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RESUMO 

 

Com o aumento na quantidade de dados genômicos resultantes do sequenciamento 

do DNA humano pelo Projeto Genoma Humano e das outras espécies sequenciadas até os dias 

atuais, surgiu o desafio de como armazenar, tratar e manipular esses dados em busca de extrair 

conhecimento. A fim de estudar as imunoglobulinas que são moléculas essências para a resposta 

imune, neste trabalho analisamos os genes de cadeia pesada V, D e J localizado no cromossomo 

14. Sendo assim, este trabalho utiliza dados de genomas sequenciados com a tecnologia de 

sequenciamento de nova geração short reads para realizar uma análise comparativa das 

sequências de referência dos genes IGHV, IGHD e IGHJ de humanos, a fim de verificar se 

existem diferenças ou/e similaridades entre os genomas de referência versões CRCh37 e 

CRCh38. Após realizar as análises, foi possível concluir que existem diferenças  na quantidade 

de nucleotídeos e presença de genes, além de similaridades entre os dois tipos de genomas de 

referência. 

 

Palavras-chave: Imunoglobulina. Genoma de Referência. Genes. Sequenciamento de Nova 

Geração 



 
 

ABSTRACT 

 

With the increase in the amount of genomic data resulting from the sequencing of 

human DNA by the Human Genome Project and other species sequenced to date, the challenge 

of how to store, process, and manipulate this data in order to extract knowledge has emerged. 

In order to study immunoglobulins, which are essential molecules for the immune response, 

this work analyzes the V, D, and J heavy chain genes located on chromosome 14. Therefore, 

this work uses data from genomes sequenced with the short reads next-generation sequencing 

technology to perform a comparative analysis of the reference sequences of the IGHV, IGHD, 

and IGHJ genes of humans, in order to verify if there are differences or similarities between the 

reference genomes versions CRCh37 and CRCh38. After carrying out the analyses, it was 

possible to conclude that there are differences in the number of nucleotides and the presence of 

genes, as well as similarities between the two types of reference genomes. 

 

Keywords: Immunoglobulin. Reference genome. Genes. Next-Generation Sequencing.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 1990, iniciava-se o Projeto Genoma Humano (PGH) como objetivo de 

sequenciar o DNA humano em busca de identificar e mapear os genes presentes nos 23 pares 

de cromossomos.  Em abril de 2003, as atividades do Projeto foram encerradas com a conclusão 

da primeira versão do sequenciamento do genoma humano. Em setembro de 2011 já haviam 

disponíveis 37 espécies eucarióticas totalmente sequenciadas e estavam em andamento o 

sequenciamento de outras 1.178 espécies. Esses fatos impactaram diretamente no estudo de 

genomas, já que haviam poucos genomas sequenciados. (ZAHA, FERREIRA e PASSAGLIA, 

2014). 

Com o aumento na quantidade de dados genômicos sequenciados advindos dos 

avanços tecnológicos dos equipamentos em conjunto com as técnicas de sequenciamento de 

genoma, surge o desafio de como armazenar, tratar e manipular os dados para extrair 

conhecimento ou identificar padrões. Para esse fim, tornou-se indispensável o desenvolvimento 

de ferramentas na área de bioinformática (PEVSNER, 2015). 

Segundo Lesk (2008), a bioinformática surge na década de 1980, com a finalidade 

de superar os limites impostos pelas ciências com o desenvolvimento de novas abordagens 

capazes de proporcionar a análise e a apresentação de dados biológicos, assim como de iniciar 

estudos de novos métodos para a resolução de questões complexas.  

Em paralelo a área de bioinformática, existe a Imunoinformática que atua 

especificamente com dados de imunoglobulinas ou anticorpos. Estas moléculas desempenham 

papéis centrais durante a resposta imune que são: reconhecer antígenos (corpo estranho), 

desencadear o mecanismo de resposta imediata ou mecanismo de resposta adaptativa que seria 

a produção de anticorpos para combater o corpo estranho (LEFRANC; LEFRANC, 2001). A 

molécula de imunoglobulina é codificada por três loci gênicos independentes, ou seja, os genes 

IGK e IGL para a cadeia leve (light, L) localizados no cromossomo 2, cromossomo 22 e os 

genes IGH para a cadeia pesada (heavy, H), que estão no cromossomo 14 (MATSUDA, 1998). 

O cromossomo 14 é um dos 23 pares de cromossomos presentes no genoma 

humano, sendo responsável pela codificação de diversos genes na cadeia pesada dos anticorpos 

que estão relacionados à saúde e ao desenvolvimento do organismo. O lócus da cadeia pesada 

da imunoglobulina (IGH, Immunoglobulin heavy locus) de humanos se encontra na banda 

14q32.33 dentro da região telomérica do cromossomo 14, abrangendo 1.250 kilobases (kb) 

(LEFRANC; LEFRANC, 2001). 
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Com esse grande volume de dados a serem analisados, surge a necessidade da 

criação de novas ferramentas para trabalhar com dados advindos de sequenciamento genômico. 

Ainda neste contexto, vale ressaltar o Sequenciamento de Nova Geração, do inglês New 

Generation Sequencing (NGS), que descreve as abordagens que possuem a capacidade de 

sequenciar ácidos nucleicos aumentando a quantidade de sequência que podem ser obtidas de 

maneira rápida e econômica. O NGS segue três etapas básicas: preparação de bibliotecas, 

sequenciamento de ácidos nucleicos e análise de dados (KUMAR et al., 2019). É importante 

observar que essas técnicas além de agilizar o sequenciamento genômico proporcionaram uma 

economia considerável, e segundo o National Human Genome Research Institute (NHGRI), em 

2022 seria possível sequenciar um genoma humano por 100 dólares. 

Dada toda essa problemática apresentada acima, minerar esses dados é um desafio 

para a área da computação e ao mesmo tempo é necessário, para conhecermos melhor o genoma 

humano. Como afirma Griffiths (2001), tornou-se importante analisar e entender os assuntos 

que se referem ao DNA humano. 

 

1.1 Justificativa 

 

As imunoglobulinas são moléculas essenciais na resposta a um patógeno, neste 

contexto estudos e pesquisas que buscam melhorar entendimento do lócus que codifica estas 

moléculas é de extrema relevância, já que, pouco se sabe sobre o mesmo. É importante observar 

que para desvendarmos as sequências geradas pelo sequenciamento do DNA, é necessário que 

se tenha um genoma de referência de qualidade. 

Sendo assim, este trabalho justifica-se pela necessidade em dar continuidade às 

pesquisas que estudam genomas de referência de humanos. Além disso, todo e qualquer estudo 

sobre este lócus codificante é de extrema relevância, uma vez que, os genes desse lócus 

compõem os anticorpos. 

 

1.2 Objetivos 

 

O objetivo geral deste trabalho consiste na criação de um pipeline computacional 

para filtrar e realizar a comparação das sequências dos genomas de referência versões GRCh37 

e GRCh38 sequenciados com a tecnologia de short reads. 

Para atingir o objetivo principal proposto, foram definidos os seguintes objetivos 

específicos: 
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a) Configurar o servidor e realizar o download dos genomas de referência GRCh37 

e GRCh38; 

b) Configurar e executar o programa disponibilizado por (MARTINS et al., 2021) 

no genoma de referência GRCh7 e GRCh38; 

c) Desenvolver uma função para organização dos dados de saída; 

d) Fazer uma análise dos genes de cada genoma de referência sequenciado com a 

tecnologia short reads e gerar uma visualização que permita identificar as 

diferenças nas sequencias de cada gene; 

e) Fazer uma análise posicional dos genes indicando: alterações na quantidade de 

nucleotídeos (tamanho) e mudanças nas posições, disponibilizar uma 

visualização que permita identificar essas situações; 

f) Fazer uma análise geral dos dados e criar diferentes visualizações. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Nesta seção serão apresentados os conceitos e trabalhos correlacionais que 

embasam a construção deste trabalho. 

 

2.1 Genoma 

 

Segundo Góes e Oliveira (2014), o genoma é definido como uma sequência de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) de um organismo, sendo o DNA formado pela ligação sequencial 

de moléculas chamadas nucleotídeos. Estes, representados na Figura 1, são formados por três 

partes: uma molécula de fosfato, a molécula de açúcar desoxirribose e a base nitrogenada. As 

bases nitrogenadas podem ser divididas em quatro tipos: adenina (A), timina (T), citosina (C) e 

guanina (G). 

 

Figura 1 - Composição de um Nucleotídeo 

 

Fonte: (SANTOS, 2023) 

     

A ordem com a qual os nucleotídeos estão organizados no DNA é que faz com que 

uma molécula se diferencie da outra. Esta diferença entre sequências pode ser determinada por 

meio do sequenciamento dos genomas. Como as moléculas de fosfato e açúcar são sempre as 

mesmas, a ordem da sequência é dada pelas bases nitrogenadas (Góes e Oliveira, 2014). Além 

disso, é importante ressaltar que o DNA genômico possui a maior parte da informação genética 

de um indivíduo, sendo um alvo no processo de sequenciamento.  

 

2.1.1 Gene 
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Um gene pode ser definido como uma sequência ordenada de nucleotídeos 

localizada em uma posição particular (lócus) em um cromossomo, que codifica um produto 

funcional específico (SANTOS, 2023). Em síntese, o gene pode ser descrito como um subgrupo 

extraído da sequência do genoma.  

É importante observar que o gene possui duas partes principais, sendo o éxon e o 

íntron, estes dois segmentos se diferem pelo fato que na produção da proteína o íntron é 

eliminado pelo processo chamado de splicing alternativo, ou seja, no produto final teremos a 

presença dos éxons que são as partes que serão traduzidas em proteínas (AZEVEDO, 2021). 

Ressalta-se, a relevância das informações provenientes dos genes, uma vez que 

podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos medicamentos, tratamentos para doenças 

adquiridas recentemente ou até mesmo para a prevenção daquelas que não se manifestaram. 

Neste trabalho, serão investigados os segmentos de genes de imunoglobulinas que 

estão localizados no cromossomo 14 de humanos, na posição 14q32.33, onde 14 é a 

representação do cromossomo e 32.33 é a localização da banda cromossômica dos genes de 

IGH. A Figura 2 ilustra a localização do loci IGH que é alvo deste estudo. A seta azul indica a 

orientação de 5' até 3' do lócus e a ordem do grupo de genes no lócus, além de ser proporcional 

ao tamanho do lócus, indicado em kb. O número total de genes no lócus é mostrado entre 

parênteses.  

 

Figura 2 - Localização do loci IGH 

 

Fonte: (GINESTOUX; LEFRANC, 2001) 

 



19 
 

No cromossomo 14 de humanos são catalogados de 123 a 129 IGHV dependendo 

dos haplótipos, 127 IGHD, 9 IGHJ, e frequentemente 11 IGHC. Em uma análise, 88 genes 

IGHV foram agrupados em apenas um subgrupo, já 41 pseudogenes apresentam divergências 

e não foram atribuídos a nenhum subgrupo (LEFRANC; LEFRANC, 2020). Porém, com o 

intuito de verificar a quantidade de genes IGHV funcionais, foi realizada em 09 de maio de 

2023 uma busca no banco de dados do International ImMunoGeneTics information system 

(IMGT) (https://www.imgt.org/), onde foram filtrados por: espécie (Homo Sapiens), tipo de 

gene (variable, V) e funcionalidade. Como resultado dos genes catalogados no banco de dados 

IMGT/GENE-DB versão: 3.1.38 de 08 de novembro de 2022, foram retornados 57 genes IGVH 

funcionais e 333 alelos. Em suma, é de extrema importância, conhecer o número de genes IGHV 

já que esse será o objeto de estudo deste trabalho. Em 08 de novembro de 2023 foi realizada 

uma busca no site do IMGT versão 3.1.40 de 02 de outubro de 2023 para verificar a quantidade 

de genes IGHD e IGHJ, e foram identificados 23 genes D e 33 alelos, 6 genes J e 13 alelos. 

Esses resultados estão sendo ilustrados na Figura 3. 

 

Figura 3 - Genes catalogados no banco de dados IMGT/GENE-DB 

 

Fonte: (GIUDICELLI; CHAUME; LEFRANC, 2023) 

 

As nomenclaturas utilizadas nos genes V, D e J seguem o padrão do IMGT. Como 

exemplo o geno IGHV é importante ressaltar que na Figura 4 o gene é apresentado com 

subdivisões, como exemplo L-V-GENE-UNIT, as partes V-EXONS, V-REGION e intrônicas. 

A estrutura do gene V é formada pela região líder (L-PART1), que possui também uma região 

v-íntron como mostrada na imagem abaixo pela Figura 4, abrangendo as regiões de íntron e 

posteriormente a região líder (L-PART2) como mostrada na Figura 4 em amarelo. A parte em 

verde, regiões de frameworks, são três: FR1-IMGT, FR2-IMGT e FR3-IMGT. Também é 
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possível identificar as regiões de determinação de complementariedade, do inglês 

Complementarity-Determining Regions (CDRs), tais regiões são apresentadas na Figura 4 

sendo a parte vermelha o CDR1, em amarelo escuro o CDR2 e podemos identificar, em roxo, 

uma parte do CDR3. 

 

Figura 4 - Estrutura do gene IGHV 

 

Fonte: (LEFRANC; LEFRANC, 2020) 

 

2.1.2 Sequenciamento de Genoma 

 

De acordo com Fieto e Maciel (2015), o sequenciamento do genoma é uma técnica 

que obtém a ordem das bases nitrogenadas no DNA com alta confiabilidade. No final da década 

de 70 foram desenvolvidas as primeiras técnicas de sequenciamento que possuíam uma escala 

de sequenciamento de poucos kbs, na atualidade com a evolução tecnológica e a necessidade 

de realizar sequenciamentos de genomas inteiros e cada vez mais rápidos, surgiu o NGS. 

A plataforma NGS tem a característica de ser de alto rendimento e de sequenciar 

uma grande quantidade de moléculas diferentes de DNA (alta cobertura e alta profundidade). 

Capaz de realizar diversas interações em paralelo, essa nova abordagem proporcionou uma 

revolução no sequenciamento de DNA padronizado a ponto de um genoma humano inteiro 

agora pode ser sequenciado em 3 dias (KUMAR et al., 2019).  

Neste trabalho, abordaremos apenas a tecnologia de sequenciamento short reads, 

capaz de ler sequências curtas. A empresa líder de mercado nesse segmento é a Illumina, com 

equipamentos e insumos de sequenciamento. Essa tecnologia foi bastante utilizada em estudos 

na área de imunologia (ROUET et al., 2018).  

O Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano, do inglês National Human 

Genome Research Institute, (NHGRI) apresenta um panorama dos custos associados ao 
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sequenciamento de DNA com o intuito de verificar a oscilação destes valores ao longo do 

tempo. Esta informação pode ser observada na Figura 5, onde estão sendo apresentados os 

custos do ano de 2001 que corresponde a aproximadamente cem milhões de dólares para 

sequenciar um genoma humano até o ano de 2022, apresentando o custo de mil dólares por 

sequenciamento. 

 

Figura 5 - Custo de Sequenciamento por genoma Humano 

 

Fonte: (WETTERSTRAND, 2022) 

 

2.2 Anticorpo 

 

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) são proteínas responsáveis pela resposta 

imune humoral, que defende o corpo contra infecções e moléculas antigênicas. A molécula de 

anticorpo possui duas funções: 1) reconhecer e neutralizar patógenos ou a seus produtos que 

induziram a resposta imune; 2) recrutar outras células e moléculas, a fim de destruir o patógeno, 

quando o anticorpo estiver unido a ele (MURPHY, 2014). 

O formato de uma molécula de anticorpo assemelha-se a um “Y” (Figura 5), e 

possui três segmentos de mesmo tamanho, ligados por uma porção flexível. O anticorpo 

humano é formado por quatro cadeias, sendo duas pesadas cujo lócus está presente no 

cromossomo humano 14, e duas cadeias leves, cujos loci estão presentes nos cromossomos 2 

(lócus IGK kappa) e 22 (lócus IGL lambda) (LEFRANC; LEFRANC, 2020). 
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Figura 6 - Estrutura de um anticorpo 

 

Fonte: (LEFRANC; LEFRANC, 2020) 

 

2.3 Mineração de Dados 

 

Segundo Hand et al. (2001), mineração de dados é definida como a análise de um 

grande volume de dados a fim de encontrar padrões, tendências e oportunidades que possam 

entregar algum tipo de valor agregado para o dono dos dados. Vale enfatizar que a mineração 

de dados pode ser entendida como a união de várias técnicas ou processos utilizando algoritmos 

preditivos ou descritivos que buscam extrair de um base de dados informações que geram algum 

tipo de conhecimento. 

A descoberta de conhecimento nas Bases de Dados ou Knowledge Discovery in 

Databases (KDD) descreve todo o processo gerador de conhecimento, e nele a mineração de 

dados é descrita como uma das etapas (FAYYAD, 1996). Dado a complexidade de 

transformação de dados em conhecimento, tornou-se necessário a divisão em fases para se 

atentar aos detalhes e assim conseguir o melhor resultado possível. Na Figura 7, demonstramos 

as etapas do KDD. 
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Figura 7 - Etapas do Processo de KDD 

 

Fonte: (FAYYAD, 1996) 

 

Han e Kamber (2011) definem a Seleção como a primeira etapa do processo e nela 

os dados pertinentes são selecionados para serem usados na análise. A seguir, acontece o 

Processamento e a Transformação que visam manter a qualidade dos dados. Nessas duas etapas 

estão englobados a limpeza de dados inconsistentes e a utilização de técnicas que deixaram os 

dados em um formato adequado. 

Em seguida, temos a Mineração de Dados parte na qual serão utilizados técnicas e 

algoritmos em busca de padrões significativos nos dados. Enfim, são feitos a Avaliação e 

Interpretação das informações geradas à procura de algum conhecimento que possa ser 

adquirido. 

 

2.4 Python 

 

De acordo com Borges (2014), Python é uma linguagem de programação com 

sintaxe clara e simplificada de alto nível, orientada a objetos, de tipagem dinâmica e forte. A 

linguagem possui estruturas (listas, dicionários, tuplas e outras), além de frameworks 

desenvolvidos por terceiros que podem ser adicionados às aplicações. 

Diferente da sua utilização como linguagem de scripting1, nos últimos dez anos 

Python tornou-se uma das maiores linguagens com foco em análise de dados (MCKINNEY, 

2018). Esta nova realidade se deve às novas melhorias e facilidades entregues pelas bibliotecas 

de manipulação de dados como Pandas, Seaborn, Matplotlib e outras. 

Segundo o PopularitY of Programming Language (PYPL), a linguagem de 

programação Python segue sendo a mais popular da atualidade, como evidenciado na Figura 8. 

 
1 Sequência de instruções executadas de maneira ordenada. 
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O índice de popularidade é calculado através da frequência com a qual tutoriais sobre a 

linguagem são feitos no Google, isto demonstra o interesse do público em aprender tal 

linguagem e em como ela tem crescido no mercado. 

 

Figura 8 - Ranking das linguagens mais populares em 2023 

 

Fonte: (POPULARITY OF PROGRAMMING LANGUAGE, 2023) 

 

2.5 Linguagem R 

 

A linguagem R é utilizada para a programação estatística e possui foco na 

manipulação, análise e visualização de dados (FARIA; PARGA, 2020). Embutido na própria 

linguagem já existem alguns pacotes, do inglês package, que consistem em um conjunto de 

ferramentas ou funções extras existentes dentro da mesma que podem ser adicionados através 

de linhas de comando, além disso, podem ser adicionados pacotes externos oriundos do 

desenvolvimento de terceiros e disponibilizados na plataforma oficial da linguagem ou no 

GitHub dos programadores (MAYER; ZEVIANI, s.d). 
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Além de ser uma linguagem de código aberto, ou seja, gratuita, outra vantagem é a 

sua ampla base de usuários, o que resulta em uma grande quantidade de informação sobre ela 

disponível na internet, para auxiliar no uso e no aprendizado da linguagem. Atualmente a 

linguagem R tem ocupado a 7ª posição no ranking de linguagens de programação mais 

populares, como ilustrado na Figura 8.  

 

2.6 Shell Script 

 

O Shell pode ser compreendido com o intérprete de comandos do Linux que une o 

usuário ao sistema operacional (SO), realizando as funções de ler e interpretar os comandos e 

retornar uma resposta ao usuário por meio das saídas do SO. Na programação shell, um script 

é definido como uma lista de comandos a serem executados em sequência. A sua utilização 

tornou-se de extrema importância dadas a agilidade ao escrever scripts em poucas linhas e a 

sua poderosa manipulação de arquivos que variam entre a criação, edição, localização e 

organizados dos mesmos (JARGAS, 2008; RIBEIRO, 2021). 

 

2.7 Linguagem Java 

 

Java é uma linguagem de programação orientada a objeto com uma variedade de 

aplicações dentre elas desenvolvimento web, mobile e análise de dados criada pela empresa Sun 

Microsystems (CLARO; SOBRAL, 2008). Na sua criação foi idealizada com a intenção de ser 

uma linguagem de programação multiplataforma, ou seja, que pudesse ser executada em 

qualquer plataforma, independentemente do sistema operacional. 

Para a realização desta pesquisa, o Java foi utilizado na realização das operações de 

leitura e escrita de arquivos. Segundo Deitel et al. (2015), a leitura de arquivos é uma etapa 

fundamental em muitas análises de dados, com isto, a linguagem Java fornece uma variedade 

de classes e interfaces para leitura de arquivos de texto, binários e outros formatos.  

 

2.8 Samtools 

 

O Samtools é um pacote de software de código aberto que é usado para manipular 

e analisar dados de alinhamento de sequências de DNA (LI et al., 2009). Dentre as diversas 

funcionalidades ofertadas pelo software, utilizou-se a que permite indexar o arquivo FASTA 



26 
 

com isto possibilitando a procurar por regiões específicas que neste trabalho consiste no 

cromossomo 14. 

 

2.9 Bancos de Dados Genômicos 

 

Com o andamento do Projeto do Genoma Humano, a evolução tecnológica e o 

surgimento de novas técnicas de sequenciamento resultaram em uma grande quantidade de 

dados gerados pelos laboratórios, meios convencionais de armazenamento já não eram 

suficientes (CRITCHLOW et al., 2000). Para solucionar tal problema, surgem os bancos de 

dados biológicos que visam disponibilizar de maneira confiável os dados e ferramentas de 

análise, em vários casos, esses bancos são de domínio público (FÉLIX, 2002). 

O Projeto GENCODE armazena e disponibiliza anotações genéticas de referência 

para os genomas humano e de camundongo. O consórcio GENCODE é responsável por 

produzir, manter e melhorar essas anotações (FRANKISH et al., 2019). Atualmente o banco de 

dados se encontra na versão 43, os dados podem ser obtidos no link 

<https://www.gencodegenes.org/human/>. São disponibilizados um arquivo no formato 

FASTA com as sequências e um outro arquivo no formato GFF3 contendo as anotações das 

sequências, ou seja, a posição dos genes no genoma.  

O National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi encarregado de criar 

sistemas automatizados para armazenar e analisar conhecimentos sobre biologia molecular, 

bioquímica e genética. O GenBank é o banco de dados de sequências genéticas oriundo do 

NCBI, o mesmo junto com o DNA DataBank of Japan (DDBJ), o European Nucleotide Archive 

(ENA) constituem o International Nucleotide Sequence Database Collaboration (NCBI, 2022). 

A cada dois meses ocorre o lançamento do GenBank, atualmente na versão 255.0. 

No entanto, como o objetivo deste trabalho é analisar as sequências de referência 

dos genes IGHV, IGHD e IGHJ, utilizaremos o banco de dados de referência o IMGT, que 

armazena as sequências e posições dos genes de imunoglobulina de humanos, camundongo, 

cavalo e etc. É importante observar que IMGT utiliza a anotação do NCBI, RefSeq Reference 

Genome Annotation from build GRCh37 (CHURCH et al., 2011). 

Com a geração de grandes quantidades de dados de sequenciamento das regiões de 

imunoglobulina por Next Generation Sequencing (NGS), a acurácia e completude dos bancos 

de dados de referência, como o IMGT pode ser verificada (SCHEIJEN et al., 2019; YU; 

CEREDIG; SEOIGHE, 2017). 

 

https://www.gencodegenes.org/human/
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2.10 Trabalhos Correlatos 

 

Foram realizadas buscas em diversas fontes de dados com a finalidade de identificar 

trabalhos com características semelhantes a esse trabalho, ou até mesmo que utilizaram em 

parte as técnicas utilizadas neste trabalho, isto para realizar comparações com outros autores 

que estão na mesma área de atuação. 

Khatri et al. (2021), em seu artigo, abordam a importância dos alelos germinativos 

correspondentes à população nos loci de imunoglobulinas (IG) em estudos relacionados a 

doenças infecciosas e vacinação em populações humanas. O artigo discute como os alelos 

germinativos das imunoglobulinas podem variar entre populações humanas devido a diferenças 

genéticas e evolutivas. Essas variações podem influenciar a resposta imunológica das pessoas 

a doenças infecciosas e vacinações, uma vez que os anticorpos produzidos pelo sistema 

imunológico são determinados pelos genes das imunoglobulinas. 

No trabalho apresentado por Martins et al. (2021), os autores realizam uma 

mineração de dados de sequenciamento de genomas de humanos, o foco deste trabalho foi 

identificar novas variantes de imunoglobulinas, sendo que o trabalho identificou 10,909 

variantes, dessas 10,828 são variantes não reportadas anteriormente. Porém, para esta 

identificação foi necessário fazer uma análise das sequências do locus, neste ponto o trabalho 

dos autores possui uma grande similaridade com a proposta deste trabalho, fato que, neste 

trabalho será utilizado um programa disponibilizado pelo autor. 

 Apesar dos trabalhos citados acima terem grande semelhança com o trabalho 

que está sendo desenvolvido, este trabalho se caracteriza pela análise mais detalhada dos genes 

de cadeia pesada de imunoglobulina, onde será explorada as mudanças posicionais que 

ocorreram entre as versões dos genomas de referência e até mesmo a geração de uma 

visualização de dados que permita identificar detalhes com mais facilidade. 
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3 METODOLOGIA 

 

Este capítulo descreve os métodos de pesquisa que serão adotados, bem como a 

natureza da pesquisa, juntamente com seu caráter, os instrumentos, os materiais e 

procedimentos, a população e a amostra. 

 

3.1 Natureza da Pesquisa 

  

De acordo com Wazlawick (2014), a pesquisa científica pode ser definida como a 

busca pelo aumento do conhecimento humano sobre como o mundo funciona. Ela pode ser 

classificada de acordo com diferentes critérios, como a sua natureza, objetivos ou 

procedimentos técnicos, podendo um trabalho de pesquisa se encaixar em mais de um desses 

tipos. 

Esta pesquisa possui, quanto a sua natureza, finalidade aplicada, pois visa gerar 

conhecimento científico para a solução dos mais variados problemas individuais ou coletivos. 

Os interesses desta pesquisa são locais, uma que servirá de auxílio para os pesquisadores da 

área. 

Podemos considerar este trabalho em relação aos seus objetivos como uma pesquisa 

de caráter exploratória. Tal tipo de pesquisa busca examinar um conjunto de fenômenos com o 

objetivo de descobrir ou aperfeiçoar ideias, uma vez que ela não necessariamente possui uma 

hipótese ou objetivo definido (GIL, 2002). 

Além dos três critérios apontados anteriormente, para Oliveira (2021) existe ainda 

o critério de abordagem da pesquisa. Quanto a este tópico, esta pesquisa encaixa-se como 

qualitativa, pois serão realizadas análises e a interpretação dos dados. 

 

3.2 População e Amostra 

 

Neste trabalho, a população e amostra designadas foram os dados genômicos de 

humanos disponibilizados no banco de dados genômico NCBI. Os dados são advindos de 

diversas fontes como projetos de sequenciamento genômicos. 

 

3.3 Instrumentos utilizados 
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Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se computadores com acesso à 

internet, além do servidor Linux disponibilizado pelo IFMG - Campus São João Evangelista. O 

servidor utilizado dispõe das seguintes configurações: Sistema Operacional Ubuntu Linux 

versão 20.04.6 LTS, processador AMD Phenon II, placa de vídeo AMD Rs880, 64 bits de OS. 

 

3.4 Métodos e Procedimentos 

 

Nesta seção será apresentada todas as etapas executadas durante a construção desta 

pesquisa. A metodologia proposta busca evidenciar todos os processos da coleta de dados até 

os resultados. 

  

3.4.1 Estrutura organizacional 

 

Foi criada uma estrutura de pasta para facilitar a organização e localização das 

informações. A pasta geral nomeada neste projeto como “analise-genomica” contém todas as 

demais. Inicialmente temos a pasta “bin” contendo os scripts nas linguagens java e python. Em 

seguida, “data” com os genomas de referências versões GRCh37 e GRCh38. A terceira pasta 

“docs” armazena arquivos informativos ou exemplos que visam auxiliar o entendimento sobre 

a utilização do projeto. Última pasta “results” armazena os arquivos finais gerados a partir dos 

scripts executados. Ainda dentro da pasta geral, existem os arquivos shell script responsáveis 

pela execução de todos os outros arquivos armazenados na pasta bin e outro pela criação das 

tabelas com os respectivos genomas de referência. 

 

3.4.2 Coleta dos dados 

 

Para obter os genomas de referência GRCh37 e GRCh38 foi realizada uma busca 

no site do NCBI disponível no link: 

https://ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/guide/human/index.shtml. Dentre os tipos de 

arquivos retornados pelo site, foram realizados o download dos arquivos com extensões FNA e 

GFF. Um arquivo com extensão FNA armazena informações das sequências de DNA, escritos 

em no formato de texto FASTA. Os arquivos do tipo GFF consistem em um arquivo de texto 

com as anotações genômicas. 

 

3.4.3 Obtendo dados do cromossomo 14 
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Para gerar os arquivos necessários para a análise dos dados, foi executado o arquivo 

principal intitulado runMainVerifyReference.sh com os parâmetros exigidos. O script inicia 

com a declaração das variáveis que recebem os respectivos valores passados na ordem dos 

parâmetros, elas possibilitam a utilização do mesmo arquivo com os diferentes genomas de 

referência. As variáveis foram declaradas como path, filegff_gz, filegff, version, filefna, 

queryfasta, filefna_gz, filefna_gzt representando respectivamente o nome da pasta com os 

arquivos GFF e FNA, nome do arquivo GFF compactado, nome do arquivo GFF dentro do 

arquivo compactado, número da versão do genoma de referência, nome do arquivo FNA 

compactado com as sequencias de DNA, código identificador do cromossomo, nome do arquivo 

FNA compactado e o nome temporário para o arquivo FNA compactado. 

Com a finalidade de trabalharmos com arquivos menores, dentre as funções 

presentes no pipeline2 desenvolvido em shell Linux e disponibilizado por MARTINS et al 2021, 

foram utilizados no arquivo GFF os comandos (gunzip data/reference/$path/$filegff_gz) para 

descompactar o genoma de referência e o programa Java (java -jar 

bin/filterCromossomoFileGff.jar NC_000014 data/reference/$path/$filegff > 

data/reference/$path/$filegff-gff-filtrado.txt) recebe como parâmetros de entrada o código 

identificador do cromossomo e o arquivo GFF descompactado, logo depois gera um arquivo de 

texto com os dados filtrados. 

Em seguida, para obter os dados do arquivo FNA foram realizadas a 

descompactação via comando (gunzip data/reference/$path/$filefna_gz). Foi criado um 

programa Java (java -jar bin/extractchr14fna.jar data/reference/$path/$filefna_gzt $queryfasta 

> data/reference/$path/$filefna.tmp), que recebe como parâmetros o nome do arquivo FNA 

compactado temporário e o código identificador do cromossomo, depois gera um arquivo de 

texto temporário com os dados filtrados. O arquivo temporário retorna as informações em 

múltiplas linhas, a fim de solucionar tal eventualidade o programa (java -cp 

bin/formatFileFasta.jar formatfilefasta.FormatFileFastaOneLine 

data/reference/$path/$filefna.tmp data/reference/$path/$filefna). Após a finalização dessas 

operações, foram excluídos o arquivo temporário e a compactação do arquivo filtrado. 

 

3.4.4 Identificar a ocorrência dos genes 

 

 
2  É uma série de etapas que são executadas para processar um dado ou uma tarefa. 
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Em busca de identificar possíveis ocorrências dos genes V, J e D nos arquivos GFF 

são necessários especificar dois parâmetros, o arquivo de texto de cada gene, além do arquivo 

filtrado e posteriormente foi gerado um arquivo texto com os resultados. Dando 

prosseguimento, foi utilizado um script Samtools buscando obter a sequência de nucleotídeos 

de referência apenas para conferência, após é realizada uma formatação através da função de 

indexação que possibilidade realizar buscas em regiões especificas. 

 

3.4.5 Obtendo a sequência de nucleotídeos de referência  

 

Para obter a sequência de nucleotídeos de referência IMGT para uma conferência, 

inicialmente é feita uma formatação das sequências de genes utilizando o Samtools através do 

comando (java -jar bin/formatResultSeqGenesSamtools.jar). Cada arquivo FASTA contendo a 

sequência dos genes V, D e J retornados anteriormente foram transformados em uma linha pelo 

código a seguir especificando qual a função de formatação desejada (java -cp 

bin/formatFileFasta.jar formatfilefasta.FormatFileFastaOneLine).  

 

3.4.6 Gerando e transformando os dados 

 

Para obtermos os dados referentes ao genoma de referência GRCh7 utilizou-se o 

seguinte comando (./runMainVerifyReference.sh ncbi-imgt37 GRCh37_latest_genomic.gff 

GRCh37_latest_genomic.gff 37 GRCh37-chromossomo14.fna NC_000014.8 

GRCh37_latest_genomic.fna.gz GRCh37_latest_genomic.fna) e no GRCh38 

(./runMainVerifyReference.sh ncbi-imgt38 GRCh38_latest_genomic.gff 

GRCh38_latest_genomic.gff 38 GRCh38-chromossomo14.fna NC_000014.9 

GRCh38_latest_genomic.fna.gz GRCh38_latest_genomic.fna). 

A fim de gerar as tabelas de comparação para uma melhor visualização dos dados, 

foi desenvolvido para esse projeto um programa utilizando a linguagem Python que pode ser 

encontrado no APÊNDICE A. O programa em questão foi desenvolvido de maneira simples e 

objetiva realizando operações split (separação), strip (remoção), replace (substituição) para que 

sobrem apenas as informações de extrema relevância para a análise comparativa. 

Os métodos e procedimentos foram propostos com base nos objetivos específicos 

do trabalho, conforme descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Métodos e Procedimentos 

Objetivos Tarefas 

Configuração do ambiente de 

desenvolvimento e realizar primeira 

explorada nos dados 

a) Configurar o servidor e fazer o download dos 

genomas de referência GRCh37 e GRCh38. 

Execução e organização de tarefas b) Compilar o programa disponibilizado por 

(MARTINS et al., 2021) no genoma de 

referência GRCh37 e GRCh38. 

c) Desenvolver uma função para organização 

dos dados de saída. 

Realizar as análises e gerar suas respectivas 

visualizações 

d) Fazer uma análise dos genes de cada genoma 

de referência sequenciado com a tecnologia 

short reads e gerar uma visualização que 

permita identificar as diferenças nas 

sequencias de cada gene. 

e) Fazer uma análise posicional dos genes 

indicando: alterações na quantidade de 

nucleotídeos (tamanho) e mudanças nas 

posições, disponibilizar uma visualização 

que permita identificar as situações. 

f) Fazer uma análise geral dos dados e criar 

diferentes visualizações. 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 
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4 RESULTADOS 

 

Com o objetivo de comparar os genes IGHV, IGHD e IGHJ dos genomas de 

referências versões GRCh37 e GRCh38, foi realizada uma análise das posições iniciais e finais 

de cada um. Podem ser identificadas nas tabelas, além das posições iniciais e finais, uma coluna 

“Gene” com a identificação dos genes e “T” representando a quantidade de nucleotídeos do 

gene (tamanho total). 

 

4.1 Comparação das posições dos segmentos gênicos IGHV 

 

Totalizando 45 segmentos gênicos IGHV descobertos no genoma de referência 

GRCh38 apenas 40 genes foram achados no genoma de referência GRCh37. Portanto, os 

segmentos gênicos IGHV7-4-1, IGHV3-63D, IGHV5-10-1, IGHV2-70D, IGHV1-69-2, 

IGHV1-69-D foram identificados na versão 38 e não identificados na versão 37. O gene 

IGHV3-62 foi o único presente na GRCh37 e não apareceu no genoma de referência GRCh38. 

Excluindo os genes que diferem entre as versões, é possível observar que a 

quantidade de nucleotídeos dos genes em sua maioria permaneceu igual. Entretanto 

apresentaram tamanhos diferentes da versão 37 para a 38 os segmentos gênicos IGHV4-4 com 

3 nucleotídeos e IGHV3-20 com 1 posição (Tabela 2). 

Ao considerar os genes que estão presentes nas duas versões, em relação a posição 

inicial, o gene IGHV3-74 teve o menor deslocamento, sendo 107218674 na versão 37 e 

106810440 na versão 38. Já no gene IGHV4-4 teve o maior deslocamento entre as versões, 

iniciando com 106478108 no GRCh37 e 106011922 no GRCh38. 

Outro ponto a ser observado na Tabela 2 são as posições iniciais dos genomas de 

referências que na versão GRCh37 iniciam em 106405609 e finalizam em 107218674. Já na 

versão GRCh38 os genes iniciam na posição 105939754 e finalizam em 106810440. Podemos 

notar que ouve algum tipo de perca entre os dois genomas de referência. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 

 

4.2 Comparação das posições dos segmentos gênicos IGHD 

 

Tabela 2 - Comparação das posições dos genes IGHV 
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Foram encontrados 23 segmentos gênicos IGHD presentes nas duas versões 37 e 

38, conforme ilustrada na Tabela 3. Podemos observar que a quantidade de nucleotídeos dos 

genes são iguais, entretanto as posições iniciais e finais se diferem entre os dois genomas de 

referência. 

Apesar dos genes encontrados apresentarem a mesma quantidade nucleotídeos, ao 

considerar a posição inicial, o gene IGHD7-27 teve o menor deslocamento, sendo 106331761 

na versão 37 e 105865551 na versão 38. Já no gene IGHD3-16 teve o maior deslocamento entre 

as versões, iniciando com 106361492 no GRCh37 e 105895634 no GRCh38. 

Outro ponto a ser observado na Tabela 3 são as posições iniciais dos genomas de 

referências que na versão GRCh37 iniciam em 106331761 e finalizam em 106385361. Já na 

versão GRCh38 os genes iniciam na posição 105865551 e finalizam em 105919502, com isto, 

podemos notar um deslocamento de nucleotídeos entre os dois genomas de referência. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 

 

4.3 Comparação das posições dos segmentos gênicos IGHJ 

 

Tabela 3 - Comparação das posições dos genes IGHD 
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Conforme mostrado na Tabela 4, foram retornados um total de 6 segmentos gênicos 

IGHJ presentes nas duas versões. Podemos identificar que a quantidade de nucleotídeos dos 

genes permaneceram iguais, entretanto as posições iniciais e finais se diferem entre os dois 

genomas de referência.  

Apesar dos genes encontrados apresentarem a mesma quantidade nucleotídeos, ao 

considerar a posição inicial, o gene IGHJ4 teve o menor deslocamento, sendo 106330423 na 

versão 37 e 105863196 na versão 38. Já no gene IGHJ2 teve o maior deslocamento entre as 

versões, iniciando com 106331407 no GRCh37 e 105865197 no GRCh38. 

Outro ponto a ser observado na Tabela 4 são as posições iniciais dos genomas de 

referências que na versão GRCh37 iniciam em 106329406 e finalizam em 106331668. Já na 

versão GRCh38 os genes iniciam na posição 105863196 e finalizam em 105865458, com isto, 

podemos notar que ouve algum tipo de perca entre os dois genomas de referência. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 

 

4.4 Comparação das distâncias entre os genes dos genomas de referência 

 

A fim de verificar a distância entre as sequencias dos genes dos genomas de 

referência GRCh37 e GRCh38, foi desenvolvido um script na linguagem Python (APÊNDICE 

B), que dado uma sequência do gene de uma referência, realiza a busca da sequência do mesmo 

gene na outra referência. Os genes identificados em apenas uma versão do genoma não foram 

considerados na comparação e ainda a referência base na comparação foi a GRCh37 (a 

comparação oposta gera os mesmos valores). O script utiliza o algoritmo de Levenshtein, que 

Tabela 4 - Comparação das posições dos genes IGHJ 
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calcula o número mínimo de edições necessárias para que duas sequencias sejam consideradas 

iguais. A saída do script é retornada em formato .CSV. 

De um total de 39 genes IGHV presentes nas duas versões dos genomas, foram 

identificados 21 genes com alterações, vale observar que os genes IGHV4-4, IGHV3-11, 

IGHV3-48 apresentaram as maiores diferenças, sendo respectivamente 63, 33 e 36. Essas e 

outras alterações podem ser observadas na Figura 9. Para os genes IGHD e IGHJ não foram 

identificadas diferenças entre as sequencias dos genomas de referência. 

 

Figura 9 - Gráfico de distância entre os genes dos genomas de referência 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Analisando as tabelas geradas de cada gene e comparando com as suas respectivas 

versões GRCh37 e GRCh38, ficou evidente as diferenças entre elas. O gene IGHV apresentou 

diferenças substanciais como a ausência de alguns genes e a diferença na quantidade de 

nucleotídeos entre as versões, já os genes IGHD e IGHJ apresentaram os mesmos genes nas 

duas versões do genoma de referência. Todos os tipos de gene apresentaram um deslocamento 

nas posições iniciais entre as duas versões. 

Por fim, com relação a trabalhos futuros, recomenda-se realizar análises utilizando 

outras tecnologias de sequenciamento como Long Reads e comparar os resultados encontrados 

entre eles. Tais incrementos geram um grande valor aos pesquisadores que desenvolvem seus 

trabalhos na área de genômica de imunoglobulinas.  
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APÊNDICE A – CÓDIGO DE CRIAÇÃO DAS TABELAS DOS GENES 

 

 1. import sys 

 2.   

 3. def processFile(pathFile): 

 4.   

 5.     fileIn = open(pathFile, "r") 

 6.   

 7.     #>IGHD7-27-NC_000014.8:106331761-106331771 

 8.     #CTAACTGGGGA 

 9.     for linha in fileIn: 

10.   

11.         if ">" in linha: 

12.             vec = linha.split(":") 

13.             vec2 = vec[1].split("-") 

14.             gene = vec[0].strip().replace(">", "") 

15.             gene = gene.split("-NC")[0] 

16.             print(gene + ";" + vec2[0].strip() + ";" + vec2[1].strip()) 

17.              #print(linha.replace("\n", "")) 

18.   

19.     fileIn.close() 

20.   

21. #python3 createTableOfGene.py pathFileDataOfGenome > nameFileOutput 

22. if __name__ == "__main__": 

23.   

24.     #pathFile = "/home/fabio/Desktop/tmp/seqGenesDRef-NCBI-IMGT-final-fmt-CR.txt" 

25.     pathFile = sys.argv[1]    

26.     processFile(pathFile) 
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APÊNDICE B – CÓDIGO DE COMPARAÇÃO DAS DISNTÂNCIAS ENTRE OS 

GENES DOS GENOMAS DE REFERÊNCIA 

 

 1. from Levenshtein import distance 

 2. import sys 

 3.   

 4. def verifyDiffSeq(file1, file2): 

 5.   

 6.  fileIn1 = open(file1, "r") 

 7.   

 8.  for linha in fileIn1: 

 9.    

10.   if ">" in linha:   

11.    linhaTmp = linha 

12.    linhaComp = fileIn1.readline() 

13.        

14.    seqComp = getSeqComp(file2, linhaTmp.split("-NC")[0])  

15.     

16.    if len(linhaComp) > 0 and len(seqComp) > 0:   

17.     a = distance(linhaComp.strip(), seqComp.strip())  

18.      

19.     print(linhaTmp.strip().split("-NC")[0] + ";" + str(a)) 

20.     

21.  fileIn1.close() 

22.   

23. #>IGHV1-18-NC 

24. def getSeqComp(pathFile2, nameGene):  

25.  fileIn2 = open(pathFile2, "r") 

26.  ret = "" 

27.  for linhaFind in fileIn2: 

28.   if ">" in linhaFind:   

29.    comp = linhaFind.split("-NC")[0] 

30.    if comp.strip() == nameGene.strip(): 

31.     #print(linhaFind.strip()) 

32.     ret = fileIn2.readline() 

33.     break 

34.     

35.  fileIn2.close()  

36.  return ret 

37.   

38. if __name__ == "__main__": 

39.   

40.     file1 = sys.argv[1] 

41.     file2 = sys.argv[2] 

42.   

43.     verifyDiffSeq(file1, file2) 

44.   
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