMBL e o PIR [34].

O PIR é um banco de dados nao redundante, anotado e totalmente classificado.
Foi criado a partir do Atlas of Protein Sequence and Structure para suportar pesquisas
nas areas gendmica e protedmica [34].

O SWISS-PROT é um dos mais importantes bancos de sequéncias de proteinas e
esté localizado no Instituto Suigo de Bioinformatica (SIB). Por ser curado manualmente,
isto é, cada registro é verificado por um especialista, possui alta qualidade e minima
redundéancia [2].

Como os especialistas do SIB nao conseguem acompanhar o ritmo de crescimento
do SWISS-PROT, foi criado o banco de dados TrEMBL com o objetivo de suplementé-lo
ao receber automaticamente os registros de novas entradas. Sendo assim, o TrEMBL
contém todas as sequéncias de acidos nucleicos que ainda nao foram analisadas pelos
especialistas nem incluidas no SWISS-PROT, portanto a qualidade do TrEMBL é inferior
[2].

Recentemente os bancos SWISS-PROT, TrEMBL e PIR foram unidos em um tnico
banco, chamado UniProt, com o objetivo de desenvolver um catalogo central de informagcao
de proteinas. O UniProt, apesar de ter enorme abrangéncia, consegue manter anotacoes

de alta qualidade [4].

1.5 Desafios da bioinformatica

A uniao entre a informatizacao e a moderna biologia molecular contribuiu para o

surgimento dessa nova area do conhecimento, a bioinformética. Vérios projetos ja foram
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finalizados ou estao em fase de conclusao ao redor do mundo, sendo os responséveis por
uma enorme quantidade de informagao biologica gerada [35].

Segundo Verli [16], o crescimento deste volume de informagao esté longe de ces-
sar. Varios estudos em andamento ainda tém muito a agregar ao nosso conhecimento do
funcionamento de sistemas biologicos, o que potencializa aplicagoes terapéuticas e bio-
tecnologicas. Porém, tudo isso exigird cada vez mais avancos em hardware, software, em
modelagem e anélise de dados.

Computacionalmente, trabalhar com sequéncias ¢ menos custoso do que trabalhar
com estruturas de proteinas. E possivel o uso de genomas inteiros em processos que envol-
vem comparagoes entre sequéncias, identificacao de padroes em sequéncias ou construgao
e anotagoes de genomas, construcao de redes de sistemas biologicos e caracterizagao de re-
lacoes evolutivas. A manipulacao de estruturas demanda maior poder de processamento,
portanto s6 é possivel o uso de uma ou apenas um punhado de estruturas de forma si-
multanea para, por exemplo, obter modelos 3D ou identificar o modo de interagao de
moléculas [16].

Por ser uma area que esta sempre em desenvolvimento, a bioinformatica exige cons-
tante atualizacao tecnoldgica, pois programas tendem a se tornar rapidamente ineficientes
ou mesmo obsoletos. A fim de suprir essa necessidade, algumas areas tem tido maior con-
centracao de esfor¢os da comunidade cientifica, tais como o uso de CPUs (unidades de
processamento central) e GPUs (unidades de processamento grafico) para processamento
de dados [16].

As CPUs, que sao partes dos computadores responséveis pela execugao das instru-
¢oes estabelecidas pelos programas, tém se tornado cada vez mais complexas, confidveis
e baratas, com isso, é possivel a construgao de modelos mais precisos de fenoémenos biolé-
gicos cada vez mais complexos. Hoje, a maioria das CPUs utilizadas ja possui miltiplos
nicleos. Essa caracteristica permite que os programas sejam adaptados para que o calculo
seja distribuido pelos nticleos de processamento, diminuindo o tempo de resposta. Varios
programas de bioinformatica ja sdo compativeis com o multi-processamento [16].

As GPUs, que sao microprocessadores inicialmente desenvolvidos para processa-
mento grafico, estao geralmente localizadas nas placas de video de computadores e podem
chegar a possuirem centenas ou milhares de nticleos de processamento. Essa caracteristica

passou a ser explorada na computagao cientifica, implicando em grande aumento na velo-
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cidade de manipulacao de dados. Porém, a possibilidade do uso da computacao em GPU
dependera das caracteristicas do problema em questao e da eficiéncia e portabilidade do
codigo empregado [16].

Mesmo com a tecnologia avancando concomitantemente as descobertas bioldgicas,
ainda h& muito mais dados gerados do que informagao extraida.

O armazenamento desses dados biologicos em bancos de dados publicos tem se
tornado cada vez mais comum, com isso esses bancos de dados tém crescido exponenci-
almente [5]. Assim, o grande desafio da bioinformatica é armazenar e manter o enorme
volume de informag@o com o auxilio de ferramentas computacionais [4].

Contudo, a missao de integrar toda essa informacao é ardua, pois existem diversos
bancos de dados espalhados pelo mundo, cada um com sua representagao, sistemas de
gerenciamento e formatos especificos.

A redundéancia de informagao também é um grande problema que afeta os bancos
de dados primarios, seja pela inclusao repetida de sequéncias idénticas ou pela falha do
sistema de gerenciamento do banco em detectar dados duplicados, o que pode tornar o
banco de dados excessivamente grande, prejudicando a performance de consultas [4].

Outra questao que afeta os bancos de dados é a inconsisténcia na anotagao da
sequéncia, onde a mesma sequéncia pode ser encontrada sobre diferentes nomes, resul-
tando em multiplas entradas. Pesquisadores tém buscado desenvolver sistemas de no-
meacao capazes de prover nomes consistentes e sem ambiguidade para todos os genes e
proteinas [4].

Como as atividades em bioinformatica envolvem conceitos tanto de computagao
quanto de biologia, a comunicacao entre esses profissionais pode ser um tanto quanto
dificil. Essa dificuldade demandou o aparecimento de um profissional que compreendesse
tanto problemas biologicos quanto sistemas computacionais, o chamado "bioinformata'.

Segundo Araujo [35], esses novos profissionais devem ser capacitados para desen-
volver programas computacionais que permitam reconhecer sequéncias de genes, predizer
a configuracao tridimensional de proteinas, identificar inibidores de enzimas, organizar e
relacionar informacao bioloégica, agrupar proteinas homologas, estabelecer arvores filoge-
néticas, analisar experimentos de expressao génica, entre outros.

O "bioinformata" deve ser altamente multidisciplinar, ou seja, deve ser capaz de

lidar com diversos profissionais de diferentes areas, tais como quimica, fisica, entre outras.
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Sendo assim, diante de todos esses requisitos necessarios, fica evidente que este profissional

se enquadra em um perfil especifico e bem peculiar [35].
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2 CONCEITOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Neste capitulo, para melhor entendimento do estudo, sao introduzidos alguns con-
ceitos de biologia molecular com énfase em sequenciamento de DNA. Esté dividido nas
seguintes secoes: 2.1 Conceitos basicos, 2.2 Sequenciamento de DNA, 2.3 Alinhamento de

sequéncias, 2.4 Sequenciamento de nova geracao (NGS) e 2.5 Sistema HLA.

2.1 Conceitos basicos

A area de pesquisa em biologia molecular é basicamente dedicada ao entendimento

da estrutura e funcionamento de proteinas e dcidos nucleicos.

2.1.1 Proteinas

Uma proteina é uma biomolécula cuja cadeia é formada de moléculas mais sim-
ples chamadas aminoacidos. Encontramos vinte aminoécidos diferentes, que sao os mais

comuns em proteinas [1], conforme listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Vinte aminoécidos mais comumente encontrados em proteinas

Nome Sigla e Abreviatura Nome Sigla e Abreviatura
1 | Alanina A Ala 11 | Metionina M Met
2 | Cisteina C Cys 12 | Asparagina N Asn
3 | Acido aspartico D Asp 13 | Prolina P Pro
4 | Acido glutamico E Glu 14 | Glutamina Q Gln
5 | Fenilalanina F Phe 15 | Arginina R Arg
6 | Glicina G Gly 16 | Serina S Ser
7 | Histidina H His 17 | Treonina T Thr
8 | Isoleucina I Ile 18 | Valina A% Val
9 | Lisina K Lys 19 | Triptofano w Trp
10 | Leucina L Leu 20 | Tirosina Y Tyr
Fonte: [1].

A forma tridimensional de uma proteina determina a sua fungao, ja que os tipos de
moléculas aos quais uma proteina pode se ligar vao depender diretamente de sua forma.

Por exemplo, a forma de uma proteina pode ser tal que a possibilite se ligar com varias
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cOpias idénticas de si mesma, construindo, digamos, uma linha de cabelo. Ou a forma
pode ser tal que algumas outras moléculas se liguem & proteina e assim comecem a trocar
atomos, nesse caso a proteina funcionaria como um catalisador [1].

As proteinas sao produzidas em uma estrutura celular chamada ribossomo. Nos
ribossomos, as proteinas sao sintetizadas utilizando-se as informagoes contidas nos acidos

nucleicos [1].

2.1.2  Acidos Nucleicos

Os organismos vivos contem dois tipos de acidos nucleicos: os acidos ribonucleicos
(RNA) e os acidos desoxirribonucléicos (DNA) [1].

Assim como as proteinas, uma molécula de DNA é uma cadeia de moléculas mais
simples, chamadas de nucleotideos. Cada nucleotideo é composto por um agicar, um
fosfato e uma base, que pode ser de quatro tipos: adenina (A), guanina (G), citosina
(C) e timina (T). Em uma célula humana, as moléculas de DNA possuem centenas de
milhares de nucleotideos [1].

O DNA é uma molécula de segmento duplo, amarrados em uma estrutura helicoi-
dal, a famosa dupla hélice descoberta por James Watson e Francis Crick em 1953. Cada
base em um segmento forma uma ligagao com uma base no outro segmento, respeitando-se
que a base A é sempre ligada a base T e a base C é sempre ligada & G, ou seja, as bases
A e T e as base C e G sao ditas complementares, sendo conhecidas como pares de base
de Watson-Crick [1].

Um ponto positivo dessa estrutura é que é possivel deduzir a sequéncia de nu-
cleotideos de um segmento através do outro utilizando a complementacao reversa. Por
exemplo, dado o segmento s = AGACGT, para conseguirmos o seu complemento inverso,
primeiramente, precisamos inverter s. Assim, obteremos s’ = TGCAGA. Apos, basta
substituir cada base por seu complemento, obtendo 5 = ACGTCT [1].

Uma molécula de RNA é bem parecida com a de DNA, com algumas diferencas
de composicao e de estrutura. Na molécula de RNA, o agticar encontrado é o ribose,
enquanto que a molécula de DNA contém o agucar desoxirribose. A base timina (T)
nao é encontrada na RNA, ao invés dela encontramos a uracila (U), que assim como a
timina, se liga a adenina (A). Outra caracteristica é que a molécula de RNA nao possui

estrutura em dupla hélice. Partes de uma molécula de RNA podem ligar-se a outras
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partes da mesma molécula por complementaridade, portanto a estrutura tridimensional
do RNA pode apresentar uma variedade maior do que a do DNA. Uma outra diferenca
entre 0 DNA e o RNA é que, enquanto o DNA executa essencialmente uma funcao, a
de codificar a informacgao, existem diferentes tipos de RNAs na célula desempenhando

diferentes fungoes [1].

2.1.3 Fluxo da informagao em sistemas biologicos

As informacOes necessérias para construir cada proteina ou RNA encontrado nos
organismos esta nas moléculas de DNA [1]. A Figura 3 apresenta a representacao grafica

do fluxo da informacao em sistemas biologicos.

Figura 3 - Representagao do fluxo de informagao em sistemas biologicos

Fonte: [16], f. 15.

Segundo Verli [16], "... tais dados nao sdo usados diretamente, mas através de
uma molécula intermediaria, o RNA (mais precisamente o RNAm), sintetizado por um
processo denominado transcrigdo (uma molécula de acido nucleico é transcrita em outra
molécula de acido nucleico). Esta molécula de RNAm ird servir como molde para a sintese
de proteinas, em um processo chamado de tradugao (uma molécula de acido nucleico é

traduzida em uma molécula de proteina). As proteinas, assim expressas, irdo reger a
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maioria dos fendmenos relacionados a funcao dos organismos e a perpetuagao da vida
(embora diversos outros processos sejam modulados por outras biomoléculas)".

O esquema tradicional sofreu a adigao do processo de enovelamento de reconheci-
mento molecular devido ao seu carater fundamental para a manifestacao da funcao génica

[16]. O enovelamento ¢ o processo pelo qual a proteina assume a sua forma.

2.2 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA é um processo realizado com o objetivo de se extrair as
informacgoes genéticas contidas nas moléculas de DNA. Essas informagoes sao determina-
das de acordo com a sequéncia dos pares de bases A, T, C e G. Cada trecho contiguo ao
longo do DNA que contém a informagao necessaria para construir uma proteina ou uma
molécula de RNA ¢é conhecido como gene [1].

Como a proteina é uma cadeia de aminoacidos, para definir uma proteina é preciso
especificar cada aminoacido contido na cadeia. Cada aminoécido é especificado por uma
sequéncia de trés bases, chamada de triplete ou cédon. Ja que existem 64 tripletes nucle-
otideos possiveis e apenas 20 aminoacidos a especificar, é possivel que diferentes tripletes
correspondam ao mesmo aminoédcido. Por exemplo, tanto o AAG como o codigo AAA
especificam a lisina. Por outro lado, trés dos codons possiveis nao especificam nenhum
aminoacido e sdo usados para sinalizar o fim de um gene [1].

Cada célula do organismo possui algumas longas moléculas de DNA e cada molécula
dessa ¢ chamada cromossomo. Um conjunto de cromossomos contidos em uma célula é
chamado genoma. O nimero de cromossomos em um genoma varia de espécie para espécie.
No ser humano, sao encontrados 46 cromossomos em cada célula [1].

O primeiro passo para a compreensao de uma estrutura gendmica é através do
mapeamento do genoma, que é um processo de identificacao de localizagoes relativas de
genes ou mutagoes em um cromossomo. Uma abordagem de baixa resolu¢ao para mapear
genomas ¢ descrever a ordem e as distancias relativas dos marcadores genéticos. Os
marcadores genéticos sao partes identificaveis de um cromossomo cujos padroes de heranca
podem ser seguidos. Assim sendo, os mapas genéticos identificam as posigoes relativas dos
marcadores genéticos num cromossoma e baseiam-se na frequéncia com que os marcadores
sao herdados em conjunto. Quanto mais proximos estao os dois marcadores genéticos, é

mais provavel que eles sejam herdados juntos, nao sendo separados em um evento de
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cruzamento genético. Além dos mapas genéticos, existem também outros tipos de mapas
genomicos, como mapas fisicos e mapas citologicos, que descrevem genomas em diferentes
niveis de resolucao [4]. A Figura 4 apresenta os diversos mapas gendmicos, representando

diferentes niveis de resolugao para descrever um genoma utilizando marcadores genéticos.

Figura 4 - Representagao dos mapas gendmicos

Fonte: [4], f. 244.

Os mapas fisicos sao mapas de locais de marcos identificaveis em um DNA gend-
mico, independentemente dos padroes de heranca. Como a distancia é expressa em uni-
dades fisicas, eles sao mais precisos e confiaveis do que os mapas genéticos. Os mapas
citologicos referem-se a padroes de bandas observados em cromossomos corados. As faixas
claras e escuras observaveis sao os marcadores visualmente distintos em um cromossomo.
Um marcador genético pode estar associado a uma banda ou regiao cromossémica espe-
cifica. Os padroes de bandas, no entanto, nem sempre sao constantes e estao sujeitos a
alteragoes dependendo da extensao da contracao cromossdmica. Assim, mapas citologicos
podem ser considerados de muito baixa resolugao e, portanto, um pouco imprecisos [4].

Mapas citologicos sdo obtidos microscopicamente. Os mapas genéticos (barra

cinza) sao obtidos através de experimentos de cruzamento genético, no qual cada recom-



41

binagao genética ¢ analisada. Os mapas fisicos sao obtidos a partir de clones sobrepostos
identificados por hibridac¢ao dos fragmentos de clone (barras cinza) com sondas comuns
(asteriscos cinza) [4].

Como as moléculas de DNA sao muito longas, é necesséria a aplicacao de alguma
técnica de corte. Um dos métodos utilizados é o de shotgun, no qual cada molécula
individual é quebrada em varios locais aleatorios e os fragmentos resultantes sao filtrados e
selecionados para posterior processamento, em particular para cépia ou clonagem, também
chamado de processo de amplificagdo de DNA. Esse processo é necessario para que seja
possivel a repeticao dos experimentos, ja que sempre é possivel produzir novo material
a partir do que esta sendo analisado. Em seguida, é obtida uma colecao de fragmentos
clonados que correspondem a pedagos contiguos aleatérios da sequéncia de DNA purificada
[1].

Para a obtencao dos fragmentos clonados, pode-se aplicar tanto a técnica de clo-
nagem de DNA quanto a da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Na técnica da
clonagem de DNA utiliza-se a propria natureza para a obtencao. Um pedago de DNA é
inserido no genoma de um organismo, hospedeiro ou vetor, entao deixamos o organismo se
multiplicar. Consequentemente, o pedaco de DNA se multiplica junto. O DNA produzido
desta forma é denominado recombinante [1].

Uma alternativa a técnica de clonagem de DNA é utilizar a técnica de Reacao em
Cadeia da Polimerase (PCR). O DNA polimerase ¢ uma enzima que catalisa o alonga-
mento de uma unica cadeia de DNA, desde que haja um DNA modelo ao qual esta tnica
cadeia esté ligada. Nucledtidos complementares sao adicionados aos da cadeia molde até
que ambas as cadeias tenham o mesmo tamanho e formem uma cadeia dupla normal de
DNA. O pequeno trecho de DNA de cadeia dupla inicialmente necesséario para a polimerase
comegar seu trabalho é chamado de primer ou iniciador [1].

A PCR consiste basicamente numa repeticao alternada de duas fases: uma fase em
que o DNA de cadeia dupla é separado em duas cadeias simples por calor e uma fase em
que cada cadeia simples assim obtida, é convertida numa dupla cadeia por adi¢ao de um
primer e agao da polimerase. Cada repeticao duplica o nimero de moléculas. Depois de
repeticoes suficientes, a quantidade de material produzido é suficientemente grande para
realizar experimentos adicionais, gragas ao crescimento exponencial deste procedimento

de duplicagao [1].
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A leitura dos pares de uma sequéncia de DNA é feita com uma técnica conhecida
como eletroforese em gel, que se baseia na separacao de moléculas pelo seu tamanho. O
processo envolve um meio gel e um campo elétrico forte. As moléculas de DNA ou RNA
sao carregadas em solugao aquosa e se movem de acordo com a direcao definida pela acao
do campo elétrico. O meio gel faz com que elas se movam lentamente, com velocidade
inversamente proporcional ao seu tamanho. Todas as moléculas sao inicialmente colocadas
em uma extremidade de um bloco de gel. Depois de algumas horas, as moléculas menores
terao migrado para a outra extremidade do bloco, enquanto que as moléculas maiores
permanecerao ainda perto do ponto de partida. Por interpolacao, os tamanhos relativos
das moléculas podem ser calculados de forma bem aproximada [1].

Neste tipo de experimento, as moléculas de DNA podem ser marcadas com is6topos
radioativos para que o gel possa ser fotografado, produzindo um registro grafico das
posicoes no final de uma rodada. Além de utilizado no sequenciamento de DNA, este
processo é utilizado na determinacao de comprimentos de fragmentos de restricao. Uma
alternativa é usar corantes fluorescentes em vez de isétopos radioativos. Um feixe de
laser pode rastrear os corantes e enviar as informacgoes diretamente para um computador,
evitando o processo fotografico por completo. As primeiras maquinas de sequenciamento
foram construidas usando esta técnica [1].

As bases de DNA ou RNA podem ser lidas utilizando o processo descrito anteri-
ormente com a seguinte técnica. Dada uma molécula de DNA, é possivel obter todos os
fragmentos dela que terminam em cada posicao onde um A aparece. Da mesma forma,
todos os fragmentos que terminam em T, em G ou em C podem ser obtidos. Assim,
obtemos quatro tubos de ensaio diferentes, um para cada base. Os fragmentos em cada
tubo terao comprimentos diferentes. Por exemplo, suponha que a peca de DNA original
seja a seguinte: GACTTAGATCAGGAAACT. Os fragmentos que terminam em T sao
GACT, GACTT, GACTTAGAT, e toda a sequéncia em si. Assim, se separarmos todos
os fragmentos dos tubos por tamanho, saberemos precisamente a composicao de base da
sequéncia de DNA original. Alguns erros podem ocorrer na leitura de um filme gel, porque

as vezes as marcas sao desfocadas, especialmente perto das bordas do filme [1].
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2.3 Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de DNA busca uma série de caracteres individuais que se encontram
na mesma ordem das sequéncias de DNA analisadas, utilizando técnicas de comparacao
entre duas ou mais sequéncias biologicas. [16].

Durante o alinhamento, as sequéncias sao dispostas em linha com cada caractere bi-
ologico correspondendo a uma coluna do alinhamento. A partir dessa organizacao inicial,
os algoritmos especificos buscarao a melhor correspondéncia entre as sequéncias, podendo
ser criados espagos entre os caracteres para que as sequéncias terminem com o mesmo
comprimento, facilitando a visualiza¢do da similaridade [16]. A Figura 5 apresenta um
alinhamento de quatro sequéncias de nucleotideos envolvendo 55 caracteres, onde os carac-
teres idénticos sao identificados por asteriscos e os nucleotideos ausentes em determinadas
sequéncias sao substituidos por hifens para identificar eventos de inser¢ao/delegao.

Os métodos de alinhamento possibilitam a obtencao de informagoes a respeito da
relacao evolutiva entre organismos, individuos, genes ou entre sequéncias diversas. Podem
ainda, fornecer informagcoes a respeito da funcao e da estrutura de sequéncias biologicas

[16].

Figura 5 - Alinhamento de quatro sequéncias de nucleotideos envolvendo 55 caracteres.
(a) grupo de sequéncias nao alinhadas, cada sequéncia ocupando uma linha indi-
vidual. (b) grupo de sequéncias alinhadas, com os caracteres idénticos dispostos

em uma mesma coluna

Fonte:|16], f. 40.
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As estratégias de alinhamento podem ser tanto locais quanto globais [4].

No alinhamento global, presume-se que duas sequéncias a serem alinhadas sejam
semelhantes ao longo de todo o seu comprimento. Assim, o alinhamento é realizado do
inicio ao fim com o objetivo de se encontrar o melhor alinhamento possivel ao longo de
todo o comprimento entre as duas sequéncias. Este método é mais aplicavel para o ali-
nhamento de duas sequéncias rigorosamente relacionadas e de comprimentos aproximados.
Para sequéncias divergentes e de comprimentos variaveis, este método pode nao ser capaz
de gerar resultados 6timos, ja que nao é capaz de reconhecer regioes locais altamente
semelhantes entre as duas sequéncias [4].

Por outro lado, o alinhamento local nao assume que as duas sequéncias em questao
possuem semelhanca ao longo de todo o comprimento. Ele apenas encontra regioes locais
com o maior nivel de semelhanca entre as duas sequéncias e alinha estas regioes sem
considerar o alinhamento do resto da sequéncia. Esta abordagem pode ser utilizada para
alinhar sequéncias mais divergentes ou de comprimentos variaveis, objetivando encontrar
padroes de conservagao nas sequéncias de DNA ou proteinas [4]. A Figura 6 apresenta um
exemplo de um alinhamento de duas sequéncias de nucleotideos de tamanhos diferentes e
aponta as diferencas entre os alinhamentos local e global.

O alinhamento de duas sequéncias ¢ realizado utilizando os seguintes métodos [21]:
analise de matriz de pontos, algoritmos de programacao dinamica e métodos de palavras,
como os utilizados pelos programas FASTA e BLAST.

O método de anélise de matriz de pontos exibe quaisquer alinhamentos de sequéncia
possiveis como diagonais em uma matriz, sendo assim, a menos que as sequéncias sejam
muito semelhantes, esse método deve ser utilizado primeiro. A analise de matriz de
pontos pode prontamente revelar a presenca de insercoes, delecoes e repeticoes diretas
e invertidas, que sao mais dificeis de serem apontadas pelos demais métodos. Porém, a
limitac@o principal desse método é a de ndo mostrar um alinhamento de fato [21].

O método de programacao dinamica gera o alinhamento iniciando nas extremida-
des das duas sequéncias, tentando fazer coincidir todos os pares possiveis de caracteres,
seguindo um esquema de pontuacao para correspondéncias, desajustes e lacunas. Este
procedimento cria uma matriz de nimeros que representa todos os possiveis alinhamentos
entre as sequéncias. O maior conjunto de pontuacOes sequenciais na matriz define um

alinhamento 6timo. Esse método sempre encontra um alinhamento 6timo para um dado
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conjunto de variaveis definidas pelo usuario. Entretanto, o método de programacao dina-
mica pode ser lento devido ao grande ntimero de passos computacionais, que aumentam
aproximadamente de acordo com o quadrado ou o cubo dos comprimentos das sequén-
cias. O requisito de memoria de computador também aumenta conforme o quadrado dos
comprimentos das sequéncias. Assim, torna-se dificil sua utilizagao para sequéncias muito
longas [21].

Os métodos de palavras, que sao utilizados pelos algoritmos FASTA e BLAST, ali-
nham duas sequéncias muito rapidamente, primeiro procurando por trechos curtos idén-
ticos das sequéncias (palavras) e em seguida, unindo-as em um alinhamento aplicando
o método de programacao dinamica. Esses métodos sao réapidos o suficiente para serem
adequados a realizarem uma busca em um banco de dados inteiro, objetivando encontrar

a sequéncia que melhor se alinhe com a sequéncia de entrada [21].

Figura 6 - Diferengas entre alinhamento local e global. (a) duas sequéncias de nucleo-
tideos de tamanhos diversos amostradas e alinhadas por algoritmos diferentes.
(b) no alinhamento local, a regido altamente similar é encontrada e o resto é
excluido do resultado final. (c¢) no alinhamento global, as duas sequéncias sao

alinhadas por completo

Fonte: [16], . 47.
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O alinhamento de trés ou mais sequéncias ¢é possivel, porém, apesar de conceitual-
mente simples, é exigida grande capacidade computacional e, dependendo da quantidade

de sequéncias envolvidas, pode ser requerido um longo tempo para processamento [16].

2.4 Sequenciamento de nova geragao (NGS)

Os esforgos em sequenciar o genoma humano resultou em grandes avangos na auto-
macao dos processos e o investimento em tecnologia culminou no surgimento dos métodos
chamados Next-generation sequencing (NGS), onde os passos de clonagem passaram a ser
desnecesséarios, apesar de também ocorrer a fragmentacao aleatéria do DNA genomico.
Estes novos métodos permitem a obtengao de sequéncias de forma mais rapida, porém
com tamanho menor, variando de algumas dezenas a poucas centenas de pares de base
[16].

Estas novas tecnologias constituem varias estratégias que dependem de uma com-
binagao de preparacao de modelos, sequenciamento e imagem, e alinhamento do genoma e
métodos de montagem. O principal avanco oferecido pela NGS é a capacidade de produzir
um volume enorme de dados a baixo custo, em alguns casos, chegando a um bilhao de
leituras curtas por execucao. Esse recurso expande o dominio da experimentacao além
de apenas determinar a ordem das bases. Por exemplo, nos estudos de expressao génica,
os microarrays estao agora sendo substituidos por métodos de sequenciamentos de RNA
(RNA-Seq), que podem identificar e quantificar transcritos raros sem conhecimento prévio
do gene em questao e podem fornecer informagoes sobre splicing alternativo e variagao
de sequéncia de genes [36].

As plataformas que mais se destacam dentre as tecnologias de nova geragao comer-
cialmente disponiveis hoje sdo: a 454 (Roche), a Illumina (Solexa), a Applied Biosystems
SOLID, a Ion Torrent e a Pacific Biosciences (PacBio) [37].

A 454 Life Sciences (uma empresa Roche) introduziu a tecnologia NGS no mercado.
A familia de plataformas 454 tem sido usada desde entao para uma grande variedade de
aplicacoes e sua capacidade em executar longas leituras se fez especialmente atraente
para estudos de microbiomas, uma vez que leituras mais longas geralmente podem ser
identificadas com maior acuracia e precisao. A abordagem global da 454 é baseada em
pirosequenciamento utilizando amplificacao por PCR em emulsao, no qual adaptadores

especificos em cada extremidade da sequéncia sao criados utilizando primers de PCR e
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fixados a esferas mintsculas suspensas em 6leo. Uma desvantagem da abordagem 454
¢ que frequentemente o comprimento dos homopolimeros (trechos de nucleotideos nos
quais todas as bases sdo idénticas) sao identificados erroneamente. Além disso, esta
tecnologia costuma ser considerada ineficaz quando comparada com outras tecnologias
de sequenciamento NGS, pois é possivel a producao de mais sequéncias com Illumina,
SOLiD ou Ion Torrent. No entanto, para algumas aplicagoes que requerem comprimentos
de leitura mais longos, continua a ser a plataforma mais rentdvel. Embora a tecnologia
tenha sido inovadora quando foi introduzida, apos 2016, a 454 nao serd mais suportada
[37].

A Tllumina produz a familia de plataformas mais utilizada, pois uma quantidade
maior de dados pode ser gerada de uma maneira mais econémica. Utiliza a abordagem de
terminadores marcados reversiveis, de modo que sao removidos apos cada ciclo de imagem
para dar lugar ao proximo nucleotideo reversivel com terminagao marcada. A plataforma
com a maior saida em geral é a HiSeq 2500, produzindo 4 bilhdes de fragmentos de forma
pareada com 125 bases para cada leitura em uma tunica execugao [37].

A Applied Biosystems SOLiD nao atingiu o mesmo nivel de popularidade que as
plataformas 454 e [llumina para pesquisas com microbiomas. O processo SOLiD comeca
com uma fase de PCR em emulsao semelhante a utilizada por 454, porém utiliza a abor-
dagem de sequenciamento por ligagao, ao contrario do sequenciamento por sintese que
é utilizado nas demais plataformas. Embora possa gerar um grande niimero de sequén-
cias em uma execuc¢ao, o comprimento de leitura curto persistente limitou muito a sua
utilidade [37].

Até 2010, a 454 tinha esculpido um nicho de fornecer leituras mais longas, enquanto
a [llumina e a SOLiD tinham demonstrado a capacidade de fornecer um grande ntimero de
sequéncias de uma so6 vez. Entretanto, surgiu no mercado a necessidade de instrumentos
capazes de atender a um escopo de magnitude reduzida. Entao, dentro de um curto
periodo de tempo, 0 454 GS Junior, o [llumina MiSeq e o SOLiD FlowChip foram langados
e orientados aos laboratérios menores. O Ion Torrent entrou no mercado em 2010 com a
méquina de genoma pessoal (PGM), alegando ser a primeira empresa a realmente trazer
sequenciamento NGS viavel e acessivel para laboratérios menores [37].

O sistema Ion Torrent difere de todos os outros sistemas na maneira em que a

incorporacao de base é detectada. Quando uma base é adicionada a uma cadeia de DNA
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crescente um proéton ¢é liberado, o que altera ligeiramente o pH circundante. Os micro-
detectores sensiveis ao pH estao associados aos pocos da placa e registram quando essas
mudangas ocorrem, o que permite inferir a sequéncia de cada pogo. Uma caracteristica
interessante, no entanto, é que os fragmentos mais longos do que aqueles que podem ser
totalmente sequenciados através deste sistema sao atualmente removidos através de um
passo de selegao de tamanho, tornando impossivel a sequéncia de extremidades de frag-
mentos mais longos. Como o 454, o Ion Torrent também é suscetivel a erros relacionados
ao homopolimero. A abordagem do Ion Torrent pode ser bastante eficaz para gerar dados
de microbioma [37].

A Pacific Biosciences (PacBio) usa uma abordagem de sequenciamento em tempo
real em uma tnica molécula. O sistema de sequenciamento PacBio nao envolve nenhuma
etapa de amplificacao, o que a diferencia dos outros sistemas de sequenciamento NGS
[37].

A Tabela 2 apresenta um resumo das caracteristicas principais da plataformas

citadas anteriormente.

Tabela 2- Resumo das cinco principais familias de plataformas de sequenciamento NGS

Comprimento de
Plataformas Amplificagao clonal Quimica
leitura (média)

Pirosequenciamento (seq por
454 PCR em emulsao 700 bp
sintese)

Terminador de corante reversi-
Illumina Amplificacdo em ponte 300 bp
vel (seq por sintese)

Ligacao em cadeia de oligonu-

SOLiD PCR em emulsao cleotideo 8-mero (seq por liga- | 75 bp
Géo)
Detecgdo de proton (seq por

Ion Torrent PCR em emulsao 400 bp
sintese)

Nucleotideos fluorescentes fos-
PacBio N/A (molécula tnica) 8,500 bp
forilados (seq por sintese)

Fonte: [37].

2.5 Sistema HLA

As plataformas NGS inicialmente foram usadas apenas para o sequenciamento

gendmico, mas também mostraram potencial para fins de pesquisa e diagnostico [38]. A
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analise do genoma de NGS ¢é de suma importancia para melhor defini¢ao de doengas hema-
tologicas, em termos de patogénese, fatores prognosticos desconhecidos e comportamento
de doencas. Além disso, tal sequenciacao tem tido grande importancia nos dominios da
imunologia e da imunoterapia [39].

O principal componente do sistema imunolégico é o sistema HLA, também conhe-
cido como antigenos de transplante. Os locus genéticos envolvidos na rejeicao de 6rgaos
transplantados sao conhecidos como o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
¢ 0 MHC humano é denominado sistema HLA (Human Leukocyte Antigen). O MHC hu-
mano esta localizado no brago curto do cromossomo 6 e abrange cerca de 3.600 kilobases
de DNA. O MHC humano ¢é dividido em trés regioes conforme apresentado na Figura 7

140].

Figura 7 - O MHC humano no brago curto do cromossomo 6

Fonte: [40], f. 11.

A regiao de classe I contém os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C. A regiao da classe
IT contém as sub-regioes HLA-DR, DP e DQ, cada uma delas contendo um gene para uma
cadeia alfa e pelo menos um gene para uma cadeia beta. A regiao de classe III nao codifica
moléculas de HLA, mas contém os genes que codificam varios componentes do sistema
do complemento (C2, C4, B), fatores de necrose tumoral (TNFs) e alguns outros. As
moléculas HLA de classe I sao expressas na superficie de quase todas as células nucleadas.
As moléculas de classe II sdo expressas apenas em linfocitos B, células apresentadoras
de antigenos (monocitos, macrofagos e células dendriticas) e linfocitos T ativados. O
papel biologico das moléculas HLA classe I e classe II é apresentar antigenos peptideos
processados [40].

O sistema HLA é conhecido por ser o mais polimérfico em seres humanos. A

distribuicao e a frequéncia dos antigenos HLA variam muito entre os diferentes grupos
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étnicos. Tem sido postulado que esta diversidade de polimorfismo HLA evoluiu sob pressao
seletiva tnica em diferentes areas geograficas. Isso pode estar relacionado ao papel das
moléculas HLA na apresentacao de agentes infecciosos prevalentes nas diferentes areas do
mundo [40].

OS HLA-A, HLA-B e HLA-DR tém sido conhecidos ha muito tempo como an-
tigenos de transplante principal. Dados clinicos indicam que a correspondéncia HLA-C
também afeta os resultados clinicos do transplante de células estaminais hematopoéticas,
mas 0 HLA-DQ e o HLA-DP nao parecem criticos [40].

Os alelos HLA sao designados pelo locus seguido de um asterisco (*), um nimero de
dois digitos correspondendo a especificidade antigénica e o niimero de alelos atribuido. Por
exemplo, HLA-A*0210 representa o décimo alelo HLA-A2 dentro da familia de antigenos
HLA-A2 serologicamente definidos [40].

Vérios testes clinicos de HLA sao realizados em laboratorios a fim de apoiar os
programas de transplante, incluindo a tipagem HLA do receptor e a do potencial doador,
rastreio e identificacao de anticorpos HLA no receptor e detecgao de anticorpos no recep-
tor que sao reativos com linfécitos de um possivel doador, isto é, teste de prova cruzada
(crossmatching) [40]. A compatibilidade HLA entre doadores e receptores reduz a proba-
bilidade de rejeigao e de apresentacao da doenga do enxerto contra hospedeiro (GVHD)
em transplantes [38].

Os beneficios da compatibilidade HLA estao bem estabelecidos no transplante de
rim. Existe uma clara relacao entre o grau de compatibilidade HLA e a sobrevivéncia
do enxerto renal em transplantes de doadores vivos. Melhores resultados sao obtidos
de um doador irmao HLA-idéntico do que com doadores pais, irmaos ou filhos HLA-
haploidénticos. O transplante de rim de um doador vivo tem uma sobrevivéncia do en-
xerto superior ao transplante de um doador falecido (com excegao da combinacao de seis
antigenos) apesar de um maior grau de incompatibilidade de HLA. Estes resultados favo-
raveis sao provavelmente devido a redugao do tempo entre a retirada e o transplante ser
reduzido e ao dano renal ser menor [40].

O transplante alogénico de células estaminais hematopoiéticas é utilizado para
tratar a malignidade hematologica, anemia aplastica grave, imunodeficiéncias congénitas
graves e doengas metabolicas hereditarias. A medula 6ssea é a fonte das células estaminais

hematopoéticas, porém o uso de sangue de cordao umbilical tem se tornado cada vez
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mais popular. A principal vantagem dos transplantes de sangue do cordao umbilical é
que a incompatibilidade do HLA é melhor tolerada, tendo menos resultados adversos em

transplantes [40].

2.5.1 Transplante de Medula Ossea

O transplante de medula 6ssea é um tipo de tratamento proposto para algumas
doencgas que afetam as células do sangue, como as leucemias e os linfomas. Consiste na
substituicao de uma medula 6ssea doente, ou deficitaria, por células normais da medula
6ssea, com o objetivo de reconstituicdo de uma nova medula saudavel. E na medula
6ssea que se localizam as células-tronco hematopoéticas, responséaveis pela geracao de
todo o sangue (globulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas). Essas sao as células
substituidas no transplante de medula [41].

As células-tronco hematopoéticas também circulam no sangue periférico (caso es-
timuladas com medicamento de fator de crescimento), podendo ser coletadas por aférese
e no sangue do cordao umbilical, quando sao coletadas apds o nascimento do bebé. Por
isso, o termo “transplante de medula 6ssea” tem sido substituido por “transplante de
células-tronco hematopoéticas” para estes procedimentos [41].

REDOME ¢ o Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea, um
cadastro que retune informagoes (nome, enderego, resultados de exames, caracteristicas
genéticas, etc) de voluntéarios & doagao de medula para pacientes que precisam do trans-
plante. Um sistema informatizado cruza as informagoes genéticas dos doadores voluntarios
cadastrados no REDOME com as dos pacientes que precisam do transplante. Quando é
verificada a compatibilidade, a pessoa é convocada para efetivar a doacdo [42]. E possivel
se cadastrar como doador voluntario de medula 6ssea nos hemocentros localizados em
todos os estados do pais.

O REDOME atua articulado aos cadastros de todo o mundo. Atualmente, a busca
por doadores para pacientes brasileiros é realizada simultaneamente no Brasil e no exterior.
Os bancos internacionais também acessam os dados dos candidatos a doadores a partir
de sistemas especializados. O registro brasileiro foi o que mais cresceu na tultima década.
A chance de se identificar um doador compativel, no Brasil, na fase preliminar da busca
¢ de até 88%, e ao final do processo, 64% dos pacientes tém um doador compativel

confirmadol43].
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O Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (REDOME) foi
criado em 1993, em Sao Paulo, para reunir informacoes de pessoas dispostas a doar
medula 6ssea para quem precisa de transplante. Desde 1998, é coordenado pelo Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), no Rio de Janeiro[42].

A Figura 8 apresenta a evolugao do niimero de doadores cadastrados por ano no
REDOME até janeiro de 2017. Também até janeiro de 2017, o ntimero de doadores
cadastrados no REDOME era de 4.233.272 e o niimero de pacientes em busca de doador
nao aparentado era de 850 [44].

As principais doencas que podem ser tratadas com o transplante de Medula Ossea
sao: leucemia, anemia aplastica, anemia de fanconi, sindromes provocadas pela deficién-
cia medular (sindromes mielodisplasticas, linfomas, meloma multiplo, hemoglobinopatias,

tumores de testiculos e neuroblastomas [45].

Figura 8 - Evolucao do numero de doadores cadastrados no REDOME por ano até janeiro

de 2017

Fonte: [44].
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3 MEDICINA LABORATORIAL

Este capitulo aborda a questao dos laboratorios diagnoésticos, assim como as van-
tagens da informatizacao e a importancia do mapeamentos dos processos. E dividido nas
seguintes secoes: 3.1 Laboratorios diagnosticos, 3.2 Vantagens da tecnologia da informa-

¢ao e 3.3 A importancia do mapeamento de processos.

3.1 Laboratoérios diagnoésticos

Com a descoberta dos grupos sanguineos e o desenvolvimento da anélise quimica
dos fluidos organicos na década de 1920, a demanda por testes de laboratorio pela comu-
nidade médica cresceu tanto que os hospitais precisaram manter os laboratérios médicos
funcionando em tempo integral. Como os patologistas eram os responsaveis por realizar as
autopsias, eles naturalmente foram escolhidos para assumir a responsabilidade pelo traba-
lho centralizado do laboratério. Com o aumento da dependéncia dos testes de laboratorio,
que se deu na década de 1960, a area de patologia clinica ganhou grande destaque, o que
possibilitou que os clinicos patologistas desenvolvessem suas habilidades, principalmente
nas areas de consultoria médica e de gestao de recursos laboratoriais [46].

Entre as décadas de 1970 e 1990, com a ajuda da automacao, de sistemas compu-
tacionais e de técnicas de imunoensaio e caracterizagao molecular, a quantidade de testes
realizados anualmente em laboratérios americanos cresceu a uma taxa anual de mais de
12% [46].

Em 1999, a Federacao Internacional de Quimica Clinica (IFCC) em conjunto com
o Associacdo Mundial de Sociedades de Patologia e Medicina Laboratorial (WASPaLM)
divulgaram os Principios da Acreditacao de Laboratoérios Clinicos. O documento defende
que, em nome dos interesses dos pacientes, da sociedade e dos governos, os laborato-
rios clinicos operem dentro de altos padroes de competéncia profissional e técnica pelos

seguintes motivos [47]:

e As decisoes sobre os diagnodsticos, prognosticos e tratamentos sao frequentemente,
baseados nos resultados e interpretacoes dos exames laboratoriais e danos irreversi-

veis podem ser causados por resultados erroneos;

e Os usuarios dos servigos de laboratorios clinicos (tanto pacientes quanto médicos)
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podem nao possuir conhecimentos técnicos suficientes para avaliar se um laboratério

estd operando em um nivel satisfatorio;

e Os pacientes e, em menor extensao os médicos, podem nao ter escolha sobre o

laboratorio a ser utilizado;

e Os exames laboratoriais podem ser custosos, sendo assim, os pacientes, as segu-
radoras e o governo, que pagam pelos exames, esperam que o laboratorio forneca

informagoes validas;

e E de interesse dos laboratorios qualificados que sua competéncia seja verificada
através de um processo de inspe¢ao, de comparagao com padroes apropriados e

afirmacao publica de suas boas condic¢oes.

Acreditacao é uma auditoria externa da capacidade de um laboratério fornecer
um servigo de alta qualidade. Isso requer que o laboratério apresente informacgoes que

demonstrem [47]:

e Conformidade com os padroes de acreditacao publicados;

e Existéncia de um sistema de gerenciamento que aborde medidas internas e externas

de qualidade e que estejam descritas em um manual de gestao da qualidade;

e Um laudo especializado realizado por uma organizacao de acreditacao;

No Brasil, a acreditagao nao é obrigatoria. Segundo a Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC/ML) "o laboratorio pode escolher o
orgao acreditador, baseando-se em sua credibilidade, experiéncia e conhecimento técnico
de seus auditores. Estes incentivam a equipe do laboratorio, a alta direcao e geréncia a
alcancarem niveis cada vez mais elevados de qualidade e melhoria continua".

Alguns 6rgaos nacionais podem ser citados como exemplo, o Programa de Acredita-
¢ao de Laboratorios Clinicos (PALC) da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML) e a Organizacao Nacional de Acreditacao (ONA) [48].

No ambiente académico, a medicina laboratorial se desenvolveu utilizando a pes-
quisa béasica e aplicada como base para a pratica laboratorial, tendo contribuicao das

areas da medicina e da pediatria, assim como as da bioquimica e da microbiologia [46].



25

Hoje, a medicina laboratorial participa em 70% das decisoes clinicas, representando
apenas 10% dos custos totais com satude e as tendéncias ainda apontam um crescimento
na utilizagao dos exames laboratoriais, principalmente daqueles direcionados & prevencao
de doencas, o que demonstra a grande importancia dessa especialidade médica no campo
da satde [48].

Como foi colocado, a medicina laboratorial teve grande evolu¢ao nos tltimos anos.
Porém, é uma area que tem sofrido a pressao de prover um servigo de extrema qualidade
por um custo cada vez mais baixo [46].

Os servigos da medicina laboratorial incluem diversas agoes que envolvem solici-
tacao de exames, coleta de amostras, preparagao de amostras, identificacao de amostras,
transporte e armazenamento de material bioldgico, processamento e analise de amostras,
juntamente a subsequente interpretacao e elaboracao de relatérios e pareceres. Todas
essas agoes sao essenciais no atendimento ao paciente [49].

Sao trés as fases do fluxo de processos de um laboratoério clinico [48]: pré-analitica,
analitica e pds-analitica. A fase pré-analitica compreende os processos anteriores a reali-
zacao do exame laboratorial de fato, correspondendo & coleta, & manipulacao, o processa-
mento e a entrega das amostras aos analisadores. Na fase analitica é realizada a anélise
do material coletado. A fase pos-analitica compreende o armazenamento das amostras
[48].

A Figura 9 apresenta as frequéncias de erros em cada fase analitica e as referidas
variaveis. A fase pré-analitica é a fase que concentra a maior frequéncia de erros associ-
ados a ensaios laboratoriais, entre 46% e 68%. Dentre as variaveis, podem ser citadas o
transporte inadequado, a identificacao errada do paciente e a centrifugacao inadequada
do material. [50].

Segundo Lima-Oliveira et al. [50], "o elemento mais sensivel na producao de er-
ros na fase pré-analitica diz respeito a atividade humana, em que miltiplos individuos
interagem no processamento do espécime diagnostico."

Problemas com o armazenamento e recuperacao de dados, com o controle da segu-
ranc¢a e com o uso apropriado dos equipamentos e aplicativos do laboratorio por pessoal
autorizado e treinado podem dificultar o gerenciamento das atividades, além disso, as
informacoes médicas armazenadas nos sistemas de computacao podem ser perdidas ou

modificadas por pessoal nao autorizado [49].
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Figura 9 - Fontes e frequéncias de erro no processamento do espécime diagnostico

Fonte: [50], f. 442,

3.2 Vantagens da tecnologia da informacao

A automatizacao dos fluxos de trabalho laboratorial pode oferecer ganho de produ-
tividade, reducao do custo e facilidade na integragao com equipamentos mais modernos.
Além disso o uso de sistemas de computagao possibilita ao laboratério atingir méxima
eficiéncia e aumentar significativamente a cooperacao entre os médicos e reduzir os erros
humanos [49].

Segundo Campana et al. [51], "a palavra automagao é proveniente do latim auto-
matus e significa mover-se por si. Diversas definigoes estao disponiveis, mas, em resumo,
automacao é a aplicacao de técnicas computadorizadas ou mecénicas com o objetivo de
tornar um processo mais eficiente, maximizando a produgao com menor gasto de energia
e gerando maior seguranca."

De modo similar, automacao laboratorial consiste na integragao entre hardware
e software desenhados para o processamento e analise por completo de amostras. Os
métodos automaticos foram introduzidos na medicina laboratorial na década de 1950
pela Technicon por meio dos conceitos de fluxo continuo [48].

Minimizar erros e reduzir prazos de resultados traz seguranca para o paciente, o
que gera impacto positivo na economia da saide [51].

A evolugao da automacao laboratorial, em todas as suas fases, esta diretamente

ligada a evolugao em tecnologia da informagao (TI), incluindo os processos automaticos
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pos-analiticos, através do uso de fluxogramas de interpretagao, protocolos de repeticao e
dilui¢do de exames, testes reflexos, entre outros [48|.

"A TT é uma das principais for¢as de mudanca no mercado de medicina diagnostica
e permitird uma integracao cada vez maior dos diferentes players e segmentos da cadeia,
como fontes pagadoras, prestadores, fornecedores etc."[48]. Os sistemas de tecnologia da
informagao também fornecem procedimentos confiaveis e padronizados para a avaliacao
de laboratorios médicos [49].

Sistemas de computagao sao aqueles que automatizam ou apoiam a realizacao de
atividades humanas através do processamento de informacoes.

Friedman [52| relaciona cinco razoes para a T1I ser hoje, a principal impulsionadora

de toda a industria de medicina laboratorial:

e A geracao de informacao aumentara cada vez mais com a massificacdo dos exames

laboratoriais;

e Os desafios do gerenciamento da informacao aumentarao a medida que os avangos

na genomica e na protedmica gerarem dados cada vez mais complexos e abundantes;

e Os principais desafios profissionais enfrentados por profissionais de laboratério hos-
pitalar s@o informacgoes de acesso, armazenamento, relatorios e integracao de varias

fontes;

e As solugoes para esses desafios profissionais virao, quase certamente, do setor de TI

e nao da industria de diagnosticos in vitro;

e As solugoes de TT da industria de diagnosticos in vitro sao normalmente projetadas
para aprimorar a utilidade e a qualidade dos instrumentos e reagentes, ao invés de

abordar os desafios do gerenciamento da informacao a nivel empresarial;

Os laboratoérios de hoje e do amanha sao e serao altamente dependentes da TI.
A informatica é e serd utilizada para diferenciar os servigos laboratoriais no mercado.
Nessa perspectiva, as principais tendéncias da tecnologia da informacao para o mercado

de medicina diagnostica sao [52]:

e Integracao técnica e organizacional dos processos dos laboratorios departamentais e

gerenciamento da informacgao em organizagoes maiores;
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e Evolugao dos laboratorios clinicos para uma organizagao digital e/ou virtual desig-

nada a servir a redes descentralizadas;

e Evolucao dos sistemas de informacao laboratorial para sistemas com base em arqui-
tetura baseada em internet, com potencial utilizagao do modelo de linguagem de

programacao ASP;

e Aprimoramento dos relatorios laboratoriais baseados em texto para relatérios labo-

ratoriais baseados em internet e com imagem melhorada;

e Nova énfase na necessidade de informagao dos pacientes e médicos que utilizam os

laboratoérios, estimulada pelo aumento da sofisticacao em T1 e do consumismo;

e Aumento da vigilancia das questoes relativas a seguranca e confidencialidade, im-

pulsionadas pela legislacao vigente.

De acordo com a 27* pesquisa anual, de 2016, realizada pelo Centro de Tecnologia
de Informagao Aplicada (GVcia) da Escola de Administragao de Empresas de Sao Paulo da
Fundagao Getulio Vargas (FGV/EAESP), que retrata cenario atual e o futuro do mercado
de T1, o processo de informatizacao das empresas e da sociedade ainda é crescente mesmo
em uma conjuntura muito adversa e com queda acentuada no consumo pessoal [53].

Apesar de a pesquisa ter indicado queda de 30% em 2015 na venda anual de
computadores pela primeira vez na historia, a FGV estima crescimento de 7% para 2016.
Além disso, o Brasil continua acima da média mundial no uso de computadores por
habitante [53].

Segundo a pesquisa da FGV, ao final do ano de 2016 serao 166 milhoes de compu-
tadores, incluindo desktops, notebooks e tablets, em uso no Brasil, sendo 4 computadores
para cada 5 habitantes, o que condiz com 80% per capita. Destes 166, 30 milhoes corres-
ponderao a tablets. Para 2019, a pesquisa aponta o uso de 210 milhoes de computadores,
sendo um por habitante. [53]. A Figura 10 apresenta o quantitativo de computadores em
uso no Brasil através dos anos, desde 1988 até 2016, com previsao para 2019.

A pesquisa ainda assinala que ja sao 244 milhoes de dispositivos méveis conectaveis
a internet no Brasil, incluindo notebooks, tablets e smartphones. Esse dado corresponde
a 1,2 dispositivos portateis wireless por habitante, ou seja, sao mais smartphones do que

computadores ou 6 smartphones para cada tablet [53].
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Figura 10 - Total de computadores em uso no Brasil

Fonte: [53].

A Figura 11 apresenta a evolucao quantitativa de dispositivos moveis wireless co-
nectéaveis a internet em uso no Brasil.

Convém ressaltar que o gasto e investimento em T1 ficou estavel em 7,6% da receita
das empresas. Nas industrias de capital aberto, durante a tltima década, para cada 1%
a mais de gasto e investimento em TI, depois de 2 anos, o lucro aumentou 7% [53].

Diante dessa realidade, nao se pode ignorar o impacto que a TI representa na
sociedade. E consenso quase geral que a informatizacdo de processos s6 traz beneficios
para as organizacoes. Dentre as vantagens destacam-se maior agilidade, seguranca e
qualidade técnica para as atividades, menor tempo de processamento de lotes e de correcao
do processo produtivo, menor indice de retrabalhos e erros, o que consequentemente, reduz

o tempo de entrega [54].
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Figura 11 - Dispositivos moveis wireless conectéaveis a internet em uso no Brasil

Fonte: [53].

A rastreabilidade total dos processos e a facilidade de acesso as informacoes com
maior confiabilidade operacional, a reducao do trabalho administrativo e a melhor gestao
do laboratorio por meio da automacao e gestao das atividades diarias, a facilidade no cum-
primento e atendimento aos requisitos de integridade, confidencialidade e autenticidade

dos registros também sao elementos que a informatizacao agrega aos processos [54].

3.3 A importancia do mapeamento de processos

Mapeamento de processos é uma ferramenta analitica e de comunicacao destinada
a ajudar a melhorar os processos existentes ou a implementar uma nova estrutura de
processos. E uma excelente ferramenta gerencial que pode ser utilizada para melhor
entender o processo atual e eliminar ou simplificar aqueles que necessitam de mudanca.
Um processo de negocio é uma série de etapas projetadas para produzir um produto ou

um servigo [55], sendo assim, todo e qualquer servigo prestado a um cliente necessita de
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um processo para sua realizacao.

A organizacao nao pode correr o risco de perder licoes e experiéncias conseguidas
ao longo de muitos anos em funcao de seus funcionédrios mudarem de emprego ou se
aposentarem, ja que o aprendizado é construido com base na troca de conhecimentos e
experiéncias entre os individuos [11].

Pode-se dizer, entao, que o mapeamento de processos desempenha o papel essencial
de desafiar os processos existentes, criando oportunidades de melhoria de desempenho
organizacional ao identificar interfaces criticas e, sobretudo, criar bases para implantacao
de novas e modernas tecnologias de informacao (TI) e de integragdo empresarial [11].

Em trabalho de laboratoério de rotina, processar um grande ntimero de amostras e
inserir os resultados manualmente significa que a probabilidade de os resultados ficarem
fora dos limites especificados é maior, ou seja, desvios ocorrerao com mais frequéncia. A
investigacao de acompanhamento das fontes de erro é demorada, uma vez que todas as
fontes de erro possiveis devem ser consideradas.

Eliminando-se a necessidade de operagoes manuais, dependendo da quantidade de
amostras, um tempo consideravel podera ser economizado. Supondo que se leve cerca
de 30 segundos para transcrever o resultado de uma amostra para uma tabela de forma
manual e que de forma automética leve menos de 1 segundo, em um laboratorio que
processa 500 amostras por dia, essa economia pode ser de aproximadamente 250 minutos
por dia, o que corresponderia a um pouco mais de 4 horas.

Observada a relevancia de se conhecer tais processos produtivos, sao utilizadas
técnicas de modelagem de processos de negodcio para representar as diversas tarefas ne-
cessarias, na sequéncia em que elas ocorrem para a realizagao e entrega do servico. O
mapa de processos deve ser apresentado graficamente, permitindo expor os detalhes do
processo, encorajar concisao e precisao na sua descricao, focar a atencao nas interfaces
do mapa do processo e fornecer uma anélise de processos consistente com a linguagem do
projeto [11].

Sao quatro as fase de elaboragao de um mapa de processos [55]:

1) Fase de coleta de dados: envolve atividades de pesquisa da area de estudo e entre-

vistas com os que estao mais familiarizados com o processo;

2) Fase de estruturagao do mapa: envolve atividades de criagdo do mapa através

da elaboracao de rascunhos utilizando edi¢ao grafica, com o objetivo de esclarecer,
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simplificar e rearranjar as informacgoes coletadas na fase anterior;

3) Fase de documentagao do mapa: envolve atividades de aperfeigoamento, revisao
e correcao do mapa criado na fase anterior e de elaboracao de texto devidamente

estruturado;

4) Fase de interagao de feedback: envolve a apresentagdo do mapa elaborado para

consideracoes e comentarios, o que pode resultar em nova revisao do mapa.
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4 PROCESSO DE TIPIFICACAO HLA DO HLA-UERJ

Este capitulo traz uma apresentacao do laboratério de Histocompatibilidade e Cri-
opreservagao (HLA-UERJ) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, detalha o pro-
cesso de tipificacao HLA do HLA-UERJ atual e aponta oportunidades de melhoria e os
recursos necessarios a implementacao. Esta dividido nas seguintes secoes: 4.1 Carac-
terizacao do ambiente de estudo, 4.2 Detalhamento e mapeamento do processo atual e

4.3 Identificacao de oportunidades de melhoria.

4.1 Caracterizacao do ambiente de estudo

O estudo foi ambientado junto ao Laboratorio de Histocompatibilidade e Criopre-
servacao da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HLA-UERJ), com os objetivos
principais de dirimir riscos operacionais e ampliar a capacidade de anélise e rastreabilidade

dos dados gerados.

4.1.1 Laboratério HLA-UERJ

O Laboratoério de Histocompatibilidade e Criopreservacao da Universidade do Es-
tado do Rio de Janeiro (HLA-UERJ) teve inicio no final do ano de 1994 e a principio
ocupou algumas salas do Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Bio-
logia da UERJ. [6].

Em 1996, o HLA-UERJ foi credenciado pela Associagao Brasileira de Histocompa-
tibilidade (ABH) e passou a ser responsavel pelos exames de imunogenética relacionados
aos transplantes renais realizados no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE). Além
disso, passou a ser colaborador no cadastramento de doadores voluntarios do Registro Na-
cional de Doadores de Medula Ossea (REDOME). Em 2003, o laboratério foi transferido
para a Policlinica Piquet Carneiro e em 2007, estendeu suas atividades para o uso de
células e tecidos preservados [6].

Atualmente, o HLA-UERJ esta localizado na Policlinica Piquet Carneiro e atua
entre as areas de assisténcia, ensino e pesquisa. Sua equipe é composta por 25 colabora-
dores entre servidores, prestadores de servigo, pesquisadores e alunos de pos-graduacao.

Suas atividades envolvem a realizagao de exames laboratoriais na area de compatibilidade
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para transplante de 6rgaos solidos, exame moleculares referentes as hepatites virais (B e
C), criopreservacao de células-tronco hematopoéticas, participacdo em campanhas para
cadastramento de doadores voluntéarios de medula 6ssea, oferecimento de cursos de for-
macao e aperfeicoamento, principalmente treinamento em histocompatibilidade e biologia
molecular e participagado em projetos de pesquisa [6].

O HLA-UERJ possui acreditacao do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO), concedida com base no cumprimento dos requisitos das normas

e em documentos normativos [6].

4.1.2 Atividades do Laboratorio HLA-UERJ

Desde o seu inicio, o laboratério HLA-UERJ se dedica a estudos de associagao de
alelos do complexo principal de histocompatibilidade com doencas, priorizando as areas
de reumatologia e dermatologia. Outra area de pesquisa na qual o laboratério tem contri-
buido é a de transplantes renais, ajudando na detecgao e prevencao de rejei¢oes cronicas
através de exames laboratoriais que permitam acompanhar a evolucao de pacientes no
pos-transplante, o que pode determinar o tratamento mais eficaz para o paciente [6].

Na atualidade podemos relacionar as atividades prestadas pelo HLA-UERJ como

sendo as seguintes [6]:
e Tipificacao HLA:

— Identificagao de doador aparentado de células tronco (1%, 2* e 3* fases);
— Identificagao de doador nao aparentado de células tronco (1%, 2* e 3* fases);

— Identificagao de receptor de células tronco (1%, 2* e 3* fases).

e Provas Cruzadas:

Provas cruzadas em doador vivo de rim;

— Auto prova cruzada em doador vivo de rim;

Prova cruzada em doador vivo de rim contra linfécitos T ou B;
— Identificagao de doador vivo de rim (1* e 2* fases);
— Avaliagao de reatividade do receptor de rim (1* fase);

— Identificagao de receptor de rim (1* fase).
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e Deteccao de RNA do virus da Hepatite C (Qualitativo);
e Quantificacdo de RNA do virus da Hepatite C (Carga Viral);

e Genotipagem de virus da Hepatite C.

4.1.3 Exames de Tipificacao HLA do HLA-UERJ

O Laboratério HLA-UERJ realiza diversos exames para identificar a tipagem HLA
com o intuito de avaliar a compatibilidade entre doadores e receptores, contribuindo para
o sucesso de transplantes de 6rgao e células-tronco hematopoéticas.

Abaixo seguem alguns dos exames de tipificacao HLA praticados pelo laboratorio

HLA-UERJ [6]:

e Tipificacao HLA de Doador Aparentado de células-tronco hematopoéti-
cas: Este exame permite a tipificacao HLA com a identificacao dos alelos HLA-A,
HLA-B e HLA-DRBI1 no nivel de baixa ou média resolucao dos candidatos a doacao
aparentada de células-tronco hematopoéticas e devera ser solicitado pelo médico
hematologista responsavel. Este exame faz uso da metodologia PCR-SSO e possui

prazo de 8 dias;

e Tipificacao HLA de Doador Voluntario de células-tronco hematopoéticas
— 12 fase: Este exame permite a tipificagago HLA com a identificacao dos alelos
HLA-A, HLA-B e HLA-DRBI, no nivel de baixa resolu¢ao dos doadores voluntarios
cadastrados pelo REDOME e devera ser solicitado pelo hemocentro responsavel.

Este exame faz uso da metodologia PCR-SSO e possui prazo de 8 dias;

e Tipificacao HLA de Doador Voluntario de células-tronco hematopoéticas
— 22 fase: Este exame permite a complementacao da tipificacao HLA de doadores
voluntérios, potencialmente compativeis com pacientes candidatos a transplante de
células-tronco hematopoéticas. Consiste na identificagao dos alelos HLA-C e HLA-
DRB1, no nivel de alta resolugao de doadores voluntéarios previamente selecionados e
deveré ser solicitado pelo REDOME. Este exame faz uso da metodologia PCR-SSO

e possui prazo de 8 dias;
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e Tipificagao HLA Confirmatéria de Doador Voluntario de células-tronco
hematopoéticas: Este exame permite a confirmacao da tipificacao HLA de doado-
res voluntérios candidatos ao transplante de céulas-tronco hematopoéticas; consiste
na identificacao dos alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 e HLA-DQBI1 no
nivel de alta resolugao, e devera ser solicitado pelo REDOME. Este exame faz uso

das metodologias PCR-SSO e sequenciamento de DNA e possui prazo de 12 dias;

e Tipificacao HLA de Receptor de transplante de células-tronco hemato-
poéticas: Este exame permite a tipificagago HLA com a identificacao dos alelos
HLA-A, HLA-B e HLA-C, no nivel de baixa ou média resolucao, e HLA-DRBI e
HLA-DQBI1 em alta resolucao dos pacientes candidatos a transplante de células-
tronco hematopoéticas e devera ser solicitado pelo médico hematologista responsa-

vel. Este exame faz uso da metodologia PCR-SSO e possui prazo de 8 dias;

e Tipificagago HLA Confirmatéria de Receptor de células-tronco hemato-
poéticas: Este exame permite a confirmacao da tipificacado HLA de pacientes can-
didatos ao transplante de céulas-tronco hematopoéticas. Consiste na identificacao
dos alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 e HLA-DQB1 no nivel de alta reso-
lugao e deveréa ser solicitado pelo REDOME. Este exame faz uso das metodologias

PCR-SSO e sequenciamento de DNA e possui prazo de 12 dias;

e Tipificacao HLA de Receptor de Rim: Este exame permite a tipificacago HLA
com a identificacao dos alelos HLA-A, HLA-B e HLA-DRBI1, no nivel de baixa
ou média resolucao dos candidatos a transplante renal e deveré ser solicitado pelo
médico nefrologista responsavel. Este exame faz uso da metodologia PCR-SSO e

possui prazo de 8 dias;

e Tipificacao HLA de Doador Vivo de Rim — 1? fase: Este exame permite
a tipificagdo HLA com a identificagao dos alelos HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 no
nivel de baixa ou média resolugao dos candidatos a doagao para transplante renal
e devera ser solicitado pelo médico nefrologista responsével. Este exame faz uso da

metodologia PCR-SSO e possui prazo de 8 dias.
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4.2 Detalhamento e mapeamento do processo atual

Para que o detalhamento e mapeamento do processo atual de tipificacao HLA fosse
realizado, contou-se com a colaboracgao dos funcionarios do HLA-UERJ, uma vez que eles
sao os principais atuantes do processo. Com base em informagoes coletadas no local, foi
possivel encadear as atividades e mapear o processo atual. As entrevistas foram realizadas
durante o segundo semestre do ano de 2016 e o primeiro semestre de 2017.

No processo de tipificacago HLA, podem ser utilizados métodos de baixa, média
e alta resolucao. Na tipagem de baixa resolugao, somente os dois primeiros digitos sao
identificados, indicando a que grupo os alelos pertencem, grupos esses que, em geral,
correspondem as especificidades sorologicas: A*03 (A3), B*07 (B7), DRB1*03 (DR3),
etc. A anélise de alta resolucao, que utiliza um conjunto adicional de primers, permite
a identificagdo dos alelos propriamente ditos: A*0302, B*0702, DRB1*0301, etc. [56].
Os métodos que fornecem informacgoes entre o nivel sorologico e o nivel de alelos sao
denominados métodos de média resolugao.

De forma geral, o processo de tipificagao HLA envolve técnicas de Reagao em Ca-
deia da Polimerase seguida de hibridizagao com Oligonucleotideos de Sequéncia Especifica
(PCR-SSO) (método de média resolugao) e técnicas de sequenciamento de DNA utilizando
o método de Sanger e o método de nova geracao (NGS) (método de alta resolu¢ao). Como
o método de NGS é menos custoso do que o método de Sanger, o laboratorio tem o ob-
jetivo de substituir por completo o método de Sanger pelo o método de NGS, portanto o
método de Sanger nao seré incluido neste mapeamento.

As amostras de cada doador ou paciente sao recebidas de forma individualizada e
em tubos, que sao dispostos em uma centrifuga. A centrifuga é um equipamento que rea-
liza a funcao de separar as células que sao detentoras de DNA [57], pois em uma amostra
as células estao todas juntas e misturadas, como hemécias, leucocitos, plaquetas, entre
outras. A centrifuga age de acordo com o gradiente de densidade de cada uma das células,
j& que devido ao movimento de rotacao, o processo de decantacao é acelerado e as parti-
culas de maior densidade sao arremessadas para o fundo dos tubos. Sendo assim, apos a
centrifugacao, é possivel notar trés camadas distintas no tubo: uma camada superficial de
plasma, que ¢é a parte liquida do sangue, uma camada de leucécitos que é mais esbranqui-
¢ada, conhecida como "creme leucocitario"e uma camada de hemaécias compactadas no

fundo. Como as hemécias nao possuem ntcleo, sendo, portanto, desprovidas de DNA, a
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camada alvo do processo de tipificacao HLA é a que possui o "creme leucocitario", sendo
os leucocitos os elementos utilizados como substrato para a extragao do DNA.

Com a centrifugagao concluida, cerca de 200 microlitros do "creme leucocitario"de
cada amostra sao utilizados para a extracao de DNA de fato. O restante é armazenado
para que o laboratério possa ter a opc¢ao de voltar & amostra se assim desejar, que nesse
ponto é chamada de amostra "estoque".

Cada paciente ou doador recebe um coédigo interno de identificagao, chamado de
"niimero de DNA". Esse codigo é um ntimero sequencial tnico. Em uma planilha Excel
(Microsoft® Office™ ) fica armazenada a listagem dos pacientes e doadores com infor-
magoes tais como nome do paciente ou doador, sua origem e o c6digo tnico atribuido.

O proximo passo é realizar a amplificagao do DNA extraido através da técnica PCR-
SSO e para tal, é utilizada uma microplaca com pogos onde sao dispostas as amostras.
A preparagao da placa envolve a producao de um mapa de localizacao e identificacao
das amostras no estilo de uma tabela, com linhas e colunas, representando exatamente a
microplaca. Na Figura 12 sao apresentados um exemplo de microplaca com 96 pocos e

um exemplo do mapa de identificagao das amostras na microplaca de PCR-SSO.

Figura 12 - Exemplo de microplaca e seu mapa de identificagdo. (a) Exemplo de mi-
croplaca com 96 pogos. (b) Exemplo de um mapa produzido e utilizado pelo

laboratorio para identificacao das amostras na microplaca de PCR-SSO

Fonte: (a) Imagem retirada da Internet, 2017. (b) O autor, 2017.

A selecao das amostras é realizada de forma manual, ou seja, as amostras sao
escolhidas utilizando-se a planilha Excel (Microsoft® Office™ ) de listagem dos pacientes

e doadores como referéncia. Em seguida, um mapa de localizacao e identificacao das
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amostras na microplaca de PCR-SSO em branco é impresso em papel. O "ntimero de
DNA" de cada amostra selecionada é transcrito & mao para o mapa, respeitando-se a
disposicao das amostras na microplaca. Os mapas preenchidos sao arquivados em pastas
arquivo que sao armazenadas no laboratério para consultas posteriores. Nesse passo sao
32 amostras analisadas e como para cada amostra sao feitas 3 investigagoes, sao 96 pocos
preenchidos na microplaca.

Com as amostras selecionadas e o mapa preenchido, a microplaca é submetida
ao termociclador para a amplificacdo do DNA pelo método PCR-SSO. Termociclador é
um equipamento que eleva e abaixa a temperatura do material de forma programével
em varios ciclos [57]. O resultado do termociclador ¢ analisado quanto a sua qualidade
utilizando-se da eletroforese em gel e foto documentacao. A eletroforese em gel é uma
técnica de separacao de particulas de acordo com sua carga elétrica e peso molecular
utilizando-se um determinado gel como condutor [57].

Apos a analise, caso a amostra apresente algum problema ou estiver fora do es-
perado, a mesma ¢é descartada e retirada da placa, nao seguindo para o préximo passo.
Nesse caso, o mapa das amostras na microplaca deve ser refeito eliminando-se a marcagao
do campo correspondente ao material descartado, porém deve ser mantida a marcacgao
das amostras aprovadas, ou seja, a placa nao é rearranjada. A Figura 13 apresenta um
exemplo de um mapa produzido e utilizado pelo laboratério para identificagao das amos-
tras na microplaca antes de ser submetida ao termociclador e um exemplo de um mapa
de identificagao das amostras na microplaca refeito apos as amostras serem submetidas
ao termociclador e algumas serem descartadas.

As amostras aprovadas sao encaminhadas para o préoximo passo. A metodologia
seguinte é escolhida de acordo com o pedido do médico ou do hemocentro solicitante da

analise, podendo ser tanto de média resolugao quanto de alta resolucao.



70

Figura 13 - Exemplo de mapa de localizacao e identificacao das amostras na microplaca.
(a) Exemplo de um mapa produzido e utilizado pelo laboratorio para identifi-
cagdo das amostras na microplaca antes de ser submetida ao termociclador. (b)
Exemplo de um mapa de identificacao das amostras na microplaca refeito apos

as amostras serem submetidas ao termociclador e algumas serem descartadas

(a) (b)

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 I i 2 2 2 3 3 3 4 4 4 A I I 1z 2 2 2 3 3 3 4 4
B J 3 J [ [ [ 7 7 7 & 8 & B 3 5 & 6 [ 7 7 7 8 8
C 9 g 9 10 10 10 11 i1 i1 12 12 12 C 9 9 9 10 10 14 i1 i i2 i2 12
D i3 i3 13 4 14 14 13 13 15 g 6 16 D i3 i3 13 4 14 14 13 i3 135 i6 i6 16
E 17 i7 17 18 18 18 19 FEd 19 20 20 20 E 17 17 18 18 18 19 19 20 20 20
F 27 21 24 22 22 22 23 23 23 24 24 24 F 24 24 24 22 22 22 23 23 23 24 24 24
G 23 75 23 26 26 26 27 27 27 28 28 23 G 23 23 23 26 26 27 27 27 28 28
H 29 29 29 30 a0 30 34 31 EN 32 32 32 H 29 29 29 30 30 30 3! EX) 32 32 32

Fonte: (a) e (b) O autor, 2017.

Para o procedimento de hibridizacao do DNA com Oligonucleotideos de Sequéncia
Especifica (SSO), ¢ utilizado um citometro de fluxo (Luminex® ). A citometria de fluxo é
um método para o isolamento de células e cromossomos através da utilizagao de corantes
fluorescentes [57|, assim, o citdmetro de fluxo é capaz de contar, examinar e classificar
essas células e permite a identifica¢do da especificidade antigénica. Ex: HLA-A*03 (A3),
que corresponde a familia de antigenos HLA-A3. O equipamento possui um computador
acoplado contendo uma porta USB. Esse computador nao esta conectado & rede por
recomendacgao do fornecedor, a fim de preservar o sistema contra virus e outras ameacas.
A cada anélise executada, ¢ gerado um arquivo de saida no formato *.csv. Todos os
arquivos gerados sao copiados através da porta USB para um computador do laboratério.
Os técnicos utilizam o proprio software do fornecedor para analisar os dados.

Para o procedimento de NGS, o preparo das amostras envolve um ajuste de con-
centragao a ser aplicado, conforme especificacao do fabricante do kit de reagentes a ser
utilizado. Esse kit de reagentes nao acompanha o equipamento de sequenciamento, é
adquirido a parte pelo laboratoério.

Para agilizar esse ajuste de concentragao de cada amostra, ja que no NGS sao
realizadas varias determinacoes por amostra, as vezes até mais que trés, podendo a quan-
tidade de amostras aumentar significativamente chegando ao nimero de 560 de forma
aproximada, foi criada uma planilha Excel (Microsoft® Office™ ) com uma aba exclu-

siva, que pode ser chamada de aba de referéncia, com os dados fornecidos pelo fabricante
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do kit a respeito dos volumes e concentracoes pré-determinados. Em outra aba ficam ar-
mazenados os dados dos pacientes ou doadores, que sao sigilosos, tais como: identificacao
do material, nome, quantificagao do DNA extraido, entre outros, essa aba seria a aba da
lista das amostras.

A quantificaggdo de DNA de cada amostra é realizada por espectrofotometria no
equipamento NanoDrop® | que é um equipamento que avalia a quantidade geral de DNA
na amostra, sua pureza e integridade [57]. O NanoDrop® realiza a medicao e os dados
sao copiados através de uma porta USB presente no dispositivo. Esses dados alimentam
a aba da lista das amostras na planilha.

Sendo assim, é realizada uma comparagao automatica entre a aba da lista das
amostras e a aba de referéncia, utilizando-se formulas de pesquisa e referéncia pré-definidas
na propria planilha para que se obtenha o valor de concentragao necessario a ser ajustado
em cada amostra para que se atinja o padrao pré-estabelecido pelo fabricante do kit.

Por exemplo, se uma amostra que jé foi quantificada possui sua concentragao acima
do determinado pelo fabricante do kit de reagentes, a mesma precisara ser diluida em
solucao aquosa e vice-versa. Como a planilha ja foi configurada para realizar os célculos
de forma automatica, os valores necessarios para o ajuste de concentracao ja sao mostrados
para o técnico que esta executando o procedimento na aba da lista das amostras.

Com as concentragoes corretas, a microplaca é preparada com as amostras e um
mapa de localizacao e identificagao das amostras na microplaca de NGS é produzido e
impresso, utilizando-se a mesma planilha Excel que auxilia o ajuste de concentracao.
Diferentemente do mapa de PCR-SSO, o mapa da microplaca de NGS é gerado automa-
ticamente através de férmulas de referéncia do proprio Excel.

O equipamento que o laboratério adquiriu para esse passo foi o HiSeq 2500
(IIlumina® ). O HiSeq 2500 ¢ um sistema de sequenciamento que fornece eficiéncia para
gendmica em larga escala capaz de gerar dados com qualidade a uma taxa de 160Gb
(gigabytes) por dia ou 1Tb (terabytes) por ciclo de investigacao [58]. O sistema compre-
ende o equipamento de sequenciamento, um monitor e um computador de controle com
teclado, mouse e leitor de codigo de barras [59]. A Tabela 3 apresenta as especificagoes
do computador de controle que integra o sistema HiSeq 2500 (Illumina® ). O sequenci-
ador permite a identificacao dos alelos propriamente ditos, compostos com os 4 digitos.

Ex: HLA-A*0210, que representa o décimo alelo HLA-A2 dentro da familia de antigenos
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HLA-A2 serologicamente definidos.

O resultado da analise de uma execugao de sequenciamento é um conjunto de
arquivos de identificacdo de bases avaliados por qualidade com a extensao *.bcl. Para
cada bloco que é analisado, um arquivo comprimido por ciclo é gerado [59]. Entretanto, o
formato *.fastq ¢ o mais amplamente utilizado para representar e analisar sequéncias, ja
que nesse formato as bases e os valores de qualidade sao representados no mesmo arquivo,
que sao arquivos de texto [60]. Mediante a isso e para que se possa utilizar a maioria das
plataformas de tipagem HLA, é necessaria que seja realizada a conversao dos arquivos

* bel para arquivos *.fastq.

Tabela 3 - Especificagdo técnica do computador de controle do sistema HiSeq 2500

(Hlumina®))
Especificagao do Computador HiSeq 2500

CPU Intel® Xeon® CPU E5-2620
@ 2.00 GHz (2 processadores)

MEMORIA 64 GB RAM

DISCOS 8 x 1.0 TB 3.5" SATA
(2 OS - RAID1 drives e 6 data RAID5 drives)

SISTEMA
Microsoft® Windows® 7 64-bit

OPERACIONAL

Fonte: [58].

Para realizar a conversao dos arquivos *.bcl para *.fastq, o HLA-UERJ utiliza
a plataforma de analise genomica integrada ao sistema HiSeq, chamada BaseSpace®.
BaseSpace® ¢ um poderoso servico de computacdo em nuvem fornecido pela Illumina®
onde bidlogos e informaticos podem facilmente armazenar, analisar e compartilhar dados
genéticos. Para isso, basta que seja criada uma conta de acesso em basespace.illumina.com.
Os arquivos *.bcl sao enviados através da Internet em tempo real para o espaco dedicado
na nuvem [61]. Os dados sdo automaticamente convertidos em *.fastq, gerando dois ar-
quivos comprimidos por amostra, resultando em torno de 100Mb (megabytes) de dados
por placa analisada. Quando a conversao é completada, os arquivos sao copiados do
equipamento HiSeq utilizando-se um disco rigido externo.

Com os arquivos ja convertidos e copiados para um computador do laboratoério,

é iniciado o passo de descompressao dos arquivos. Nesse passo, cada arquivo é descom-
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pactado de forma manual por um técnico (caso sejam analisadas 560 amostras, o técnico
precisara descompactar 1120 arquivos).

O software de interpretagao da tipagem HLA utilizado pelo laboratorio é o
NGSEngine® (GenDx). O NGSEngine® & um pacote de softwares pago, independentes
de plataforma, desenvolvido para realizar tipagem HLA baseada em dados adquiridos pelo
método NGS, capaz de assinalar alelos HLA de forma confiavel e inequivoca. De acordo
com um dos técnicos do laboratério, com os computadores que o laboratério possui, o
NGSEngine® (GenDx) nao é capaz de analisar mais do que 96 amostras em média ao
mesmo tempo. Acima desse ntiimero de amostras, o sistema trava e para de funcionar. A
Tabela 4 apresenta as especificagdes de um dos computadores do HLA-UERJ utilizado

para execucao do software de interpretacao da tipagem HLA.

Tabela 4 - Especificacao técnica de um computador do HLA-UERJ

Especificagao do Computador HLA-UERJ

CPU Intel® Core™ CPU i5-3330 @3.00GHz 3.20GHz
MEMORIA 8GB GB RAM
SISTEMA

Microsoft® Windows® 7 64-bit
OPERACIONAL

Fonte: O autor, 2017.

Apos a analise, seja do método de média resolucao, seja do método de alta resolu-
¢ao, é gerado um relatério com os dados que alimenta outros dois sistemas: um ¢é o sistema
laboratorial chamado BiosLab/Sil e o outro ¢ 0o REDOME. O REDOME s6 ¢ alimentado
com os dados da amostra do doador, caso seja o primeiro cadastro da amostra.

Todos os dados envolvidos no processo e analisados devem ser guardados respeitando-
se as normas laboratoriais, o que engloba as amostras e os mapas de localizagao e identi-
ficacao das amostras nas microplacas.

Para o mapeamento do fluxo do processo de tipificacao HLA, foi utilizada a técnica
de modelagem de processos conhecida por BPMN (Business Process Model and Notation),
em portugués Notacao de Modelagem de Processos de Negocio, ja que o BPMN oferece
uma notagao padrao largamente aceita [62]. A Figura 14 apresenta o fluxo do processo de
tipificacao HLA do HLA-UERJ. As Figura 15 e Figura 16 apresentam, respectivamente,

os subprocessos de média e alta resolucao.
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Figura 14 - Fluxo do processo de Tipificagago HLA do HLA-UERJ, criado na ferramenta
Bizagi Modeler

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 15 - Fluxo do subprocesso de média resolugao do processo de Tipificacao HLA do

HLA-UERJ, criado na ferramenta Bizagi Modeler

Fonte: O autor, 2017.

Figura 16 - Fluxo do subprocesso de alta resolugao do processo de Tipificacao HLA do
HLA-UERJ, criado na ferramenta Bizagi Modeler

Fonte: O autor, 2017.
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4.3 Identificagao de oportunidades de melhoria

Apos a realizagao do mapeamento das atividades de tipificacao HLA, pode-se ob-
servar e analisar a ocorréncia de alguns riscos e vulnerabilidades no processo atual.

Foi constatada a auséncia de uma geréncia central do processo mapeado. O controle
das atividades é descentralizado e os dados estao espalhados em diferentes arquivos. Essa
forma de armazenar as informacoes prejudica uma possivel rapida recuperacao, dificulta
o controle da redundéancia e poe em duvida a integridade dos dados, o que afeta, direta
ou indiretamente, a qualidade das atividades.

Como os mapas de localizacao e identificacao das amostras nas microplacas sao ela-
borados em papel e preenchidos a mao, eles possuem limitagoes consideraveis. Uma delas
é que o papel ocupa muito espaco fisico e sao geralmente, armazenados em pastas arquivo
guardadas em armérios. Portanto, qualquer consulta aos dados torna-se extremamente
dificil, demorada e inadequada. Outra limitagao é a caligrafia, que pode ser confusa ou
até ilegivel. Sem falar que o documento pode ser perdido ou danificado acidentalmente,
ou até mesmo de forma maliciosa.

Muitas das limitagoes mencionadas podem ser reduzidas através da implantacao
de um sistema de tecnologia da informacao que controle o fluxo de trabalho e centralize
todos os dados utilizados no processo, o que pode proporcionar maior acuracia, precisao,
acessibilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos dados.

Os sistemas de controle de workflow ou sistemas de gerenciamento de workflow
(SGWs) facilitam a automagao, o gerenciamento de processos e controlam a circulagao
das atividades. Sao capazes de armazenar documentos em um local central, conseguindo
apresentar informacoes em formato unificado, melhorando o trabalho em equipe, for-
necendo suporte automatizado de processo e permitindo que os membros da equipe se
comuniquem e colaborem dentro de um ambiente padronizado [63].

Com isso, algumas vantagens do uso de SGWs podem ser destacadas [64]:

e Maior eficiéncia: a automagao de muitos processos de negocio resulta na elimi-

nacao de muitas etapas desnecessérias;

e Melhor controle do processo: um melhor gerenciamento dos processos de nego-
cio ¢ atingido através da padronizacao dos métodos de trabalho e da disponibilidade

de registros de auditoria;
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e Melhor atendimento ao cliente: a consisténcia nos processos leva a uma maior

previsibilidade nos niveis de resposta aos clientes;

e Flexibilidade: a utilizacao de software para controlar os processos permite um

redesenho alinhado as necessidades de mudanga no negocio;

e Melhoria de processos de negoécios: o foco nos processos de negbcio leva a sua

racionalizacao e simplificagao;

Alguns SGWs de cédigo aberto disponiveis podem ser citados, tais como o WIMO-
pen, que é uma ferramenta de workflow baseada em java, o Taverna, criado para o projeto
e execugao de workflows cientificos e o Kepler, que também é um conjunto de ferramentas
para o projeto, execucao e compartilhamento de workflows cientificos. Apesar de existi-
rem diversas ferramentas, é preferivel o desenvolvimento de uma que esteja alinhada as
necessidades da organizacao.

Sendo assim, para a implementacao de um sistema de controle de workflow, é
desejavel a aplicagao de uma metodologia agil, que visa a satisfacao do cliente mediante
a entrega inicial e continua de componentes tuteis de software, desenvolvidos por um
processo iterativo, utilizando o minimo de recursos. E desejavel, também, a utilizacao de
uma plataforma de software livre baseada em web integrada a um banco de dados, com a
finalidade de garantir adaptabilidade e acesso facil aos dados. Diante dessas consideragoes,
o framework voltado para web Ruby on Rails mostra-se uma oOtima ferramenta para se

construir um SGW.

4.3.1 Ruby on Rails

O Ruby on Rails é um framework livre de desenvolvimento web escrito na lingua-
gem de programacao Ruby [65]. Esse framework adota o padrao de arquitetura Model-
View-Controller (MVC) ou Modelo, Visao e Controle. Os Modelos sao responsaveis pela
conexao com o banco de dados, geracao de consultas e pelas regras de associagao e va-
lidacao dos dados. O Controle é a camada intermediaria entre a web e o sistema, ou
seja, possui as fungoes de traduzir e transmitir os dados para os modelos e de preparar os
resultados para a camada de Visao. A Visao é a camada onde os resultados das operagoes
e os dados sdo apresentados [66]. A Figura 17 representa o esquema da arquitetura MVC

adotada pelo Ruby on Rails.
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Ao interagir com um aplicativo Rails, o navegador envia uma requisigao, que é
recebida por um servidor web e repassada para um controlador Rails conforme indicado
nas rotas cadastradas. Em alguns casos, o controlador cria uma visao de forma direta,
retornando para o usuério. Porém, é mais comum o controlador interagir antes com um
modelo e s6 depois disso processar a visao requisitada [65].

As vantagens em se utilizar o Ruby on Rails incluem a sua agilidade, a simplicidade
da sintaxe da linguagem Ruby e a quantidade de métodos existentes, pois a maioria dos
conceitos de desenvolvimento agil estd englobado nesse framework, o que facilita muito a
programagao. GitHub e Airbnb sao exemplos de aplicagoes que foram construidas com
Ruby on Rails.

Comparado a outros, o Ruby on Rails permite que as funcionalidades de um sistema
possam ser implementadas de maneira incremental por conta de alguns padroes e conceitos
adotados. Como pilares do Rails estdo os conceitos de Don’t Repeat Yourself (DRY) e
Convention over Configuration (CoC). O conceito de DRY incentiva a fazer bom uso
da reutilizacao de codigo, que é também uma das principais vantagens da orientagao a
objetos. O conceito de CoC traz o beneficio de poder escrever muito menos codigo para
implementar uma determinada funcionalidade em nossa aplicacao, desde que respeitados
alguns padroes de nome e localizagao de arquivos, nome de classes e métodos, entre outras
regras simples e faceis de serem memorizadas e seguidas [67].

Algumas convengoes sao adotadas para nomes de variaveis e métodos, que sao
sempre mintusculos e separados por’_’ (trago inferior). Variaveis com nomes em maitasculo
sao sempre constantes. Os nomes das tabelas seguem sempre o plural, os nomes dos
modelos seguem sempre o singular e os nomes dos controles seguem sempre o plural. Por
exemplo: criando o modelo Order, a tabela criada terd o nome de orders e o controle

criado terda o nome de OrdersController.
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Figura 17 - Representacao esquematica do padrao de arquitetura MVC adotado pelo

Ruby on Rails

Fonte: [66].

A conexao entre a aplicacao e o banco de dados também é preparada pelo Ruby
on Rails, que é compativel com uma grande quantidade de bancos, tais como MySQL
e PostgreSQL. Por padrao, o Rails utiliza o SQLite3, pois é bem simples, versatil e

consegue se comportar bem em um ambiente de desenvolvimento, além de possibilitar
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que as informagoes sejam salvas em qualquer local do sistema de arquivos [67]. Para

manipular os dados do banco de dados, pode-se utilizar o c6digo Ruby através da console,

portanto, nao é preciso ter conhecimento da sintaxe SQL. A Tabela 5 apresenta quais sao

os principais tipos de dados suportados pelo Rails, que sao passados na criacao do modelo

através do comando rails generate model Nome campol:tipo campo2:tipo

Tabela 5 - Principais tipos de dados suportados pelo Rails

Fonte: [66].

Tipo Significado

:string Texto curto

text Texto longo

:integer Inteiro

:float Fracionario (ponto flutuante)
:datetime Data/Hora

:date Data

:time Hora

:binary Para Armazenar Arquivos
:boolean Verdadeiro ou Falso

:references

Para estabelecer associagoes

Para validar esses dados, pode-se utilizar o método validate no formato validates

:campo, validagdol, validag&o2, validagdo3

6 apresenta as valida¢oes mais comuns fornecidas pelo Rails.

nos Modelos criados.

A Tabela



81

Tabela 6 - Validagdes mais comuns fornecidas pelo Rails

Validagao Significado

presence: true Nao pode estar em branco

length: mininum:x, maximum:y Precisa ter entre x e y caracteres
uniqueness: true Precisa ser tnico na base de dados
numericality: true Precisa ser numérico

O usuario precisa ter marcado a checkbox correspondente no formu-
acceptance: true
lario da view

O usuario precisa preencher o mesmo valor em dois campos do formu-
confirmation: true
lario. Muito usado para cadastro de senhas ou emails

Verifica formatacdo de um campo de acordo com uma expressao re-
format: with: Regex
gular. Existem muitas expressoes de validagao prontas na internet

inclusion: in: x..y Aceita valores entre x e y

inclusion: in: %w(A,B,C) Aceita apenas os termos A, B ou C (usado para texto)

Nao aceita os valores especificados. A forma de especificar os valores
exclusion: in: ... _
é analoga a validagao inclusion

Opcao que pode ser incluida em qualquer das validacbes acima para
message: “mensagem” substituir a mensagem de erro padrao exibida ao usuario quando a

validacao nao é atendida

Fonte: [66].

Quando diversos modelos se relacionam na aplicacao, é preciso que o tipo de rela-
cionamento entre eles seja informado ao Rails. A Tabela 7 apresenta os relacionamentos

que o Rails disponibiliza. As associagoes devem ser incluidas no modelo.
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Tabela 7 - Associagoes fornecidas pelo Rails

Associagao Significado Exemplo

Comentério publicacao
belongs to:model Pertence a

belongs to:post

Publicagao tem muitos comentarios
has many:model Tem muitos

has many:comments

Usuério tem uma mae
has_one:model Tem um

has one:mother

Meédico tem muitos pacien-
has many:modell, Possui muitos por in- | tes por intermédio de consultas
through: :model2 termédio de has many :patients, through: :appoint-

ments

Fornecedor tem um histérico de
has one:modell, Possui um por intermé- | conta por intermédio de conta
through: :model2 dio de has one:account_ history,

through: :account

Possui e pertence a | Cientista tem e pertence & muitos projetos
has_and_belongs to many:model

muitos has and belongs to_ many:projects

Fonte: [66].

Visando a facilitar a execucao de tarefas repetitivas, o Rails possui um método
designado scaffold, que facilita a construgao das operagoes basicas em banco de dados
Create, Read, Update e Delete, conhecido como CRUD, que em portugués significa Criar,
Ler, Atualizar e Deletar. Esse método é muito util na geragao de um cadastro basico
de alguma entidade em uma aplicagao. Através do comando rails generate scaffold
nome campol:tipo campo2:tipo ..., ¢ gerado todo o codigo necessario para listar todos
os registros, exibir, criar, atualizar ou excluir um registro [67]. A Tabela 8 apresenta

as acoes padrao de um controle criadas automaticamente pelo Rails na geracao de um

scaffold.
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Tabela 8 - Agoes padrao de um controle criadas automaticamente na geragao de um

scaffold
Acao e Ope-
Objetivo Receita CRUD (Ex.)
ragcao CRUD
index (R) Renderizar a view que exibe todos os itens do modelo | @posts=Post.all

Renderizar a view que exibe um item do modelo, cujo
show (R) @post=Post.find(param|:id])
id é informado no enderego web

Renderizar a view que exibe um formulério para cria-
new (R) @post=Post.new
¢do de um elemento no modelo

Renderizar a view que exibe um formuléario com os
edit (R) dados de um item do modelo para edi¢do, cujo id é | @post=Post.find(param|:id])

informado no endereco web

Recebe os dados provenientes do formulario da view
update (U) @post.update(post _params)
edit e atualiza o elemento correspondente no modelo -

© Recebe os dados provenientes do formulario da view | @post=Post.new(post params)
create -
new e cria um elemento correspondente no modelo @post.save

Exclui um elemento do modelo, cujo id é informado no

enderego web. A ag@o é chamada em um link em uma | @post=Post.find(param|:id])
destroy (D)
das views (no codigo gerado pelo Scaffold, na view | @post.destroy

index, por exemplo)

Fonte: [68].

O proprio conjunto de ferramentas embutidas em uma instalagao padrao de um
ambiente Rails 5.0 ja inclui um servidor simples, o Puma, suficiente para que o desenvol-
vedor possa acessar sua aplicacao através do browser. Esse servidor nao é indicado para
aplicagoes em produgao por ser muito simples e nao contar com recursos mais avangados
necessarios para disponibilizar uma aplicagao para um grande ntimero de usuéarios [67].

A partir do Rails 3.1 foi criado um conceito para facilitar a extensao de uma apli-
cagao chamado Rails Engine. Uma engine é uma espécie de mini aplicagao Rails que
permite isolar funcionalidades que podem ser reaproveitadas em qualquer aplicagao Rails
de uma forma estruturada e plugavel, sendo conhecidas por gems. As engines devem
ser adicionadas ao arquivo Gemfile, que é criado com a aplicacao Rails e utilizado para
descrever as gems e suas versoes. Em seguida o comando bundle install deve ser execu-
tado para a instalagao e atualizacao dessas gems, resolvendo facilmente as dependéncias e
criando ambientes homogéneos em méquinas diferentes. Toda a funcionalidade das gems

sao fornecidas sem a necessidade de nenhum tipo de configuracao adicional [67].
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4.3.2 Proposta para um Sistema de Controle de workflow em Ruby on Rails

Considerando as vantagens que um SGW pode agregar, é proposta a implementa-
¢ao de um sistema que forneca controle sobre o processo de tipificagao HLA do HLA-UERJ
e que permita tanto a adicao de novas funcionalidades de acordo com a necessidade do
laboratério quanto a agregagao de outros processos existentes.

Inicialmente foram identificadas algumas funcionalidades importantes que devem
fazer parte do sistema proposto, tais como criar anélises, incluir amostras, adicionar
arquivos, cadastrar hemocentros e/ou médicos (solicitante da andlise) e criar usuarios.

A Figura 18 é uma representacao grafica simplificada do sistema proposto, no
qual cada anélise cadastrada devera ser de um tipo, possuir um status e estar em uma
determinada fase de acordo com o seu tipo. Cada andlise criada devera ainda, possuir
um ou mais usuérios e nenhum ou mais arquivos anexados. Devera possuir uma ou mais

amostras e cada amostra terd um solicitante (hemocentro ou médico) vinculado.

Figura 18 - Representacao grafica simplificada do sistema proposto

SOLICITANTE ARQUIVO

USUARIO

Fonte: O autor, 2017.

Os diagramas das tabelas apresentadas foram geradas utilizando a gem ’rails-erd’,
nos quais os campos marcados com (*) sdo de preenchimento obrigatério, os marcados
Y

com (U) sao campos de dados tnicos, os marcados com (PK) sao chaves primarias e os



85

marcados com (FK) sao chaves estrangeiras.

A Figura 19 apresenta o diagrama esquematico dos modelos propostos gerado uti-
lizando a gem ’rails-erd’. No diagrama as setas simples indicam associacoes do tipo
um-para-muitos e as setas duplas indicam associagoes do tipo muitos-para-muitos. As
associagoes muitos-para-muitos que utilizam uma tabela de juncao sao representadas por

setas pontilhadas.

Figura 19 - Diagrama esquematico dos modelos propostos

Fonte: O autor, 2017.
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Abaixo seguem as associagoes para os modelos propostos:

class User
has_many
has_many

has_many
class Tipo
has_many

has_many

class Fase

:analises
:analise_fases

:fases, through: :analise_fases

:fases

:analises

belongs_to :tipo

has_many
has_many

has_many

class Analise

:analise_fases
:analises, through: :analise_fases

:users, through: :analise_fases

belongs_to :user

belongs_to :tipo

has_many
has_many
has_many
has_many

has_many

:analise_amostras

:amostras, through: :analise_amostras
:analise_fases

:fases, through: :analise_fases

:users, through: :analise_fases

class AnaliseFase

belongs_to :fase

belongs_to :user

belongs_to :analise

class Solicitante

has_many

:amostras
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class Amostra
belongs_to :solicitante
has_many :analise_amostras

has_many :analises, through: :analise_amostras

class AnaliseAmostra
belongs_to :analise

belongs_to :amostra

A primeira funcionalidade que o sistema proposto deve possuir é a de multiusuarios,
o que permite a utilizacao do sistema por vérios usuarios. A principio pensou-se em
dividir os usuarios em dois tipos: usuarios comuns e usuarios administradores. Somente
os usuarios administradores deverao ter as permissoes de criar, editar e deletar usuarios.
Cada usuario devera se autenticar no sistema para acessar as funcionalidades permitidas.

Sugere-se a geragao de um scaffold para o modelo de usuarios User com o campo
admin sendo do tipo boolean, indicando se o usuério ¢ ou nao administrador, o campo
name do tipo string e o campo username também do tipo string para identificagao
do usuério. O comando a ser utilizado seria: rails g scaffold user admin:boolean
name:string username:string, o que ja criaria a tabela users e os métodos para criar,
exibir, editar e deletar usuéarios.

Para a autenticagao dos usuarios sugere-se a utilizacao da gem ’devise’ junta-
mente com a gem ’cancancan’ a fim de fornecer os devidos acessos aos usuarios cor-
retos. A gem ’devise’ ¢ instalada sobre o modelo User através do comando rails
generate devise user, o que inclui os demais campos da tabela users, tais como email
e password, que sao os utilizados por padrao para autenticagdo. A gem ’cancancan’
possibilita a configuragao das permissoes de acordo com o tipo de usuéario. Quando insta-
lada e gerada através do comando rails generate cancan:ability, é gerado o arquivo
ability.rb na pasta de modelos e é nesse arquivo que as permissoes devem ser configu-
radas utilizando o método can. Esse método possui dois pardametros: um é a agao que
desejamos realizar e o segundo é a classe de modelo em que a agao sera aplicada. No
caso do sistema, se o usuario for administrador, deveréa ser capaz de gerenciar todos os

usuérios. Um exemplo da utilizagao seria:
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if user.admin?
can :manage, :all

end

Para utilizacao do método, também é necessério que seja incluido o c6digo include
CanCan: :ControllerAdditions no arquivo de controle da aplicacao, que é o arquivo
aplication_controller.rb.

Os campos da tabela users proposta sao apresentados na Figura 20 e descritos na
Tabela 9. O campo admin indica se o usuério é administrador ou nao, ou seja, se o valor

do campo é true, o usuério é administrador, se é false, o usuario é do tipo comum.

Figura 20 - Tabela do modelo User

Fonte: O autor, 2017.
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Tabela 9 - Descricao dos campos do modelo User

Campo Descrigao
. campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
' ticamente pelo Rails na criagao do modelo
campo para identificacdo do tipo de usuério. Se o valor for
admin verdadeiro o usuério é do tipo administrador. Se o valor for
falso o usuéario é do tipo comum.
username campo para o apelido do usuario
name campo para o nome completo do usuario
email

encrypted password

current _sign_in_at

current _sign_in_ip

last sign _in_at

campos criados automaticamente pela gem devise para a

last _sign_in_ip

manipulagao dos usuérios

remember created at

reset password sent at

reset password _token

sign_in_count

Fonte: O autor, 2017

O campo username é de presenca obrigatdria e tinico e permite em sua composi¢ao

tanto nimeros quanto letras mintsculas e tamanho entre 4 e 10 caracteres. O campo

name também é de presenca obrigatoria e permite em sua composicao letras mintdsculas e

maitsculas e tamanho entre 4 e 30 caracteres. Abaixo estao as validagoes para o modelo

User proposto.

validates
validates
validates
validates
validates
validates

validates

‘username, :presence => true
‘username, :uniqueness => true
:username, :format => /[0-9a-z]/
:username, length: { in: 4..10 }
‘name, :presence => true

:name, :format => /[a-zA-Z]/

:name, length: { in: 4..30 }

Outra funcionalidade que o sistema devera possuir é a de cadastrar os tipos de

analise e suas respectivas fases. Para tal, devera ser gerado um scaffold com os campos
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nome do tipo string e o campo descrigdo do tipo string. A Figura 21 apresenta e a

Tabela 10 descreve os campos da tabela tipos proposta.

Figura 21 - Tabela do modelo Tipo

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 10 - Descrigao dos campos do modelo Tipo

Campo Descrigao

. campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
' ticamente pelo Rails na criacao do modelo

nome campo para o nome do tipo de anélise

descricao campo para descri¢ao do tipo de anéalise

Fonte: O autor, 2017.

O campo nome é de presenca obrigatoria e permite em sua composicao letras mints-
culas e maitsculas e tamanho entre 4 e 30 caracteres. O campo descricao é de presenca
obrigatoria e permite tamanho entre 1 e 50 caracteres. Abaixo estao as validagbes para o

modelo Tipo proposto.

validates :nome, :presence => true

validates :nome, :format => /[a-zA-Z]/
validates :nome, length: { in: 4..30 }
validates :descricao, :presence => true

validates :descricao, length: { in: 1..50 }

Para cada tipo de analise criado, uma ou demais fases deverao ser criadas. Para tal,
deveré ser gerado um scaffold com os campos ordem do tipo integer, o campo nome

do tipo string, o campo descrigdo do tipo string e o campo tipo como referéncia
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ao modelo Tipo. O campo ordem existe para que seja estabelecida uma sequéncia de

execucao das fases cadastradas. A Figura 22 apresenta e a Tabela 11 descreve os campos

da tabela fases proposta.

Figura 22 - Tabela do modelo Fase

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 11 - Descri¢ao dos campos do modelo Fase

Campo Descrigao

” campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
' ticamente pelo Rails na criagao do modelo

ordem campo para o namero de sequéncia da fase

nome campo para o nome da fase

descricao campo para descri¢ao da fase

tipo_id campo de referéncia para o modelo Tipo

Fonte: O autor, 2017.

O campo nome é de presenca obrigatoria e permite em sua composicao letras mi-

nusculas e maitsculas e tamanho entre 4 e 50 caracteres. O campo descricao permite

tamanho maximo de 50 caracteres. Os campos ordem e o campo de referéncia tipo_id

sao de presenca obrigatéria. Abaixo estao as validagoes para o modelo Fase proposto.

validates
validates
validates
validates
validates

validates

:nome, :presence => true

:nome, :format => /[a-zA-Z]/

:nome, length: { in: 4..50 }
:descricao, length: { maximum: 50 }
:ordem, :presence => true

:tipo_id, :presence => true
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De acordo com o mapeamento realizado das atividades de tipificaggo HLA do
HLA-UERJ, sugere-se que, inicialmente, seja criado o tipo "Tipagem HLA - Média Re-
solugao" com as fases "Cadastro das amostras", "Extracao de DNA", "Criagao de mapa
de identificacao PCR", "Amplificacao", "Verificacao do padrao das amostras", "Atua-
lizacao do mapa de identificacao", "Hibridizacao", "Inclusao dos dados nos sistemas'e
"Emissao de laudo" e o tipo "Tipagem HLA - Alta Resolucao" com as fases "Cadastro
das amostras", "Extracao de DNA", "Criacdo de mapa de identificacao PCR", "Ampli-
ficacao", "Verificacao do padrao das amostras", "Atualizacao do mapa de identificacao",
"Quantificacao de DNA", "Ajuste de concentracao das amostras", "Criacao do mapa de
identificagao NGS", "Sequenciamento", "Inclusao dos dados nos sistemas" e "Emissao
de laudo".

O sistema deveré possuir também, a funcionalidade de cadastro de analises. Cada
analise deverd ser de um tipo, possuir um status, possuir vinculadas as fases que compoe o
tipo de analise, a identificagao do usuéario criador da analise e um campo para observagoes.
Para tal, devera ser gerado um scaffold com os campos codigo do tipo string, o campo
descrigdo do tipo string, o campo observagdo também do tipo string, o campo
status do tipo integer, o campo user como referéncia ao modelo User e o campo tipo
como referéncia ao modelo Tipo.

Para o campo status sugerem-se os seguintes valores: "criada", "em andamento",
"concluida", "suspensa" e "cancelada". Esse campo pode ser criado utilizando o método
enum, que é um tipo especial de dados que habilita uma variavel ser configurada com
constantes pré-definidas. Segue um exemplo de declaracao que deve ser feita no arquivo

de modelo analise.rb:

enum status:

[:criada,:’em andamento’,:concluida, :suspensa, :cancelada]

A Figura 23 apresenta e a Tabela 12 descreve os campos da tabela analises.
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Figura 23 - Tabela do modelo Analise

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 12 - Descricao dos campos do modelo Analise

Campo Descrigao
" campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
' ticamente pelo Rails na criagao do modelo
campo de cédigo da andlise para controle interno (indepen-
codigo
dente da chave primaria)
descricao campo para descri¢do da analise
status campo para identificagdo do estado da analise
observacao campo para inclusao de observagoes sobre a anélise
tipo_id campo de referéncia para o modelo Tipo
user_id campo de referéncia para o modelo User

Fonte: O autor, 2017.

O campo codigo ¢é de presenga obrigatoria e tnico e permite em sua composi¢ao
tanto numeros quanto letras maitsculas e minisculas e tamanho entre 1 e 10 caracteres.
O campo descricao também é de presenca obrigatoéria e permite tamanho entre 1 e 50
caracteres. O campo observacao permite tamanho entre 0 e 100 caracteres. O campo
status e os campos de referéncia user_id e tipo_id sao de presenca obrigatoria. Abaixo

estao as validagoes para o modelo Analise proposto.

validates :codigo, :presence => true
validates :codigo, :uniqueness => true

validates :codigo, :format => /[0-9a-zA-z]/
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validates :codigo, length: { in: 1..10 }
validates :descricao, :presence => true
validates :descricao, length: { in: 1..50 }
validates :observacao, length: { in: 0..100 }
validates :status, :presence => true
validates :user_id, :presence => true

validates :tipo_id, :presence => true

As fases da anélise deverao ser vinculadas automaticamente na criagao da analise,
de acordo com o tipo selecionado. Cada fase vinculada & anélise devera possuir um status,
um usuario responsavel, que nao necessariamente precisa ser o mesmo usuario que criou
a analise no sistema e um campo para observacoes. Além disso, para cada fase, o sistema
devera permitir a inclusao de arquivos, que poderao ser desde arquivos de texto a arquivos
de foto documentagao, incluindo os arquivos de mapa de localizacao e identificacao das
amostras. Os arquivos deverao estar disponiveis tanto para visualizacao quanto para
download.

Para tal, devera ser gerada uma join table, que também é chamada de tabela de
juncao, entre os modelos Analise e Fase. O nome da tabela é a concatenagao do nome dos
dois modelos, que no caso sera analise_fases. O modelo AnaliseFase devera possuir
o campo analise como referéncia ao modelo Analise, o campo fase como referéncia ao
modelo Fase, o campo user como referéncia ao modelo User, o campo observacao do tipo
string, o campo status do tipo integer e o campo arquivo do tipo attachment. Para
a geracao do campo arquivo, sugere-se a utilizacao da gem ’paperclip’. No arquivo de
modelo analise_fase.rb devera ser incluida a linha has_attached_file :arquivo.

Para o campo status sugerem-se os seguintes valores: "criada", "em andamento" e
"concluida". Esse campo pode ser criado utilizando o método enum. Segue um exemplo

de declaragao que deve ser feita no arquivo de modelo analise_fase.rb:

enum status:

[:criada, :’em andamento’,:concluida]

A Figura 24 apresenta e a Tabela 13 descreve os campos da tabela analise_fases

proposta.
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Figura 24 - Tabela do modelo AnaliseFase

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 13 - Descricao dos campos do modelo AnaliseFase

Campo Descrigao
1 campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
i
ticamente pelo Rails na criacdo do modelo
analise id campo de referéncia para o modelo Analise
fase id campo de referéncia para o modelo Fase
user_id campo de referéncia para o modelo User
observacao campo para inclusdo de observagoes sobre a fase da analise
status campo para identificacdo do estado da fase da anéalise

arquivo_content_type

arquivo file name campos criados automaticamente pela gem paperclip para a

arquivo file size manipulac¢do de arquivos

arquivo_updated at

Fonte: O autor, 2017.

O campo observacao permite tamanho entre 0 e 100 caracteres e os campos de
referéncia user_id, analise_id e fase_id sao de presenca obrigatoria. Abaixo estao as

validagoes para o modelo AnaliseFase proposto.

validates :observacao, length: { in: 0..100 }
validates :user_id, :presence => true
validates :analise_id, :presence => true

validates :fase_id, :presence => true
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A Figura 25 apresenta uma proposta de tela para alteragao do fluxo das anélises.

Figura 25 - Proposta de tela para alteracao do fluxo das analises

Fonte: O autor, 2017.

Outra proposta mais dindmica de alteracao do fluxo das analises seria apresentar
na tela de forma ativa apenas a fase atual com um botao que permitisse a sua conclusao e
consequentemente alterasse o estado da fase seguinte de "criada" para "em andamento",
passando esta tltima a ser a nova fase atual automaticamente.

Cada analise devera permitir a vinculacao de uma ou mais amostras, sejam elas
novas ou ja anteriormente cadastradas. Cada amostra vinculada a anélise, devera per-
tencer a um solicitante, que pode ser tanto um hemocentro quanto um médico. Para a
funcionalidade de cadastrar solicitante, devera ser gerado um scaffold com os campos
codigo do tipo string, para identificagao do hemocentro ou médico e o campo nome
do tipo string. A Figura 26 apresenta e a Tabela 14 descreve os campos da tabela

solicitantes proposta.
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Figura 26 - Tabela do modelo Solicitante

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 14 - Descri¢ao dos campos do modelo Solicitante

Campo Descrigao
) campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
d ticamente pelo Rails na criagdo do modelo

. campo de codigo do solicitante para controle interno (inde-
codigo pendente da chave priméaria)
nome campo para o nome do solicitante

Fonte: O autor, 2017.

O campo codigo ¢ de presenga obrigatéria, tinico e tamanho entre 4 e 10 caracte-
res. O campo nome também é de presenca obrigatoria, Ginico e permite em sua composi¢ao
letras maitsculas e minusculas e tamanho entre 4 e 30 caracteres. Abaixo estao as vali-

dacoes para o modelo Solicitante proposto.

validates :codigo, :presence => true
validates :codigo, :uniqueness => true
validates :codigo, length: { in: 4..10 }
validates :nome, :presence => true
validates :nome, :uniqueness => true
validates :nome, :format => /[a-zA-Z]/

validates :nome, length: { in: 4..30 }

Para o cadastro de amostras um scaffold devera ser gerado com os campos codigo
do tipo integer, o campo cx do tipo integer, o campo ano do tipo integer, o campo

pos do tipo string, o campo nome do tipo string, o campo data_coleta do tipo date,
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o campo data_atendimento do tipo date, o campo solicitante_id como referencia ao

modelo Solicitante. A Figura 27 apresenta e a Tabela 15 descreve os campos da tabela

amostras proposta.

Figura 27 - Tabela do modelo Amostra

Fonte: O

autor, 2017.

Tabela 15 - Descri¢ao dos campos do modelo Amostra

Campo Descrigao

campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
id

ticamente pelo Rails na criagao do modelo

campo para o c6digo da amostra recebida (independente da
codigo

chave primaria)
nome campo para o nome do paciente ou doador da amostra recebida

data_ atendimento

campo para a data de atendimento

data_ coleta

campo para a data da coleta

CX

ano

pos

campos para identificagdo da amostra recebida (caixa, ano e

posicao)

solicitante id

campo de referéncia para o modelo Solicitante

Fonte: O

autor, 2017.

O campo codigo é de presenca obrigatoria, tinico e tamanho entre 4 e 10 caracteres.

O campo nome é de presenga obrigatéria e permite em sua composicao letras mintsculas
e maitsculas e tamanho entre 4 e 30 caracteres. O campo cx é de presenca obrigatoria e

tamanho entre 1 e 3 caracteres. O campo ano é de presenca obrigatoria e tamanho de 2
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caracteres. O campo pos ¢ de presenga obrigatéria permite em sua composigao nimeros
e letras maitsculas e mintsculas e tamanho entre 2 e 3 caracteres. O campo de referéncia
solicitante_id é de presenca obrigatoria. Abaixo estao as validagoes para o modelo

Amostra proposto.

validates :codigo, :presence => true
validates :codigo, :uniqueness => true
validates :codigo, length: { in: 4..10 }
validates :cx, :presence => true,

validates :cx, length: { in: 1..3 }

validates :ano, :presence => true
validates :ano, length: { is: 2 }
validates :pos, :presence => true
validates :pos, length: { in: 2..3 }
validates :pos, :format => /[0-9a-hA-H]/
validates :nome, :presence => true
validates :nome, :format => /[a-zA-Z]/
validates :nome, length: { in: 4..30 }

validates :solicitante_id, :presence => true

Para a vinculacao das amostras & analise, deveré ser gerada uma tabela de juncao
entre os modelos Analise e Amostra de nome analise_amostras. O modelo AnaliseAmostra
devera possuir o campo analise como referéncia ao modelo Analise, o campo amostra
como referéncia ao modelo Amostra, o campo dna do tipo float, o campo h2o do tipo
float, o campo cavidade do tipo string e o campo placa do tipo integer. Os campos
dna e h2o deverao ser preenchidos nas fases de "Quantificacao de DNA" e de "Ajuste
de concentracao das amostras", respectivamente. A Figura 28 apresenta e a Tabela 16

descreve os campos da tabela analise_amostras proposta.
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Figura 28 - Tabela do modelo AnaliseAmostra

Fonte: O autor, 2017.

Tabela 16 - Descricao dos campos do modelo AnaliseAmostra

Campos Descrigao

) campo de chave primaria de auto incremento gerado automa-
d ticamente pelo Rails na criacdo do modelo

amostra_id campo de referéncia para o modelo Amostra

analise id campo de referéncia para o modelo Analise

placa campo para identificacdo da microplaca

cavidade campo para identificagdo da cavidade da microplaca

dna campo para a quantificagao de DNA da amostra

h2o campo para realizar o ajuste de concentragao da amostra

Fonte: O autor, 2017.

O campo cavidade permite em sua composicao numeros e letras maitusculas e
minisculas e tamanho maximo de 3 caracteres. Os campos de referéncia analise_id
e amostra_id sao de presenca obrigatéria. Abaixo estao as validagoes para o modelo

AnaliseAmostra proposto.

validates :cavidade, length: { in: 0..3 }
validates :cavidade, :format => /[0-9a-hA-H]/
validates :analise_id, :presence => true

validates :amostra_id, :presence => true

Na fase de "Criacao de mapa de identificagao" o sistema devera ser capaz de gerar

e armazenar o mapa de localizacao e identificagdo das amostras na microplaca de forma
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automatica. A funcionalidade deveré considerar a quantidade de investigagoes a serem
realizadas. Através de uma tela de selecao das amostras e de acordo com uma caixa
de selecao indicando o numero de investigacoes desejadas, a localizacao das amostras ja
devera ser gerada de forma automaética e um desenho do mapa devera ser visualizado na
tela do sistema. A fim de garantir a mobilidade do mapa, um tablet podera ser utilizado
dentro das salas de anélise do laboratoério, evitando-se assim, o uso do papel impresso.
Figura 29 apresenta uma proposta de tela para a criagao do mapa de identificacao e

localizagao das amostras.

Figura 29 - Proposta de tela para a criagao do mapa de identificacao e localizacao das

amostras

Fonte: O autor, 2017.

Com o objetivo de exemplificar e iniciar o projeto do sistema proposto, foi desenvol-
vido um protétipo com as funcionalidades propostas de autenticacao de multiusuarios, de
cadastro de tipos e fases e de cadastro de analises. Para o desenvolvimento do protétipo foi
utilizado o sistema operacional Linux distribuicao Ubuntu 14.04, a versao 5.0.1 do Rails,
a versao 2.0 do Ruby, o banco de dados SQLite3, que é o banco padrao do Rails e as gems
paperclip-5.0.0, cancancan-1.16.0, devise-4.2.0 e load _and authorize resource-0.4.0. As

telas do protétipo sao apresentadas no Apéndice - Telas do prototipo.
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4.3.3 Proposta de arquitetura de alta disponibilidade

Com a finalidade de aumentar a confiabilidade do sistema de controle de workflow,
¢é proposto que o mesmo seja implantado em um ambiente de alta disponibilidade. Um
sistema altamente disponivel ¢ uma combinacao de componentes de hardware e software
que fornecem conjuntamente um servigo cuja disponibilidade é muito maior do que a
disponibilidade de qualquer componente fornecendo servigo de forma individual [69].

Em ambientes computacionais falhas sao inevitéaveis e essas falhas podem ser tanto
em razao de hardware quanto de software. Para suprir falhas em termos de hardware
procura-se utilizar redundancia de equipamentos, provendo duas ou mais copias fisicas do
hardware. No que diz respeito a software, a falha em um n6 é compensada ao migrar os
recursos comprometidos para um outro n6é em operagao. Nesse contexto, a utilizagao de
solugoes de softwares livres pode proporcionar a reducao dos custos totais.

A arquitetura proposta sugere que sejam utilizados tanto o ambiente do HLA-
UERJ quanto o ambiente do LabCAD. O LabCAD esta localizado no Pavilhao Reitor
Joao Lyra Filho da UERJ e tem o intuito de abrigar pesquisadores da &rea de compu-
tagao para fazer pesquisa de ferramental e técnicas de computagao de alto desempenho,
redes, arquitetura de computadores, linguagem, compiladores, entre outros, fornecendo
infraestrutura para ensino de graduacgao e poés-graduagao na area.

A Figura 30 apresenta um esquema grafico da arquitetura de alta disponibilidade

proposta. As linhas pontilhadas representam caminhos alternativos entre os servidores.
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Figura 30 - Esquema grafico da arquitetura de alta disponibilidade proposta

Fonte: O autor, 2017.

Para a comunicagao entre os dois ambientes, devera existir um link dedicado por
meio de fibra optica. Em cada ambiente devera existir um servidor de DNS (Domain
Name System ou Sistema de Nomes de Dominios, em portugués). O DNS é um servigo de
resolucao de nomes, sendo responsével por localizar e traduzir para nimeros IPs nomes
utilizados para designar servicos ou hosts de rede, tais quais os enderecos dos sites que
digitamos nos navegadores. Ambos deverao direcionar os acessos para os dois ambientes.
Em caso de falha de um servidor, os DNSs jé estarao apontados para os demais servidores
da arquitetura.

Devera existir em cada ambiente um servidor web responsavel pela camada de

apresentagao. O software Apache podera ser utilizado para a configuragao dos servidores
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web, pois além de ser robusto e de alta performance, ¢ de facil instalagao e gratuito [70].
Cada servidor web acessara um servidor de aplicacao e em caso de indisponibilidade do
servidor primario, o servidor web redirecionara o acesso ao outro servidor de aplicacao.

Buscando-se uma solugao com baixo custo e como a quantidade de usuarios é
reduzida, sugere-se que tanto a camada de apresentacao quanto a camada de aplicacao
sejam hospedadas na mesma maquina, porém é preferivel que o banco de dados seja
hospedado em méquina separada, ja que em caso de falha, o banco de dados continua
acessivel pelos demais. A segregacao do banco de dados também garante desempenho e
seguranca, ja que o tipo de processamento realizado pelo banco diverge do realizado pelo
servidor de apresentacao e aplicacao. O primeiro realiza mais operacoes de entrada e saida
em disco ou memoria e o segundo é mais voltado para criagao de processos e comunica¢ao
de rede. Com relagao a seguranca, o fato de o banco de dados estar segregado, possibilita
que o mesmo esteja em uma rede onde somente os servidores de apresentacao e aplicagao
possam acessar.

Nesse contexto, ambos os servidores com a camada de apresentagao e aplicacao
acessarao um unico gerenciador de banco de dados, que podera estar localizado em qual-
quer um dos dois ambientes. Esse, por sua vez, devera ser replicado para o outro ambiente,
seguindo o formato priméario e secundario. Sugere-se que o servidor primario esteja no
ambiente do HLA-UERJ, pois a maioria das requisi¢goes sera realizada dentro desse am-
biente.

Para os servidores, sugere-se a utilizacao do sistema operacional Linux, por se
tratar de software livre. Para os servidores de aplicacao, sugere-se que o software Phusion
Passenger seja o utilizado, pois além de ter codigo livre, é um servidor de aplicagao
desenhado para ser rapido, robusto, leve, simples de ser configurado e compativel com
Ruby. O Passenger é capaz de gerenciar processos e recursos, permitir a administragao,
monitoramento e diagnostico de problemas e ¢ compativel com Apache [71].

O banco de dados utilizado pode ser o PostgreSQL, que, apesar de ser de uso livre,
¢ tao robusto e estavel quanto as solugoes comerciais [72|. Para garantir o sincronismo
de dados entre o né primario e o né secundario, sugere-se a utilizacao da solucao DRBD
(Distributed Replicated Block Device). Nao é sugerida, nessa proposta, a utilizagdo de
storage compartilhado entre os nds, pois seria um equipamento adicional que representaria

um aumento significativo do custo de implementacao.



105

O DRBD é uma solugao de codigo aberto de replicacao de blocos de disco (Block-
Device) para Linux, na qual todas as alteragoes em uma sistema de arquivo sao espelhadas
em um sistema de arquivos residente em outro servidor. Age de forma transparente para
aplicagoes e bancos de dados e evita a perda de dados durante falhas de hardware, possi-
bilitando a recuperacao automética do sistema sem a necessidade de outro equipamento
adicional [73].

Para verificar a disponibilidade dos servidores pode ser utilizado um servigo de
troca de mensagens. E sugerida a utilizacdo do Heartbeat. O Heartbeat deve ser ins-
talado tanto no servidor primério quanto no secundério. Assim, o servidor secundario
envia mensagens ao primario e espera as respostas. Quando o priméario nao responde as
mensagens, o processo de failover, que é o processo de migrar os servigos para um outro
servidor, € iniciado de maneira automatica pelo Heartbeat e o servidor secundario assume
todas as funcionalidades do primério, inclusive o endereco IP.

Quando o antigo servidor priméario volta a ficar disponivel, é preciso que o mesmo
seja informado que ele nao é mais o priméario. Esse mecanismo é conhecido como STO-
NITH (Shoot The Other Node In The Head), que é necessario para evitar situagoes em
que ambos os sistemas pensam que eles sao os principais, o que levara a perda de dados
[72].

Apos a recuperacao de uma falha, deve-se iniciar o processo de failback, que consiste
em devolver ao servidor primério os servigos migrados durante a falha para o servidor
secundario. Esse processo tem inicio com o DRBD realizando a sincronizacao dos discos e
quando o servidor que teve a indisponibilidade voltar a estar disponivel, as funcionalidades
sao devolvidas do secundario para o primario.

Como os dados representam informagao valiosa, os bancos de dados do PostgreSQL
devem sofrer Backup regularmente. Um dos métodos utilizados para rapida recuperagao
do banco é o SQL Dump. A idéia por tras do método de dump é gerar um arquivo de
texto com comandos SQL que, quando retornados ao servidor, recriarao o banco de dados
no mesmo estado em que estava no momento em que foi realizado o backup [72].

Para finalizar a proposta da arquitetura, é preciso destacar a importancia do uso de

sistemas no-break para suprir possiveis interrupg¢oes no fornecimento de energia elétrica.
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CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Como foi colocado, a medicina laboratorial teve grande evolucao nos tultimos anos,
possuindo papel fundamental na cadeia da satide, sendo cada vez mais fonte geradora
de informagao com impacto na decisao clinica. Porém, tem enfrentado problemas com o
armazenamento e recuperacao dos dados atualmente.

A tecnologia da informagao apresenta-se como uma importante ferramenta para
solucionar tais questoes e s traz beneficios. Dentre as vantagens destacam-se maior agi-
lidade, seguranca e qualidade técnica para as atividades, menor tempo de processamento
de lotes e de corregao do processo produtivo, menor indice de retrabalhos e erros, o que
consequentemente, reduz o tempo de entrega. Entretanto, a cultura do papel representa
um enorme obstaculo na aplicacao da tecnologia da informagao nos processos.

Dentro dessa perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo inicial realizar
o mapeamento das atividades de tipificacao HLA exercidas pelo HLA-UERJ, o que per-
mitiu adquirir uma visao ampla e precisa do processo como um todo. Com o processo
de tipificacao HLA detalhado e mapeado, foi possivel observar e analisar a ocorréncia de
alguns riscos e vulnerabilidades no processo, tais como o controle das atividades ser des-
centralizado, o que prejudica uma rapida recuperacao dos dados, dificulta o controle da
redundéncia e poe em duvida a integridade dos dados. O fato de o mapa de localizagao
e identificacao das microplacas ser preenchido a mao também implica na ocupagao de
espago fisico e torna a consulta dificil, demorada e inadequada.

Com esses elementos elencados, foi elaborada uma proposta de implementacao de
um sistema de controle de workflow, a fim de proporcionar ao processo maior acuricia,
precisao, acessibilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos dados, além de melhorar a
comunicagao e colaboragao da equipe.

Para a proposta do sistema sugeriu-se a utilizagao do framework Ruby on Rails
devido a sua simplicidade de sintaxe e a quantidade de métodos que ja existem, além
de ser baseado em web e ser livre. A plataforma mostrou-se bastante intuitiva, o que
facilitou a modelagem do sistema proposto. Para exemplificar e incentivar o inicio da
implementagao, foi desenvolvido um prototipo com as funcionalidades de multiusuario,

de gerenciamento de tipos de analises e respectivas fases e cadastro de analises sugeridas
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na proposta.

Para a implantacao do sistema, foi proposta uma arquitetura em alta disponibi-
lidade, com custo reduzido, envolvendo tanto o ambiente do HLA-UERJ quanto o do
LabCAD, buscando a utilizagao de poucos equipamentos e softwares de codigo livre.

Como trabalhos futuros, a expectativa é que os apontamentos e propostas sugeridas
nesse trabalho possam servir como base para outros projetos, podendo o sistema proposto
ser implementado na sua totalidade de modo que seja possivel analisar a sua eficacia e o seu
poder de otimizacao das atividades. Implementando-se o sistema, a arquitetura proposta
podera ser testada e avaliada. Outro ponto que pode ser considerado futuramente é a
criacao de novas funcionalidades para o sistema proposto, levando-se em consideragao
outros tipos de observagoes e analises dos demais processos do HLA-UERJ, ja que o Ruby
on Rails é totalmente escalavel.

Para as novas funcionalidades, pode ser sugerido que seja incluido um controle de
custos baseado no cadastro dos equipamentos e insumos utilizados em cada analise. Outra
questao importante, seria a inclusao de um controle de logs, ou seja, um controle de todos
os eventos ocorridos no sistema, o que envolve o registro de acessos e alteracoes. Essa
funcionalidade é essencial para trabalhos de auditoria.

Outra funcionalidade que pode ser incluida no sistema proposto ¢ a de troca de
mensagens entre os usuarios com a finalidade de melhorar ainda mais a comunica¢ao na
equipe. O desenvolvimento de filtros de busca dos registros também sera uma funciona-

lidade bastante 1til quando o banco de dados alcancar dimensoes maiores.
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APENDICE - Telas do Protétipo

Com o objetivo de exemplificar e iniciar o projeto do sistema proposto, foi desen-
volvido um protétipo com as funcionalidades propostas de autenticacao de multiusuérios,
de cadastro de tipos e fases e de cadastro de analises. Para o desenvolvimento do proto-
tipo foi utilizado o sistema operacional Linux distribuigao Ubuntu 14.04, a versao 5.0.1 do
Rails, a versao 2.0 do Ruby, o banco de dados SQLite3, que é o banco padrao do Rails e
as gems paperclip-5.0.0, cancancan-1.16.0, devise-4.2.0 e load and authorize resource-

0.4.0. Seguem as telas desenvolvidas:

Figura 31 - Tela de Login do protétipo

HLA-UERJ]
Faca Login
Email

Password

Entrar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 32 - Tela Inicial do protétipo para o usuério comum

HLA-UERJ - Home

0la, usuariol | Sair | Trocar senha

« Anadlises

Fonte: O autor, 2017.

Figura 33 - Tela Inicial do protétipo para o usuério administrador

HLA-UERJ - Home

Ola, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios

= Gerenciar Tipos e Fases de Andlise

« Gerenciar Solicitantes

«  Analises

Fonte: O autor, 2017.



Figura 34 - Tela do prototipo para trocar a propria senha

Fonte: O autor, 2017.

Figura 35 - Tela do prototipo para listar usuarios

HLA-UERJ - Usuarios Cadastrados

0la, admin | Sair | Trocar senha | Home

Email Usuario Admin

admin@admin admin S Exibir Editar Alterar senha Deletar

userl@user usuariol Exibir Editar Alterar senha Deletar

M
user2i@user usuario2 M Exibir Editar Alterar senha Deletar
M

user3@user usuario3 Exibir Editar Alterar senha Deletar

Cadastrar Usuario

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 36 - Tela do prototipo para criar novo usuério

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 37 - Tela do prototipo para exibir usuéario

Fonte: O autor, 2017.

Figura 38 - Tela do prototipo para editar usuario

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 39 - Tela do prototipo para trocar a senha do usuario

Fonte: O autor, 2017.

Figura 40 - Tela do prototipo para listar tipos de anéalise

HLA-UERJ - Tipos de Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Nome Descricao

Tipagem HLA - Média Resolugcdo Breve descricao Exibir Editar Deletar

Tipagem HLA - Alta Resolucdo Breve descricao Exibir Editar Deletar

Cadastrar Tipo

Fonte: O autor, 2017.



Figura 41 - Tela do prototipo para criar tipos de analise

MNome

Descrigdo

| |

Voltar

HLA-UERJ - Cadastrar Tipos de Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Fonte: O autor, 2017.

Figura 42 - Tela do prototipo para exibir tipos de analise

HLA-UERJ - Exibir Tipo de Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home
Nome: Tipagem HLA - Média Resolucdo
Descricao: Breve descricao

Editar | Voltar

Cadastrar Fase

Fases:

Ordem Nome Descricao

1 Cadastro das amostras Receber e identificar amostras

2 Extracdo de DNA Centrifuga

3 Criacdo de mapa de identificacdo PCR Gerar arquivo com o mapa

4 Amplificacdo Termociclador

5 Verificacdo do padrdo das amostras Descartar a amostra caso esteja fora do padrio
6 Atualizacdo do mapa de identificacdo  Atualizar mapa de identificacdo

7 Hibridizacdo Citometro de fluxo

a Inclusdo dos dados nos sistemas Bios/Lab e Redome, se for o caso

9 Emissdo de Laudo Emitir laudo para o solicitante da andlise

Exibir
Exibir
Exibir
Exibir
Exibir
Exibir
Exibir
Exibir

Exibir

Editar
Editar
Editar
Editar
Editar
Editar
Editar
Editar

Editar

Deletar
Deletar
Deletar
Deletar
Deletar
Deletar
Deletar
Deletar

Deletar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 43 - Tela do prototipo para editar tipos de analise

HLA-UERJ - Editar Tipo de Analise

Ola, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Nome
Tipagem HLA - Média Resol

Descricdo
Breve descricao

Salvar Tipo

Exibir | Voltar

Fonte: O autor, 2017.

Figura 44 - Tela do protoétipo para criar fase

HLA-UERJ - Cadastrar Fases da Analise

0l3a, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Tipo
Tipagem HLA - Média Resolucdo

Ordem
1 r

Mome

Descricdo

Salvar Fase

Voltar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 45 - Tela do protétipo para exibir fase

HLA-UERJ - Exibir Fase da Analise

013, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Nome: Cadastro das amostras

Tipo: Tipagem HLA - Média Resolugdo

Ordem: 1

Descrigdo: Receber e identificar amostras

Editar | Voltar

Fonte: O autor, 2017.

Figura 46 - Tela do prototipo para editar fase

HLA-UERJ - Editar Fase da Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Tipo
Tipagem HLA - Media Resolucdo

Ordem
1 -

Mome
Cadastro das amostras

Descricdo
Receber e identificar amostrz

Salvar Fase

Exibir | Voltar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 47 - Tela do prototipo para listar solicitantes

HLA-UERJ - Solicitantes

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Codigo MNome
S123 Hemocentro A Exibir Editar Delete

Cadastrar Solicitante

Fonte: O autor, 2017.

Figura 48 - Tela do protétipo para criar solicitantes

HLA-UERJ - Cadastrar Solicitante

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usudrios | Home

Codigo

Mome

Cadastrar Solicitante

Voltar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 49 - Tela do prototipo para exibir solicitantes

HLA-UERJ - Exibir Solicitante

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Codigo: 5123

Mome: Hemocentro A

Editar | Voltar

Fonte: O autor, 2017.

Figura 50 - Tela do prototipo para editar solicitantes

HLA-UERJ - Editar Solicitante

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usudrios | Home

Codigo
5123

Mome
Hemocentro A

| Salvar Solicitagéo |

Exibir | Voltar

Fonte: O autor, 2017.



Figura 51 - Tela do prototipo para listar analises

HLA-UERJ - Analises

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Codigo Tipo Estado Atual Criado Por
A123  Tipagem HLA - Média Resolucdo criada admin Exibir Editar Deletar
B123 Tipagem HLA - Alta Resolucdo criada admin Exibir Editar Deletar

Cadastrar Analise

Fonte: O autor, 2017.

Figura 52 - Tela do prototipo para criar anélise

HLA-UERJ - Cadastrar Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usuarios | Home

Cadigo
Tipo
|Tipagem HLA - Méedia Resolucio ¥ |

Descricdo

Observacdo

Cadastrar Analise

Voltar

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 53 - Tela do prototipo para exibir analise
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Descrigdo: Analise T

Estado atual: criada

Observacdo:

Fase
1 Cadastro das amostras
2 Exftracdo de DMNA
3 Criacdo de mapa de identificacdo PCR

4 Amplificagdo

0]

Verificacdo do padrdo das amostras
Atualizacdo do mapa de identificacio

Hibridizacdo

w N o

Inclusdo dos dados nos sistemas

9 Emissdo de Laudo

Editar | Voltar

HLA-UERJ - Exibir Analise

0la, admin | Sair | Trocar senha | Administrar Usudrios | Home

Codigo: A123 Tipo: Tipagem HLA - Média Resolucdo

Usuario Resp.

usuariol
usuario2
usuariol
usuariol
usuario2
usuario2
usuariol
usuario3

usuario3

Criado por: admin Data de criagao: 2017-03-15 18:29:57 UTC

Estado Observagdo Arquivos
concluida Amostras cadastradas Lista_de_Amostras.xlsx Download
concluida ok Saida_Centrifuga.txt Download
em andamento Download
criada Download
criada Download
criada Download
criada Download
criada Download
criada Download

Fonte: O autor, 2017.
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Figura 54 - Tela do prototipo para editar anélise

Fonte: O autor, 2017.
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