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RESUMO

A anélise filogenética — também chamada de filogenia — ¢ a relacdo evolutiva de um grupo de
espécies, e pode ser determinada a partir de um conjunto de dados moleculares ou
morfoldgicos. Com o tempo e com o desenvolvimento da tecnologia, a analise filogenética
tornou-se uma ferramenta importante para coisas como a preferéncia por proteinas. Num grau
molecular, o objeto de interesse sdo as proteinas, tais como metaloproteases, fosfolipases-A2
(PLA2) e porinas, algumas destas proteinas sdo sintetizadas em células enddcrinas, por
exemplo nas glandulas de veneno de cobras de diferentes familias. Refletindo sobre a analise
filogenética dentro da metodologia do software SEQUENCE SLIDER, sendo este capaz de
organizar a integracdo de informacdes estruturais e genéticas sob uma nova forma de
estrutura, sob esta Gtica, a anélise filogenética se mostra um mecanismo essencial para as
andlises feitas pelo software, sendo aliada importante que trona possivel analisar uma amostra
desconhecida e pelas suas caracteristicas proteicas predizer quais serdo Seus possiveis
aminoacidos correspondentes dentro de seus residuos. Dito isso, 0 objetivo central do trabalho
é integrar a analise filogenética de proteinas ao SEQUENCE SLIDER escrevendo um script
na linguagem de programacdo python, cuja funcdo sera ler as sequéncias homologas com a
sequéncia da proteina padrdo e calcular a frequéncia de cada aminoécido dentro de cada

residuo para todas as cadeias proteicas analisadas.

Palavras-chave: Biologia molecular estrutural; Alinhamento de Sequéncia; SEQUENCE
SLIDER; Python.



ABSTRACT

Phylogenetic analysis — also called phylogeny — is the evolutionary relationship of a group of
species, and can be determined from a set of molecular or morphological data. Over time and
with the development of technology, phylogenetic analysis has become an important tool for
things like protein preferences. On a molecular level, the object of interest are proteins, such
as metalloproteases, phospholipases-A2 (PLA2) and porins, some of these proteins are
synthesized in endocrine cells, for example in the venom glands of snakes of different
families. Reflecting on the phylogenetic analysis within the methodology of the SEQUENCE
SLIDER software, which is capable of organizing the integration of structural and genetic
information under a new form of structure, from this perspective, the phylogenetic analysis
proves to be an essential mechanism for the analyzes made by the software , being an
important ally that makes it possible to analyze an unknown sample and, due to its protein
characteristics, predict which will be its possible corresponding amino acids within its
residues. That said, the main objective of the work is to integrate the phylogenetic analysis of
proteins to the SEQUENCE SLIDER by writing a script in the python programming language,
whose function will be to read the homologous sequences with the standard protein sequence
and calculate the frequency of each amino acid within each residue for all analyzed protein

chains.

Keywords: Structural molecular biology; Sequence Alignment; SEQUENCE SLIDER;
Python.
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1. INTRODUCAO

1.1 Analise Filogenética

A filogenia é uma area da biologia que estuda as relac@es evolutivas dos organismos
(espécies) (VIANA, 2007). Graur e Li (2000) mostram que estudos filogenéticos apontam 3
objetivos, sendo estes: a correta reconstrucdo das semelhancas genéticas entre entidades
bioldgicas; a estimacdo do periodo de divergéncia entre organismos (a determinagéo do tempo
de formacdo dessas espécies apOs compartilharem um antepassado em comum) e o0
detalhamento da sequéncia de eventos entre as diferentes linhagens evolutivas.

A partir da inferéncia filogenética pode-se determinar, através de um conjunto de dados
moleculares ou morfoldgicos, quais as relagdes evolutivas de um conjunto de espécies. Estas
relacbes evolutivas sdo apresentadas usualmente em uma forma e arvore, conhecida como

arvore filogenética ou cladograma (TICONA, 2008) (figura 1).
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Figura 1 - Cladograma que evidencia caracteristicas primitivas e derivadas em diferentes grupos
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Na andlise filogenética, os cladogramas sdo feitos para representar a histdria evolutiva
ou as relacdes entre diferentes espécies, organismos ou caracteristicas biolégicas, como genes,
proteinas, érgdos, que se desenvolveram a partir de um ancestral comum (KIMBALL, 2013).
Utilizando as arvores filogenéticas é possivel se estudar os possiveis relacionamentos entre as
espécies. Tais arvores sdo inferidas a partir dos dados disponiveis de tal forma que espécies
"mais proximas" nos tenham correspondentes mais proximos na arvore (VIANA, 2007).

Em uma arvore filogenética, folhas representam espécies, popula¢des, individuos ou
genes, 0s quais podem ser conectados a n6s por ramos (ramificacdes externas) (SCOTT &

BAUM, 2016). Os ramos representam a transmissao de informacdes genéticas entre 0s



descendentes, e 0s comprimentos dos ramos representam as mudancgas ou divergéncias
geneticas. O grau de divergéncia é geralmente estimado usando o numero meédio de
substituicdes de nucleotideos por sitio (VAN DE PEER & SALEMI, 2009).

O DNA como material genético pode atualmente ser sequenciado de forma facil, rapida
e barata, e os dados obtidos do sequenciamento genético sdo muito ricos e especificos. Além
disso, estimativas morfologicas podem ser utilizadas para inferir o desenvolvimento evolutivo,
especialmente na auséncia de material genético, como em fdsseis (SCOTT & BAUM, 2016).
No caso deste trabalho, o uso da analise filogenética é focado no sequenciamento de estruturas
proteicas em diferentes organismos. Analisando as mutacGes das diferentes estruturas
bioldgicas € possivel explicitar onde existe a preservacdo da sequéncia primitiva, por meio da

utilizacao de técnicas, como a espectrometria de massa, por exemplo.

1.2 Venenos e a Filogenia

Frequentemente a composicdo dos venenos tem sido considerada com um reflexo da
filogenia das serpentes, com importantes implicagfes para a producdo de antivenenosos
(SOUZA, 2014). Diversos estudos tentam explicar o processo evolutivo da funcdo poegonhenta
nas serpentes, porém, ainda é um assunto para o qual faltam muitas respostas.

Estudos filogenéticos mostraram que a cerca de 80 a 60 milhdes de anos atras foi quando
surgiu a glandula de veneno, local de producdo das toxinas, e possui uma extensa evolugédo
paralela com os sistemas de distribuicdo e composicdo de venenos (PAHARI et al., 2007). A
capacidade de injetar veneno parece ter surgido na Superfamilia Colubridae (CADLE, 1983
apud SOUZA, 2014), onde a presenga dos componentes toxicos passiveis de inoculagéo,
permitiram as serpentes colubridaes uma excepcional diversificacdo, conferindo-lhes uma
vantagem adaptativa para a captura de presas e contribuindo também para o aumento de suas

taxas de especiacdo (PYRON et al., 2011).



A partir do surgimento da fungé@o venenosa, as serpentes peconhentas teriam divergido
no inicio da evolucdo em diferentes linhagens, seguindo caminhos distintos na evolucdo do
aparelho de veneno (KOCHVA, 1987;), o que explica a diversidade de padrdes que pode ser
observada entre os membros das familias Elapidae, Viperidae e Atractaspididae, se tratando do
modo de inoculacdo dos venenos.

A composicao dos venenos de serpentes pode variar bastante em por uma série de fatores
tais quais, as caracteristicas filogenéticas da espécie, sazonalidade, dieta, sexo, distribuicdo
geografica e estagio ontogenético das serpentes (FURTADO, et al., 2010). Venenos de
serpentes sdo misturas proteicas complexas, utilizadas para a defesa contra predadores e para a
caca de presas. Tais proteinas sdo sintetizadas em células enddcrinas presentes nas glandulas
de veneno. O veneno produzido fica armazenado nessa glandula até que 0 mesmo seja injetado
em um alvo, atraves de canais existente em suas presas.

Com o passar dos tempos e 0 desenvolvimento tecnoldgico, a analise filogenética se
tornou uma ferramenta importante na predilecdo, entre outras coisas, das proteinas. Algumas
proteinas como os venenos foram amplamente beneficiadas devido a escassez de informaces
mais aprofundadas dos diferentes tipos de venenos (FRY, 2005).

As proteinas escolhidas para este trabalho foram as metaloproteases, as fosfolipases-Az
e as porinas pelas suas caracteristicas naturais. As metaloproteases, ou metaloproteinases, que
sdo abreviadas como (MMPs), sdo uma familia de ions endopeptidases dependentes que
promovem a degradacdo da matriz extracelular, também conhecidas como proteinas da matriz.
As MMPs estdo envolvidas em uma variedade de eventos biolégicos porque podem
potencialmente afetar o comportamento celular por meio de agdes como a clivagem de proteinas
que permitem a adesdo intercelular, liberacdo de moléculas bioativas na superficie celular ou
pela clivagem de moléculas presentes na superficie celular, em sinal no ambiente externo

(ARAUJO, et al., 2011). Essas s&o as principais proteinas analisadas no trabalho. As



fosfolipases A> desempenham um papel importante em uma variedade de funcdes celulares,
incluindo a manutencéo de fosfolipidios celulares, producdo de prostaglandinas e leucotrienos,
traducdo de sinais, proliferacdo celular e contracdo muscular (SANTOS FILHO, 2009). Por
fim, as porinas, sdo proteinas transmembranares, responsaveis pela difusdo de pequenos
metabolitos como agucares, aminoacidos e ions. Possuem folhas betas antiparalelas formando
um cilindro. Algumas porinas tém especificidade de substrato além de propriedades de difus&o,

como por exemplo as maltoporinas e OprB.

1.3 SEQUENCE SLIDER

O SEQUENCE SLIDER (SLIDER) ¢ um método de avaliacdo da cadeia lateral, capaz
de fornecer uma nova estrutura para a tarefa abstrusa de organizar a integracdo de informagdes
estruturais e genéticas (BORGES, et al., 2022). O SLIDER foi primeiramente utilizado por
Borges (2020) dentro da etapa ab initio pelo método ARCIMBOLDO, o qual utiliza
substituicdo molecular para identificar pequenos fragmentos em unidades assimétricas

(MCCOQY, et al., 2007), revelando assim o resto da estrutura pela modificacdo de densidade e



interpretacdo automatizada de mapas (THORN & SHELDRICK, 2013). Na figura 1 a seguir é

possivel a evidenciar como sdo feitas as entradas e saidas disponibilizadas pelo método.

Método SEQUENCE SLIDER

3 Dados de
® Dados espectrometria Informacao
& estruturais bottom up Genética
Possiveis Pentid o + Homélogos e Concervagéo
B 3 eptliageos compinaqaos ook e
g RN Squuean.:_is s NF?INRCKGTDVAANIRG KEGY:I[;“\:;Z]aAr;aV | R
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Figura 2 - Equacéo de como o SLIDER SEQUENCIAL utiliza as entradas e
disponibiliza as informagdes de saida.

O SLIDER utiliza informacgdes disponiveis de sequéncia, previsdao de estrutura
secundaria e alinhamento entre homologos remotos para construir os &tomos de cadeia lateral.
A discriminacdo nas estatisticas globais de concordancia entre dados e modelos pode revelar
hipbteses de sequéncia verdadeiras (BORGES, 2020).

O SLIDER tem a capacidade de equilibrar diferentes fontes de informacéo para atribuir
um UOnico aminodcido o qual quando identificado indubitavelmente, gera mdultiplas
possibilidades ou até mesmo desconhecidas, quando a evidéncia ndo é conclusiva, com uma
abordagem que deriva hipoteses sequenciais de dados e impede a propagacéo de viés a partir

de informagdes conhecidas a priori (BORGES, et al., 2022). Na figura 2 a baixo, podemos ver



como o SLIDER integra dados estruturais, espectrometria de massa e filogenética para

atribuicdo de sequéncia e sua heterogeneidade em amostras complexas.
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A IS V

N

Integracdo de
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I
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>

Figura 3 - Esquema de como o SLIDER SEQUENCIAL integra dados estruturais, espectrometria de
massa e filogenética para atribuicao de sequéncia.

Borges (et al., 2022) menciona que para rodar o SLIDER os requisitos computacionais
dependem da resolucdo dos dados cristalograficos e do nimero de residuos na unidade
assimétrica, os calculos podem variar de 5 e 20 minutos por residuo, porém, com o método de
aproveitamento no multiprocessamento, esse tempo é dividido pelo nimero de ndcleos fisicos
disponiveis, a partir de teste inicial pode-se estimar o uso da memoria dado o nimero de
nacleos, os quais podem ser reduzidos para evitar sobrecarga de memdria RAM, as analises em
espectroscopia de massa e filogenéticas levam cerca de dez minutos por conjunto de dados. A
implementacdo do método no trabalho em questdo foi utilizada para integrar determinacéo
estrutural, espectrometria de massa e informacdes genéticas para resolver a heterogeneidade em
amostras complexas purificadas de fontes naturais construindo probabilidades de aminoacidos

para cada base de residuo (LIU, et al., 2020).



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Uma vez que podem existir varias isoformas de uma determinada proteina purificadas
a partir de fontes naturais, estes dados podem ser muito importantes em um estudo estrutural.
Diversos estudos tém ignorado esta informacdo supondo que se trata de proteinas idénticas. 1sso
é especialmente comum no caso do veneno de serpentes, onde ha uma mistura complexa de
componentes proteinas. Portanto, a implementacdo de uma ferramenta de analise filogenética,
gue estima a conservacdo e variabilidade de cada residuo na proteina de interesse, pode ajudar
a calcular a probabilidade de atribui¢do correta dos aminoéacidos, conforme mostrado pelo

SEQUENCE SLIDER.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Integrar analises filogenéticas ao SEQUENCE SLIDER.

3.2 Objetivos Especificos

Escrever um script em linguagem Python que leia como entrada um arquivo de
alinhamento mdaltiplo de sequéncias de proteinas homologas a uma sequéncia padrdo gerada
pela ferramenta CONSURF e calcular frequéncias de aminoacidos em cada residuo da proteina

analisada e essas sejam exibidas em tabelas.

4. MATERIAISE METODOS

4.1 Aplicacdo do SEQUENCE SLIDER para designacédo da sequéncia da lisozima

SEQUENCE SLIDER foi usado para compostos naturais para atribuir a sequéncia de
lisozima. A lisozima de Gallus gallus foi adquirida pela liofilizagdo de Sigma-Aldrich. Os

cristais foram obtidos pelo método de difusdo de vapor em gota suspensa a 18°C



(MCPHERSON, 2014). Cristais de lisozima foram crescidos em gotas de cristalizagdo
compostas por 1ul de solucédo de proteina (50 mg/ml) e 1ul de solucéo precipitante, equilibrada
contra a solucgdo reservatorio de 1,2 M MgClI2 e 0,1 M Tris HCI, pH 7,6.

Os cristais foram montados em algas de nylon e resfriados rapidamente em nitrogénio
liquido. Os dados de difracdo foram coletados na linha de luz MX2, Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil). O conjunto de dados foi indexado, integrado e
dimensionado usando XDS (KABSCH, 2010). A estrutura foi resolvida por substitui¢éo
molecular com PHASER (MCCOY, et al., 2007) usando coordenadas de lisozima (6G8A).

Um modelo de proteina com boa concordancia com o mapa experimental baseado em
indicadores globais em conformidade com a norma, R-Free abaixo de 25% e score de
Molprobity abaixo da resolucéo dos dados, foi usado como ponto de partida. Os rotameros para
cada um dos 20 aminoécidos possiveis foram gerados usando a funcdo coot ‘auto-fit-best
rotamero' para cada residuo no modelo de proteina. Moléculas de agua dentro de 2,5A foram
removidas com o comando coot ‘delete_atoms’.

Todos os atomos dentro de 5A de distancia do residuo de foco foram refinados usando
coot 'refinar residuos' (EMSLEY & COWTAN, 2004). Os atomos da cadeia lateral tiveram seus
fatores B ajustados para 30, e seu coeficiente de correlacdo no espaco real (RSCC) foi calculado
em relacdo aos mapas de omissdo de phenix.polder (LIEBSCHNER, et al., 2017). Essas etapas
foram realizadas pelo coorientador Dr. Rafael Junqueira Borges.

As imagens foram geradas usando COOT (EMSLEY & COWTAN, 2004) e Raster3D
(MERRITT; BACON, 1997). O refinamento foi realizado com phenix.refine (AFONINE, et
al., 2012), e o modelo foi construido manualmente com Coot (EMSLEY, et al., 2010) usando

0s mapas cA-weighted Fobs-Fcalc e 2Fobs-Fcalc.

4.2 Diferentes parametrizacfes do CONSURF

VariagOes da parametrizagdo do CONSURF foram realizadas sobre as sequéncias das
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toxinas 1, 2 e 3 de origem recombinante.

4.3 Sequéncias selecionadas para analise filogenética

Junto com o aprendizado da nova linguagem foram reunidos 209 cddigos, 0s quais
podem ser encontrados no anexo A ao fim do trabalho, do Protein Data Bank (PDB). Este banco
de dados foi estabelecido como o primeiro recurso de dados digitais de acesso aberto em
biologia e medicina e hoje € o principal recurso do mundo para dados experimentais vitais para
a descoberta cientifica (BERMAN, et al., 2000), de diferentes origens, tais como
metaloproteases, fosfolipases Az e porinas.

Depois de reunidos, esses codigos foram inseridos no software online CONSURF, o qual
é um servidor web bem estabelecido para calcular a conservacdo evolutiva de posicfes de
aminoacidos em proteinas usando inferéncia Bayesiana empirica de suas estruturas e sequéncias
(ASHKENAZY, et al., 2016). O CONSURF entdo promove o alinhamento de sequéncias
multiplas para que seja possivel, a partir do dado cddigo PDB, obter varias outras sequéncias
de proteinas homdlogas a primeira que foi inserida, que no caso é o cédigo PDB.

E assim foi feito para as 209 estruturas analisadas. Os parametros inseridos no software
para a caracterizacdo dos alinhamentos multiplos foram os seguintes: o algoritmo de pesquisa
homélogo foi feito em HMMER, o nimero de iteragdes foi de 1 iteragdo, o valor residual foi
de 0.0001, o banco de dados proteico utilizado foi 0 UNIREF-90, cujo banco de dados agrupa
sequéncias e subfragmentos com 11 ou mais residuos e pelo menos 90% de identidade de
sequéncia entre si (de qualquer organismo) em uma Unica entrada UniRef, mostrando
sequéncias representativas.

Assim, a analise dos homologos pelo CONSURF foi feita automaticamente por eles,
utilizando as seguintes requisi¢des: foram demandadas 300 sequéncias proteicas homdlogas
que sdo embaralhadas utilizando o valor residual inserido com o maximo de identidade entre as

sequencias de 100% e o minimo de 35%, para maior identidade com a sequéncia padrao.
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. 1BH3_query_msa - Bloco de Notas

Arquive Editar Formatar Exibir  Ajuda

>Input_pdb_SEQRES_A ~

MISLNGYGRFGLQYVEDRG----------- VGL-EDTIISSRLRINIVGTTETDQGVTFG

AKLRMQWDDG---------------- Do - AF---- -

———————— A----G-TAGNAAQFWTSYNGVTVSVGNVDTAF - -DSVALTYDSEMGYEASS

—————— FG--D-AQSS----FFKYNSKY-DAS----------------------GALDNY

NGIAVTYSISGVNLYLSYVDPDQTV----- DS----mme e SLVTEEFG

TAADWSNDM-ISLAAAYTTDAGGIVDNDIAFVGAAYKFNDAGT -VGLNWYDNGLSTA- - -

————————————————— GDQVTLYGNYAF - -GATTVRAYVSDIDRA-----G---ADTAY

GIGADYQFAEGVKVSGSVQSGFANE-———-—-- TVADVGVRFDF

»>UniRef908_P39767_2 289 | Porin n=10 Tax=Rhodobacter blasticus TaxID=16875 RepID=PORI_RHOBL | E_wval=8.1le-181

-ISLNGYGRFGLQYVEDRG----------- VGL-EDTIISSRLRINIVGTTETDQGVTFG

AKLRMOWDDG------------—--- Do - AF---m -

———————— A- - - -G-TAGNAAQFWTSYNGVTVSVGNVDTAF - -DSVALTYDSEMGYEASS

—————— FG--D-AQSS----FFAYNSKY-DAS----------------------GALDNY

NGIAVTYSISGVNLYLSYWDPDQTV----- DS----mme e SLVTEEFG

TAADWSHDM-ISLAAAYTTDAGGIVDNDIAFVGAAYKFNDAGT -VGLNWYDNGLSTA- - -

77777777777777777 GDQVTLYGNYAF - -GATTVRAYVSDIDRA-----G---ADTAY

GIGADYQFAEGVKVSGSVQSGFANE-------- TVADVGVRFDF

>UniRef9@_UPI®BOD3ES4C1_22 298 | porin n=1 Tax=Rhodobacter blasticus TaxID=1875 RepID=UPI®®OD3E54C1 | E_val=2.3e-128

-ISLNGYGRFGLQYVEDRG----------- VGL-EDTIISSRLRINIVGTTETDQGVTFG

AKMRMQWDDG---------------- Ne oo

———————— T----S-TAGNAAQFWTSYNGVTVSVGNVDTAF - -DSVALTYDSEMGYEASS

—————— FG--D-AVASNVGTRYAYNSK--- - - - oo oo oo - - -SQDPGY

NGIAVTYSISDINLYASYVDPNQYV----- TOLG-----mmmmm o mm o VGVEEEFG

TAADWSHGM-ITVAASYVENAGGYKDNDLGFVGAAYKFNDAGT -VGINWYDNGLLD - - --

————————————————— ADQVTLYGNYTF--GATTVRAYLSDIDVS -----G---ADVAY

GIGADYAFAEGVKISGSIQQGFADTN - - - - -

>UniRef98_UPIP@13788754 22 318 | porin n=1 Tax=Rhodobacter sp. CCP-1 TaxID=1985673 RepID=UPI8@1378B754 | E_val=1.8e- v
Ln 783, Col 45 100%  Unix (LF) UTF-8

Figura 4 - Exemplo de arquivo gerado pelo CONSURF para a proteina porina 1BH3

5. RESULTADOS

5.1 Descricdo do Método

Com o inicio do projeto foram sendo apresentados algumas ferramentas as quais iriam
ser utilizadas para o trabalho. Ao primeiro contato, tiveram espaco os softwares COOT
(Crystallographic Object-Oriented Toolkit) (EMSLEY, et al., 2010) e o PHENIX (Python-
based Hierarchical Environment for Integrated Xtallography) (LIEBSCHNER & AFONINE,
et al., 2019), os quais foram utilizados para aprender mais sobre a estrutura das sequéncias e a
aplicacdo do método SEQUENCE SLIDER (ASHKENAZY, et al., 2016) ao processo.

Primeiro foi feita uma modelagem da estrutura da lisozima previamente elucidada em
nosso laboratorio no programa COOT para que houvesse a revisdo de alguns aminoacidos
presentes na sequéncia. Apos o rearranjo dos aminoacidos toda a estrutura foi refinada com o
auxilio do PHENIX. Apo6s o refino o método foi reproduzido novamente e os dados refinados

uma Ultima vez.
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Com a compreensédo de algumas ferramentas de ambos os aplicativos, a segunda parte
foi preencher uma cadeia de aminoacidos do zero, baseado também da sequéncia de
aminoacidos da lisozima, utilizando uma lista de frequéncias geradas previamente pelo método
SEQUENCE SLIDER.

Com o uso da lista e a nuvem eletronica gerada pelos mapas de densidade eletronica no
software, a construcdo da sequéncia foi realizada. O resultado foi processado no PHENIX para
gue houvesse novamente o refinamento dos dados.

Apés finalizada a parte de reconhecimento das técnicas e ferramentas, iniciou-se o
aprendizado da linguagem de programacdo PYTHON para que pudessem ser desenvolvidos
alguns scripts que facilitassem o trabalho computacional.

Com todos os parametros escolhidos foram feitos os downloads das sequéncias de cada
cddigo PDB analisado. O SLIDER foi primeiro cuidadosamente calibrado usando um conjunto
de dados cristalograficos bem conhecido de lisozima de clara de ovo e posteriormente refinado
usando a proteina central proteoglicana de sulfato de heparano (BaM) especifica da membrana
basal.

Posteriormente, aplicamos para elucidar uma metaloprotease (BmooMP-I)
(SALVADOR, et al., 2020.), uma proteina tipo PLA> de Bothrops moojeni (MjTX-I) e uma
toxina da serpente Crotalus durissus collineatus (CBCol), revelando sequéncias ainda nédo
vistas na literatura. Fornecemos a comunidade um método para atribuir consistentemente
aminoacidos integrando informacgdes disponiveis de macromoléculas purificadas de fontes
naturais.

Assim, foi escrito um script, em linguagem PYTHON, que I os arquivos da seguinte
forma: analisa a sequéncia padrdo e armazena-a. Posteriormente & as outras sequéncias,
padronizando-as de forma que todas fiqguem uniformes e possam ser analisadas.

Verificar em cima de cada residuo de cada sequéncia e compara a presenca do
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aminoacido presente com o aminoacido que reside na sequéncia padrdo. Depois de finalizado
0 processo total de comparagéo, o script cataloga as frequéncias de cada aminoacido existente
com cada residuo analisado.

Ou seja, armazena a informacdo de quantas vezes cada aminoacido apareceu em cada
residuo com base na sequéncia padrdo. Por fim, é gerada uma tabela com essas frequéncias e

depois uma lista com as maiores frequéncias para cada residuo da amostra.

B| 1BH2 - Bloco de Motas

Arquive  Editar  Formatar  Exibir  Ajuda

Res# ResType #5egs % A
1 A 5 8.8

1 C e g.a

1 D 5 8.8

1 E 5 8.8

1 F 5 8.8

1 G e g.a

1 H 5 8.8

1 I 5 8.8

1 K 5 8.8

1 L e g.a

1 M 1 leg.8

1 M 5 8.8

1 P 5 8.8

1 Q g g.a

1 R 5 8.8 W
Ln 5781, Col 12 100% Windows (CRLF) UTF-8

Figura 5 - Exemplo de arquivo de frequéncias primério para a protina porina 1BH3

5.2 Resultados da Analise do Coot+Phenix

Depois de construir e ordenar todo o sistema no COOT e incluir o mapa de nuvem
eletronica, a sequéncia da lisozima foi refinada para checar se o alinhamento dos aminoacidos
estava 0 mais proximo do esperado. Para isso foram utilizando os arquivos .pdb e o .mtz
originais junto ao software PHENIX. Seguindo a orientacdo do aplicativo, a ordem seguida a

partir do menu foi clicar no Calculate, depois no Scripting e por fim no Scheme para que todo

14



o0 processo fosse concluido. Os resultados j& foram gerados pelo software em formato de tabela

e apresentados a seguir.

Tabela 1 - Primeiros resultados de refinamento obtidos pelo software PHENIX

Starting Final
R-Work 0,2521 0,2005
R-Free 0,2720 0,2564
Bonds 0,038 0,007
Angles 3,003 0,901

Ap6s uma analise dos resultados, foi visto que esses poderiam ser melhorados para que ficassem
mais proximos do esperado e o processo foi refeito. Com os aminoacidos realocados em seus
lugares respectivos dessa vez, os dados foram introduzidos ao software PHENIX para que
fossem processados. Por fim, depois de refinados, os resultados finais foram descritos da

seguinte forma.

Tabela 2 - Resultados finais do obtidos pelo software PHENIX

Starting Final
R-Work 0,2618 0,2029
R-Free 0,2807 0,2578

Bonds 0,042 0,005

Angles 3,013 0,907

5.3 Resultados da Programacéo

Depois de obtidos os 209 arquivos Consurf, com mais de 300 sequéncias em cada, esses
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foram analisados por um script em linguagem PYTHON, onde a finalidade era priorizar as
maiores frequéncias de cada aminoacido em sua respectiva posicao. Assim, para cada posi¢cdo
das diferentes sequéncias foram escolhidos os aminoacidos de maiores frequéncias como é

possivel observar na imagem a seguir.

| 1EH2 PDB - Bloco de Motas

Arquive  Editar  Formatar  Exibir  Ajuda

Res# ResType #5egs % A
1 M 1 l68.68

2 I 11 13.4

3 5 16 12.2

4 L 18 22.8

5 M 3 3.7

6 G a2 1686.8

7 Y 72 87.8

a8 G al 98.8

9 R a2 l68.68

18 F 34 41.5

11 G 77 93.9

12 L 31 37.8

13 Q 13 15.9

14 Y o 97.6

15 v 12 14.6 W
Ln 290, Col 13 100%  Unix (LF) UTF-2

Figura 6 - Exemplo de tabela de frequéncia final para a proteina porina 1BH3

Com esses arquivos finais contendo as principais frequéncias de cada sequéncia
proteica, uma segunda parte do script contou cada frequéncia de cada posicéo de cada sequéncia
dentre todos 0s arquivos e destinou-as para diferentes ranges dentro de um grafico de colunas.
O grafico 1 a seguir foi utilizado para visualizar a contagem de todos os aminoacidos e suas
frequéncias totais, sendo cada uma dessas contabilizadas e destinadas para cada coluna
caracteristica. Os graficos foram gerados pelo software do Anaconda (ANON, 2020) na

ferramenta do Jupyter Notebook (KLUYVER, et al., 2016)
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Figura 7 - Gréfico inicial com todos o total de frequéncias obtidas e a representacéo de
cada uma dentro do intervalo correspondente

20

Depois da visualizacdo cada range foi rearranjado e distribuido em uma proporc¢éo de
dez em dez porcento entre si, portanto cada ponto dentro das colunas representa uma frequéncia
especifica de uma posigdo pertencente a uma sequéncia de aminoacidos.

Por fim, foi gerado um grafico para exemplificar a média e o desvio padrdo dos
resultados de cada um dos 210 arquivos analisados. O gréafico a seguir, Figura 6, € um grafico
de pontos flutuantes que foi usado para exemplificar a média e desvio padrdo de cada arquivo
final analisado. A média é calculada somando todos os valores em um conjunto de dados e
dividindo pelo nimero de elementos desse conjunto. Ja o desvio padrdo é uma medida de quéo
espalhado é um conjunto de dados. Ou seja, o0 desvio padrao indica quao uniforme é o conjunto

de dados.
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Figura 8 - Grafico de pontos flutuantes de média e desvio padrao das frequéncias obtidas para
cada arquivo analisado

6. DISCUSSAO

Os resultados do PHENIX podem ser interpretados de forma onde alguns residuos
podem estar com as cadeias laterais flexiveis, ou seja, em parte das moléculas do cristal estdo
em uma conformacdo, em outras moléculas estariam em outra conformacao, isso € conhecido
como dupla ocupacao.

Ao invés das cadeias laterais, poderia ser a cadeia principal também, podendo estar tdo
flexivel que seria impossivel de modela-las. As regides proximas das extremidades, N e C-
terminal, continuam a ser mais flexiveis por conta de terem suas extremidades sem ligacoes.
Outra explicacéo se daria pelos grupos de aminoacidos Treonina (Thr)/Valina (Val), Aspartato
(Asp)/Asparagina (Asn)/Leucina (Leu), Glutamina (GIn)/Glutamato (Glu) sdo parecidos, sendo
a Unica diferenga sendo o Carbono (C)/Oxigénio (O)/Nitrogénio (N).

Como na densidade eletrdnica observamos os elétrons dos atomos, a diferenca entre o
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namero de elétrons desses atomos é muito pequena, portanto, quando ndo temos dados da
resolucdo atdmica (1A4) ndo é possivel diferencia-las.

Em relagcdo ao método de criagcdo de alinhamento de sequéncia usado pelo CONSURF,
é usado 0 MAFFT-L-INS-i (JOHN, et. al, 2019), que também é muito preciso. O método de
calculo utilizado é Bayesiano. Estes métodos demonstraram melhorar significativamente a
precisdo das estimativas de pontuacdo de conservacdo em comparacdo com 0s métodos de
méaxima verossimilhanca, especialmente quando calculados com um pequeno nimero de
sequéncias.

Outra vantagem da abordagem Bayesiana é que os intervalos de confianca sdo atribuidos
a cada pontuacgédo de conservacdo evolutiva inferida (LANDAU, et. al, 2005). O modelo de
substituicdo evolucionéria, que foi o ultimo parametro para iniciar o download, foi o melhor
modelo para cada conjunto de alinhamentos, sendo escolhido automaticamente pelo proprio
CONSURF. E 0 modelo padréo para tal analise.

Com relacdo ao script, a escrita e a légica deste foi a parte mais dificil de executar. A
linguagem PYTHON apesar de parecer simples tornou esta parte mais trabalhosa, mas apesar
das dificuldades a programacéo se mostrou positiva uma vez que o script se fez funcional.

Todos os arquivos foram lidos, suas frequéncias aferidas e seus resultados dispostos
como foi visto anteriormente. Foram aproximadamente 48.041 residuos analisados, dentre
todos os arquivos. Acredita-se que a maioria destes se localizou no range de 0~10% pois ha
algumas lacunas dentro das sequéncias que sdo preenchidas em algumas sequéncias homélogas,
porém nao em todas.

Uma grande parte das frequéncias ficou dentro do range de 90~100% mostrando que ha
veracidade na estrutura ancestral da proteina. Os valores das frequéncias abaixo desta linha
evidenciam a variedade presente na linha temporal proteica, mas mesmo assim tornando

possivel predizer qual em qual residuo esta cada aminoacido para diferentes proteinas.
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7. CONCLUSAO

Esse trabalho pretendeu entender a implementacdo da analise filogenética na
metodologia SEQUENCE SLIDER para elucidar a existéncia de varias isoformas de proteinas
purificadas a partir de fontes naturais, as quais muitas delas tém sido ignoradas na suposicédo de
que sdo proteinas previamente caracterizadas, especialmente comum no caso do veneno de
serpentes, a partir das analises de 209 arquivos de séries de proteinas padrdo comparados com
300 sequéncias proteicas homdlogas a estes para evidenciar as suas ancestralidades.

Para se atingir uma melhor compreensdo para integrar as analises filogenéticas ao
SEQUENCE SLIDER, definiu-se dois objetivos especificos. O primeiro foi aprender como as
ligacOes operavam numa sequéncia em um aspecto molecular. Verificou-se que as ligacOes se
fortificaram melhor na conformacéo final com o R-Free mais préximo do esperado. Depois,
foram captados os arquivos que seriam usados, 0 codigo que seria usado para andlise das
sequéncias foi escrito e essas foram ponderados. A analise permitiu concluir que o experimento
se mostrou factivel de modo que os aminoacidos principais na cadeia sempre se repetem e
evidenciam a frequéncia daqueles mais comuns para 0s menos comuns.

Com isso, a hipotese do trabalho de uma ferramenta de analise filogenética, que estima
a conservacdo e variabilidade de cada residuo na proteina de interesse, pode ajudar a calcular a
probabilidade de atribuicdo correta dos aminoacidos, conforme mostrado pelo SEQUENCE
SLIDER se confirmou devido os resultados obtidos pelo software.

Sendo assim, a implementacdo da anélise filogenética € um mecanismo essencial para
as analises de amostras naturais desenvolvidas pelo SEQUENCE SLIDER e trazem certeza
maior para alguns tipos de sequéncias de proteinas que ainda estdo a espera de serem descritas.

Os instrumentos de coleta de dados permitiram um primeiro contato e aprendizado sobre
o funcionamento de algumas ferramentas, como 0 COOT, PHENIX e CONSUREF, plataformas

estas muito importantes para o desenvolvimento da pesquisa na area da biologia molecular.
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Finalmente, a linguagem PYTHON trouxe uma nova 6tica, mais facilitada de anélise de dados
e despertou o interesse de continuar desenvolvendo as habilidades adquiridas no processo.

O processo autdnomo de afericdo dos dados torna as caracteristicas citadas no trabalho
ligadas de forma intrinseca ao aprendizado de maquinas utilizado pelo Jodo Bruno em seu
trabalho de mestrado com o co-orientador deste projeto, Dr. Rafael Borges. O aprendizado de
maquinas, que é proveniente do inglés machine learning, € um método de analise de dados que
cria automaticamente modelos de analise. E um ramo da inteligéncia artificial baseado na ideia
de que os sistemas podem aprender com os dados, reconhecer padrbes e tomar decisdes com 0
minimo de intervencdo humana.

Em pesquisas futuras, espera-se melhorar a captacdo de dados do CONSURF, que
demorou muito em relagdo ao tempo desta coleta, por serem muitos arquivos e 0 processo ser
feito de um em um. Um direcionamento Util é ir escrevendo bloco por bloco do script a ser
desenvolvido para que os comandos funcionem adequadamente e 0s erros possam ser corrigidos

rapidamente.
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Anexo A: Codigos referente ao PDB das proteinas usadas para a

Metaloproteases:
1HFS
1111
1173
1176
JIw
1Z
10S9
1R54
1R55
1RMZ
1ROS
154B
1SLM
1UTT
1UTZ
1Y93
1ZP5
1ZS0
1ZVX
2CLT
2D1N
2D10
2DDF
2FV5
2HUB
2J83
203E
2036
20VX
20W9
20XU
20XW
20Y2
2V4B
2X3A
2X3C
2X7TM
2XS4
2Y6C
2YB9
2YIG
3B8Z
3DL1
3DPE
3DPF
3E8R
3EDZ
3EHX
3EHY
3ELM
3EWJ
3F1A

elaboracao do trabalho

3F15
3F16
3F18
3F19
3LIR
3LIG
3LIT
3LIZ
3LK8
3LQ0
3LQB
3N2V
3NX7
3064
3Q2G
3G42
3HB2
3HBU
3HBV
3HDA
3HY7
3HYG
3KEC
3KEJ
3KEK
3KHI
3KMC
3KME
3KRY
3L0T
3LOV
3LE9
3LEA
3LGP
3LIL
3TS4
3V96
3WV1
3WV3
3ZVS
3ZXH
4A3W
4ATB
4AXQ
4CTH
4DPE
4DV8
4EFS
4FVL
4FXQ
4GF1
4GQL
4GRO

4GR3
4GRS
4H1Q
4H3X
4H30
4H76
4H84
4103
41J0
41ILW
4JA1
431
4JP4
4JPA
4JQG
4L6T
4163
40N1
4PKQ
4PKR
4PKS
4PKU
4PKW
4R3V
4AWF6
4WK7
4AWKE
AWKI
AWZV
4XM6
AXM7
5B50
5B5P
5BOY
5CUH
5CXA
5CZM
5D1S
5D1T
5D1U
5D2B
5D3C
5D7W
6GID
Fosfolipase-A2:
1FX9
1HN4
1LE6
1LE7
102E
103W
2AZY
2AZZ

2B00
2B01
2B03
2B04
2B96
2BAX
2BCH
2BD1
2WG7
2WG8
2WG9
2ZP3
2ZP4
2ZP5
3ELO
3FVJ
3G8F
3G8G
3U8B
3U8H
3usl
4UY1
5G3M
50W8
50WC
5VFM
5WZM
5WZ0
5WZS
5WZT
5WzuU
5WzV
5WZW
5Y5E
6AL3
6G5J
Porinas:
1BH3
2ZFG
3A2S
3SY7
3SYB
352V
3T0S
3T24
3VZT
4GCP
41L.SI
5DL7
5077
5PRN
6PRN
7PRN
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