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RESUMO

JUNIOR, Wolmer Dias Quaresma. ESSEX: Identificacio de um aminoacido de
interesse em sequéncias biolégicas de origens diferentes. 2019. 97 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Computagdo. Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande.

O objetivo desta dissertacdo é propor uma ferramenta para tratar um problema im-
portante da biologia computacional, que corresponde na localizagdo de um determi-
nado aminodcido em uma sequéncia bioldgica para que possa obter algum signifi-
cado biologico. Obter essa informacdo muitas vezes € um processo complexo, pois a
numeracdo deste aminodcido na sequéncia onde o experimento foi realizado nédo € obri-
gatoriamente a mesma numeracao encontrada para sequéncias da mesma proteina obtida
de diferentes organismos ou diferentes experimentos.

A ferramenta desenvolvida apresenta na sua saida as sequéncias alinhadas e renu-
meradas, de modo correto e consequentemente apresente a exibicdo das informagdes
de maneira objetiva, através da representacdo visual acrescentado com o esquema de
cor € a numeragdo correta para cada aminodcido, fazendo com que o usudrio loca-
lize com mais clareza o aminodcido de interesse em um processo de alinhamento de
sequéncias bioldgicas. Essas sequéncias poderdo vir de diferentes experimentos e de
diversas espécies.

A partir da ferramenta construida podemos destacar diversas vantagens da utilizacdo
da ferramenta comparada com as demais ferramentas existentes, dentre elas, € possivel
destacar a apresentacdo da régua horizontal enumerando cada aminodcido da sequéncia
com a sequéncia que foi determinada como referéncia, apds o processo de alinhamento.
A régua horizontal é dindmica e se adéqua de acordo com a sequéncia que é definida
como referéncia, ajudando o usudrio da ferramenta a encontrar de maneira rapida e eficaz
o aminodcido de interesse. Nessa mesma perspectiva, a ferramenta utiliza informagdes
representadas por meios de tooltip’s, essas informacdes consistem em posicdo real que
seria a posi¢do original que o aminodcido se encontra na sequéncia e posicao de alinha-

mento que se refere sobre a posicdo que o aminodcido se encontra logo apds o processo



de alinhamento.

Por fim, é importante mencionar que a comparagdo de sequéncias proteicas é uma
ferramenta essencial na procura da existéncia de relacdes de semelhanca entre todo ou
parte dessa sequéncia. Isso é muito comum quando temos uma sequéncia desconhecida e
queremos identificar associando-a um grupo de proteinas de fun¢des conhecidas, compa-
rando essa sequéncia com outras de um banco de dados, também servem para a predizer
as estruturas secunddrias de proteinas ou para outras técnicas computacionais, como o

docking e dindmica molecular.

Palavras-chave: Sequéncia Bioldgica, Alinhamento Global, Alinhamento Local, Alinha-
mento Multiplo, Essex.



ABSTRACT

JUNIOR, Wolmer Dias Quaresma. Alignment of Biological Sequences - A new
approach to optimal local alignments. 2019. 97 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de P6s-Graduacao em Computacdo. Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande.

The purpose of this dissertation is to propose a tool to deal with an important prob-
lem of computational biology, which corresponds to the location of a certain amino acid
in a biological sequence so that it can obtain some biological meaning. Obtaining this
information is often a complex process because the numbering of this amino acid in the
sequence where the experiment was performed is not necessarily the same numbering
found for sequences of the same protein obtained from different organisms or different
experiments.

The developed tool presents in its output the correctly aligned and renumbered se-
quences and consequently displays the information in an objective way, through the vi-
sual representation added with the color scheme and the correct numbering for each amino
acid, causing the user to locate with more clarity the amino acid of interest in a process of
biological sequence alignment. These sequences may come from different experiments
and from several species.

From the built tool we can highlight several advantages of using the tool compared
to the other existing tools, among them it is possible to highlight the presentation of the
horizontal ruler by enumerating each amino acid of the sequence with the sequence that
was determined as reference after the alignment process . The horizontal ruler is dynamic
and conforms according to the sequence that is defined as reference, helping the tool user
to quickly and effectively find the amino acid of interest. In this same perspective, the
tool employs information represented by tooltip’s means, this information consists of the
actual position that would be the original position that the amino acid is in the sequence
and position of alignment that refers to the position that the amino acid is just after the
alignment process.

Finally, it is important to mention that the comparison of protein sequences is an
essential tool in the search for the existence of relations of similarity between all or part

of that sequence. This is very common when we have an unknown sequence and we want



to identify it by associating it with a group of proteins of known functions, comparing
this sequence with others of a database, also serve to predict the secondary structures of

proteins or to other computational techniques like the docking and molecular dynamics.

Keywords: Biological Sequence, Global Alignment, Local Alignment , Multiple Align-
ment, Essex.
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1 INTRODUCAO

A bioinformdtica € definida como uma 4rea cientifica interdisciplinar que desenvolve
métodos para armazenamento, recuperagdo, organizacao e andlise de dados bioldgicos.
Seu principal objetivo é desenvolver ferramentas de software para produzir informacdes
relevantes a partir destes dados (BALDI; BRUNAK, 2001).

Nesse cendrio, uma das func¢des mais essenciais em bioinformdtica € realizar a
comparacdo da mesma espécie ou espécie distintas. Um modo para realizar essa
comparacao € através da aplicagcao de alinhamentos de sequéncias biol6gicas (CARLOS;
MEIDANIS, 1997). Esses alinhamentos sao utilizadas em vérias dreas da bioinformatica,
dentre elas € possivel citar o alinhamento de novos dados de sequenciamento e estudos de
estruturas de proteinas.

Com uma frequéncia cada vez maior, sao realizados estudos onde dados de sequenci-
amento de uma determinada espécie e origem experimental sdo alinhados com dados de
outra espécie obtidos talvez com uma outra técnica experimental. Além disso, sequéncias
de aminoacidos de uma determinada proteina para a qual se tem disponivel sua estrutura
tridimensional, também podem fazer parte de tal alinhamento. Este tipo de estudo, onde a
area da bioinformdtica que estuda as estruturas tridimensionais da proteina e a gendmica
se encontram € cada vez mais comum, pois a quantidade de dados de sequenciamento dis-
poniveis € consideravelmente superior a quantidade de dados estruturais. Desse forma, é
natural a utilizag¢do de proteinas similares para estudar o efeito de mutagdes em sequéncia,
ou para estudar interagdes proteina ligante, onde a proteina em estudo ndo possui a estru-
tura tridimensional definida.

Apesar de termos disponiveis diversas ferramentas que realizam o alinhamento de
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sequéncias bioldgicas, nas nossas pesquisas ndo encontramos a disposicdo uma ferra-
menta que possibilita a renumeracdo do elementos da sequéncia. A renumeracao poderia
facilitar em muito a rdpida localizacdo de um elemento de uma sequéncia de referéncia

em outras sequéncias alinhadas com a mesma.

1.1 Motivacao

No entendimento sobre funcdes bioldgicas € essencial ter o conhecimento no processo
de comparar diversas sequéncias biologicas. Tendo como exemplo, ter interesse em saber
qual o ancestral de uma determinada sequéncia ou ver a similaridade das sequéncias para
estudos de filogenias, pois obtendo essa informacao talvez descobririamos a similaridade
entre espécies diferentes e fundamentando algum sentido biolégico (PROSDOCIMI et al.,
2002). Também € possivel alinhar sequéncias de pacientes para comparar com sequéncias
genOmicas a fim de auxiliar em diversos tratamentos de doengas, descobrindo a eficicia de
uma droga para determinados tratamentos, podendo assim serem indicadas, substituidas
ou nao recomendadas (BRITO, 2003).

Além das aplicacdes tradicionais de um resultado de alinhamento, a identificacdo da
posi¢ao correta de um aminoécido especifico de uma dada sequéncia proteica em relagdao
a outras sequéncias de origens experimentais diversas ou entdo de diferentes organismos
€ muito importante em um processo de alinhamento de sequéncias bioldgicas (FARIA,
2013).

Outro fator relevante é que a partir de um alinhamento podemos concluir se duas
ou mais sequéncias estdo evolutivamente associadas ou ndo. Além disso, os alinhamentos

também servem para auxiliar na predi¢ao de estruturas secundérias e tercirias de proteina

baseadas em homologia (TELLES; ALMEIDA; MARTINEZ, 2005).

De acordo com MCREE (1999), sequéncias de origens diferentes podem apresentar
problemas relacionados aos experimentos utilizados para gerar estruturas tridimensionais,
tendo como exemplo a cristalografia, originando falhas e consequentemente essas falhas
poderdo gerar problemas na contagem de aminodcidos. Algumas técnicas computacio-

nais, como docagem molecular e dindmica molecular, geralmente indicam aminodcidos
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de interesse a serem investigados em mais detalhes. Tradicionalmente, alinhamento
de sequéncias sdo utilizados em bioinformatica para descobrir sequéncias homodlogas
para que seja possivel predizer uma informagao funcional, estrutural e evoluciondria das
sequéncias bioldgicas da proteina correspondente. Isso é muito comum quando temos
uma sequéncia desconhecida e queremos identificar associando-a um grupo de proteinas
de funcdes conhecidas, comparando essa sequéncia com outras de um banco de dados

(ROCHA, 2011).

Porém, a numeracdo deste aminodcido na sequéncia onde o experimento foi reali-
zado ndo € necessariamente a mesma numeracao encontrada para sequéncias da mesma
proteina/gene obtida de diferentes organismos e ou diferentes experimentos. Essas
diferencas possivelmente ocorrem devido a serem sequéncias de espécies diferentes, por
vir de diversas fontes e lugares e também sequéncias que apresentaram alguns problemas
experimentais. Esta diferenca de numeracao dificulta muito a localiza¢do de aminoacidos
em sequéncias de diferentes origens. Frequentemente, bi6logos precisam fazer esse pro-
cedimento manualmente, no intuito de localizar um determinado aminoacido em uma
sequéncia, para que o mesmo possua algum significado biolégico. No entanto, é ne-
cessario obter uma identificacdo rapida e correta de regides de interesse e mesmo de ma-

neira manual é possivel que nao esteja correta.

Na atualidade, existem diversas ferramentas para realizar os alinhamentos de origem
bioldgica. Entretanto, nossa proposta viabiliza encontrar a posicdo de um aminodcido
de interesse utilizando um processo de alinhamento de sequéncias bioldgicas. Essas
sequéncias por sua vez, podem ser de organismo ou de experimentos diferentes e de di-

versas fontes (FARIA, 2013).

Para resolver esse problema, elaboramos uma ferramenta que permite ao usudrio
inserir sequéncias de origens diferentes e locais distintos e posteriormente mostra a
renumeracao automdtica de todos os aminodcidos das sequéncias inseridas no processo
de alinhamento, de maneira que o usudrio da ferramenta localize de maneira precisa e

rapida o aminodcido pretendido.
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1.2 Objetivos

Desenvolver uma ferramenta para realizar o alinhamento e renumeracdo automatica
de cada aminodcido correspondente na sequéncia bioldgica de acordo com a sequéncia de

referéncia definida pelo usuério.

1.3 Objetivos Especificos

e Atenuar o esforco humano para solucionar um problema importante da bioin-

formadtica, o alinhamento de sequéncias de diferentes naturezas.

e Permitir que o usudrio possa incluir vérias sequéncias de diferentes bases de dados

e formatos.

e Possibilitar que o usudrio, através da ferramenta, possa realizar os alinhamentos

global, local e multiplo das sequéncias inseridas.

1.4 Organizacao do Texto

Este trabalho esta organizado da seguinte forma:

e O Capitulo 2 refere a fundamentacido tedrica, correlacionando estudos sobre
aminodcidos, proteinas e suas respectivas estruturas. Além disso, € apresentada
uma abordagem sobre a diferenca entre as sequéncias da proteina extraida do ar-
quivo PDB e de seu arquivo padrdao Fasta. Ainda nesse capitulo, é feita uma
contextualizacdo sobre biologia evolutiva e abordaremos posteriormente sobre a
definicdo de alinhamento e também os trés modos de executar os alinhamentos:
Alinhamento Global, Alinhamento Local e Alinhamento Miltiplo de Sequéncias e
os possiveis problemas que possam ocorrer durante esse processo. Por fim, descre-

veremos sobre Algoritmos de Programagdo Dinamica.

e O Capitulo 3, por sua vez, lista trabalhos relacionados como Vermont, Emboss
Stretcher/Matcher, ClustalW?2, Promals3D, Clustal Omega e ICM Browser Pro e a

apresenta uma tabela comparativa entre eles com o trabalho proposto.
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e A metodologia proposta, as ferramentas utilizadas e a ferramenta proposta neste

trabalho sdo descrita no Capitulo 4.

e No Capitulo 5, apresenta os estudos de casos realizado.

e No Capitulo 6, mostra as consideragdes finais contendo a discussao e a conclusdo.

Ao final, no Capitulo 7, elaboramos um tutorial para o usudrio utilizar o Essex.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aminoacidos

A estrutura geral dos aminodcidos envolvem, pelo menos, um grupo amina Ho/N e
um grupo carboxilico —COOH, um atomo de hidrogénio H, um carbono alfa C, e uma
cadeia lateral, que € representada pela letra R (HRUBY, 1986). Esses aminoédcidos sao
encontradas nos organismos vivos na forma de peptideos (dois ou mais aminodcidos) e
proteinas (acima de 51 aminoécidos). Nesse contexto, a cadeia lateral € encarregada por
determinar a identidade dos aminodcidos existentes (ACID, 2004). A figura 1 mostra a

estrutura quimica basica dos 20 aminoéciados.

Grupo
Carboxila

COO

Grupo
Amina

+
HN—C—H

R Cadeia Lateral

Figura 1: Estrutura Basica do Aminoécido.

Fonte: Adaptado de (ACID, 2004)

A nomenclatura dos aminoécidos é formada por abrevia¢des de uma ou trés letras. Na

tabela 1, temos a lista dos 20 aminoécidos existentes nas proteinas.
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Nome Abreviatura (3 letras) | Abreviatura (1 letra)
Alanina Ala A
Cisteina Cys

Asparato Asp D
Glutamato Glu E
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Asn N
Prolina Pro P
Glutamina Gln Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val \Y
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y

Tabela 1: Lista de Aminoacidos e suas abreviaturas

2.2 Proteinas

As proteinas sdo polimeros sintetizados pelas células a partir de aminoécidos e consti-
tuem o principal produto direto da informacgao genética a partir da tradu¢ao do RNA men-
sageiro (VERLI, 2014). Elas sdo as mais importantes das macromoléculas bioldgicas,
sdao as moléculas mais abundantes da natureza. Estdo presente em todo ser vivo e tem as

mais variadas fun¢des (FERRIER; HARVEY, 2011).

2.2.1 Estrutura da Proteina

Apesar de uma proteina ser uma cadeia linear de aminoacidos unidos por ligacdes
covalentes, a sua forma e func¢do sdo determinados pela sua estrutura tridimensio-

nal. Esse formato € determinado pela extensa associacdo de interacdes fracas individu-
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ais formadas entre aminodcidos que nio sdo necessariamente adjacentes na sequéncia
primaria (SCHULZ; SCHIRMER, 2013). Sao quatro niveis de estruturas para as
proteinas: primadrias, secunddrias, tercidrias e quaterndrias e a sua complexidade vai am-

pliando de acordo com a estrutura que estamos trabalhando.

A estrutura primaria corresponde ao primeiro nivel de organizacdo estrutural que a
proteina possui. Refere-se a cadeia principal da proteina construida pela ligacdo dos
aminoécidos. A unido de dois aminoacidos € feita através de uma ligacdo quimica
chamada de peptidica. Por sua vez, a ligacdo polipeptidica remete a unido de vdarios

aminoacidos.

O préximo nivel da estrutura proteica, chamado de estrutura secunddria, € definido
a medida que o comprimento das cadeias vai aumentando gradativamente e também
por essa cadeia polipeptidica ser flexivel (BRANDEN et al., 1999). As duas principais
conformagdes da estrutura secunddria da proteina sdo Alfa-hélice e Folha-beta conforme
¢ mostrado na figura 2. Na alfa-hélice, a estrutura polipeptidica se dobra através da
interagdo das ligacdes de hidrogénio gerando uma forma de espiral ou de uma hélice. Ja
na Folha-beta, ¢ quando dois ou mais elementos de uma cadeia polipeptidica se alinham
préoximos aos outros, formando uma estrutura semelhante como uma folha dobrada que é

mantida pelas ligacGes de hidrogénio (KABSCH; SANDER, 1983).

Y4
f””’

oy

ALFA-HELICE FOLHA BETA

Figura 2: Alfa-hélice x Folha-beta.

Fonte: Dados do Autor.



26

A estrutura tercidria é a forma como o dobramento da estrutura secunddria se organiza
no espaco de forma tridimensional. Também € estabilizada por ligagdes de hidrogénio e

dissulfeto, o que garante maior estabilidade a proteina.

Muitas proteinas sao formadas por mais de uma cadeia polipeptidica. A estrutura
quaterndria € a ligacdo de inumeras estruturas tercidrias que obtém formas espaciais bem
definidas e se ajustam para formar a estrutura por inteiro de uma proteina (LESK, 2001).

Na figura 3 exibimos exemplos de niveis das estruturas de uma proteina.

AV K7

ESTRUTURA ESTRUTURA ESTRUTURA ESTRUTURA
PRIMARIA SECUNDARIA TERCIARIA QUARTENARIA

Figura 3: Niveis de Estruturas de Proteinas.

Fonte: Dados do Autor.

2.2.2 Sequéncia no formato Fasta

O arquivo FASTA contém a sequéncia de cada cadeia de aminoécidos ou nucleétidos
padrao ou alterados, oferecendo detalhes basicos da sequéncia de uma proteina especifica.
Na primeira linha, precedido do simbolo >, ha informacdes sobre a proteina ou gene, o
ID, cadeias e outros detalhes sobre a finalidade da proteina. Sucessivamente, temos a
sequéncia primdria da proteina (BERMAN; NAKAMURA; HENRICK, 2010). A figura

4 mostra uma representacdo de uma sequéncia da proteina 1IWG no formato fasta.
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>1IWG:A|PFDBID | CHAIN | SEQUENCE

MPNFFIDRPIFAWVIAT I TMLAGGLATLELEPVAQYPTIAPPAVT ISASYPGADAKTVRDTVIQVIEQNMNGIDNLMYMSS
HNSDSTGIVOITLTFESGTDADIAQVOVONELOLAMPLLPOEVOROGVSVERSSSSFLMVVGVINTDGTHTQEDISDY VAR
HMEDATSRTSGVGDVOLFGSOYAMEIWHMNPNE LNEFQLT FVDVITATKAQNAOVARGRLGGT PEVEGROLNASTITAQTERL
ITSTEEFGEILLEVNODGSEVLLRDVAKIELGGENY DI IAEFNGOPASGLGIKLATGANALDTARATRARL.AKMEPFFPSG
LEIVYPY DT T PFVEISIHEVVRI LVEAT I LVFLVMY LFLONFRATLIFT IAVEVVLLGT FAVLAAFGFSINTLTMFGMVL
AIGLLVDDAIVVVENVEREVMAEEGLPPEEATRE SMGOIQGALVGIAMV LS AVEFVEPMAFFGGSTGATYRQFSITIVSAMAL
SVLVALILTPALCATHMLEPIAKGDHGEGEKGFFGWFNRMFEKSTHHY TDSVGGILESTGRYLVLY LI IVVGHAYLFVELE
S5FLPDEDQGVFMITMVOLEPAGATOERTOKV LNEVIHY Y LTEEFNNVE SVFAVNGFGFAGRGONT GTAFVSLEDWADREPGE
ENEVEAITHMRATRAFSOIKDAMVEAFNLEPAIVELGTATGFDFELIDQAGLGHEELTQARNQLLAEAAKHPDML.T SVREFHG
LEDTPOQFEIDIDQEEAQALGVSINDINTTLGAAWGGSY VNDF IDREGRVEEVYVHSEAKYRMLPDDIGDW Y VEAL DGOMVE
F5AFS55EWEYGSPELERYNGLPSMEILGRALPGESTGEAMELMEQLASKLPTGVGY DN T GMSYQERLSGNOQAPSLYATLS
LIVVFLCLAALYESWSIPFSVMLVVPLGVIGALLAATFRGLTHNDVY FOVGLLTT IGLSAKNATLIVEFAKDLMDEEGEGL
IEATLDAVEMRLRPILMT SLAF I LGVH P LV I STGAGSGAONAVG T GVMGGMVIATVLATFFVEVEFFVVVERRFSRENEDT
EHSHTVDHHHHHH

Figura 4: Sequéncia FASTA da proteina cédigo 1IWG

Fonte: Dados do Autor.

2.2.3 Arquivo no formato PDB

Os arquivos PDB contém informacdes de sequéncias e coordenadas atdomicas, esses
arquivos sdo armazenados em bancos de dados de proteinas e podem ser lidos por diversos
programas. A descri¢do completa do arquivo PDB oferece uma riqueza de informagdes,
incluindo autores, referéncias bibliograficas e o método de determinagao da estrutura. Es-
sas informagdes sdo representadas por linhas em um formato de arquivo de texto (BER-
MAN et al., 2006). A proxima se¢cao mostrard algumas informagdes contidas em um ar-
quivo PDB, composto por varios tipos de registros, organizados em uma ordem especifica

para descrever uma estrutura

2.2.3.1 Title Section

Esta secdo contém registros usados para explicar o experimento e as macromoléculas

bioldgicas presentes.

e HEADER: O registro HEADER identifica exclusivamente uma entrada do PDB por
meio do campo idCode. Por fim, contém a data em que as coordenadas foram

depositadas no arquivo do PDB.

e TITLE: Trata do titulo que é dado para o experimento ou anélise representado.

e SOURCE: O registro SOURCE especifica a fonte biologica e/ou quimica de cada
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molécula bioldgica. Alguns casos em que a entrada contém um medicamento ou
inibidor autdonomo, a informagdo de origem desta molécula aparecera neste registro.
As fontes sdo descritas tanto pelo nome comum quanto pelo nome cientifico, por

exemplo, género e espécie.

e KEYWDS: Remete a Keywords que sao um conjunto de termos relevantes para a

entrada

e REVDAT: Os registros REVDAT contém um histérico das modifica¢Oes feitas

desde o seu lancamento.

e EXPDTA: O registro EXPDTA apresenta informacdes sobre o experimento, identi-

ficando a técnica experimental usada. Pode se referir ao tipo de radiacdo e amostra.

e AUTHOR: Esse registro informa os nomes das pessoas responsaveis pelo conteido.

e JRNL: Contém a citagdo da literatura principal que descreve o experimento que

resultou no conjunto de coordenadas depositadas.

e REMARK: Registros REMARK apresentam detalhes experimentais, anotacdes, co-

mentérios e informagdes nao incluidos em outros registros.

2.2.3.2 Primary Structure Section

Retrata a estrutura primaria de um arquivo no formato PDB, contém a sequéncia de
residuos em cada cadeia da(s) macromolécula(s). Esses registros incorporados sdo iden-
tificadores de cadeia e nimeros de sequéncia que permitem que outros registros sejam

vinculados a sequéncia (BERMAN et al., 2009).

e DBREF: O DBREF fornece links de referéncia cruzada entre as sequéncias do PDB
(o que aparece no registro SEQRES) e uma sequéncia de banco de dados corres-

pondente.

e SEQADV: Esse registro identifica as diferencas entre as informacoes da seqiiéncia

nos registros SEQRES da entrada do PDB e a entrada do banco de dados de
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sequéncia fornecida no DBREF. Nenhuma suposi¢ao € feita a respeito de qual banco

de dados contém os dados corretos.

e SEQRES: Os registos SEQRES contém uma listagem dos componentes quimicos
consecutivos ligados de forma covalente de uma forma linear para formar
um polimero. Os componentes quimicos incluidos nesta listagem podem ser
aminodcidos padrdao ou modificados e residuos de 4dcido nucleico. Todo o arquivo
com formato PDB existe a coluna “SEQRES” no qual obtemos uma lista que re-
mete a sequéncia primdria das moléculas. Esta informacao também esta disponivel
como um download no formato FASTA. (BRANDT; HERINGA; LEUNISSEN,
2008).

2.2.3.3 Secondary Structure

Apresenta a estrutura secunddria da proteina descrita em um arquivo no formato PDB.
Descreve hélices e folhas encontradas em estruturas de proteina e polipeptideo (BER-

MAN et al., 2007).

e HELIX: Os registros HELIX sdo usados para identificar a posicdo das hélices na

molécula. As hélices sio nomeadas, numeradas e classificadas por tipo.

e SHEET: os SHEET sao usados para identificar a posi¢ao das folhas na molécula.

As folhas, assim como as hélices, sio nomeadas e numeradas.

2.2.3.4 Coordinate Section

Esta secdo de coordenadas contém o conjunto de coordenadas atomicas, descrevendo

a estrutura terciaria da proteina apresentada no arquivo PDB (BERMAN et al., 2009).

e ATOM: O ATOM contém uma lista das coordenadas (x, y e z) de todos os dtomos da
estrutura 3D de uma proteina e ndcleotideos. O arquivo PDB por sua vez, é muito
maior do que um arquivo FASTA, pois precisa abranger informacgdes sobre cada
atomo na proteina, além da massa e posi¢ao dos atomos no espaco tridimensional.
(BERMAN et al., 2006). A figura 5 mostra como € representado esses registros em

um arquivo PDB.



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

l1 H ASP & ) 06.985 30.960 269.629 1
Z Ch ASP A ) oB.446 30.827 269.34T7 1
L, e ASP & ) 28.9259 29.425 269.711 1
4 0O ASP & ) 58.730 2B.475 268.5954 1
2 CB ASP A ) 09.234 31.869 270.147 1
6 CG ASP & ) B.748 33.285 269.500 1
T OD1 ASP & ) 29.333 34.225 270.478. 1
& ©ODZ ASP & ) 27.7789 33.458 268.130 1
9 N ARG & g 29.561 28.305 270.874 1
10 CA ARG & g €0.070 28.023 271.346 1
1. AF ARG & g 29.415 27.642 272.672 1
1z O ARG & g 59.618 28.307 273.688 1
13 CB ARG A g €1.590 28.088 271.516 1
14 ©CG ARG & g 62.343 28.384 270.228 1
15 CD ARG & g 63.549 28.3698 270.442 1
le NWE ARG & g 64.284 25.3%96 271.383 1
17 CZ ARG & g 65.551 289.607 271.72 1

L00127.
L00127.
L00127.
L00127.
.00136.
.00136.
.00136.
.00136.
.00206.1
.00206.1
.00206.1
.00206.1
.00185.1
.00185.1
.00185.1
.00185.1
.00185.1

Figura 5: Exemplo de Coluna ATOM da proteina cédigo PDB: 1IWG

Fonte: Dados do Autor.
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Na figura 5, € possivel observar que cada linha comeca com o tipo de registro ATOM,

o numero de série do atomo € o proximo item da coluna. O nome do dtomo € localizada

na terceira coluna e € representada com um ou dois caracteres que consistem no simbolo

quimico. Todos os nomes que comecam com C sdo dtomos de carbono, N indica um

nitrogénio e O indica oxigénio. No segundo caractere da terceira coluna, fica situado os

residuos de aminodcidos e mostra o cddigo indicador de afastamento, que € transliterado

de acordo com a tabela 2:

Simbolo | Letra
o} A
I6; B
y G
) D
€ E
¢ V4
n H

Tabela 2: Lista dos codigos indicadores e suas representacoes

Na coluna 4 identificamos qual aminodcido da proteina. Neste exemplo, o primeiro

aminoécido na cadeia € ASP (Asparato) e o segundo aminodcido da cadeia ¢ ARG (Argi-

nina). A proxima coluna, contém o identificador da cadeia, neste caso A.
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Na coluna 6 contém o nimero de sequéncia de residuos. Observe que a medida que
o residuo muda de Asparato para Arginina, o nimero de residuos muda de 7 para 8.
Dois aminoécidos semelhantes podem estar préximos um ao outro, portanto, o nimero de
residuos € importante para distinguirmos um ao outro.

Os préximos trés campos de dados mostram respectivamente os valores das coorde-
nadas X, Y e Z em que os d4tomos estdo situados. As ultimas colunas, que pode variar de

dois ou trés campos retratam o fator de temperatura.

e HETATM: Nao-polimero ou outras coordenadas quimicas “nao-padrdao”, como
moléculas de dgua ou dtomos apresentados nos grupos HET, usam o tipo de re-
gistro HETATM. Eles também apresentam o fator de ocupagdo e temperatura para

cada atomo (BERMAN et al., 2009).

e TER: O registro TER indica o final de uma lista de registros ATOM/HETATM para

cada cadeia.

2.3 Biologia Evolutiva

Alinhamentos de sequéncias bioldgicas tendem a indicar uma homologia entre as
sequéncias ou, pelo menos, mostrar a similaridade e sua significancia. Os termos homolo-
gia, semelhanca e identidade t€m significados diferentes no tema da andlise de sequéncias

bioldgicas.

e Homologia: descreve uma relacdo evolutiva entre duas sequéncias que poderao cor-
responder a proteinas de fungdes homologas em diferentes organismos que parti-

lham um ancestral comum (FITCH, 2000).
Os genes homologos possuem trés eventos distintos:

Ortologos sdo aqueles genes que divergiram apos um evento de especiagao. Em
outras palavras, genes ortdlogos sao “genes iguais” em diferentes organismos, pos-
suem uma origem homoéloga e fungdes similares (SONNHAMMER; KOONIN,
2002)
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Por outro lado, dois genes homdlogos sdo identificados pardlogos quando foram
gerados por um evento de duplicagdo dentro do genoma de uma mesma espécie,

ocupando diferentes posi¢des no mesmo genoma. Portanto, t€m fungdes distintas.

Em relacdo aos genes xendlogos, estes originam-se quando os genes homdlogos sao
o produto da transferéncia horizontal de genes entre duas espécies e, dependendo
do novo ambiente para o qual o gene foi movido, podem ter fun¢des semelhantes

ou distintas (FITCH, 1970).

e Semelhanca: Descreve o grau de relagcdo entre duas sequéncias, que nao depende
do seu contexto ou significado bioldgico, utilizando um método matemético que

considera a probabilidade do alinhamento ter ocorrido por acaso.

e Identidade: € expressado normalmente em um percentual de identidade entre duas
sequéncias, sendo compreendida entre o nimero total de residuos idénticos e o

namero total de residuos do alinhamento.

2.4 Definicao de Alinhamento de Sequéncias

O alinhamento de sequéncias é estabelecido pela comparacdo de duas ou mais
sequéncias, com propdsito de descobrir uma série de caracteres individuais ou grupo de
caracteres que estejam na mesma ordem nas duas sequéncias. A similaridade é muito
importante para identificar ou quantificar o quao similar € uma determinada sequéncia a
outra (TICONA, 2003).

Esse processo de alinhar duas ou mais sequéncias bioldgicas é embasada na técnica de
algoritmo de programag¢do dindmica, que busca o melhor alinhamento entre as sequéncias.
A técnica consiste na construcao de uma matriz de comparacdo de sequéncias a serem
alinhadas, atribuindo um score (valor de pontuacao).

O valor de pontuag@o é computado com o objetivo de penalizar as diferengas entre
os aminodcidos nas sequéncias inseridas para a realizacdo do alinhamento e privilegiar
as similaridades. Alguns casos, contam com sequéncias de tamanhos diferentes. Logo, o

algoritmo de programacgdo dinamica insere gaps (espacos) nas sequéncias com o intuito
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de que as sequéncias estejam com o mesmo tamanho apds o processo de alinhamento.
A figura 6 apresenta o resultado de um possivel processo de alinhamento, analisando

as sequéncias seguintes: TKVNGSLETA e TKVGTLETA.

ALINHAMENTU

SE[12T\K|

|L\E T\A

Figura 6: Exemplos de sequéncias.

Fonte: Dados do Autor.

E possivel observar que as sequéncias sio bem semelhantes. As diferencas sio: um
aminodcido (N) a mais na primeira sequéncia. Desta forma, na segunda sequéncia ocorreu
a necessidade da inser¢do de um gap para que mais aminoacidos coincidam e consequen-
temente obter um resultado melhor no alinhamento realizado. Uma nova diferenca € uma
troca de (S) por (T) na quinta posicdo da direita para a esquerda (ZAFALON, 2009).

Vale ressaltar que para qualquer realizacdo de alinhamento de sequéncias utilizamos a
matriz de substituicio. No momento em que acontece a coincidéncia, similaridade, entre
os aminodcidos nas mesmas posi¢oes nas diferentes sequéncias, chamamos de match. Ao
contrério, quando ndo existe a similaridade ou quando existe a inser¢do de gap naquela
mesma posi¢ao, ocorre um mismatch. Entretanto, o resultado de um alinhamento pode
ser completamente diferente dependendo da matriz de substitui¢do utilizada.

Durante o processo de alinhamento de sequéncias, as matrizes de substitui¢do sao es-
pecialmente usadas pois com elas podemos escolher qual caracteristicas dos aminodcidos
queremos levar em conta na comparagdo, para um determinado alinhamento pode ser im-
portante manter as caracteristicas de polaridade, por exemplo, existem aminoacidos com
cargas polares, apolares ou sem carga, logo, a mudanca de um aminodcido que apresenta
uma determinada caracteristica para outro da mesma caracteristica € menos significante

na fun¢do de uma determinada proteina do que mudancas de aminoacidos que apresentam
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caracteristicas diferentes. As matrizes de substituicdo mais conhecidas para sequéncias
proteicas sdo matrizes BLOSUM (Blocks Substitution Matrix). Elas, por exemplo, sdao
baseadas na observacao das frequéncias de substitui¢do em blocos de alinhamentos locais

de proteinas relacionadas (PROSDOCIMI et al., 2002).

Logo, € possivel concluir que para alinhar duas sequéncias bioldgicas € necessario
determinar quais as medidas que serdo tomadas para calcular o score do alinhamento, o
melhor alinhamento serd aquele que obtiver maior score. Os métodos de alinhamentos

existentes sdo: Global, Local e Multiplo (CARLOS; MEIDANIS, 1997).

A figura 7 descreve duas sequéncias (seql e seq2) que sdo utilizadas para exemplificar

os alinhamentos global e local nas secoes 2.4.1 e 2.4.2.

SEQUENCIAS

SEQ1[LKTE[LTG[ATQ[VIYRIF[STT[SIW[ATRIVIL[PTE[G/H[DIN[I[V[N[Q[D[G[1[D]Y[Y
Seq2 (L [W[QTR[PILIVITIT[KITTG[GTQ[L[KTE[ATLILIDIT[GIATD[DITIV]

Figura 7: Exemplos de sequéncias

Fonte: Dados do Autor.

2.4.1 Alinhamento Global

O alinhamento global significa que é feito um experimento de alinhar toda extensao
da sequéncia, utilizando o médximo de caracteres possiveis. As sequéncias semelhantes
e aproximadamente do mesmo comprimento sdo candidatos adequados para realizar o
alinhamento global (GOLLERY, 2005). A figura 8 exibe o resultado do alinhamento

global.
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ALINHAMENTO GLOBAL

SEI]1LKEI.GA[IUYHFSISW&RULPEBHDNIUHQDBIDYY

SEﬂZLW[IHPI.".'T]K-IEGﬂI.I(E-f----'-ALLI]TE&I][]T"J

Figura 8: Exemplos de Alinhamento Global.

Fonte: Dados do Autor.

2.4.2 Alinhamento Local

No alinhamento local, procura-se alinhar fragmentos com as maiores semelhancas
locais. Nao € utilizado a sequéncia em toda sua extensdo, o alinhamento para nas extre-
midades dessas regides e sua descoberta é dado a partir da maior pontuagao obtida do que
a utiliza¢io de toda a extensio do alinhamento. E apto para sequéncias com fragmentos
de similaridade descontinuas, que possuem divergéncia de tamanho ou que possuem uma
regido de caracteres bastante conservada (ALTSCHUL et al., 1990). A figura 9 mostra o

resultado do alinhamento local.

ALINHAMENTO LOCAL

SEt[L[K[E[LIG[ATQIVIY[RIFIS[ITS[WIATRIVIL[PTEIG H[DIN[ITVINTQ[DIG[I[DIY]Y]
SEQ2[LTWIQ[RIPTLIVIT[T[K[1]G[G[Q[L K[E[ATLILIDITIG[ADIDITV]

Figura 9: Exemplos de Alinhamento Local.

Fonte: Dados do Autor.

2.4.3 Alinhamento Miuiltiplo de Sequéncias

Os alinhamento multiplos de sequéncias refere-se ao procedimento de alinhar
um grupo de sequéncias bioldgicas. A extensdo dos algoritmos de programacao
dindmica (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970) ao alinhamento multiplo é computaciona-

mente cara e inviavel para alinhar um conjunto de sequéncias (LIPMAN; ALTSCHUL;



36

KECECIOGLU, 1989), por isso, muitos algoritmos foram desenvolvidos para realizar
esse processo. A figura 10 descreve trés sequéncias (seql, seq2 e seq3) que sao utilizadas

para exemplificar o alinhamento multiplo na figura 10.

SEQUENCIAS

SEQ1[L[KIETLIGIATQVIY/RIFIS[T[S/W/AIR[VIL[PIEIG/H[D[N[1]VIN[QID[G[1]D]Y]Y]
SEQ2 L [W[Q[R[PILIVIT1[K[I/G[G/QIL|K[E[A[L[LIDITIG[A[D[D[TIV]
SEQ3[L[EEM/SILIPG/RIW/K/P[KM[1]6/6]1/G[G/FI1 KV

Figura 10: Exemplos de Alinhamento Muiltiplo.

Fonte: Dados do Autor.

Consiste em um método progressivo que realiza uma série de alinhamentos em pa-
res de sequéncias ou grupos ja pré-alinhados. Sucessivamente, a ordem desses alinha-
mentos em pares € guiada por uma arvore, de modo que sequéncias similares tendem
a ser alinhadas antes de sequéncias divergentes. Entretanto, essa metodologia ndo ga-
rante uma solucao ideal ou uma melhor precisdo do que alinhamentos globais realizado
par-a-par (FENG; DOOLITTLE, 1987). A figura 11 exibe o resultado do exemplo de

alinhamento multiplo.

ALINHAMENTO MULTIPLO

SEQ1 (L [K[E[L 6/ATQ [V]YIR[FISTITS/WIATRIVILIP[EIGIHDINTI[VINIQD]GI1]D]YY)
SEQ?2| L|w|n|H|P LVITIT] x|| EIG l1|L|K]E|A L|- SEE -|-|L| |I]|T|G|A u|n Tlv
SEQ3 | |-|E|E|'|'|'|' - M| 3||- P|ﬁ| |W|K|P[K M|' =[-T-1-T-T1 |G|G| |G|l3 F|| KW

Figura 11: Exemplo de Resuldado de Alinhamento Multiplo.

Fonte: Dados do Autor.
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2.4.4 Possiveis Problemas no Alinhamento

Embora seja cada vez mais frequente a discussao sobre a relevancia e efici€éncia dos
métodos de alinhamentos de sequéncias bioldgicas, é possivel perceber que ha uma série
de problemas que deverao ser enfrentados em cada alinhamento a ser realizado (SIPPL;
WIEDERSTEIN, 2008).

Alguns desses problemas € devido as sequéncias que irdo ser utilizadas para a
realizacdo do alinhamento que possuem tamanhos divergentes, também é costumeiro
apresentar apenas uma pequena regiao nas sequéncias que € capaz de realizar o alinha-
mento e possivelmente essas regides de tamanhos vardveis podem ter sofrido mutagdes,

dentre elas podemos citar: substitui¢des, inser¢des e remogdes (BRITO, 2007).

2.5 Algoritmo de Programacao Dinamica

Com o objetivo de descobrir um alinhamento entre duas sequéncias, o procedimento
mais utilizado é fundamentado no algoritmo de programacdo dinamica. Tendo como ob-
jetivo procurar o melhor alinhamento entre duas Strings de caracteres que é embasada de
uma matriz de comparacao que representa as sequéncias de aminoacidos a serem alinha-
das (BRITO, 2003).

Na tentativa de encontrar o melhor alinhamento, a técnica de programacao dinamica
concede uma pontuacio para cada par de aminodcidos alinhados, a pontuacdo é dada
de maneira a penalizar as diferencas e beneficiar as similaridades. Sucessivamente,
apds construir essa matriz de comparagdo, é obtido o melhor alinhamento entre as

sequéncias (BERGER; ROZENER, 1998).

2.5.1 Algoritmo de Needleman-Wunsch

Conforme NEEDLEMAN; WUNSCH (1970), foi apresentado um algoritmo baseado
na programacao dinamica para o problema de alinhamento global onde é executado em
dois estagios: cdlculo da matriz e o traceback.

Conforme descrito na secdo 2.4, um alinhamento € declarado global na ocasido em que

serdo utilizados todos os aminodcidos das sequéncias que serdo alinhadas. Para localizar
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os alinhamentos locais, observa os scores realizado na tentativa de parear as sequéncias,
esses aminoacidos no momento em que efetuam o alinhamento podem coincidir ou ndo.
Havendo a coincidéncia ela é chamada de Match e € avaliada positivamente e quando
a coincidéncia ndo acontece ela é chamada de Mismatch e consecutivamente avaliada
negativamente. Existem também os Gap’s, que é no momento em que sdo penalizadas as
inser¢oes e delecdes, permitindo retirar um significado biolégico de acordo acontece esse

tipo de ocorréncia (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970).

2.5.2 Algoritmo Smith-Waterman

A principal diferenca entre alinhamentos global e local ocorre quando o alinhamento
local tem como seu objetivo alinhar fragmentos das sequéncias ao invés de alinhar elas
por inteiros, esses fragmentos por sua vez, sdo regides de alto grau de similaridade.

O algoritmo proposto por SMITH; WATERMAN (1981) € baseado no algoritmo de
Needleman-Wunsch (NW), no entanto adaptado por meio de programag¢ao dinamica para
lidar com o problema de alinhamento local. No algoritmo NW, o alinhamento considerado
otimo pode possuir um score negativo, contando que seja o maior obtido. Para impossi-
bilitar que isso acontega, o algoritmo de Smith-Waterman teve sua equacgao alterada para
que impeca valores menores que zero.

Caso isso aconteca, atribui um valor zero caso o score seja negativo, logo, faz com
que o algoritmo busque a maior regido de similaridade entre duas sequéncias. Além disso,
como SW ¢ utilizado para alinhamentos locais, ndo € possivel alinhamentos com grandes

numeros de insercoes, remogoes e substituigdes (SMITH; WATERMAN, 1981).

2.5.3 Algoritmo ClustalW

O ClustalW ¢é um algoritmo que realiza o alinhamento multiplo de sequéncias
biologicas que € embasado essencialmente em trés passos: alinhamento par-a-par,
construcdo de arvores guia e alinhamento progressivo. O algoritmo utilizado por este
programa € heuristico e usa uma estratégia de alinhamento progressivo para a obtencao
de um 6timo alinhamento multiplo (LARKIN et al., 2007).

Com isso € possivel a construcdo de arvores classificadoras, pegando as sequéncias
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que sdo pretendidas no processo de alinhamento. A ordem com que as sequéncias sao adi-
cionadas ao alinhamento multiplo € dedicida através da estratégia que o ClustalW utiliza,
ou seja, todos os pares de sequéncias sdo comparados entre si agrupando-se as sequéncias
mais similares que sdo as que apontam maior score no alinhamento simples (AIYAR,

2000).

Figura 12: Representacdo do esquema da arvore guia.

Fonte: Dados do Autor.

Segundo a figura 12, o ClustalW realiza o alinhamento de sequéncias que t€m maior
score, especificamente Seql e Seq3 (Seql, Seq3). Ao final desse processo de alinha-
mento, é comparado a sequéncia obtida com a sequéncia Seq4, sequéncia mais similar
com a resultante do alinhamento anterior, e volta a alinhar (Seq1,Seq3),Seq4) (HIGGINS;
THOMPSON; GIBSON, 1996).

As sequéncias sdo adicionadas ao alinhamento multiplo respeitando a estrutura da
arvore guia, das folhas para a raiz. A ilustragdo em arvore mostra assim a ordem pela

quals as sequéncias sdo escolhidas (CHENNA et al., 2003).



3 TRABALHOS RELACIONADOS

3.1 Vermont (ViewER MutatiON Tool)

O Vermont € um framework de visualizagdo interativa que permite aos usudrios explo-
rar um conjunto diversificado de informacgdes sobre residuos e mutagdes, possibilitando
a identificacao de importantes mutacdes e suas possiveis fungdes proteica. Além disso, a
ferramenta contribui na investigacao, selecdo e combinac¢ao de um conjunto de dados ba-
seados em sequéncia e estrutura para estimar o impacto de mutagdes, técnicas de interacdo

também que podem ajudar na analise (SILVEIRA et al., 2014).

As mutacdes ocorrem de maneira natural devido a evolu¢do, modificando a sequéncia
de residuos de uma proteina, o que pode alterar eventualmente a sua fun¢do. Por isso, uma
das questdes significativas € compreender como essas mutacdes em residuos de proteinas
podem afetar ou ndo uma determinada fun¢ao da proteina. Portanto, é necessario o uso de
instrugdes computacionais confidveis para auxiliar o entendimento das mutagdes e seus

impactos (FASSIO et al., 2017).

O seu funcionamento € dado a partir de uma entrada indicada pelo usudrio e um limite
de similaridade pretendido ou o usudrio insere uma lista de entradas PDB e qual método
de alinhamento local ser4 realizado, e a ferramenta pesquisa no Protein Data Bank' para
averiguar estruturas similares. O Vermont realiza o processo de alinhamento e avisa ao

usudrio quando a tarefa for concluida através do e-mail que o usudrio introduziu.

Na figura 13 observamos a tela inicial do framework Vermont.

Thttps://www.rcsb.org/
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Input

Click to see a project example.

*Enter wild PDB and chain:

2.2 2HESA

Choose mutant sequence file (FASTA, Max: 10 ME):

Mutant fasta file_ . RS EEOLEE

*Or put your sequence herat

Searching in RCS8 PDB for sequence identity of the wild protein:
Alignment method: Identity (3, only integer):

BLast N = “

*Or enter the PDB(s) that will be analyzed manually:

1AD0.C; 1AD1

Enter your e-mail below to receive notice when your job has done:

nter your e-mail

“Required fislds

RUN

Figura 13: Tela inicial do VERMONT (Viewer Mutation Tool)

Fonte: Extraido de http://bioinfo.dcc.ufmg.br/vermont/results/view

Para os bidlogos e especialistas da bioinformadtica, a representacdo visual é um fator
positivo conforme é mostrado na figura 14, pois o Vermont utiliza a visualizacdo de
alinhamento de sequéncias multiplas juntamente com graficos de interacao e visualizacdes
estruturais moleculares de proteinas que foram adicionados para intensificar a analise de

especialistas (SILVEIRA et al., 2014).

Somando-se a isso, os residuos em geral possuem cores de acordo com um esquema de
cores que € relacionado com as propriedades fisico-quimicas, observando a conservacao

em uma determinada coluna do alinhamento que foi realizado.
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Cysteine +

Neonpolar aliphatic = Monpolarrings ~

PALNKMFMEQLAKTEPAQLWYDSTPPP

=]

PALNKMFQLAKTEPVYQLWYDODSTPPP

PALNKMFEQGQLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKMFVQLAKTVYPVQLYWV¥DSTPFPP

PALNKLFMOLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKMFEQLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKMFQLAKTEPVYQLWYDODSTPPP

PALNKMFEQGQLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKLFMEQLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKMFMOLAKTEPVQLWYDSTPFPP

PALNKMFEQLAKTEPVQLWYDSTPFPP

Tela de resultados do VERMONT (Viewer Mutation Tool)

Figura 14

1eW

fo.dcc.ufmg.br/vermont/results/vi

1011

//b

: Extraido de http:
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3.2 Emboss Stretcher (Global) / Matcher (Local)

Alinhamento de sequéncias bioldgicas é um processo que, dependendo da aplicagdo,
pode levar um tempo consideravel, variando com tamanho das sequéncias a serem alinha-

das, além de utilizar muita memoria (LI et al., 2015).

A figura 15 exibe a interface da ferramenta Emboss Stretcher/Matcher.

Mucleotide alignment | Web services ‘ Help & Documentation ‘ Bioinformatics Tools FAQ | ® Feedback <2Share

Pairwise Sequence Alignment (PROTEIN)

EMBOSS Stretcher calculates an optimal global alignment of two sequences using a modification of the classic dynamic programming algorithm which uses linear
space.

This is the form for protein sequences. Please go to the nucleotide form if you wish to align DNA or RNA sequences
STEP 1 - Enter your protein sequences

Enter or paste your first protein sequence in any supported format

]

Or, upload a file: | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionada See example inputs

ste your second protein sequence in any supported format:

Or, upload a file: | Escolher arquivo | Menhum arquivo selecionado

STEP 2 - Set your pairwise alignment options

The default settings will fulfill the needs of most users.

(Click here, if you want to view or change the default settings.)

STEP 3 - Submit your job
Be nofified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

Submit

If you plan to use these services during a course please contact us

Figura 15: Entrada da ferramenta Emboss Matcher/Stretcher

Fonte: Extraido de https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher

O Emboss Stretcher/Matcher ¢ uma ferramenta conhecida por possuir um novo
método de alinhamento, rapido e preciso, baseado no algoritmo de Needleman-Wunsch
(Alinhamento Global) e Waterman-Smith (Local), utilizando uma estratégia de alinha-
mento progressivo somado ao algoritmo de alinhamento utilizado, sendo possivel obter o
valor do alinhamento 6timo usando apenas uma linha da matriz de programacao dinamica.
Esse procedimento é mais adequado para uso com sequéncias maiores (MULLAN, 2006).

A figura 16 mostra o resultado gerado pela ferramenta Emboss Stretcher/Matcher.
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EMBOSS Stretcher

Input form Web services ‘ Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ

Tools > Pairwise Sequence Alignment = EMBOSS Stretcher

Results for job emboss_stretcher-120190729-203907-0025-59573873-p1m
m Submission Details

View Alignment File

SEQUENCE 1 -G-5---MAFVK- - -5G-WLLRO-5-T-T--LKR-WK--------- K--N 24
SEQUENCE 1 MéK;FDPL;L¢iDFL;éG-;éﬁﬁvéKLA;APiéRv-KLLLQVQAUSKQIé 48
SEQUENCE L R | Fomoe- D---L--WSDGHL-- - I-Y¥YDDQTRQ--NI--E 26
SEQUENCE 40 ADQA;KGMVDCLURIPKEQGv1Av$ﬁ-é;1AMUlRl;ﬁ--l-éALLEAF; a4
SEQUENCE 47 DK---VHM- -PMD--C------ I-NIRTG-Q----E-C-----RD---TQ &8
SEQUENCE a5 éLYKQ;EEEG-;DKK+QFNRFFLG*EA;GGAAGAT&LCFUYPL-DFARL; 142
SEQUENCE &9 -PPD-GK-S--K------ 1o E— L-mmmmmmmmm 0-IVC-R-- 24
SEQUENCE 143 LAAAI&&G;GQ;EFNGLﬁééLVK[FKADGLGGLYRGFGVSVQGIiiYéAA 192
SEQUENCE 85 ----- D---G----- KT--I--5--LCAE----- TR T-mmm-- 36
SEQUENCE 193 FFGLVéTAKéMLPDPL;AGlIVLNA;-LéTVTTIéGIISYPFDlVRRRMN 241
SEQUENCE -y SRS D------- DCLAW-K--------- Fommmmmmee- T---l-  1@6
SEQUENCE 242 MOSERKGADITYKNTIDC --WRKVAKNEGTGAFFKGAFSNVLRGTGGALY 230
SEQUENCE 167 ---QDS-R-----T-N---- 112

SEQUENCE 298 LVL+néIéVLLFGTK;GGGE g9
B ————————
B ————————

Figura 16: Saida da ferramenta Emboss Matcher/Stretcher

Fonte: Extraido de https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher
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3.3 Clustalw2

O ClustalW2 € uma ferramenta para a realizacdo de alinhamento de sequéncias
multiplas de propdsito geral para DNA ou proteinas. Assim como as outras ferramen-
tas para alinhamento, o ClustalW2 calcula a melhor correspondéncia para as sequéncias
selecionadas e as alinha para que as identidades, similaridades e diferencas possam ser
observadas (LARKIN et al., 2007).

A figura 17 exibe a interface de entrada da ferramenta ClustalW2.

Clustalw?2

Input form i Help & Documentation Bininformatics Tools FACQ

Tools = Multiple Sequence Alignment = Clustal Cmega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Cmega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile technigques to generate alignments between three

Important note: This fool can align up to 4000 sequences or a maximum file size of 4 MB.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of

PROTEIN v

sequences in any supported format:

P

Or, uplaad a file: | Escalher amuive | Nenhum arqui... selecionado Use a gxample sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 2 - Set your parameters

DUTEUT.EORMAT

‘ Clustal\ with character counts v

The default setiings wil fulfil the needs of most users.

(Click here, if you want to view or change the defaulf seffings.)

STEP 3 - Submit your jol
Be notified by email {Tick this box if you want to be notified by email when the resulfs are availabieg)

Submit

Figura 17: Entrada da ferramenta ClustalW2

Fonte: Extraido de http://www.clustal.org/clustal2

A execucgdo € bem simples, primeiramente o usudrio define as sequéncias que irdo
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servir de entrada na ferramenta, ha a possibilidade do usudrio alterar os parametros que ja
vem pré-estabelecido pela ferramenta. E, finalmente, o usudario define o titulo do trabalho
e um endereco de e-mail para que o ClustalW2 se encarregue de exibir o resultado na tela

e posteriormente enviar esse trabalho para o e-mail indicado (MCWILLIAM et al., 2013).

Na figura 18 exibimos a saida gerada através da ferramenta ClustalW?2.

ClustalW?2

Input form ‘ Web services Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ

Tools = Multiple Sequence Alignment = Clustal Omega

Results for job clustalo-120190530-064153-0824-49103322-p1m

m Result Summary  Phylogenetic Tree  Submission Details
Download Alignment File  Show Celors | View result with Jalview  Send to Simple Phylogeny | Send to Myiew

CLUSTAL O0(1.2.4) multiple segquence aligrment

Ramani MRMSHLTSLAASAVAEGKAYSPRAYPAPWAS GAGEWAQAHQRAVEFVSOLTLAEKINLTT
Huang MOLPSLSSTATSHLVAUNA - - - - ASMVJAKVNVLSWODAYKKADALVSQMSLEQKTATST
Jabbour ST T T o sooooooooooooooooo
Schroder

Cota_p

Gume oy
Chamoli
Uhima_nk
Uchima_n
Guo

Yang_Y

L AL L R L Ly
[

Figura 18: Saida da ferramenta ClustalW?2

Fonte: Extraido de http://www.clustal.org/clustal2

3.4 Promals3D

O servidor web PROMALS3D executa alinhamentos multiplos para sequéncias ou
estruturas de proteinas utilizando um método progressivo que agrupa sequéncias simila-
res (PEIL; GRISHIN, 2014).

Além disso, 0 PROMALS3D melhora a qualidade de alinhamento de sequéncias dis-

tantemente relacionadas, combinando vdrias técnicas avancadas, como pesquisa de banco
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de dados, predicdo de estrutura secundéria e consisténcia probabilisticas de comparagao.
Proporciona aos pesquisadores uma ferramenta para produzir alinhamentos de alta quali-
dade e fidelidade (PEI; GRISHIN, 2007). Seu funcionamento consiste em 2 partes:

No primeiro estdgio o Promals3D utiliza a fun¢do de pontuacdo da soma de pares
(método BLOSUMSG62) - obtém como resultado uma série de grupos pré-alinhados que
estdo relativamente distantes um do outro.

No segundo estdgio de alinhamento, uma sequéncia representativa é selecionada e sdo
feitos buscas para recuperar homélogos do banco de dados UNIREF90? ¢ PSIPRED?.
Em seguida, um modelo de Markov oculto de alinhamentos de perfil-perfil com estrutu-
ras secunddrias previstas é aplicado a pares de representantes para obter probabilidades
posteriores de correspondéncias de residuo. Abaixo € listado uma série de parametros no

qual € utilizado na ferramenta Promals3D.

e PSIPRED pode prever a estrutura secundédria de uma proteina (folhas-beta, alfa-

hélices) da sequéncia primdria.
e O banco de dados UNIREF90 combina sequéncias idénticas em uma tnica entrada

e Modelo de Markov, € um modelo estatistico que presta apoio aos problemas de

decisdo envolvendo incertezas em um periodo continuo de tempo.

e BLOSUMG62, é uma matriz de substituicao utilizada no processo de alinhamento de
sequéncias. Essa matriz € usada para pontuar o alinhamento entre as sequéncias di-
ferentes, buscando regides muito conservadas de familias de proteinas e depois con-

tam a frequéncia relativa de aminodcidos e as suas probabilidades de substitui¢ao.

O seu processo de alinhamento pode levar muito tempo para finalizar e depende
diretamente do numero de sequéncias divergentes utilizados. Uma forma de reduzir o
tempo de execucao € alterar o parametro “limite de identidade” (identify threshold), esse
parametro € responsavel por equilibrar a qualidade e a velocidade do alinhamento, porém
alterando para executar de maneira mais rapida, podera resultar um alinhamento menos
preciso (PEI; KIM; GRISHIN, 2008). A figura 19 mostra a interface de entrada da ferra-

menta Promals3D.

Zhttps://www.uniprot.org/help/uniref
3http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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PROMALS3D multiple sequence and structure alignment server

PROMALS3D constructs alignmentz for multiple protein sequences and/or structures using
information from sequence database searches, secondary structure prediction, available homologs with 3D
structures and user-defined constraints. [Documentation]

1 DATA INPUT |

Input can be either protein sequences, protein structures, or both sequences and structures.

Enter protein sequences in FASTA format: | EE R

Or upload a file | Escolher arquive | Menhum arquive selecionado

Enter protein structures (optional)
Sequences will be extracted from structure files and added to the above input sequences.

Structure file 1: | Escolher arguive | Menhum arguivo seleciu-nadu-%r: pdb chain id:
Structure file 2: | Escolher arquive | Menhum arguivo seleciunadu?:jr: pdb chain id:
Structure file 3: | Escolher arquive | Menhum arquivo seleciunadu'i::jr: pdb chain id:
Structure file 4: | Escolher arguive | Menhum arguivo seleciunadu'i::jr: pdb chain id:
Structure file 5: | Escolher arquive | Menhum arguivo seleciu-nadu-%r: pdb chain id:

Click here to enter more structures

Click here to enter user-defined constraints (help)

Figura 19: Entrada do Servidor PROMALS3D

Fonte: Extraido de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php

O Promals3D fornece links para mostrar o resultado dos alinhamentos realizados e

possuem trés formatos:

7z

e COLORED: O agrupamento de sequéncias € refletido pela cor dos nomes de
sequéncias. As estruturas secunddrias previstas sdo mostradas para sequéncias re-
presentativas (os residuos com fontes vermelhas e azuis sao preditos para serem

hélices « e feixes [, respectivamente);

e CLUSTAL: Sao relatadas informacdes Uuteis sobre o agrupamento das sequéncias,

previsoes de estrutura secunddria, conservagdo de posi¢cao e sequéncia de consenso.
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e FASTA: Mostra as sequéncias que foram inseridas no input e as sequéncias ex-
traidas dos PDB’s no formato FASTA para realizar o processo de alinhamento, em

ordem de entrada.

Na figura 20 mostramos a o resultado da ferramenta Promals3D.

Colored PROMALS3D alignment (sequences in aligned order)

Conservation:

1 GFHNGIRL----VGQTR
_ 1 SDEFPNGIRGTEFFDGVES
_:haldn 5002 1 D-———— FHEIZRZERLGZ:ﬁVEVS}GPKGIRGTKEFJGV =
Seql?s 1 MSITEEQRQOOAFLHKKIWSIAWDLRG———m————————————
Seqli 1 MSITEKQROQOAEIHEKKIWSIAWNDLEG—-————---——-—"—"———
Seglia 1 1S_I_£CRQQQnELi£KlWEZAH“L“G ———————————————————————————————————————————
Seqlib
Consensus _aa
Consensus 3=

) LA STEDDTMAD S Y GEVT

Bl }IZZ“
_"h=11h 2002 61
Seqli 2B
Segls 28 Q**QL__I L__&Q ————————————————————————————————— F
Seql7a 2B ————— EFENYILGLIFYfR——————————————
Seqlb
Consensus aa: C e -.h.
Consensus 3as hhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhh eee hhhhhhhh h

132 E ] GLASFMCAYNGLHGKE

_ 130 -AHTV“IEIZZQRFSELS_VE‘ ZL' IEVC IMTAYNEVHGEH
_chain® =002 130 IVEHEWVCNDLEDQRESSHSIVS JEVCIMIAYNEVHGEH
Seqgls 54 =Y
Seqgl? 54
Seglia 54
Seqlib
Consensus _aa . Pewa e .
Consensus 3= hhhhhhhh geese geage ag

Figura 20: Resultado do Servidor PROMALS3D

Fonte: Extraido de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php

3.5 Clustal Omega

A ferramenta Clustal Omega € uma versdao completamente reescrita e revisada da série
de programas ja existentes do Clustal para alinhamento de multiplas sequéncias. Ele per-
mite que centenas de milhares de sequéncias sejam alinhadas em apenas algumas horas,

devido ao uso do algoritmo mBED para calcular a guide trees. Esse algoritmo permite
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que problemas de alinhamento muito grandes sejam resolvidos rapidamente, mesmo em
computadores pessoais. Além disso, a qualidade dos alinhamentos € superior as versoes
anteriores, conforme medido por uma série de referéncias populares, através do uso do
método HHalign para alinhar os modelos ocultos de Markov no perfil. O programa atu-
almente € usado a partir da linha de comando ou pode ser executado on-line (SIEVERS;

HIGGINS, 2014).

A figura 21 apresenta a interface de entrada da ferramenta Clustal Omega.

Clustal Omega

m ‘ab sanicns | Hadp B Doosmantaon | Bioiniormatics Tools FACH |

Toals = Mulliple Sequence Algnment > Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new mulliple seguence alignment program

121 vy seeded guide rees and HMM prafile-profile lechnigues to generate aignments betwesn hree

Or more sequences. For the alignment of two ssguencns ple:

insbead v=e our pairwise sequence aignmen tools.

Important nobe: This ool can align up to 4000 seouences or a masimun file sice of 4 MB.

STEP 1 - Enfer your inpul sequences

e

Or, ugirad a file: Esroir amuive | Menhum anou.. sslstionana Uksi 3 SUAMCL SAnIRnGg | Cleal SRusnen | Sas. MAM. ATk inns

STEP 2 - Sed your paramelers

CLITEVT. FOEAT

| ClustalV with characier counts

Tha CEfalit s2iings will il e needs of Mot USErS.

(ICHGH NEFE, I JoU WaNIE 10 ViEw Or change the defawt SStngs.)

STEP 3 - Submit your job

B rotified by amal [TICK Bs bow i pou st 10 be notfied by emal wihan e SIS Sre avalahie)

Figura 21: Clustal Omega

Fonte: Extraido de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

A figura 22 mostra o resultado gerado pela ferramenta Clustal Omega.
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Clustal Omega

Input form ‘ Web services Help & Documentation | Bioinformatics Tools FAQ

Tools = Multiple Sequence Alignment = Clustal Omega

Results for job clustalo-120190530-064153-0824-49103322-p1m

m Result Summary  Phylogenetic Tree  Submission Details
Download Alignment File  Show Colors | View result with Jalview  Send to Simple Phylogeny | Send to Myiew

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence aligrment

Ramani MRMSHLTSLAASAVAEGKAYSPRAYPAPWAS GAGEWAQAHQRAVEFVSOLTLAEKINLTT 682
Huang MOLPSLSSTATSHLVAUNA - - - - ASMVJAKVNVLSWODAYKKADALVSQMSLEQKTATST 56
Jabbour ST T T o sooooooooooooooooo a
Schroder e e e e e e e e e e e m e -]
Cota_p e e e e e e e e e e e e e - ——— a
Gumeroy [:]
Chamoll a
Uhima_nk [:]
Uchima_n a
Guo [:]
de --- - ——— - - --- - ———— ——— [:]
Meleiro - --- - == --- - == == - a
Yang_Y e e e e e e e e e e e e e - ——— a
Uchiyana e e e e e e e e e e e e e - ——— a
Lu [:]
Bai a
Cao a
Akran -]
Cota_t -]
Crespln e e e e e e e e e e e m e -]
Pel T e e oo a
Yang_F S e e e oo a
Breves e e e e e e e e e e e m e -]

Figura 22: Resultado gerado pelo Clustal Omega

Fonte: Extraido de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

3.6 ICM Browser Pro

O ICM Browser é um produto gratuito da Molsoft e fornece a qualquer pesquisador
o acesso direto informagdes relevantes da biologia estrutural e das familias de proteinas,
além de poder trabalhar com modelagem molecular e visualizacdo e animagdo molecu-
lar de alto desempenho. Uma versdo comercial, o ICM Browser Pro, possui recursos
adicionais relacionados a criacdo, armazenamento e compartilhamento de informacoes

estruturais, biolégicas e quimicas.

A firgura 23, mostra a interface do software ICM Browser Pro.
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B New Molsoft MolBrowser 3.8-6a [NewProject ] ()

File Tools Edit View Windows Help

DB SR

[ search \
|PDB Search j |text or smiles {"ﬁj @4 |in |.-'-\II Fields j [ Append [~ Advanced Syntax (:)
1
Workspace Panel 4
no selection |_|
- ]
X [Startup> Loading libraries.. ﬂ
? |Startup> Loading aliases..
= Startup> Loading modules.. macro
E ...ICM startup file executed...
B |icm/def> -
FY

Q| @ E D|u_:|| "}||(‘-)|Welcomet0|CM

Figura 23: Interface do software ICM Browser Pro

Fonte: Extraido de http://www.molsoft.com

Esse software 1€ varios formatos de arquivo diretamente dos sites de banco de da-
dos, incluindo o Protein Data Bank, propriedades fisico-quimicas, mapas de densidade
eletronica e arquivos de alinhamento e sequéncia. Além disso, fornece um rico ambiente
grafico molecular profissional com diferentes representacdes de proteinas, DNA e RNA,

e multiplos alinhamentos de sequéncias (ABAGYAN et al., 2004).

Na firgura 24, apresentamos o resultado gerado pela interface do software ICM Brow-
ser Pro.
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Figura 24: Resultado gerado pelo software ICM Browser Pro

Fonte: Extraido de http://www.molsoft.com



4 METODOLOGIA DE USO (ESSEX)

A metodologia de uso, estd descrita na figura 25. O Essex permite ao usudrio a li-
berdade para que ele possa inserir suas sequéncias de diversas origens e experimentos

diferentes.

As sequéncias fasta podem ser obtidas em diversos bancos de dados como NCBI
Protein, Uniprot ou RSCB Protein Data Bank, onde deve ser realizado o download da
sequéncia no computador e posteriormente inserir a sequéncia no Essex através do botao
Upload, também € possivel digitar ou copiar a sequéncia por meio de uma caixa de texto

que a ferramenta disponibiliza.

Além disso, € possivel inserir a estrutura da proteina por intermédio do botdo de
Upload ou ser obtida no banco de dado RSCB Protein Data Bank onde a ferramenta
se responsabiliza de buscar e extrair a sequéncia de aminodcidos referente a estrutura

tridimensional da proteina através de um script de Biojava.

Escolhido os dados de entrada da ferramenta, o usuario devera escolher nessa interface
qual € a sequéncia de referéncia e posteriormente qual tipo alinhamento a ser realizado,

dentre elas é possivel realizar o alinhamento local, global ou multiplo.

O resultado apds a realizagdao do alinhamento € que a ferramenta tenha como saida
sequéncias alinhadas corretamente e a exibi¢do dessas informacdes de maneira clara e
objetiva, através da representacdo visual somado com o esquema de cor e a numeragao
correta para cada aminoécido, fazendo com que o usudrio localize com mais clareza o

aminoacido de interesse nas sequéncias que foram alinhadas.
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!

1
v

ENTRADA
FASTA

i 1
:, &

ENTRADA
PDB

.

I e
v
¥

Insercao manual
de sequéncias

v
|

1 | A

v v v

[} L] [}
Upload de Busga de e;trgturas Upload de
sequéncias o Banco de Dados estruturas

v v v

—0)

—)

Ferramenta ESSEX

-0
A

Entrada das Sequéncias
v
]
Define uma sequéncia
como referéncia

1
v

Escolha o tipo de
alinhamento
1

¥
]

Global
—E Local
> Multiplo

Executa o Alinhamento

1
v

]
Mostra o resultado
do Alinhamento

1
v

Numera os aminoacidos
de acordo com a sequéncia
escolhida como referéncia

Figura 25: Representacao da Metodologia Proposta.

Fonte: Dados do Autor.

4.1 Ferramentas Utilizadas

Para o desenvolvimento do Essex foram utilizadas as seguintes ferramentas:

e BIOJAVA: O BioJava foi criado em 1999 por Thomas Down e Matthew Pocock

como uma interface de programacgdo de aplicativo (API) para simplificar o desen-
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volvimento de software de bioinformatica usando Java (POCOCK; DOWN; HUB-
BARD, 2000). Consiste em um projeto de codigo aberto que fornece ferramentas
Java para execucdo de processos bioldgicos, tendo como objetivo, automatizar e
otimizar tarefas rotineiras na drea de bioinformatica. E um projeto aberto com
muitos usudrios e suporte. Possui uma biblioteca de ferramentas para tarefas co-
muns de bioinformética. A pagina do BioJava! fornece acesso ao cédigo-fonte e a
documentagdo detalhada para que bioinformatas possam utilizar (HOLLAND et al.,

2008).

e BOOTSTRAP: E uma ferramenta gratuita que serve para desenvolver componentes
de interface para aplicacdes web e sites, usando HTML, CSS e JavaScript. Através
de sua biblioteca, também & possivel criar projetos responsivos para dispositivos
moveis. O Bootstrap, é uma das ferramentas mais importantes para o desenvolvi-
mento de sites. Isso é dado pela sua simplicidade e também porque seus padroes se-
guem os principios de usabilidade e as tendéncias de design para interfaces (OTTO;

THORNTON et al., 2015).

e JAVASCRIPT: E uma linguagem de programacio utilizado no front-end, utilizado
para controlar o HTML e o CSS para manipular o comportamento na pagina. Traba-
lhando paralelamente com o bootstrap, o Javascript vem com varios componentes
no formulério de plugins jQuery. Eles fornecem mais elementos de interface do
usudrio, tais como caixas de didlogo, dicas, carrosséis, botdes e tooltip (FLANA-

GAN, 2006).

e MHTML: E uma extensio para um formato de arquivos de Pdgina Web salvo pelo
navegador. O MHTML salva o conteudo da pagina da web e incorpora recursos
externos, como imagens, animagdes e assim por diante, em documentos HTML.
Logo, todos os links relativos do documentos HTML serdo remapeados para que o
conteudo possa ser localizado, de maneira que o usudrio possa abrir uma pagina web

sem a conexao de internet e ndo perder a dinamica do conteudo da pagina (PALME;

Thttps://biojava.org/
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HOPMANN; SHELNESS, 1999).

e APACHE PDFBOX: O Apache PDFBox é uma biblioteca Java de Software Livre,
por isso € facil de usar com uma ampla variedade de linguagens de programacao,
incluindo Java, Groovy, Scala, Clojure, Kotlin e Ceylon. Ele serve para trabalhar
com documentos PDF que permite a criagdo de documentos PDF, a manipulacdo

de documentos existentes e a capacidade de extrair contetido de documentos (PDF-

BOX, 2014).

e APACHE TOMCAT: O software Tomcat, desenvolvido pela Funda¢do Apache,
permite a execucdo de aplicagdes para web de cddigo aberto. Sua principal ca-
racteristica técnica € estar centrada na linguagem de programacgdo Java, mais es-
pecificamente nas tecnologias de Servlets e de Java Server Pages (JSP). Essa é
um dos muitos produtos de cddigo aberto relacionados ao Apache Software Foun-

dation usados por profissionais de TI para vérias tarefas e objetivos (VUKOTIC;

GOODWILL, 2011).

e JRE (Java Runtime Environment): Consiste no Java Virtual Machine (JVM), nas
classes centrais e bibliotecas de suporte da plataforma Java. Ele representa a parte
responsavel pelo tempo de execucdo do software Java (VENNERS, 1998). Com
isso e 0 APACHE TOMCAT seria praticamente tudo de que vocé precisa para exe-

cutar a ferramenta Essex em um navegador web do seu computador.

4.2 Ferramenta Proposta

O Essex € executado em um ambiente web e foi desenvolvido para realizar alinhamen-
tos de sequéncias de proteinas e/ou estruturas, no intuito de renumerar cada aminoécido
da sequéncia no processo de alinhamento e consequentemente para que o bidlogo ou qual-
quer usudrio da ferramenta localize o aminodcido pretendido de maneira ficil e rapida.
A partir da sua interface o usudrio define o seu conjunto especifico de sequéncias de
proteinas, essas sequéncias por sua vez, podem estar armazenados no seu computador ou

através de palavras chaves no campo de busca da propria ferramenta. Esse processo de
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busca de sequéncias por meios de palavras chaves € dado através do uso da internet em
conjunto com o RCSB PDB RESTful Web Service interface que utiliza o banco de da-
dos do Protein Data Bank. Para compreender esse tipo de servico, ele tem a finalidade
de trocar informagdes entre duas entidades de software através da internet, utilizando os
protocolos de comunicagdo disponiveis, fazendo com que seja realizado a aquisi¢do de
informacgdes do PDB no Essex.

A partir desse momento, sem mais a utilizacdo da conex@o com a internet, o Essex
realiza alinhamento global, local ou multiplo de maneira que numere automaticamente
cada aminodcido correspondente na sequéncia, mostrando sua real posi¢do e sua posi¢ao
apds o processo de alinhamento.

Muiltiplos uploads de sequéncias de proteinas e/ou estruturas podem ser inseridas no
Essex, com base da escolha do usudrio o programa gera um alinhamento global, local ou
multiplo a partir das sequéncias que foram inseridas. Fazendo que a ferramenta tenha esse
fator positivo, permitindo que o usudrio desta ferramenta tenha o livre-arbitrio de inserir
sequéncias de origens e locais distintos sem nenhuma restricao e limitacdo. 26 exibe a

interface da ferramenta.

ex: GSHMASMTGGQOMGRGSAAC & Upload & Upload
ex: GSHMASMTGGQQMGRGSAAC|  ©U & Upload & Upload

ex: GSHMASMTGGQOQMGRGSAAC| oY & Upload & Upload

ex: GSHMASMTGGQOMGRGSAAC| @ | & Upload & Upload

(2] Global Local Multiple

Run

C3- Centro de Ciéncias Computacionais - FURG - Developed by Wolmer Junior

Figura 26: Interface da ferramenta Essex

Fonte: Dados do Autor.

4.2.1 Entrada

Os usudrios da ferramenta podem inserir ou fazer upload de sequéncias de proteinas

no formato fasta, ou realizar estruturas de sequéncias no banco de dados (RCSB Protein
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Data Bank) que contém uma grande quantidade de informacao simplesmente introduzindo
o ID da estrutura.

Também € possivel que o usudrio carregue arquivos estruturais, essas estruturas devem
estar no formato PDB e o Essex extrai a sequéncia da estrutura. A saida fica por conta
da escolha do usudrio, podendo optar pela realizacdo do alinhamento global, local ou
multiplo.

A ferramenta pode levar um tempo considerdvel para concluir o processo de alinha-
mento devido ao grande nimero de entradas de sequéncias divergentes, o tempo € varidvel
e é de acordo com as caracteristicas e configuracdo de cada computador. Por fim, € im-
portante mencionar que ndo existe uma limitacao de sequéncias que possam ser inseridas

e basta clicar em um botao para adicionar ou remover uma sequéncia.

4.2.2 Saida

A ferramenta Essex apresenta uma saida que € dada a partir do método de alinhamento

que o usudrio selecionou.

e Alinhamento Global: Utiliza o algoritmo de Needleman Wunsch para esse
proposito e pode usar apenas duas sequéncias para o alinhamento, caso usuério te-
nha escolhido mais de duas sequéncia e determinando uma delas como referéncia,
o Essex dividird em abas os respectivos alinhamentos para melhor entendimento,
sempre mantendo a sequéncia definida como referéncia em todas as abas e as de-

mais sequéncias alinhadas com a referéncia.

e Alinhamento Local: O processo é bem parecido com o alinhamento global, o que
diferencia é que o programa apresenta somente a regido que obteve o maior score

de alinhamento. Nesse procedimento € utilizado o algoritmo de Smith-Waterman

e Alinhamento Multiplo: No método de alinhamento mdltiplo € utilizado o algo-
ritmo ClustalW que serve para o alinhamento de trés ou mais sequéncias e € ampla-
mente utilizado pois é computacionalmente eficiente e precisa, produzindo alinha-
mentos de sequéncias multiplas biologicamente significativas de sequéncias diver-

gentes (CHENNA et al., 2003).
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Na figura 27 € exibido um exemplo de resultado de um processo de alinhamento
multiplo realizado pelo Essex, onde foram inseridas uma sequéncia fasta e quatro estru-

turas tridimensionais utilizando o botdo de Upload.

1 o NTTNDSAESIND A
_ﬂlﬂﬂmﬂﬂmmﬂmMElurnnvuleau|mgmgmgugnmmlﬂﬂm TG
- GURERTAN 0 - WO

Kl
a4 TV T F PO LIGIAIATIATS v /1 E G/ DJE NG 6P VLW DITILITWE WP
SMRISILPIPIOIF KWGIF TIAA Y 11ELGIS VINE D66 S| WD TiF BARIT PIGIK |

[# Download TXT [} Download HTML [ Download PDF

Figura 27: Exemplo de resultado de alinhamento multiplo realizado pelo Essex.

Fonte: Dados do Autor.

A ferramenta Essex possibilita que o usudrio exporte seus resultados de alinhamentos
nos seguintes formatos: TXT, HTML e PDF através dos respectivos botdes Donwload
TXT, Download HTML e Download PDF. A ferramenta oferece um botdo foggle deno-
minado como Subtitles que tem a fungcdo de mostrar e esconder a informacao de legenda

que informa a propriedade de cada aminodcido.

Um outro recurso que a ferramenta dispde para auxiliar o usudrio a localizar o
aminoacido pretendido em um processo de alinhamento € a utilizacao de Tooltips, que
baseia-se em um baldo informativo que permite o usudrio saber a posicao real e a posi¢ao
que ficou apds o processo de alinhamento. Essa informacao € exibida quando o usudrio

passar o mouse no aminodcido, como € exibido na figura 28
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- Real Position: 60
- Alignment Position: 132

Figura 28: Baldes informativos da ferramenta ESSEX

Fonte: Dados do Autor.

Além da funcionalidade de Tooltip o Essex disponibiliza da funcdo Popups, que ba-
seia em um resumo da posi¢do real e posicao final do aminodcido pretendido em todas
sequéncias que foram inseridas na ferramenta Essex. Para obter essa informacao o usuério
deverad clicar no aminoacido, como mostra na figura 29.

HEHE Ul SN F N NI ENIEI i S N i F NI _ NN " AN N N o - -

- Seq: 2wgb. A
- Real Position: 26
- Alignment Position: 128

- Seq: Dlowl. A
- Real Position: 56
- Alignment Position: 128

- Seq: via. A
- Real Position: _ _
- Alignment Position: 128

- Seq: Ivi).A |
- Real Position: 128 |
- Alignment Position: 128

Figura 29: Popup’s da ferramenta ESSEX

Fonte: Dados do Autor.

4.2.2.1 Esquema de Cores

Ap6s o resultado de alinhamento e a numeragao de cada aminoécido realizado com
sucesso, a exibi¢ao dessas informagdes leva um esquema de cores baseado no CINEMA,

utilizamos esse esquema de cores ja existente por obter mais informag¢des das proprieda-
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des do aminodcido.

Além de informar a propriedade de cada aminoécido, auxilia o usudrio desta ferra-
menta a localizar facilmente o aminoédcido de interesse nas sequéncias que foram alinha-
das (RASMOL, 2002). A figura 30 representa os esquemas de cores que sao utilizados

por ferramentas que realizam o processo de alinhamento.

ESQUEMA DE CORES

1SITIVE

GAP POR FALHA DE CRISTALOGRAFIA
SOBREPOSICAO DE GAPS

(GAP POR FALHA + GAP POR ALINHAMENTO NA MESMA POSIGAQ)

Figura 30: Representacdo do Esquema de Cores da Ferramenta Essex.

Fonte: Dados do Autor.

4.2.3 Funcionalidades

Essa secdo apresenta as funcionalidades da ferramenta. Para esse fim, utilizaremos

para a realizac@o desse procedimento uma sequéncia teste do tipo fasta: 3VIJ

4.2.3.1 Funcionalidade 1: fasta x fasta

Nesse momento, sdo submetidos dois arquivos no formato fasta: 3V1J e 3VIK para a
realizagc@o do alinhamento. Conforme € mostrado na figura 31 é possivel ver que tratam de
sequéncias idénticas e completas e por isso sao alinhadas de ponta a ponta sem a utilizagcdo

de GAP’s. E importante ser mencionado que em todos os processos de alinhamento,
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possuem campos de dicas da posi¢ao real e da posi¢ao de alinhamento de cada aminodcido

(tooltips).

Suponhamos que ha interesse no aminodcido Leucina (L) que fica situado na posi¢ao
18 da sequéncia de referéncia, por se tratarem de duas sequéncias idénticas € notdrio que

a informacdo de Real Position e Alignment Position havera o mesmo valor.

- Seq: Jvij.fasta
- Real Position: 18

Il
EL
£L
i
T4
9z
LT
8z

—
=k W o W e W0 D -

- Alignment Position: 18

3vij.fasta

Ivik.fasta

Figura 31: Teste realizado: fasta 3V1J x fasta 3VIK

Fonte: Dados do Autor.

4.2.3.2 Funcionalidade 2: fasta 3VIJ x fasta Q8TOW7

Na figura 32 apresenta o caso onde € inserido um arquivo no formato fasta da proteina:
3V1J e a outra sequéncia € a sequéncia Q8TOW7 do banco de dados Uniprot que tem como
identidade 92,2% comparada ao 3VI1J, isso foi realizado para que possamos observar a
insercdo de gaps de alinhamento que o Essex realiza para obter o melhor alinhamento

entre essas duas sequéncias.

No mesmo contexto da funcionalidade anterior, em que temos o interesse de localizar
o aminoacido da posi¢ao 18 da sequéncia de referéncia em outra sequéncia. Neste caso,
por tratar de sequéncias com identidades diferentes, podemos perceber que depois do pro-
cesso de alinhamento a Leucina (L) permanece na posicao 18 na sequéncia de referéncia,

porém na segunda sequéncia € encontrada na posi¢ao (Real Position) numero 37.
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- 5eq: QBTOW7.fasta

Tij. A - Real Position: 37

- Alignment Position: 37

Q8TOWT . fasta

Figura 32: Teste realizado: fasta 3VIJx fasta QSTOW7

Fonte: Dados do Autor.

4.2.3.3 Funcionalidade 3: fasta x PDB

E submetido o upload da proteina e extraido a coluna ATOM como primeira sequéncia
e o formato fasta da mesma proteina (3VIJ) como a segunda sequéncia realizado no teste.
Esse exemplo mostra que existe a inser¢des dos missings amino acids na cor cinza e na
cor preta.

Para casos de sequéncias que apresentam problemas relacionados aos experimentos
utilizados para gerar as estruturas tridimensionais eles possuem a cor cinza e as insergdes
dos missings amino acids na cor preta € dada quando hd sobreposicao de gaps de alinha-
mento somado ao gap por falha de cristalografia, como é mostrada na figura 33. Tornando
uma das principais vantagens que o Essex disponibiliza comparado aos outros softwares
relacionados.

Ao localizar a Leucina (L) que ocupa a posi¢do 18 da sequéncia de referéncia, na
outra sequéncia que estd no formato PDB da proteina 3VI1J, € perceptivel a presenca de
Missings Amino Acids uma vez que é comum conter aminodcidos faltantes na coluna
ATOM no arquivo do formato PDB da proteina. Nessa funcionalidade, a Leucina (L) é

localizada na posi¢ao 37.

- Seq: Jvij.fasta

- Real Position: 18
AAAAA
Eal L R R R R B - Alignment Position: 37

il

f4
£

Jvij.fasta

1 =
B
3wij.pdb @

Figura 33: Teste realizado: PDB x fasta da proteina de c6digo PDB: 3VIJ

Fonte: Dados do Autor.
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4.2.3.4 Funcionalidade 4: PDB x PDB (diferentes)

Na figura 34, € notavel considerar que a insercoes dos missings amino acids nao in-

fluenciam no resultado do alinhamento, eles apenas situam onde aparecem as falhas.

el
£EL
FEL
GEL
9El
LEL
8EL
6EL
orl
L¥l
irl
£FlL
¥l
Gkl

Figura 34: Teste realizado: PDB das proteinas de cédigo PDB: 2WGB x 3VIJ

Fonte: Dados do Autor.

4.3 Comparacao entre os Trabalhos Relacionados

Na figura 35, mostramos um comparativos sobre os trabalhos relacionados: Pro-
mals3D, Vermont, Emboss Stretcher, Emboss Matcher, Clustal W2, Clustal Omega e ICM
Browser Pro com a ferramenta Proposta: Essex. Apresentamos na tabela comparativa al-
gumas funcionalidades de cada ferramenta e destacamos que existem funcionalidades que
somente o Essex realiza, como exemplo, exibir um resumo referente as posi¢coes de cada

aminoécido ou a visualizagdo dos aminodcidos faltantes no processo de cristalografia.
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Figura 35: Comparacao Entre as Ferramentas
Fonte: Dados do Autor.




5 ESTUDO DE CASO

Essa secdo tem como objetivo de comparar o uso de ferramentas distintas que realizam
alinhamentos e validar o alinhamento realizado pelo Essex. As trés ferramentas utilizadas:
Essex, Clustal Omega e Promals3D foram escolhidas por serem utilizadas nos artigos

citados.

5.1 Estudo de Caso 1

Esse primeiro caso, € baseado no alinhamento que foi realizado no estudo sobre os
efeitos de nanotubos de carbonos em mecanismos mitocondriais e correlagdes in silico

estrutura-atividade.

Em (GONZALEZ-DURRUTHY et al., 2017) s@o avaliados os efeitos induzidos por
uma familia de nanotubos de carbono sobre mecanismos mitocondriais chave, através da
integracdo de metodologias in vitro e in silico, baseadas na predi¢cao de relacdes quanti-
tativas estrutura-atividade. Neste contexto, surge a necessidade de contar com metodo-
logias onde mostram residuos que apresentam divergéncias entre o aminoacido presente
na sequéncia de referéncia e nas demais sequéncias utilizadas nesse estudo de caso e que

possuem propriedades semelhantes, nao alterando a sua funcao bioldgica.

O estudo de caso foi realizado com as sequéncias proteicas: NP_003365.1 (Homo
sapiens), NP_035824.1 (Mus musculus) e NP_001001404.1 (Danio rerio) foi executado
da seguinte maneira: primeiramente foram adquiridas essas sequéncias através do banco
de dados Uniprot (https://www.uniprot.org) utilizando o campo de busca a palavra chave.

Com as sequéncias inseridas no Essex, utilizamos o modo de alinhamento multiplo, todas
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as proteinas desse conjunto foram alinhadas entre si e o resultado € apresentado na figura

36.
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Figura 36: Teste de Caso de Estudo: Alinhamento Multiplo no Essex

Fonte: Dados do Autor.

Esse mesmo alinhamento é realizado on-line usando os softwares livres Clustal
Omega (disponivel em https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e no Promals3D (dis-

ponivel em http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php).

A figura 37 mostra o resultado realizado na ferramenta Clustal Omega.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

NP@@33651:A | PDBID | CHAIN | SEQUENCE MAVPPTYADLGKSARDVFTKGYGFGLIKLDLKTKSENGLEF TSSGSANTETTKVTIGSLET &0
NP@358241:A| PDSID| CHAIN| SEQUENCE MAVPPTYADLGKSARDVF TXGYGFGLIKLOLKTKSENGLEF TSSGSANTETTKVNGSLET 60
NPR10914041 : Al POBID| CHAIN| SEQUENCE MWPM"DLGKSARDIFTI(GYGFGLIKI.DLKTRSENGLEFKSSGSANTETSKVAG’ILET 0
Lewes Lasaseress;as agave
NP2@33651:A | PDBID| CHAIN| SEQUENCE KYRWTEYGLTFTEKWNTONTLGTEITVEDQLARGLKL TFDSSFSPNTGKKNAKIKTGYKR 120
NP@358241:A | PDSID| CHAIN | SEQUENCE KYRWTEYGLTFTEKWNTONTLGTEITVEDQLARGLKLTFDSSFSPNTGKKNAKIKTGYKR 120
NPO10014041: A| POBID| CHAIN| SEQUENCE KYKHAEHGLTF TEKWNTONTLGTEITLEDQLTKGLKLTFDSSFSPNTGKKSGKIKSSYOR 120
‘Il: -:.;’-l‘---.-----.lnlli H llll‘: :n:nmn-n------.--- 2 9002 &0
NP@233651:A| PDBID|CHAIN | SEQUENCE EHINLGCDMDFDIAGPSIRGALVLGYEGWLAGYQMNFETANSRVTQSNFAVGYKTDEFQL  18@
NP@358241:A| PDBID| CHAIN| SEQUENCE sumacwwnmpsxnﬁALvmEqummgsmnqsnmmnusm 180
NPO10214041: A| POBID| CHAIN| SEQUENCE EHINLGCOVDYDINGTAVHGALVLGLDGHLAGYQNTFEAGRNRITQSNFAVGYKTDEFQL 189
eseusist s 0n & i ekenes reeesess, 40; ; o:ensessstesensess
NP@@33651:A | PDBID| CHAIN | SEQUENCE HTNVNDGTEFGGSTYQKVNKKLETAVNLAWTAGNSNTRFGIAAKYQIDPDACFSAKVNNS 240
NP@358241:A| PDBID | CHAIN | SEQUENCE HTNVNDGTEFGGSIYQKVNKKLETAVNLANTAGNSNTRFGIAAKYQUDPDACFSAKVINS 240
NPO1014041 : A| POBID| CHAIN| SEQUENCE HTNVNDGT EFGGSIYQKVNDNLETAVNLANTAGNSNTRFGIAAKYQIDSDAAFSAKVINS 240

T T TR T T T PP

NP@@33651:A | PDBID| CHAIN| SEQUENCE SLIGLGYTQTLKPGIKLTLSALLDGKNVNAGGHKLGLGLEFQA 283

NP@358241:A | PDBID| CHAIN | SEQUENCE SLIGLGYTQTLKPGIKLTLSALLDGKNVNAGGHKLGLGLEFQA 283

NP@218014241:A|PDBID|CHAIN| SEQUENCE SLVGLGYTQTLKPGIKLTLSALLDGKNINAGGHKMGLGLEFEA 283
% xus .

: :

Figura 37: Teste de Caso de Estudo: Alinhamento Multiplo no Clustal Omega

Fonte: Adaptado de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Conforme mencionado, o teste também foi realizado na ferramenta Promals3D con-

forme € apresentado na figura 38.

Colored PROMALS3D alignment (sequences in aligned order)

1 MAVPPTYVDLGKSARDIFIXGYGFGLIKLDLKIRSENGLEFKSSGSANIETEKVAG HYEWAEHGLT 70
1 MAVEPTYADLGRSARDVEIKGYGFGLIKLDLKIXSENGLEFISSGSANIETIRVIG WE!:- 70
1 MAVERTYADLGRSARDVEIKGYGFGLIKLD LT SENGLEFI SSGSANTETIKVNGSLETKYRNTEYGLT 70

Conssrvaticn: 9399999 99959095 $999990999999999 9999595 99999953 99 § 99999 § 9 992

NEPOQ33€5L:R F
KP'JBS“Z%-.:- DB,

c n H MAVPPTY DLGKSARD 1 mchmem+smn SSGSANTETCRV=GoLETEY+WXE SGLT
Copasnaus aa: hhhh hhhhhhh soas aspase =e
55559995555559959 995 © 9585959535 § 89 8 ]

Conse 'vm:xc":

thA PDBID CHAI 71 LTRGLKLTEDSSFSENTGRKHSGKIRSSYQREHINLGCOVDYDINGTAVHG 140

hP3033€51 EDE\ID HHR'N 71 uJ..-._J\J‘DQJ..RELn‘.ux.a:: ENIGHMMAKIKTGYHREHINLGCIMDFDIAGPSIRG 140
NP0358241:A PDBID CHAIN S 71 EXWNI DNTLGIEITVEDQLARGLKLTFDSSFSENTGEKKNAKIKTGYKREHINLGCDVDEDIAGESIRG 140
w = = FTERWNTDNTLGTEIT (EDQL +GLRLTFDSSFSPNTGRR s tKIR-tYpREHINLGCD D DI 2Gat 1+G
Consarvation: 93999 99959809 39 9 999999999999929999999959999999999999 939999399
NPOD10014041:A PDSID CHARI 141 ALVLGLDGWLAGYQMIFEAGERNRITQSNFAVGYRIDEFQLHINVNDGIEFGGSIYQKVNDNLEIAVNLAW 210

NPO033651:A PDBID CHAIN S 141 ALVLGYEGWLAGYOMNFETANSRVIQSWFAVGYXTDEFQLHINVNDGTEFGGSIYQKVNKHXLETAVNLAW 210

8241:A PDBID CHAIN 1 LGYEGWLAGYQMNFET TQSNFAVGYKIDEFQLHINVNDGTEFGGSIYQK LETAV} )
NP0358241:A_PDBID CHAIN S 141 ALVLGYEGWLAGYQMNFETSESRVIQSNFAVGYKTDEFQLHTNVNDGTEFGGSIYQKVNKKLETAVNLAW 210
©+3RITQSNFAVGYRTDEFQLATNVNDGTEFGGS LY QRVNCE LETAVNLAW

Sonzensus aa: ALVLG: -GWLAGYQM=FE !

Conservacion:
RPOD10014

T &1l -3
| § 211 T RS\SL‘_RFGA‘\RK"‘Q: DPD&C‘*AM‘!\S 5LI GJ.GY_Q'LKPF IKLTLSALLDG! m

280
NP0033651: aoa*n CHAI 280
NP0352241:A_FDBID CHAIN S 211 TAGNSKTRFGIARKYOVDPDACFSAKVENSSLIGLGYTQTLKPGIKLTLSALLDGRNVNAGGHKLGLGLE 280
Conssnsus aa; TAGNSNTREGLAARYQ (D=DATFSARVNNSSL GLGYTQTLRPGIKLTLSALLDGRN \NAGGEK " GLGLE
Con e*vaue"z. 29

281 FEA 283
wooaaesx.a P:s*n CHAIN S 281 FOR 283
NP0358241:A_PDBID CHAIN S 281 FQA 283
Consensus aa: FpA
Consensus ss:

Figura 38: Teste de Caso de Estudo: Alinhamento Multiplo no Promals3D

Fonte: Adaptado de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php
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No primeiro estudo de caso, foi realizado um alinhamento com trés sequéncias simi-
lares do tipo fasta, ndo havendo ocorréncias de inser¢des de gaps tanto de cristalografia
quanto de gaps de alinhamento que sdo gerados pela ferramenta para obter um melhor
resultado. A auséncia dos gaps de alinhamento faz com que seja mais fécil de localizar o

aminodcido pretendido.

Entretanto, a numerac¢do dos aminodcidos nas ferramentas relacionadas se encontram
no lado direito e ndo em cima de cada aminodcido da sequéncia, forcando que o usudrio

localize de maneira manual.

Neste estudo de caso, os pesquisadores tem interesse em verificar a posi¢ao dos

aminodcidos lisina (K) situado na posi¢ao 161 e serina (S) na posicao 57.

Foi possivel constatar nos testes realizados pelo Essex, Clustal Omega e Promals3D,
que o residuo lisina (K) na posi¢ao 161 foi substituido pelo residuo arginina (R) e o
residuo serina (S) que fica situada na posi¢cdo 57 foi substituida pelo residuo tirosina (T)

com propriedades semelhantes ou iguais.

5.2 Estudo de Caso 2

Nesse segundo estudo, € realizado alinhamento entre 7 espécies de animais cuja a
similaridade € altas, analisando a conservacdo da proteina mitocondrial ANT1 e se a to-

xicidade dos nanotubos seria diferente entre as espécies.

O estudo foi feito com as seguintes sequéncias: Touro, (touro) Bos taurus
(NP_777083.1), Humano, Homo sapiens (NP_001142.2), Camundongo, Mus musculus
(NP_031476.3), Rato, Rattus norvegicus (NP_445967.1), peixe (zebrafish) Danio rerio
(NP_999867.1), Copepodo Lepeophtheirus salmonis (ACO12396.1) e camardo Litope-
naeus vannamei (AEZ68611.1) e foram obtidos a partir da base de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Inserimos essas sequéncias no Essex e utiliza-
mos o método de alinhamento multiplo, esse conjunto de sequéncias foram alinhadas

entre si conforme € mostrado na figura 39
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Figura 39: Teste de Caso de Estudo 2: Alinhamento Multiplo no Essex

Fonte: Dados do Autor.



Esse mesmo alinhamento foi

realizado por

72

(GONZALEZ-DURRUTHY

et al.,, 2016) utilizando a ferramenta on-line Clustal Omega (disponivel em

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

Na figura 40 mostra o alinhamento realizado pela ferramenta Clustal Omega.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

AC0123961:A| PDBID | CHAIN | SEQUENCE
AEZ686111:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NP9998671:A| PDBID | CHAIN | SEQUENCE
NP@314763:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP4459671:A| PDBID | CHAIN | SEQUENCE
NP@@11422:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP7770831:A| PDBID | CHAIN| SEQUENCE

AC0123961:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
AEZ686111:A| PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NP9998671:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP@314763:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP4459671:A| PDBID | CHAIN | SEQUENCE
NP@@11422:A| PDBID| CHAIN| SEQUENCE
NP777@831:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE

AC0123961:A| PDBID] CHAIN|SEQUENCE
AEZ686111:A | PDBID | CHAIN| SEQUENCE
NP9998671:A| PDBID|CHAIN| SEQUENCE
NP@314763:A| PDBID | CHAIN| SEQUENCE
NP4459671:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP2011422:A | PD3ID | CHAIN| SEQUENCE
NP777@831:A| PDBID | CHAIN| SEQUENCE

AC0123961:A| PDBID| CHAIN| SEQUENCE
AEZ686111:A| PDBID|CHAIN| SEQUENCE
NPG998671: A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP@314763:A| PDBID|CHAIN| SEQUENCE
NP4459671:A | PDBID| CHAIN| SEQUENCE
NP@911422:A | PDSID|CHAIN| SEQUENCE
NP777@831:A | PDBID|CHAIN| SEQUENCE

AC0123961:A| PDBID|CHAIN| SEQUENCE
AEZ686111:A| PDBID | CHAIN|SEQUENCE
NP9998671:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP@314763:A| PDBID | CHAIN| SEQUENCE
NP4459671:A| PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP8@11422:A | PDBID | CHAIN| SEQUENCE
NP7770831:A | PDBID|CHAIN| SEQUENCE

AC0123961:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
AEZ686111:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NP9998671:A| PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NP@314763:A|PDBID| CHAIN | SEQUENCE
NP4459671:A | PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NPG@11422:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
NP7770831:A| PDBID| CHAIN| SEQUENCE

----- MSKDFVLDLVAGGVSAAISKTIVAPLERIKILLQIQDASKYIPKDQRYTGLVDCF
MGKAFDPMSFVKDFLAGGIAAAVSKTAVAPTERVKLLLQVQAVSKQISADQAYKGMVDCF
--MSDAAISFLKDFLAGGVAAAISKTAVAPIERVKLLLQVQHASKQITADMQYKGIIDCY
--MGDQALSFLKDFLAGGIAAAVSKTAVAPTERVKLLLQVQHASKQISAEKQYKGIIDCY
--MGDQALSFLKDFLAGGIAAAVSKTAVAPTERVKLLLQVQHASKQISAEKQYKGIIDCY
- -MGDHAKWSF LKDF LAGGVAAAVSKTAVAPTERVKL LLQVQHASKQISAEKQYKGIIDCV
--MSDQALSFLKDFLAGGVAAAISKTAVAPTERVKLLLQVQHASKQISAEKQYKGIIDCY
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= *xx ‘::3“!:‘I‘:“'tltigt‘tli'tﬁ:::Il.ﬁﬂ‘: .:8‘1:‘ EEXE

SGGAAGATSLCIVYPLDFARTRLGADVGKAAADREFKGLFDCIGKCYKADGLVRGLYPGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADIGKGAGQREFNGLGDCLVKIFKADGL -GGLYRGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADIGKGAAEREF TGLGNCVAKIFKSDGL-RGLYLGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADVGKGSSQREFNGLGDCLTKIFKSDGL -KGLYQGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADVGKGSSQREFNGLGDCLTKIFKSDGL - KGLYQGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADVGKGAAQREFHGLGDCIIKIFKSDGL -RGLYQGF
SGGAAGATSLCFVYPLDFARTRLAADVGKGAAQREF TGLGNCITKIFKSDGL -RGLYQGF

"'!i#"t‘t:““""t‘t“#:l.':':"‘ L2 :t: B :':"' ExE N%

LSSVQGIIVYRAIYFGAYDTCKQMIDKPTFG- - - TKFATAQTVAACSVSIAYPFDTVRRR
GVSVQGIIIYRAAFFGLYDTAKGMLPDPKSAGIIVSHAIAQTVTTISGIISYPFDTVRRR
NVSVQGIIIYRAAYFGIYDTAKGMLPDPKHTHIVVSWMIAQTVTAVAGIISYPFDTVRRR
SVSVQGIIIYRAAYFGVYDTAKGMLPDPKNVHIIVSWMIAQSVTAVAGLVSYPFDTVRRR
SVSVQGIIIYRAAYFGVYDTAKGMLPDPKNVHIIVSHMIAQSVTAVAGLVSYPFDTVRRR
NVSVQGIIIYRAAYFGVYDTAKGMLPDPKNVHIFVSWMIAQSVTAVAGLVSYPFDTVRRR
NVSVQGIIIYRAAYFGVYDTAKGMLPDPKNVHIIVSWMIAQTVTAVAGLVSYPFDTVRRR

EEEEBEREE o HE ENE X Hu K L3 EEEEa s ekEFEXEEER

LMMMSGE - -GEKMYSGTVDCWKKIVKEEGSRALFKGNF TNVLRSVGCALVLVLYDEIIW
MMQSGRKGADIIYKNT IDCWRKVAKNEGTGAF FKGAFSNVLRGTGGALVLVLYDEIQVL
MMMQSGRKGADIMYKGTIDCWKKIAKDEGGKAF FKGAL SNVIRGAGGAFVLVLYDEIKKY
MTMQSGRKGADIMYTGTLDCWRKIAKDEGANAF FKGAWSNVLRGMGGAFVLVLYDEIKKY
MMMQSGRKGADIMYTGTVDCWRKIAKDEGRKAF FKGAKSNVLRGMGGAFVLVLYDEIKKY
MMMQSGRKGADIMYTGTVDCWRKIAKDEGAKAF FKGAWSNVLRGMGGAFVLVLYDEIKKY
MMQSGRKGADIMYTGTVDCWRKIAKDEGPKAF FKGAWSNVLRGMGGAFVLVLYDEIKKF

:.' It' 2 :t__i:atv:t:'u:tt t:tt* :#t:*. * t:t'*t#*t#

LKSAT----- 294
LFGTKSGGGE 309
| R 298
T RIS EEES 298
V. 298
[ AR 298
Veoooneans 298

Figura 40: Teste de Caso de Estudo 2: Alinhamento Multiplo no Clustal Omega

Fonte: Adaptado de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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O teste foi realizado na ferramenta Promals3D conforme € mostrado na figura

Colored PROMALS3D alignment (sequences in aligned order)
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Figura 41: Teste de Caso de Estudo: Alinhamento Multiplo no Promals3D

Fonte: Adaptado de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php
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Para o alinhamento realizado no segundo estudo de caso, foram introduzidos no Essex,

Promals3D e no Clustal Omega cinco sequéncias, todas as sequéncias inseridas nesse

estudo sdo do tipo fasta.

Neste estudo de caso, mostra os residuos do sitio de ligacdo ativo: Arginina (R) na

posicdo 15, Arginina (R) na posi¢do 163, Arginina (R) na posi¢do 218, Lisina (K) na
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posicdo 12, Lisina (K) na posi¢do 20, Lisina (K) na posi¢ao 109, Lisina (K) na posi¢ao
113, Lisina (K) na posi¢ao 115, Lisina (K) na posi¢ao 161, Lisina (K) na posi¢do 174,
Lisina (K) na posicao 256.

E possivel observar que a partir dos resultados gerados pelas ferramentas, nio foi
encontrada diferenca nos residuos utilizado para esse estudo e constatado ser totalmente

conservado em todas as espécies diferentes.

5.3 Estudo de Caso 3

O terceiro estudo de caso € realizado um alinhamento entre 23 sequéncias de ori-
gens distintas para averiguar se existem similaridades entre elas e posteriormente achar
residuos em comum que sejam eficientes na sintese de glicoses para a producdo de bio-

combustivel e também validar o alinhamento gerado pelo Essex.

De acordo com  MARIANO et al. (2017), S-glicosidases sdo enzimas que tem um
papel importante na degradagao de celulose, por essa razdo, sdo consideradas essenciais
para a industria de biocombustiveis. Algumas ($-glucosidases sdo inibidas por glicose, o
que torna lento, menos produtiva a a¢do da enzima, deste modo, 3-glucosidases que sdo
mais tolerantes a glicose, sdo adotadas como alvos para melhorar a produ¢ao de biocom-
bustiveis de segunda geracao.

Para isso, foi realizado o alinhamento de 23 sequéncias bioldgicas utilizando a fer-
ramenta Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) e posteriormente foram escolhidos 22
residuos conservados de celobiose, encontrando 6 residuos que sao conservados dentre to-
das as (-glucosidases tolerantes a glicose (H121, N166, E167, Y299, E355 e W402). Foi
feito um banco de dados com 5 arquivos estruturais tridimensionais, 23 sequéncias de [3-
glucosidases glicose tolerantes, além disso foi modulado 18 sequéncias de [-glucosidases
glicose tolerantes. No intuito que os estudos realizados possam ajudar a desenvolver os
biocombustiveis de segunda geracgao.

Para verificar isso, foi realizado alinhamentos entre os residuos e detectamos
uma subseqiiéncia de consenso GTBGL composta de 22 aminoacidos mais conserva-

dos préximos a provavel regido de ligagdo da celobiose: HWNEWCLHNLTANYYT-
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NEWEWF (H121,W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, 1.225, T226,
A244,N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, E409, W410 e F418). Seis residuos
foram conservados em todas as -glicosidases tolerantes a glicose: H121, N166, E167,
Y299, E355 e W402.

Na figura 42, apresentamos o alinhamento multiplo realizado pelo software Clustal
Omega (disponivel em https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), onde residuos foram

conservados em todas as -glicosidases tolerantes a glicose: H121, N166, E167.

Ramani MSAFYKV- - - - -GRORTQVPINFASHTLDTYGNEYY YA~ === =~ GEGYKEINQHVDVR 377
Huang VASKYKL -~ - - -GQDKNFPDTTISEFTR-- - = - === === ====- ===~ EDAKYVWVQ 347
Jabbour AVEHYRKIMEDMKSKGLKVFVNLMBFTLPLWLHDPLAVRK -GKPTDKLGHVSD- - - - - -~ 159
Schroder AVKKYKEIFKDIKNRGIKLIINLYMWPLPTHIHDPTRVRDSNLREGPKGHLEE - - - - - - - 180
Cota_p ALEHYRKIYSDWKERGKTFILNLYBWPLPLHIHDPIAVRKLGPDRAPAGHLDE - - - - =~ 178
Gumerov ATNHYREMFSDLRSRGITFILNLYBWPLPLHLHDPTAIRR-GNLSAPSGHLDV- - - - - -~ 179
Chamoli GLRFYDDLFDELLKHHIEPVWTISHYEMPLGLVKN == -~~~ - YGGWKNR - - - - ==~ 146
Uchima_nk GIDYYNNLINELLANGIEPMVTMYRWDLPQALQDL - - - - ---- -~ GGWPNL--- - --- 154
Uchima_n GIDYYNRLINALLDNGIEPMVTHYHWDLPQKLQDL - ===~~~ GGWPNR -~~~ -~~~ 158
Guo GIDHYVKFVDDLLDAGITPFITLFRWDLPEGLHQR-- - -------- YGGLLNR- - - - -~ 136
de GIDHYVKFVDDLTEAGITPFITLFHWDLPDALDKR----~------ YGGF LNK- - - - -- - 137
Meleiro GIDHYVKFVDDLLEAGITPFITLFHWDLPDGLDKR-- - --=----~ YGGLLNR------- 137
Yang_Y GVKFYTDILDELKKRNIKAFVTLYBWOLPQHLEDE - - - - - - -- -~ - GGHLNR------- 141
Uchiyama GVDFYHNLIDELTKNDIVPYVTLFBWDLPLELAEK - - - <= === -~ GGNLND- - - - - -~ 134
Lu GLDFYDQLTDALLEAGITPSVTLYRWDLPQVLQDR-- - - - ===~ -~ GGWPER------- 156
Bai GLEFYDRLINKLVENGIEPVWTIYRWDLPQKLQDI - - - == === =~ GGHANP- - - - - -~ 134
Cao GLAFYDRLVDGLLEAGIEPLATLYBWDLPAALDDR - - - - - - === --- GGHLNP- - - - --- 142
Akram GLDFYNRIIDTLLEKGITPFVTIYRWDLPFAL-QL-========-- KGGHANR - - - - ==~ 137
Cota_t GLDFYNRIIDTLLEKGITPFVTIYBWDLPFAL-QL----------- KGGHANR - - - - - -~ 137
Crespim GMAFYKTLATRLQEEGIKPAVTLYRWDLPMHAHEE - - == == =====- GGWVNR--=-=-~--~ 133
Pei GIDFYKRLTDELLKNDIKPFVTIYRWDLPQHADDL - - - - - - == - -~ GGHLNR-- - - --- 134
Yang_F GIDFYKRLVEELLKNDIIPVATIYRUWDLPQUWAGDL-=--==-======= GOWLNR--~-=-~-~-~- 134
Breves GMDFYKKLIDELQKRDIVPAATIYRWDLPQHAYDK - - - - - - === - - GGGNLNR - - - - - -~ 138
Ramani GDHAKVV-REIGSASIVLLKNVDGALPLTGSEKFVAVFBENGCSD--- - - RGCD--MGT 427
Huang ADHKKLI-REMGAASSVLLKN-SGILPLSNKVKSVALTGATICDD- --- - - HGCD- - IGH 397
Jabbour -~ -DAP-VEFAKYAEYIAWKFG- - - - - - DIVDYHSSMNEPHWY - - - - - AQLGYFQILAG 203
Schroder - - - -RTV-VEFAKFAAYVAWKYE - - - - -- DYAYMUSTHNEPNVT - - - - - WSIGYL--GGN 222
Cota_p - == -KTV-VEFVKFAAFVAYHLD- - - - - - DLVDMUSTMMEPNVY -~ - -~ YNQGYINLRSG 222
Gumerov - - - -RTV-IEFAKFSAYVARKLD- - - - - - DLVYMYSTMUEPNVY - - - - - WGLGYAAVKSG 223
Chamoli ----KVI-EFYERVAKTVFKRYQ------ HKVKYWMTFNE INVVLHAPF TGGGLY - - -- - 190
Uchima_nk - -~ ~VLA-KYSENYARVLFKNFG- - - - -- DRVKLWLTFNEPLTFMDGYASEIGMA- -PST 211
Uchima_n -==-=ELA-TYAENYARVLFKNFG-~-~---~ DRVK LI-JITFEPRT FMDAYTSDTGMA--PSI 285
Guo --- -TEFPLDFENYARVMFRAL - - - - - - - PKVRNAITFNEPUCS - -~ AILGYG--SGT 178
de ----EEFAADFENYARIMFKAL-~= ===~ PKCKHWITFNEPWHCS -~ - - - AILGYN--TGY 179
Meleiro ----EEFPLDFEHYARTMFKAI - - - - - -~ PKCKHWITFNEPUCS -~~~ SILGYN--SGY 179
Yang_Y ----ETA-YAFAHYVDLITLAFG---- -~ DRVHSYATLNEPFCS----- AFLGYE--1GI 183
Uchiyama -~ -DSV-EHFKDYAEFFGKEYG-- - - -~ HKIKYIMTFNEPQCT -~~~ IGLGLQ--Q6I 176
Lu ----ATA-EHLAAYASVVAERLG- - - - - - DRVTHFTTLNEPLCS -~ -~ - AWIGHL - -EGR 198
Bai - == ~EIV-NYYFEYAMLIVNRYK- - - - - - DKVKKWITFNEPYCT----~ AFLGHF--YGV 176
Cao - - - -DIA-DHFADYGQVLFEKFK- - - - - - GRVKTHGT INEPLVI-- -~ VDGGYL - -HGA 184
Akram ----ETA-DHFAEYSRVLFENFG-- - - -~ DRVKNWITLNEPHWY- -~ AIVGHL - -YGV 179
Cota_t - ---ETA-DWFAEYSRVLFENFG-- - - -~ DRVKNWITLNEPHW - - - - - AIVGHL--YGV 179
Crespim - -~ -DSV-DHFLDFARVCFEELD--- - -- GIVDSWITHNEPHCA- - - - - GFLSYH--LGQ 175
Pei - - - -EWW-DHFGEYVSKLFNELG- - - - - - GYIRMWITLNEPUCS - -~ SFLSYF--1GE 176
vang_F --=-DLI-YWYSEYSQKLFKEIG------ NVVPMAT THNEPYICA- - - - - SILSYG--IGE 176

Breves ----ESI-KWYVEYATKLFEELG------ DAIPLWITHNEPWCS----- SILSYG--IGE 130

Figura 42: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no Clustal Omega -
Residuos: H121, N166, E167

Fonte: Adaptado de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

Na figura 43, mostramos os residuos conservados em todas as -glicosidases tolerantes



a glicose: Y299, E355 e W402.
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Figura 43: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no Clustal Omega -

Residuos: Y299, E355 e W402

Fonte: Adaptado de https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

As sequéncias estdo  disponiveis nos bancos de dados

UniProt

(http://www.uniprot.org/) e GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e os
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arquivos de estruturas foram obtidos no Banco de Dados de Proteina (BERMAN
et al., 2006). Estruturas tridimensionais de proteinas sdo cruciais para inferir sobre
o mecanismo de tolerancia a glicose em -glicosidases. No entanto, poucas estruturas
experimentais de tolerantes a glicose foram encontradas. Essas sequéncias e dados
estruturais também foram organizados em um banco de dados, chamado betagdb, que
estao disponivel em: http://bioinfo.dcc.ufmg.br/betagdb.

A partir das bases obtidas no banco de dados, foi realizado um teste utilizando o
método de alinhamento multiplo na ferramenta Essex. Na figura 44, apresentamos

o alinhamento realizado pelo Essex, onde residuos foram conservados em todas as -

glicosidases tolerantes a glicose: H121, N166, E167, Y299.
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Figura 44: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no ESSEX - Residuos:
HI121, N166, E167, Y299

Fonte: Dados do Autor.



79

Na figura 45, mostramos os residuos conservados em todas as -glicosidases tolerantes

a glicose: E355 e W402.

REAWRRRARIZARAAARARZ

rdd el ir e pemrlyasgggr s ly

#3333 3I333z@Raai BRB3RRR RIRERARESEES

NEAASERSFIDDVVS ER
NG AAGESSYINDKVEES
NGAAEESSFKDEVTER
NGS AW Y DPPHA

gl GEIA VDIKVE

Figura 45: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no ESSEX - Residuos:
E355 e W402

Fonte: Dados do Autor.
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Através das bases que foram retiradas no banco de dados, também foi gerado um
alinhamento multiplo na ferramenta Promals3D. A figura 46, mostra o alinhamento rea-
lizado, onde residuos foram conservados em todas as -glicosidases tolerantes a glicose:

HI121, N166, E167, Y299.

Consezvi

4D TD M D WD (D GB £D 0B AD O3 D DB

PR

HLAQGWESGTADFEYLI
HEFYL
YEPSRY

Figura 46: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no Promals3D - Residuos:
HI121, N166, E167, Y299

Fonte: Adaptado de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php

Na figura 47, mostra os residuos conservados em todas as 3-glicosidases tolerantes a



glicose: E355 e W402.
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Figura 47: Teste de Caso de Estudo 3: Alinhamento Multiplo no Promals3D - Residuos:

HI121, N166, E167, Y299

Fonte: Adaptado de http://prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php

Nesse ultimo estudo de caso, foi realizado um teste com 23 sequéncias no formato

PDB para as ferramentas Essex e Promals3D e 23 sequéncias fasta para o Clustal Omega.

O primeiro ponto a ser mencionado é o tempo de execucdo do alinhamento, o Essex

mostrou ser um pouco mais rapido na obtencao do resultado comparado ao Promals3D e

Clustal Omega.
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Apresentou precisao dos resultados entre as ferramentas e conforme mencionado no
estudo de caso anterior, as ferramentas tiveram inser¢des de Gaps de alinhamento e so-
mente a ferramenta Essex apresenta no seu processo de alinhamento os aminodcidos que
possuem falhas no processo de cristalografia. Os gaps de alinhamento nio sdao contabi-
lizados e os gaps de cristalografia sdo contabilizados, tudo isso para que o usudrio possa
encontrar de maneira rapida e eficiente a posi¢ao correta do aminoécido pretendido.

De um modo geral, as ferramentas Clustal Omega, Promals3D e Essex obtiveram os
mesmos resultados de alinhamento. Porém, a numeragao das ferramentas Clustal Omega
e Promals3D ficam localizadas no lado direito forcando o usudrio a contagem de ma-
neira manual do aminodcido pretendido. O Essex conta com um esquema de cores que
auxilia a visibilidade de divergéncias ou convergéncias no resultado do alinhamento, as
ferramentas Clustal Omega e Promals3D ndo dispde de um esquema de cores para esse
intuito.

Entretanto, no Promals3D identifica aminodcidos que sdo alfa-hélice e folha-beta res-
pectivamente com as cores vermelho e azul.

Um outro fator importante é que a ferramenta Essex utiliza informacdes por meio
de baldes explicativos mostrando a posi¢cdo real e a posi¢ao final apds o processo de
alinhamento de cada aminodcido e também mostra um resumo da posi¢ao real e posicao
final do amino4cido pretendido em todas sequéncias que foram inseridas na ferramenta
Essex.

Com isso, a ferramenta Essex € a mais eficaz comparada as outras que foram utilizadas

nos estudos de casos.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho, mostramos de um modo geral, o conceito de alinhamentos de
sequéncia e os algoritmos de programacao dindmica para obtermos alinhamentos com

um Otimo resultado.

O Essex consiste em alinhar e renumerar sequéncias bioldgicas no intuito de identifi-
car a posi¢cdo de um determinado aminodcido de interesse em um processo de alinhamento
de sequéncias bioldgicas. Essas sequéncias por sua vez, poderdo vir de diversos experi-

mentos e de espécies diferentes.

A comparacdo de sequéncias proteicas ¢ uma ferramenta essencial na procura da
existéncia de relacdes de semelhancga entre todo ou parte dessa sequéncia. Isso € muito
comum quando temos uma sequéncia desconhecida e queremos identificar associando-a
um grupo de proteinas de funcdes conhecidas, comparando essa sequéncia com outras de
um banco de dados, também servem para a predizer as estruturas secundarias de proteinas

ou para outras técnicas computacionais como o docking e dindmica molecular.

6.1 Conclusao e Discussao

Hoje em dia existem vdrias técnicas e ferramentas para o alinhamento dos mais di-
versos tipos de sequéncias de origem bioldgica. Os algoritmos vao desde de solucdes de
programagdo dinamica, onde o resultado é 6timo, passando por algoritmos hibridos, que

combinam solugdes 6timas com heuristicas, até solucdes completamente heuristicas.

Nesse cendrio, geralmente temos interesse especifico em alguns aminodcidos, ou nu-

cleotideos. Como as sequéncias, de DNA e de estrutura de proteinas, obtidas com di-
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ferentes técnicas experimentais, possuem caracteristicas diferentes, ¢ comum as mesmas
apresentarem diferencas no nimero de elementos, e também nas localizagdes dos gaps.
Assim sendo, a tarefa de localizar um elemento de interesse, seja ele um aminodcido ou

nucleotideo, nas diferentes sequéncias, pode ser bastante complexo.

Apesar de termos disponiveis vdrias ferramentas de alinhamento, ndo temos a
disposicdo uma ferramenta que possibilite a renumeragcdo dos elementos da sequéncia.
Essa renumeracao poderia facilitar em muito a rapida localiza¢ao de um elemento de uma

sequéncia de referéncia em outras sequéncias alinhadas com a mesma.

Logo, a finalidade desse trabalho é mostrar o funcionamento e exibi¢cao da numeracao
automética de cada aminoécido correspondente na sequéncia bioldgica de acordo com
a sequéncia de referéncia definida pelo usudrio que o Essex apresenta. Para retratar as
principais vantagens da ferramenta de maneira auxiliar os bidlogos que desejam encontrar

um aminodcido em um processo de alinhamento de sequéncias.

O primeiro ponto a ser mencionado nos estudos de caso realizados, teve como um
dos objetivos comparar a precisao dos resultados entre as trés ferramentas que realizam
os alinhamentos multiplos: Essex, Promals3D, Clustal Omega e nos testes realizados

mostraram precisao nos resultados de alinhamentos.

E importante destacar diversas vantagens da utilizacdo do Essex comparada com as
demais ferramentas, dentre elas, é possivel mencionar a apresentacio da régua horizontal
enumerando cada aminoacido da sequéncia com a sequéncia que foi determinada como
referéncia, apds o processo de alinhamento. Essa régua por sua vez, é dinamica e se
adapta sempre de acordo com a sequéncia que € definida como referéncia, auxiliando o

usudrio final a localizar de maneira rapida e eficaz o aminoacido de interesse.

Nesse mesmo contexto, o Essex utiliza de informagdes representadas por meios de
baldes explicativos (tooltips), essas informagdes consistem em posi¢ao real que seria a
posicdo original que o aminoacido se encontra na sequéncia e posi¢do de alinhamento
que refere-se sobre a posi¢cdo que o aminodcido se encontra logo apds o processo de
alinhamento. A utilizacdo do esquema de cores que a ferramenta disponibiliza, ajuda o

usudrio na visibilidade de divergéncias ou convergéncias no resultado de alinhamento.
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Um fator importante € que a ferramenta Essex conta com uma série de opcdes para
auxiliar o usudrio a exportar os seus alinhamentos. E possivel armazenar essa informagio
em 3 formatos diferentes: TXT, HTML e PDF. Além disso, também disponibiliza a funcao
Popups que € baseado em um resumo da posi¢do real e final do aminoécido pretendido
em todas sequéncias inseridas no alinhamento.

Dentre as intimeras vantagens que pode obter na utilizacdo da ferramenta, a principal
dela é que além de apresentar as inser¢oes de Gaps de alinhamento, o Essex mostra em
seu processo de alinhamento os aminoacidos que tiveram falhas no processo de cristalo-
grafia, o que torna uma funcionalidade exclusiva da ferramenta. Os gaps de alinhamento
nao sdo contabilizados, porém os gaps de cristalografia sdo contabilizados, isso tudo é
oferecido pela ferramenta Essex para que os bi6logos ndo facam esse procedimento de
maneira manual, pois ha grande chance de nao obter o resultado com sucesso na busca da

localiza¢ao do aminoécido escolhido.



7 TUTORIAL

7.1

Entrada

A Figura 48 apresenta a tela inicial onde o usudrio ird submeter as sequéncias para

que a ferramenta realize o alinhamento.

ex: GSHMASMTGGQOMGRGSAAC|  OY | & Upload ex: 2wgb.A & Upload

Global Local Multiple

Figura 48: Tela de Input do Essex

Fonte: Dados do Autor.

O Essex aceita os seguintes formatos.

Fasta Format: O usudrio poderd inserir a sequéncia em “Fasta Format”ou fazendo

o upload do mesmo.

PDB/Chain: Faz busca no Banco de Dados do RCSB Protein Data Bank a partir

do nome da proteina e sua respectiva familia para realizar o alinhamento.

Upload: Usudrio faz o upload do arquivo de estrutura no formato PDB e posterior-

mente escolherd a informagdo a ser extraida do PDB (Atom ou SeqRes).

Ref: Usudrio determina a sequéncia referéncia, cada sequéncia € alinhada com a

referéncia.
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e Action: Para adicionar ou remover sequéncias da tabela dindmica.

e Alinhamento: Determina qual método de alinhamento sera utilizado.

7.2 Saida
A saida € dada a partir do método de alinhamento que o usudrio optou.

e Alinhamento Global: Caso usudrio tenha escolhido mais de uma sequéncia e de-
terminando uma delas como referéncia, o Essex dividird em abas os respectivos
alinhamentos para melhor entendimento. E exibido na figura 49, um exemplo de

alinhamento global das sequéncias de cédigo PDB: 3VIJ, 3HIV e 1HIV.

Alignment:

Thiv.A

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm - e da de e e
Iﬂ oW R o ey 0 O =S o W s ey @ WO =2 W R oy WO 2 e W e Ry YO0 =2 W e
e e T 7 T T

3vij.A -

3hivAhA I = = = = = - = = = =QRIBI RN EERI RN MIIRARY = = = = = = = = = =& = = = = = =

Figura 49: Exemplo de alinhamento multiplo das proteinas de c6d. PDB: 3vij, 3hiv e lhiv

Fonte: Dados do Autor.

Exemplo: Seql, Seq2(REF), Seq3, Seq4

As abas serdo organizadas da seguinte forma: Seq2(REF) x Seql, Seq2(REF) x
Seq3 e Seq2(REF) x Seq4. Conforme € exibido na figura 50:

Alignment:

Seql.fasta Seq4d.fasta

Figura 50: Divisao de abas

Fonte: Dados do Autor.
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e Alinhamento Local: A figura 51 mostra que o processo € bem parecido com o
alinhamento global, o que diferencia € que o programa apresenta somente a regiao

que obteve o maior score de alinhamento.

Uma outra particularidade no processo de alinhamento local € referente a régua ho-
rizontal que enumera cada aminodcido, desta vez enumerando somente a regido
que obteve o maior score, de maneira que usudrio final saiba a quantidade de

aminodcidos que foram extraidos entre as sequéncias.

B T S S A A T |
= ok W & oW O o~ O D D =2 o W oR oW o~ DO

Ivia. A -

Ivij.A

Figura 51: Exemplo de alinhamento local das proteinas de c6digo PDB: 3via x 3vij

Fonte: Dados do Autor.

e Alinhamento Multiplo: no método de alinhamento multiplo é utilizado o algo-
ritmo ClustalW que serve para o alinhamento de trés ou mais sequéncias e ¢ ampla-
mente utilizado pois é computacionalmente eficiente e precisa, produzindo alinha-
mentos de sequéncias multiplas biologicamente significativos de sequéncias diver-
gentes. Um exemplo de alinhamento multiplo € exibido na figura 52, onde alinha

trés sequéncias de cdédigo PDB: 3VI1J, 3HIV e 1HIV.
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aaaaaaaaa = h
]amw&ma\qmwﬂcdmwﬁmm\lm - &

vij.A -

3hivA ] = = = = = = - - = -

Thiv.A

Figura 52: Exemplo de alinhamento multiplo das proteinas de c6digo PDB: 3vij, 3hiv e
Lhiv

Fonte: Dados do Autor.

e Botoes: Conforme é mencionado na figura 53, o Essex permite que o usudrio
através de botdes, exporte seus alinhamentos nos seguintes formatos: TXT, HTML
e PDF Os respectivos botdes Download TXT, Download HTML e Download PDF
permite ao usudrio exportar seus resultados e o botdo Go Back fara com o que o

usuario retorne a tela inicial da ferramenta.

& Go Back @ Download TXT [ Download HTML [ Download PDF

Figura 53: Botdes do Essex

Fonte: Dados do Autor.

e Legenda: Na figura 54, € possivel observar que a ferramenta disponibiliza de um
botdo toggle intitulado como Subtitles. Esse botdo tem como funcdo de mostrar e

esconder a informacao de legenda que informa a propriedade de cada amino4cido.

Polar Positive Polar Negative Polar Neutral Nonpolar Aliphatic Nonpolar Rings Cysteine

- Gap by Alignment Gap for Crystallography Failure l Overlay Gaps (Gap due to Crystallographic Fault + Aligement Gap In the same pasition]

Figura 54: Legendas da ferramenta ESSEX

Fonte: Dados do Autor.

e Tooltips: Para auxiliar o usudrio da ferramenta a localizar o aminoécido pretendido

em um processo de alinhamento, contamos com os 7ooltips, que consiste em um
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baldo informativo que permite ao usudrio saber a posicao real e a posi¢cdo que ficou
apos o processo de alinhamento. Para ver essa informacao o usudrio deverd passar

0 mouse no aminodcido, como € exibido na figura 55

- Real Position: 60
- Alisnment Position: 132

Figura 55: Baldes informativos da ferramenta ESSEX

Fonte: Dados do Autor.

e Popups: No mesmo intuito de auxiliar o usudrio, o Essex disponibiliza da funcao
Popups, que baseia em um resumo da posicdo real e posi¢do final do aminoacido
pretendido em todas sequéncias que foram inseridas na ferramenta Essex. Para
obter essa informacao o usudrio devera clicar no aminodcido, como mostra na fi-

gura 56.

HEHE Sl SN F N NI ENIEI I S N i NN - NN N BN e -

- Seq: dweb A
- Real Position: 26
- Alignment Position: 128

- Seq: Blowl. A
- Real Position: 56
- Alignment Position: 128

- Seq: via.A
- Real Position: _ _
- Alignment Position: 128

- Seqr 3vilA
- Real Position: 128
- Alignment Position: 128

Figura 56: Popup’s da ferramenta ESSEX

Fonte: Dados do Autor.
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