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RESUMO

A utilizacao de produtos quimicos de forma inconsciente e indiscriminada tem contaminado,
a cada dia mais, o planeta Terra. Uma das alternativas para a diminuicao desta poluicao
¢ a utilizacdo de biopesticidas, sendo que a utilizacdo do Bacillus thuringiensis, uma
bactéria encontrada no solo, tem sido feita ha pelo menos cinquenta anos com este objetivo,
pois a mesma sintetiza um conjunto de proteinas, chamadas de proteinas Cry, que sao
toxicas a diversas ordens de insetos, a alguns tipos de acaros, a nematoides e a células
cancerigenas. Neste trabalho, fazendo o uso de algoritmos de alinhamento/comparagao
estrutural de proteinas, busca-se identificar quais seriam as modifica¢oes da conformacao
dessas proteinas que influenciam a especificidade para cada ordem de inseto, contribuindo
no desenvolvimento e/ou descoberta de proteinas bioinseticidas mais eficazes no controle
de diferentes pragas, além da utilizagdo dos genes codificadores dessas proteinas em plantas
transgénicas. Apdés o processamento dos dados obtidos no experimento delineado, foi
possivel verificar que existem modificagoes conformacionais nas estruturas das proteinas
analisadas que provavelmente tém impacto na especificidade dessas proteinas nos insetos
alvo de algumas ordens, sendo a Volta 2 da proteina CrylAal importante para a mani-
festacao contra Lepidoptera de forma geral e a algumas espécies de Diptera, o Loop 1 da

proteina Cry3Aal importante para a atividade contra Coleoptera e os residuos "R,

169y 171 242y 244 245247 248y250 ¢ 2631265 e Cry4Bal sao importantes para a atividade em
todas as proteinas comparadas, visto a alta conservagao apresentada. Como neste trabalho
foi utilizada uma abordagem in silico para realizar essa verificacdo, faz-se necessario, como
trabalho futuro, a execucao de experimentos in vivo para a confirmacao de tais resultados.
Foram também desenvolvidos dois softwares durante o ciclo de vida desta pesquisa, sendo
eles o “CryGetter”, um aplicativo capaz de consolidar dados das proteinas Cry a partir de
duas fontes de dados e o “3-Domain Cry Protein Models Comparison Lab”, utilizado para

apresentar visualmente os resultados gerados.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Proteinas Cry. Genes Cry. Comparagao Estrutural

de Proteinas. Alinhamento Estrutural de Proteinas.






ABSTRACT

The unconsciously and indiscriminate use of chemicals has contaminated, every day more,
the planet Earth. One alternative to reduce this pollution is the use of biopesticides,
wherein the use of Bacillus thuringiensis, a bacterium found in soil, has been made for at
least fifty years with this goal, because it synthesizes a set of proteins, called Cry proteins,
that are toxic to various orders of insects, some types of mites and nematoides. In this
work, making the use of protein structural alignment/comparison algorithms, the goal is
to identify what are the conformation modifications of these proteins that influence the
specificity for each insect order, contributing to the development and/or discovery of new
biopesticidal proteins that are more effective in different pest control, in addition to the
use of these protein-coding genes in transgenic plants. After processing the data obtained
in the delineated experiment, it was possible to verify that there are conformational
modifications in the structures of the analyzed proteins that probably have impact on
the specificity of these proteins in the insects target of some orders, being the Turn 2 of
the CrylAal protein important for a manifestation against Lepidoptera in general way
and to some species of Diptera, the Loop 1 of the Cry3Aal protein is important for an
activity against Coleoptera and the residues PTR159 169Y171  242\\y244 2451247 248y250 o1y
263265 of Cry4Bal are important for an activity on all compared proteins, due to the
high conservation presented. As in this work an in silico approach was used to carry out
this verification, it is necessary, as future work, to carry out in vivo experiments for the
confirmation of such results. Also, two softwares were developed during the life cycle of
this research, being the “CryGetter” an application capable of consolidating data of the
Cry proteins from two data sources and the “3-Domain Cry Protein Models Comparison

Lab”, used to visual display the generated results.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Cry Proteins. Cry Genes. Protein Structural Compari-

son. Protein Structural Alignment.
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1 INTRODUCAO

A utilizacao recorrente de produtos quimicos nocivos ao meio ambiente, bem como
o descarte indiscriminado de agentes poluidores em rios e no solo, contaminando os lengois
freaticos, vem se tornando a cada dia um problema maior. As autoridades municipais,
estaduais e federais tém se mobilizado para controlar esse tipo de acao, visto que a
poluicao ambiental influencia negativamente toda a sociedade e a biosfera, dificultando a
administracao por parte dos governos, onerando a maquina publica e piorando a qualidade

de vida da populagao, além de degradar os sistemas bioldgicos existentes no planeta.

Dentre os produtos quimicos nocivos que sao descartados inapropriadamente ou que
apresentam efeitos colaterais em decorréncia do seu uso, estao os pesticidas, que embora
sejam usados para resolver o problema das pragas nas lavouras, possibilitando o aumento
da produgao de alimentos, podem acabar contaminando o solo e os lengéis freaticos com
o passar do tempo, trazendo mais problemas para toda a biosfera terrestre, incluindo a

populagdo humana, do que bons resultados a longo prazo.

Uma alternativa a utilizagao de pesticidas quimicos é a utilizacao de biopesticidas,
que utilizam agentes biologicos no controle de pragas da lavoura ou de vetores de doengas
humanas ou de outros animais. Esse tipo de pesticida se mostra viavel, pois é mais facil
de ser produzido e agride pouco ou nada o meio ambiente. Um dos micro-organismos
que sao utilizados na manufatura de biopesticidas é o Bacillus thuringiensis (Bt), uma
bactéria que tem como produto de seu metabolismo, durante o processo de esporulagao, um
conjunto de proteinas toxicas a diversas ordens de insetos. Estas proteinas, em contato com
o intestino dos insetos, tem acao entomopatogénica, criando poros nas paredes intestinais,
degradando assim o intestino, influenciando negativamente no processo digestivo do
organismo, causando inani¢ao e contaminac¢ao por bactérias previamente instaladas no

inseto, consequentemente sendo responsavel por sua morte.

Dentre os diversos tipos de proteinas sintetizadas pelo Bt estao as proteinas cristal
(Crystal Protein), ou proteinas Cry. Como dito, a toxicidade da proteina é expressa apenas
no processo de digestao dos insetos, nao sendo toxicas para a grande maioria dos outros
seres vivos. As proteinas Cry sao divididas em diversas classes, onde cada classe é toxica
para determinadas ordens de insetos, além de também existirem algumas variagoes que

sao toxicas a acaros e a nematoides.

Além da sintetizagdo desses compostos em escala industrial, pode-se também criar
plantas transgénicas que tém o gene cry do bacilo inserido em suas células, permitindo
que as plantas modificadas sintetizem as proteinas Cry, contaminando os insetos que se

alimentarem delas.
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Pelo exposto, pode-se notar que a utilizacao do Bt para a criacao de biopesticidas

e plantas transgénicas ¢ viavel, sendo assim, essa bactéria tem sido alvo de varios estudos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROTEINAS

Segundo Lesk (2016), as proteinas compreendem um conjunto de macromoléculas
bioldgicas que, em seu estado nativo, ou seja, apos serem sintetizadas e estarem imersas,
por exemplo, no citoplasma, adquirem uma estrutura tridimensional exclusiva a qual lhes

confere suas fungoes especificas. Lesk (2016) categoriza as proteinas em sete classes:

e Estruturais: como o préprio nome diz, sdo proteinas que sao usadas pelos organismos
com o objetivo de criar estruturas, por exemplo, a queratina presente na pele, pelos,

unhas, etc. dos mamiferos;

e Enzimas: sao catalizadores do metabolismo e dos processos de replicacao e transcri-
cao do Deozyribonucleic Acid (DNA);

e Anticorpos: atuam como reconhecedores e no mecanismo de expulsao de agentes

patogénicos invasores;

e Reguladoras: atuam como agentes reguladores dos processos celulares, por exemplo,

a regulacao de quais genes devem ser transcritos em um determinado momento;

e Sensores: tém papel de agirem como transmissores de sinais, por exemplo, sinais
internos de um organismo, como uma dor em algum 6rgao, ou entao de sinais

percebidos no ambiente, como a variagao de temperatura;

e Transportadoras e Bombas: controlam o trafego de entrada e saida de solutos

em uma célula;

e Transdutoras: sao as proteinas capazes de converter energia quimica em mecanica,
por exemplo, na contragdo dos musculos e também as Adenosina Trifosfato (ATP)
sintases, que convertem energia quimiosmética obtida na respiracao em energia

quimica que é armazenada nas ligacoes fosfato dos ATP;

As proteinas sdo compostas, de acordo com Nelson e Cox (2014), por subunidades
monoméricas simples, denominadas aminoacidos, sendo que todas as proteinas sao construi-
das utilizando um mesmo conjunto de vinte aminoacidos. As proteinas sao definidas entao,

como polimeros de aminoécidos, sendo que cada residuo' de aminoécido que as compde

1 Residuo, ou residuo de aminodcido, no contexto das proteinas, indica que houve uma perda de uma

molécula de dgua para cada ligagdo feita entre dois aminodcidos (NELSON; COX, 2014).
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estd ligado ao(s) seu(s) vizinho(s) por meio de uma ligacao covalente denominada ligagao
peptidica. Ainda, segundo Nelson e Cox (2014), os vinte aminoécidos sao classificados
como a-aminoacidos, pois possuem um grupo carboxil e um grupo amino ligados ao um
mesmo atomo de carbono, denominado C* (carbono «), diferindo um do outro por causa
de suas respectivas cadeias laterais, chamadas de grupos R, também ligadas ao C*. A
estrutura geral de um a-aminoacido, com excecao da Prolina, pode ser vista na Formula
Estrutural 2.1, estando o C* colorido em azul e a posi¢ao do grupo R colorida em vermelho.
Na Férmula Estrutural 2.2 pode ser visto o aminoacido Alanina, que possui o grupo R
CH3. O aminoacido Prolina, apresentado na Féormula Estrutural 2.3, é uma excecao, pois

possui uma cadeia alifatica com uma estrutura ciclica.

COO~

+
HsN—C=

R

a-aminoacido

H (2.1)

COO~

+
H;N— o

CH;s

Alanina

H (2.2)

o (2.3)

Prolina

Existem ainda varios outros aminoacidos menos comuns além desses vinte, sendo
que alguns sao modificagoes pos-translacionais dos mesmos, além de aminoacidos que estao
presentes nos organismos, mas que nao sao usados na sintese das proteinas (NELSON;
COX, 2014). Na Tabela 1 sao apresentados os vinte aminoacidos em conjunto com suas

respectivas abreviagoes e simbolos.
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Tabela 1 — Os vinte aminodcidos constituintes das proteinas

Aminoacido Abreviacao Simbolo
Grupos R alifaticos, apolares

Glicina Gly G
Alanina Ala A
Prolina Pro P
Valina Val \%
Leucina Leu L
[soleucina Ile I
Metionina Met M
Grupos R aromaticos
Fenilalanina Phe F
Tirosina Tyr Y
Triptofano Trp W
Grupos R polares, nao carregados
Serina Ser S
Treonina Thr T
(Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina Gln Q
Grupos R carregados positivamente
Lisina Lys K
Histidina His H
Arginina Arg R
Grupos R carregados negativamente
Aspartato Asp D
Glutamato Glu E

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Durante o processo de sintese de uma proteina, como ja dito, os aminoacidos sao
ligados uns aos outros por meio de ligagoes peptidicas, sendo que na Formula Estrutural 2.4
pode-se ver um esquema geral dessa reagao, que ao acontecer, gera como resultado um
dipeptideo e uma molécula de agua. Na Formula Estrutural 2.4, na primeira linha, que
contém os dois aminoacidos envolvidos na reacao, o grupo carboxil do primeiro aminoacido
esta colorido em vermelho e o grupo amino do segundo esta colorido em roxo. A molécula
de agua obtida ao se condensar os dois aminoacidos originais para criar o dipeptideo,

ou a molécula de dgua usada na hidrolisacao do dipeptideo em dois aminoacidos, estao
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destacadas em azul e, no dipeptideo, a ligacao peptidica esta destacada em verde.

R! H R?
. o
H3N—C—C—O0H + H N C COO~
H O H
(2.4)

H,O H>,O

Rl H R2
COO~

_l’_
HsN—C C N

|

H O H
Vale ainda ressaltar que, segundo Lesk (2016), as proteinas sao sintetizadas sempre
ligando-se a extremidade c-terminal, ou seja, a extremidade que possui o grupo carboxil, com
a extremidade n-terminal, do grupo amina, do préoximo aminoacido que seré condensado
na cadeia de aminoacidos da proteina. Na Férmula Estrutural 2.5 pode-se ver o esquema
geral dessa reagao, utilizando as cores roxo, vermelho, verde e azul para representar,
respetivamente, a extremidade n-terminal, a extremidade c-terminal, a ligagdo peptidica e

a molécula de agua.

R! H R?2 R
. | .
H;N—C C N C—CO0O0 + H;N—C—CO0O =
H 0 H H
(2.5)
R! H R2 H R™

C N C—COO~ + H20
H

O processo de sintese das proteinas, segundo Lesk (2016), obedece ao dogma central
da biologia molecular, proposto por Francis Crick em 1958 (CRICK, 1958; CRICK, 1970).

Um diagrama representativo do dogma central expandido, aceito atualmente, ¢ apresentado
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na Figura 1, visto que na época da proposta do modelo original de Crick, ainda nao se

conhecia o mecanismo de transcrigao reversa (LESK, 2016).

Figura 1 — Dogma Central da Biologia Molecular

repllcagao

transcrlgao
reversa

&a&a&%&*ﬂm

transcrlgao

tradugao

Proteina

Fonte: Adaptada de Lesk (2016) pelo autor

Pode-se verificar que, a partir do diagrama apresentado na Figura 1, uma fita da
molécula de DNA é usada no processo de transcricdo como molde para se obter uma
molécula de Ribonucleic Acid (RNA) mensageiro (mRNA), que por sua vez, através do
processo de tradugao, é usada para sintetizar uma proteina, que adota sua forma nativa
no fim desse processo, acarretando, consequentemente, na defini¢do de sua funcao (LESK,
2016). Além disso, nota-se que o DNA pode ser replicado, ou seja, podem ser sintetizadas
copias da molécula de DNA, além de o RNA poder ser transcrito de forma reversa em

uma molécula de DNA.

De forma mais detalhada, a sintese das proteinas, de acordo com Lesk (2016),
inicia-se a partir da transcricdo de um gene, definido como um segmento de DNA, em
uma molécula de RNA. Ao passo que em procariontes os genes sao sequéncias contiguas

do DNA e sao transcritos em RNA mensageiros diretamente, em eucariontes os genes
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sao divididos em subsequéncias denominadas éxons? e introns® que sio transcritos em
moléculas de RNA, as quais ainda precisam ser processadas para a remocao dos introns,
insercao do capacete Cap’b na extremidade 5’ e da cauda Poli-A na extremidade 3’ da
molécula modificada, gerando assim, as moléculas finais de RNA mensageiro, as quais

contém apenas os éxons e os componentes das extremidades (LESK, 2016).

O RNA mensageiro, por sua vez, é processado pelo ribossomo, uma organela celular
composta de duas subunidades, denominadas subunidade maior e subunidade menor. O
ribossomo é capaz de ler a fita de RNA mensageiro, que passa entre as subunidades, um
cébdon? por vez, e, a partir da interpretacao de cada cédon, baseado no cédigo genético do
organismo em questao (Tabela 2), polimerizar/condensar um novo aminoacido na molécula
de proteina que esta sendo sintetizada, onde cada novo aminoacido é transportado ao
ribossomo por uma molécula de RNA transportador (tRNA) especifica, visto que é na
estrutura do tRNA que existe o anticbdon que pareia exatamente com o coédon que esta

sendo traduzido (LESK, 2016). Na Figura 2 é apresentado graficamente esse processo.

Tabela 2 — O c6digo genético padrao em codons de RNA
Cédon Aa** Cédon Aa Cédon Aa Cédon Aa

UuuU F UCuU S UAU Y UGU C
uucC F UCC S UAC Y UGC C
UUA L UCA S UAA * UGA *
UuG L UCG S UAG * UGG W
CUU L CCU p CAU H CGU R
CuC L CcCC p CAC H CGC R
CUA L CCA p CAA Q CGA R
CUG L CCG p CAG Q CGG R
AUU I ACU T AAU N AGU S
AUC I ACC T AAC N AGC S
AUA I ACA T AAA K AGA R
AUG M ACG T AAG K AGG R
GUU \% GCU A GAU D GGU G
GUC \Y GCC A GAC D GGC G
GUA \Y% GCA A GAA E GGA G
GUG \Y GCG A GAG E GGG G

*cddon de parada; **aminodcido.

Fonte: Adaptado de Lesk (2016) pelo autor

Tradugdo de exon (expressed region)

Tradugao de intron (intervening region)

Tradugao de codon (coding unit), unidade de codificagdo, formada por um conjunto de trés ribonucleo-
tideos.
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Figura 2 — Do gene a proteina

DNA
Gene
intron transcrigdo
v
RNA A s (4]
[y}
1
processamento
(remogéo dos introns, insergdo do Cap's e da cauda Poli-A)
2 sHooe
000
traducao
rib —_—

Proteina

Fonte: Elaborada pelo autor
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Apods o processo de tradugdo, a proteina se enovela, ou se conforma, a partir da
interacdo com o meio e com toda a sua cadeia, tomando assim, sua forma tridimensional
padrao, ou seja, adotando seu estado nativo. No que diz respeito ao relacionamento
entre proteinas diferentes, no que toca suas sequéncias de residuos, estruturas nativas
manifestadas e fungoes, Lesk (2016) traga um panorama importante, apresentado no

diagrama de Veen da Figura 3 e explicado na sequéncia.

Figura 3 — Relagoes entre sequéncia, estrutura e funcao em diferentes proteinas

funcoes
similares

-
-~

, 7 estruturas

’ 4 similares

funcoes
similares

Fonte: Adaptada de Lesk (2016) pelo autor

A partir do diagrama da Figura 3, segundo Lesk (2016), pode-se afirmar que:

e Sequéncias similares normalmente produzem estruturas tridimensionais similares,
sendo que esta similaridade diminui progressivamente ao passo que a similaridade

das sequéncias diminui;

e De forma inversa, encontra-se também estruturas similares entre duas ou mais
proteinas que possuem sequéncias de residuos pouco similares, fazendo com que em

varias situacoes, a classificagdo das proteinas de acordo com uma familia de proteinas
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comum, sé seja possivel a partir da verificagdo da similaridade estrutural ao invés da

similaridade de sequéncia;
e Sequéncias e estruturas similares implicam, normalmente, em fung¢oes anédlogas;

e Novamente, de forma inversa, existem também casos de proteinas com fungoes
similares, mas que nao apresentam homologia, ou seja, que nao tém relagao evolutiva

entre suas sequéncias de aminoacidos, nem similaridade estrutural.

Pelo exposto, pode-se afirmar que uma proteina tem funcao similar ou igual a
outra, na maioria das vezes, a partir da verificacdo da similaridade de suas estruturas.
Visto a importancia da estrutura tridimensional das proteinas, a seguir sera formalizada a
organizacao estrutural das proteinas, proposta por K. U. Linderstrgm-Lang e expandida
por J. D. Bernal, segundo Lesk (2016).

2.1.1 Organizacdo Estrutural

A estrutura das proteinas pode ser organizada de forma hierdrquica, sendo que
para cada nivel da hierarquia, hda um aumento da complexidade estrutural. Ainda, na
Formula Estrutural 2.6, é apresentado novamente um esquema geral da estrutura molecular
de uma proteina, com os atomos de carbono « destacados em azul. A cadeia linear dos
componentes Ny -Cf -C; -Ny-C§-Cy-N3-C5-Cs-N,, -Cs - C,, forma o chamado esqueleto,
cadeia principal, ou backbone da proteina e seus outros atomos formam a cadeia secundéria
ou cadeia lateral da proteina (LESK, 2016). Nota-se também que as ligagoes peptidicas
estao desenhadas de forma pontilhada e em verde, representando, nesse caso, que essas
ligagoes tem carater de ligacao dupla, implicando em nao poder haver rotagdo entre os
atomos envolvidos nesse eixo (NELSON; COX, 2014).

H R! H R? H R3 H R
L ] ] 0
H—lec?fcl---szcgfcg---Ngfcgfcg---anCgfcn\ (2.6)

Além disso, a conformacao da cadeia principal pode ser descrita inteiramente
por angulos de rotacao entre as ligacoes N; — Cf*, C¥ — C; e C;—Niy (ligagao peptidica)
de um residuo ¢ qualquer, sendo que esses angulos diédricos de rotagao sao nomeados,
respectivamente, de angulos ¢, ¢ e w. Na Figura 4 sao apresentados quatro diagramas que

representam tais angulos.
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Figura 4 — Angulos ¢, ¥ e w da cadeia principal de uma proteina: (a) Estrutura geral; (b)
Grupo peptidico planar; (¢) Angulo diédrico v entre planos; e, (d) Limites de
rotacao do angulo

® —>
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H')  carboxitermial
Ciz 37 f) i- ‘) b: Q : C.‘Il)j’”' S 0
Ni-1 i- ) Y ks - f) :
: : ) ity ()
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L o J 1 W | 1l ]
extremidade N_CT C°-C) CiNa
aminoterminal i i—Li GimINi
+180°

(b)

Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Na Figura 4a ¢é representado um recorte da estrutura de uma proteina hipotética.
As ligacbes entre os atomos da cadeia principal estdao coloridas em verde, enquanto as
outras ligacoes, por exemplo, C{ —R;, estao coloridas em azul. Os angulos de rotacao ¢,
1) e w estao representados como setas circulares envolvendo suas respectivas ligacoes e os
planos formados pelas ligacoes entre os a&tomos C; e N; 1, chamados de grupos peptidicos
planares, estao representados em laranja. O detalhe de um destes planos é apresentado na
Figura 4b, sendo que é importante frisar que a ligacao do angulo w é sempre fixa em 180°
ou 0°, ndo havendo rotacao nesse eixo devido ao carater de ligagao dupla que existe na
ligacao peptidica. O detalhe do dngulo 1) entre os planos formados pelas ligagoes N; — C{*
e C;—Niy1 é mostrado na Figura 4c e, por fim, na Figura 4d, é mostrado como os angulos

1 ou ¢ podem rotar, desde que nao haja sobreposicao espacial dos atomos.

Existem valores que sao estericamente permitidos para os angulos ¢ e ¢ dos residuos
de uma proteina, sendo que as possibilidades de angulos validos para cada residuo podem
ser representadas pelo grafico de Sasisekharan-Ramakrishnan-Ramachandran, normalmente
denominado “Gréafico de Ramachandran” (LESK, 2016). Na Figura 5 é apresentado o

esquema geral de um grafico de Ramachandran.
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Figura 5 — Gréafico de Ramachandran
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Fonte: Adaptada de Lesk (2016), Mathews et al. (2012) e Nelson e Cox (2014) pelo autor

No grafico de Ramachandran apresentado na Figura 5, as regides coloridas em
laranja escuro representam conformacoes totalmente permitidas, pois nao ha sobreposi¢ao
estérica entre atomos. As regides coloridas em laranja médio indicam conformacoes que
sao permitidas, mas que sao menos favoraveis que as conformacoes representadas pelas
regides laranja escuro. Ainda, a regiao colorida em laranja claro representa regides ainda
mais restritas. As regioes em azul e lilas representam regides nao permitidas, mas que se o
fossem, abrigariam, respectivamente, estruturas helicoidais com torcao a esquerda e com
torcao a direita. Como pode ser verificado no grafico, os tipos de estruturas secundérias®
que formam as proteinas aparecem em determinadas regices, sendo que conformagoes
do tipo S e da hélice tripla do colageno estao situadas na regiao laranja escuro acima a
esquerda (segundo quadrante), enquanto conformagoes do tipo a estdo concentradas na

regiao laranja escura inferior a esquerda (terceiro quadrante). Na Figura 6 pode ser visto

5 Os tipos das estruturas secundérias que podem ocorrer nas proteinas serdo apresentados no item

“Estrutura Secundaria” da lista de itens da pagina 45.
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um exemplo de um grafico de Ramachandran para a proteina CrylAal (PDBS: 1CTY).

Figura 6 — Exemplo de um grafico de Ramachandran para o residuo 214 (Gly) da proteina
CrylAal (PDB: 1CLY)

Molecule i]

Selection

o far
Segid |
5 Resname |GLY
wm " Resid 214

=t Phi |-68.3545600
o Psi -47.4310084

Create 3-d Histogram

Delste 3-d Histogram

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

A esquerda da Figura 6 encontra-se a representacio grafica da proteina, toda em
amarelo, enquanto a direita, é apresentado o grafico de Ramachandran correspondente a essa
proteina. Pode-se perceber que o residuo selecionado, representando por um quadrado em
vermelho no grafico, é uma glicina que esta na posicao 214 e tém angulos ¢ = —68, 3545600
e 1 = —47,4310084. Uma seta indica, na estrutura da proteina, a localizacao deste residuo,
também destacado em vermelho. Todos os outros residuos da proteina estao representados
em amarelo, tanto na estrutura, quanto no grafico. Em comparacao ao modelo da Figura 5,
é possivel verificar que o residuo selecionado esta na regiao das conformacoes «, o que é
confirmado no desenho da estrutura, mostrando o destaque em vermelho como componente

de uma hélice «.

A seguir sao apresentados os detalhes da hierarquia estrutural das proteinas, com
base no que é apresentado nos trabalhos de Branden e Tooze (1999), Kessel e Ben-Tal
(2011), Nelson e Cox (2014) e Lesk (2016):

e Estrutura Primaria: A estrutura primaria compreende a sequéncia de residuos

de aminoacidos, interligados por ligagoes peptidicas, que compoe a proteina, além

6 Neste trabalho, serdo apresentadas diversas representactes graficas de modelos tridimensionais de

proteinas. Para cada uma dessas representacoes, serd sempre citado o identificador Protein Data Bank
(PDB) que é um codigo que identifica, de forma tnica, cada modelo proteico depositado no banco de
dados de modelos de proteinas PDB, desenvolvido por Berman et al. (2000), e que estd disponivel no
endereco <http://www.resb.org/> da Web.


http://www.rcsb.org/
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de possiveis ligagoes dissulfeto que interligam aminoacidos de regioes diferentes da

mesma sequeéncia;

e Estrutura Secundaria: A estrutura secundaria de uma proteina é dada por quais-
quer conjuntos de residuos que compoe um segmento da estrutura primaria. Esses
segmentos apresentam uma organizacao espacial da cadeia principal da proteina, sem
que se leve em consideracao a interacao de um segmento com qualquer outro, bem
como em relacao a localizacao das cadeias laterais dos residuos. Os segmentos que
constituem as estruturas secundarias assumem conformagdes comuns, o que implica
em sequéncias de angulos ¢ e 1 parecidos em cada tipo de organizacao, podendo ser

classificados em varios tipos de subestruturas, sendo que as mais comuns sao:

— Hélice a: As hélices « sao estruturas onde os residuos estao organizados de
forma helicoidal, circundando um eixo imaginario, tendo, para cada volta, cerca
de 5,4A de altura em relacdo a esse eixo e 3,6 residuos. Para que isso aconteca
a organizacao dos residuos apresenta os valores aproximados de ¢ = —57° e
1 = —47°. Na Figura 7 pode ser vista uma representagao grafica de um modelo

de uma hélice «.

Figura 7 — Modelo de uma hélice o
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Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

A torcao das hélices a;, que sempre ocorre no sentido horario, é mantida por

pontes de hidrogénio que sao formadas entre o &tomo de hidrogénio ligado ao
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atomo de nitrogénio de um residuo da cadeia principal (i), com o dtomo de
oxigénio do grupo carbonil do quarto aminodacido, a contar a partir do residuo que
contém o dtomo de hidrogénio (i+4)", em diregio a extremidade aminoterminal.
Na Figura 8 podem ser vistas quatro representacoes diferentes, dividias em duas
visdes, de uma hélice a: na secao Figura 8a ¢ utilizada a representacao padrao,
em forma de fita torcida, de uma hélice a. Essa representacao ¢ denominada
do tipo “cartoon” nos diversos programas de visualizacao de estruturas de
proteinas que existem. Na Figura 8b é utilizada a representacao de tracagem
ou de “ribbon” em que é possivel verificar os eixos de curvatura da estrutura.
Por fim, na Figura 8c e na Figura 8d, sdo feitas duas representagoes utilizando
raios de van der Walls, sendo que na primeira, estao representados apenas os
atomos da cadeia principal, enquanto na segunda, os atomos das cadeias laterais
estao coloridos de roxo, além da superficie aproximada do segmento estar sendo

apresentada;

7

Deve-se considerar o residuo ¢ como o primeiro residuo de uma volta.
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Figura 8 — Representagoes de uma hélice @ compreendida entre os residuos 90 e 108 da
proteina CrylAal (PDB: 1CIY): (a) Visao em fitas; (b) Visao de tragagem; (c)
Visao em raios de van der Walls da cadeia principal; e, (d) Visao completa em
raios de van der Walls
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

— Qutros tipos de hélices: Além das hélices a, existem também outras confor-
magcoes helicoidais, sendo que as hélices 319 e 7 sao dois exemplos relativamente
comuns. Enquanto nas hélices a as pontes de hidrogénio distam em 4 residuos
(i +4) e cada volta tem aproximadamente 4 residuos, nas hélices 319 e 7 as
pontes distam, respectivamente, em trés (i + 3) e cinco residuos (i + 5) e tem
aproximadamente 3 e 5 residuos por volta. Além disso, essas hélices sao menos
estaveis que as hélices a, visto que na hélice 3y cada volta é mais “apertada”,
ou seja, a hélice é mais torcida, enquanto que, na hélice 7 as voltas sao mais
soltas, tornando a hélice mais frouxa. Essas caracteristicas tornam as hélices
319 e ™ menos estaveis, fazendo com que as mesmas sejam menos comuns que as
hélices a, que no caso, possuem a configuracdo 6tima em relacao a estabilidade
estrutural. Nas Figuras 9 e 10 esses dois tipos de hélices podem ser verificados,
sendo que estao representados da mesma forma que a hélice « foi apresentada

na Figura §;



48 Capitulo 2. Revisdo da Literatura

Figura 9 — Representagdes de uma hélice 315 compreendida entre os residuos 517 e 525 da
proteina fosforilase b (PDB: 1ABB): (a) Visao em fitas; (b) Visao de tragagem;

(c) Visao em raios de van der Walls da cadeia principal; e, (d) Visao completa
em raios de van der Walls
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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Figura 10 — Representacoes de uma hélice m compreendida entre os residuos 489 e 495 da
proteina fosforilase b (PDB: 1ABB): (a) Visdo em fitas; (b) Visao de tragagem;
(¢) Visao em raios de van der Walls da cadeia principal; e, (d) Visdo completa
em raios de van der Walls
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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— Conformacgao B: Nas conformagoes [ os residuos de aminoacidos estao orga-

nizados em forma de zigue-zague, podendo se organizar lado a lado, formando
assim as folhas . Na Figura 11 pode ser visto um modelo de uma conformagao
[ isolada, sendo que a ponta da seta do conjunto de planos imaginarios da
estrutura indica a direcao para a extremidade carboxiterminal da cadeia da

proteina;

Figura 11 — Modelo de uma conformacao
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Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Folha B: As folhas 8 sdo conjuntos de duas ou mais conformagoes [ que
estao ligadas lado a lado por pontes de hidrogénio. Normalmente, as folhas
[ sdo compostas por segmentos adjacentes da cadeia principal da proteina,
entretanto, pode haver folhas [ formadas por conformacoes 3 que, linearmente,
estao distantes em relacao a cadeia principal. A organizacao das conformacgoes
£ na composicao das folhas g pode se dar de duas formas: criando folhas
antiparalelas, quando, de forma intercalada, cada conformagao 3 aponta para
a direcao contraria da anterior; e, quando a organizacao das conformagoes
se da de forma paralela, ou seja, todas as conformagoes [ constituintes da
folha § apontam para a mesma dire¢do, nesse caso, formando uma folha S
paralela. Na Figura 12 pode-se verificar um modelo da constituicdo de uma
folha [ antiparalela, com visdes a partir do topo e da perspectiva lateral, com
destaque & distancia de 7A entre os grupos R dos residuos espacados dois a
dois, e na Figura 13 pode-se ver uma folha ( antiparalela representada em um
software de visualizagao de estruturas de proteinas. Nessa figura, ha quatro
secoes, apresentando uma visao a partir do topo desse tipo de folha [, sendo
que na Figura 13a é apresentada a estrutura usando o desenho de fitas, na
Figura 13b é apresentada a representacao da tracagem dos trechos da cadeia
principal, na Figura 13c e na Figura 13d é usada representacao de raios de van
der Walls, sendo que na primeira apenas as ligagoes da cadeia principal sao
mostradas e na segunda, além da superficie tridimensional da folha [, foram
também inseridos os atomos das cadeias laterais, representados em roxo. Nas
Figuras 14 e 15, de forma andloga, sao apresentadas as mesmas representacoes

para a folha [ paralela;
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Figura 12 — Modelo de uma folha 5 antiparalela
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Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Figura 13 — Representacoes de uma folha 3 antiparalela com trés conformacoes 3 com-
preendidas entre os residuos 167 e 174, 216 e 221 e 286 e 300 da proteina
histamina-metiltransferase humana (PDB: 1JQD): (a) Visao em fitas; (b)
Visao de tragagem; (c) Visao em raios de van der Walls da cadeia principal; e,
(d) Visdo completa em raios de van der Walls
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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Figura 14 — Modelo de uma folha (3 paralela
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Figura 15 — Representacoes de uma folha [ paralela com trés conformagdes 5 compreen-

aminoterminal

didas entre os residuos 54 e 60, 83 e 90 e 111 e 118 da proteina histamina-
metiltransferase humana (PDB: 1JQD): (a) Visdo em fitas; (b) Visdo de
tracagem; (c) Visao em raios de van der Walls da cadeia principal; e, (d) Visao
completa em raios de van der Walls
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

— Volta B: Por fim, outra estrutura secundéria recorrente que esté presente na

estrutura das proteinas é a volta 3, composta por quatro residuos, e que é
responsavel pelas ligacoes entre as outras subestruturas constituintes da proteina.
Na Figura 16 pode ser visto um modelo dessa volta, sendo que, normalmente, o
segundo residuo (i 4+ 1) é uma prolina e o terceiro (i + 2) é uma glicina além de
a ponte de hidrogénio ser formada entre os residuos 1 (i) e 4 (i + 3). Existem
ainda as voltas «, «, 6 e m, menos comuns que as voltas (3, e que tem como
caracteristicas: volta «, cinco residuos com ponte de hidrogénio entre os residuos
1 (i) e 5 (i+4); volta -, trés residuos com ponte de hidrogénio entre os residuos
1 (i) e 3 (i4+2); volta 6%, dois residuos com ponte de hidrogénio entre os residuos
1 (i) e 2 (i + 1); e, volta m, seis residuos com ponte de hidrogénio entre os
residuos 1 (i) e 6 (i + 5). Na Figura 17a é apresentada uma volta 3, em azul
claro, ligando uma extremidade de uma hélice o, em roxo, a uma extremidade
de uma conformacao 3, em amarelo. Na Figura 17b sdo apresentadas os residuos
dessa volta (3, com destaque a prolina, em verde, e a glicina, em azul. Por fim,
na Figura 17c¢ é mostrada novamente a volta [, agora com toda a sua estrutura

e superficie;

8

E uma estrutura teorica, visto que nao é estericamente permitida.
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Figura 16 — Modelo de uma volta (3
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Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Figura 17 — Representacoes de uma volta S compreendida entre os residuos 78 e 81 da
proteina histamina-metiltransferase humana (PDB: 1JQD): (a) Visao em fitas;
(b) Visao estrutural com residuos destacados; e, (c¢) Visao estrutural completa

(a) b

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

— Estruturas Supersecundarias: As estruturas supersecundarias, ou também

Y sao agrupamentos de conjuntos de estruturas secun-

denominadas de motivos
darias que fazem parte da estrutura completa de uma proteina e que aparecem
de forma recorrente em diversas proteinas. Eles sao classificados de acordo com
os tipos de estruturas secundarias que os compoe, podendo ser: todo «, quando
a maior parte do motivo é composto apenas por conformagoes « (hélices);
todo f, quando a maior parte do motivo é composto por conformacoes f; a/f,

composto de conformagoes o e 3, organizadas de forma intercalada, além de que

9 Traducdo do termo motif da lingua inglesa.
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as conformagoes 3 estdo organizadas, na maioria das vezes, na forma de folhas
[ paralelas; e, a + 3, em que conjuntos de conformacoes « e § se intercalam,
sendo que nessa classificagdo as conformagoes § estao organizadas na forma
de folhas ( antiparalelas. Além disso, os motivos sao utilizados para classificar
as estruturas das proteinas de acordo com o banco de dados de classificacao
estrutural Structural Classification of Proteins (SCOP)!. Essas classes de mo-
tivos podem ser verificadas de forma grafica, respectivamente, na Figura 18a,

na Figura 18b, na Figura 18c e na Figura 18d;

Figura 18 — Representagoes das quatro classes de motivos: (a) Todo «, cadeia A da proteina
Bacterioferritina (PDB: 1BCF); (b) Todo 3, residuos 1 a 198 da proteina
UDP N-acetilglucosamina-aciltransferase (PDB: 1LXA); (¢) o/, cadeia A
da proteina Alcool-desidrogenase (PDB: 1DEH); e, (d) a 4 3, proteina verde
fluorescente de dgua-viva (Aequorea victoria) (PDB: 1IEMA)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

e Estrutura Terciaria: A estrutura terciaria de uma proteina é a organizagao com-
pleta da estrutura tridimensional da mesma em seu estado nativo, indo na ex-
tremidade n-terminal a extremidade c-terminal. Na Figura 19 pode ser vista a
representacao grafica da estrutura completa da proteina CrylAal, colorida de forma
a mostrar as regioes da estrutura de acordo com o acompanhamento da cadeia
principal, visto que a extremidade n-terminal esté colorida em azul, dirigindo-se ao

meio da proteina em verde até chegar na extremidade c-terminal, em vermelho;

10O banco de dados SCOP foi desenvolvido por Murzin et al. (1995) e pode ser acessado no endereco
<http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/> da Web. Outro banco de dados de classificagdo estrutural
importante é o Class Architecture Topology Homologous superfamily (CATH) desenvolvido por Sillitoe
et al. (2015) e que é acessado a partir do endere¢o <http://www.cathdb.info/>.


http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://www.cathdb.info/
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Figura 19 — Estrutura completa da proteina CrylAal com extremidade n-terminal em
azul e extremidade c-terminal em vermelho (PDB: 1CIY)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

e Estrutura Quaternaria: Algumas proteinas possuem diversas subunidades tercia-
rias, chamadas de cadeias, e por isso estao organizadas em uma estrutura quaternaria,
a qual engloba todas as estruturas terciarias que as compde. Quando uma proteina
possui mais de uma unidade terciaria, ela recebe o nome de multimero. Em relagao
as cadeias formadoras da estrutura quaternéria, elas sao nomeadas utilizando letras
maitsculas do alfabeto latino. Por exemplo, na Figura 20, é apresentada a proteina
Bacterioferritina de Fscherichia coli que possui doze cadeias, cada uma colorida de

uma cor distinta, sendo nomeadas de cadeia A até cadeia L.
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Figura 20 — Estrutura quaternaria da proteina Bacterioferritina com cada uma das doze
cadeias coloridas com uma cor distinta (PDB: 1BCF)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

Além dessa classifica¢ao, ainda existe o conceito de dominio que, segundo (NELSON;
COX, 2014), foi cunhado por Jane Richardson no ano de 1981, sendo definido como uma
parte de um polipeptideo que ¢ estavel de forma independente, além de poder ter certo grau
de liberdade de movimento em relacao as outras partes da estrutura proteica. Normalmente
as proteinas possuem dois ou mais dominios em suas estruturas, sendo que cada dominio
apresenta, na maioria das vezes, fungoes distintas e, caso a estrutura da proteina seja
clivada de modo a separar a regiao de um dominio, eles tém a caracteristica de manter
suas conformagoes independentemente do restante da cadeia polipeptidica. H4 também
proteinas com apenas um dominio por causa do tamanho de suas cadeias, sendo que o
dominio, nesses casos, é a propria proteina. Além disso, do ponto de vista conformacional,
os dominios podem aparecer como aglomerados distintos na proteina, mas também ha a
possibilidade de haver uma grande area de contato entre dois ou mais dominios, sendo dificil
de, a partir somente da visualizagao da estrutura tridimensional da proteina, distinguir
os dominios que a compoe. Por fim, ainda é possivel verificar na literatura os termos

cotl e loop. Esses termos sao usados para indicar regioes degeneradas que nao tem uma
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estrutura secundaria bem definida, podendo ser composto por um conjunto de voltas, e
que aparecem como regides de ligacao entre componentes da estrutura secundéria que sao

bem definidos (hélices v e conformagoes [3).

Vale também destacar que a determinacao das estruturas das proteinas pode ser
feita utilizando métodos experimentais como a Difracdo em Raios X ou a Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) (NELSON; COX, 2014; LESK, 2016), gerando modelos préximos
ou totalmente iguais as estruturas nativas das proteinas, obtendo assim resultados mais
acurados do que métodos in silico para predicao estrutural de proteinas, a partir da
estrutura primarias das mesmas, que, apesar de uteis para se ter uma ideia de como € a
conformacao de uma proteina, acabam nao sendo precisos o bastante para representar
de forma fidedigna a estrutura de uma proteina que precisa ser estudada de forma mais
detalhada.

Pelo exposto, pode-se verificar que a organizagao estrutural das proteinas confere as
caracteristicas conformacionais das mesmas, influenciando assim, diretamente, na funcao
de cada uma. Nota-se entdo que a possibilidade de se comparar as estruturas de diferentes
proteinas deve ser algo importante, para, por exemplo, explicar o motivo de duas proteinas,
que tém estruturas primarias diferentes, terem fungoes iguais ou parecidas, ou quais as
diferencas estruturais fazem com que duas proteinas homélogas atuem com a mesma funcao,
mas de forma especifica, em diferentes organismos. Antes de se explorar a importancia
da comparacao estrutural de proteinas e como essas comparagoes podem ser feitas, faz-
se necessario apresentar a ideia de comparagao/alinhamento de sequéncias (estruturas

primarias) de diferentes proteinas.

2.1.2 Comparacao ou Alinhamento de Sequéncias

O alinhamento de sequéncias tem o objetivo de identificar regices similares de
DNAs, RNAs ou proteinas, permitindo assim identificar relagdes funcionais, estruturais e
evolucionarias entre elas. Para realizar o alinhamento, ou a comparacgao, das estruturas
primdrias das proteinas, sdo usados os algoritmos'! de alinhamento de sequéncias, que per-
mitem que duas sequéncias distintas, uma de cada proteina, sejam comparadas, alinhando
secoes comuns entre as duas, criando assim um padrao que pode ser analisado, permi-
tindo verificar algum relacionamento entre as proteinas comparadas (LESK, 2016). Esses
algoritmos conseguem alcangar esse objetivo ao inserir espacos (gaps'?) nas sequéncias de
forma a permitir um alinhamento de mesmo comprimento, o que facilita a comparacao
das sequéncias (LESK, 2016).

11 Sequéncia de passos ou instrucdes, organizados de forma légica, que ao serem executados conseguem
resolver um problema.

12 Os gaps (lacunas) sdo espacos inseridos nos processos de alinhamento de proteinas, tanto sequenciais
quanto estruturais, para que se consiga alinhar regides similares nas duas proteinas que nao estao
localizadas nas mesmas posigoes relativas das sequéncias/estruturas.
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Para que a implementacao computacional desses algoritmos seja viabilizada, existe
a necessidade de se utilizar uma técnica de programacao chamada Programacgao Dinamica
(PD), que consiste na reutilizacdo de dados preprocessados para o obtencao de novos
dados. Por exemplo, para uma proteina A com sequéncia A; ... A, e uma proteina B com
sequéncia B ... By, define-se uma matriz M,,,, onde cada valor M;; contém o escore da

comparacao entre A; e B; (RUSSELL; BARTON, 1992).

Existem duas abordagens bésicas para o alinhamento/comparacao de sequéncias

de proteinas, sendo que as mesmas serao apresentadas a seguir.

2.1.2.1 Alinhamento Global

O alinhamento global tem o objetivo de verificar toda a extensdao das sequéncias a
serem comparadas, alinhando-as por completo (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970). Nesta
abordagem, o objetivo é alinhar toda a sequéncia s! sobre a sequéncia s2, de tal forma que
seja possivel aplicar uma avaliacdo do grau de similaridade entre elas. Em 1970, Needleman
e Wunsch propuseram um algoritmo baseado em PD que busca encontrar uma solucao
6tima para o problema. A técnica é apresentada em Needleman e Wunsch (1970) e o texto
a seguir é baseado no mesmo trabalho, sendo que as equacoes apresentadas foram usadas
como exemplo para que o algoritmo seja exemplificado. Na Equacao 2.1 é apresentada

uma funcgao recursiva que é utilizada para esse calculo.

F(0,0) = 0
F(i—1,7 = 1) 4 s(sj, s7)
F(i,j) = mazrq F(i—1,7)+d
Fi,j—1)+d

(2.1)

Onde:

2

o F(i—1,j—1)+s(s},s?): quando s} alinha com s3, somando o escore obtido entre

1 2.

e F(i—1,j) +d: quando s} alinha com um gap;

e F(i,j — 1) +d: quando s7 alinha com um gap.

A seguir é apresentada uma simulacao da aplicagao dessa fungao recursiva utilizando

a PD. Deve-se considerar as seguintes sequéncias e parametros para realizar a simulacgao:

o s = AGCH,

13 Os algoritmos de alinhamento serdo exemplificados utilizando sequéncias de nucleotideos ao invés
residuos de aminodcidos, permitindo que a matriz de substituicido seja apresentada de forma mais
sucinta, pois tem dimensoes 4 X 4, ao invés de dimensdes 20 x 20 caso fosse utilizada uma matriz de
substituicdo para aminodcidos em um exemplo envolvendo proteinas.
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o 52 = AAG:;
o d = —5 (gap penalty);

o s(s], 3?) = m ¢ a fungao de escore, onde m é um valor obtido cruzando os valores de

s; e 55 em uma matriz de substituicao.

Para a simulacao utiliza-se uma tabela, entretanto ¢ importante reforgar que o
algoritmo faz uso de uma matriz, chamada de matriz de PD, além de recursao para o

processamento das sequéncias. Na Figura 21 pode ser visto o inicio da simulagao.

Figura 21 — (a) Matriz de PD e (b) matriz de substitui¢do para a simulagdo do algoritmo
de Needleman-Wunsch — Etapa 1

Matriz de Substituicao

ATATG
0 [ 51015 A 1O 16 (T
T A |2 [7 |5 |7
L C [7 |2 |7 >
T G [5 [T [2 |7
T [7 [5 [T |2

Fonte: Elaborada pelo autor

A primeira etapa da execucao do algoritmo inicializa a matriz de PD. Na Figura 21
¢é apresentada a simulagao do algoritmo, sendo que na Figura 21a, é representada a
inicializacao da matriz e na Figura 21b, e nas figuras da simulagao subsequentes, ¢é
mostrada a tabela de escore entre as bases nitrogenadas A, T, C e G do DNA. De acordo
com a Equagao 2.1, F'(0,0) = 0, sendo assim, a célula da linha 0 e da coluna 0 da matriz
deve ser inicializada com o valor zero. O restante da tabela foi calculado considerando o
valor de gap penalty, definido em —5, e aplicado a cada sequéncia que alinha com um gap.
E possivel observar que o gap penalty é acumulativo, ou seja, para a célula (1,0), tém-se
(1,0) = (0,0)+(—5), para a célula (2,0), tém-se (2,0) = (1,0)+(=5) = (=5)+(=5) = —10,

e assim sucessivamente.

Na Figura 22a ¢é apresentado o calculo do algoritmo considerando os valores de i e

7, valendo respectivamente 1 e 1.
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Figura 22 — (a) Matriz de PD e (b) matriz de substitui¢ao para a simulagdo do algoritmo
de Needleman-Wunsch — Etapa 2

Matriz de Substituicao

A AlG A [C |G T
0 5 -10 | -15
A2 |7 -5 |-7
Al -5 | F(1,1)
&0 cC |7 12 [-7 -5
BISE G |5 [-7T [2 [-7
- T

(a)

Fonte: Elaborada pelo autor

Nesse cenario, a funcao recursiva é aplicada e o valor maximo obtido é 2, conforme

ilustrado no célculo realizado na Equagao 2.2.

F(1-1,1-1)+s(s},s?)=F(0,0)+2=0+2=2
F(1,1)=maz{ F(1-1,1)+d=F(0,1)+(=5)=—-5—-5=—10 =2 (2.2)
F1,1-1)+d=F(1,0)+(=5)=-5—-5=—-10
E importante verificar qual caminho recursivo obteve o maior escore e anotar na
tabela usando uma seta para identificar de qual célula o valor foi originado. Analisando as
trés possibilidades da funcao recursiva apresentada na Equacao 2.1, tem-se os caminhos

possiveis que sao apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Precedentes de acordo com o caminho recursivo

F(i—1,7—1)+s(s;,57) ¢
F(i—1,7)+d {
F(i,j—1)+d —

Fonte: Elaborada pelo autor

Nesse exemplo, a chamada F(i — 1,7 — 1) + s(s;, 57)), obteve o maior escore (valor
2), por isso a seta é posicionada na célula (0,0) da matriz, ou seja, a célula esquerda
superior, indicando que o valor da célula (1, 1) foi calculado a partir da célula (0,0). O
valor e a seta sao apresentados respectivamente na Figura 24a e na Figura 24b que é a

matriz de precedéncia.
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Figura 24 — (a) Matriz de PD, (b) matriz de precedéncia e (c¢) matriz de substitui¢ao para
a simulacao do algoritmo de Needleman-Wunsch — Etapa 3

Al A G AlA|G
0 |-5]-10|-15
Al -5 |2 A ¢
G| -10 G
C|-15 C
(a) (b)
Matriz de Substituicao
A |C |G |T
A |2 A I T
c |-7 |2 -7 1-5
G |5 |-T |2 -7
T |-7 |5 |-T |2
(c)

Fonte: Elaborada pelo autor

Dando continuidade a simulagdo, na Figura 25 ¢ apresentado o calculo referente a
célula (1,2).

Figura 25 — (a) Matriz de PD, (b) matriz de precedéncia e (c¢) matriz de substituicao para
a simulacao do algoritmo de Needleman-Wunsch — Etapa 4

ATA ]G A C |G
0 | 5|-10 | -15
Al 5 2] 3 A N N —
G [-10 C
C [-15 G

(a) (b)

Matriz de Substituigao
A |C |G |T
2 -7 -5 -7
-T2 -7 |-
- | =T ]2 -7
T h -T2

Hl R Q>

Fonte: Elaborada pelo autor

Observa-se que na Figura 25b, na posicao (1,2), existem duas setas precedentes
alcangando as células (2,3) e (1,3). Na Equacdo 2.3 sao apresentadas as fungdes recursivas
que tiveram o maior escore para o cdlculo dessa célula. E possivel observar que duas
chamadas de fungdo distintas, F((i — 1,7 — 1) + s(s},s?) e F(i,j — 1) + d, obtiveram o

1777
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mesmo escore, no caso -3.

F(1—-1,2—1)+ s(sly,829) = F(0,1)+2=-5+4+2=-3
F(1,2) =mazr{ F(1-1,2)+d=F(0,2)+(-5)=-10—5=—15 = -3
F1,2-1)+d=F(1,1)+(-5)=2—-5= -3
(2.3)
Por esse motivo, a célula (1,2) possui duas setas precedentes chegando a mesma.
Em termos de alinhamento, isso significa que a partir da célula (1,2) da matriz de PD ¢é

possivel alinhar a sequéncia de duas maneiras distintas.

Por fim, na Figura 26 é apresentado o resultado final do algoritmo.

Figura 26 — (a) Matriz de PD, (b) matriz de precedéncia e (c¢) matriz de substitui¢ao para
a simulagao do algoritmo de Needleman-Wunsch — Etapa Final

A[A]G Al A |G
0 |5-10|-15
52 -3 -8 A N =
03] 3] -1 G ERVERY
15| 8] 8| 6 C 1
(a) (b)

Matriz de Substituicao

Q| Q| »

3l Q=
i
b
i
n

Fonte: Elaborada pelo autor

O alinhamento 6timo deve ser processado a partir da tltima célula da matriz, nesse
caso, a célula (3,3). O processo para encontrar o melhor ou os melhores alinhamentos
ocorre recursivamente a partir da tltima célula da matriz terminando quando o algoritmo
alcanga a posicao (0,0). As regras para alinhamento sao definidas da seguinte forma:

a) Seta diagonal: se s; alinha com s?;
b) Seta vertical: se s} alinha com espaco (gap);
c) Seta horizontal: se s7 alinha com espago (gap).

Considerando isso, é possivel identificar dois alinhamentos na simulagdo executada.

Os alinhamentos possiveis sao apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Alinhamentos obtidos apds a execugao do algoritmo de Needleman-Wunsch

Alinhamento 1 Alinhamento 2
s1l= - A G C A - G C
s2= A A G - A A G -

Fonte: Elaborada pelo autor

Ambos os alinhamentos sdo equivalentes, ou seja, possuem o mesmo escore, nesse
caso -6. O valor do escore pode ser obtido inspecionando a célula da tltima linha e da

ultima coluna da matriz de PD, nesse caso, a célula (3, 3).

2.1.2.2 Alinhamento Local

Os alinhamentos locais, por sua vez, buscam realizar o alinhamento de um ou
mais segmentos das sequéncias, realizando uma busca por regioes similares e apresentando
aquelas que forem mais parecidas (SMITH; WATERMAN, 1981), diferente do alinhamento
global que busca alinhar as sequéncias do inicio ao fim. O algoritmo Smith-Waterman,
desenvolvido em 1981, é uma evolucao do algoritmo de Needleman-Wunsch e foi projetado
para permitir alinhamento local entre sequéncias. A seguir serd apresentado este algoritmo,
descrito no trabalho de (SMITH; WATERMAN, 1981), bem como diversas equagoes e
esquemas para exemplificar seu funcionamento. Na Equacao 2.4 é apresentada a defini¢ao

recursiva do algoritmo de Smith-Waterman.

F(0,0) = 0
F(i—1,j— 1)+ s(sj,s7)
Fie—1,7)+d 24
FGij) = maad OO LI =y
FGi,j—1)+d
0

Onde:
e F(i—1,j— 1)+ s(sj,s?): quando s; alinha com s, somando o score obtido entre
s; € 5%;
e F(i —1,j) +d: quando s} alinha com um gap;
e F(i,j — 1) +d: quando s7 alinha com um gap.

A diferenca principal da abordagem adotada pelo algoritmo de Smith-Waterman ¢é a

inclusao do escore zero na defini¢ao recursiva. Isso significa que a matriz de PD nunca tera
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valores negativos e o inicio e o fim de uma sequéncia local, serdo delimitados pelos valores
zeros no inicio da sequéncia e o valor zero no fim da sequéncia. A seguir é apresentada uma
simulacao utilizando a PD, devendo-se considerar as seguintes sequéncias e parametros

para realizar a simulacao:

o st = AGC;
o 52 = AAG;
e d = —5 (gap penalty);

o (s}, sjz) =m ¢é a funcdo de escore, onde m é um valor obtido cruzando os valores de

s; € s7 em uma matriz de substituicao.

A etapa inicial constitui a inicializacdo da matriz de PD, de acordo com a func¢ao
recursiva apresentada na Equacgao 2.4. Diferente do alinhamento global, onde a inicializacao
da matriz considera o valor de penalidade parametrizado (gap penalty), a matriz de
alinhamento local, de acordo com a func¢ao recursiva, tem as células de gaps inicializadas
com zero. B importante frisar que no alinhamento local nenhuma célula poderd ter valor
menor que zero, pois a fungao recursiva impede isso. Na Figura 28a é apresentado o estado

inicial da matriz de programacao dinamica de alinhamento local.

Figura 28 — (a) Matriz de PD e (b) matriz de substitui¢ao para a simulagdo do algoritmo
de Smith-Waterman — Etapa 1

ATATG Matriz de Substituicao

0,010

Q| »
olo|o|lo

3l Qlal =
n
s
[\)
4

Fonte: Elaborada pelo autor

Na segunda etapa do algoritmo, os valores de cada célula sao processados de acordo
com a Equacado 2.4. Na Figura 29a é apresentada a simulacao do cédlculo realizado na
célula (1,1).
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Figura 29 — (a) Matriz de PD, (b) matriz de precedéncia e (c¢) matriz de substitui¢ao para
a simulacao do algoritmo de Smith-Waterman — Etapa 2

ATA[G ATA[G
0[0]0]0
Al0]2 A N
G0 G
Clo C

Matriz de Substituicao
A |C |G |T
2 A I T
-T2 -7 1-5
2 -7
ST -h -T2

Sl Q=
n
4

Fonte: Elaborada pelo autor

Na Equagao 2.5 é apresentado o cdlculo considerando a célula (1,1) da matriz de

PD.
F(1—1,1—1)+s(sly,82) = F(0,0) +2=0+2=2
F(1-1,1 d=F(0,1 —5)=0—-5=-5
F(11) = mag ] TE 7LD Fd=FO1)+(=5) _2  (25)
F(1,1-1)+d=F(1,0)+ (~5) =05 = —5

0

Pode-se observar na Figura 29b que a seta estd direcionada da célula (0,0) para
célula (1, 1). Essa seta indica que o escore maximo foi obtido a partir do célculo da chamada
recursiva F'(1 — 1,7 — 1) + s(s}, s?).

i
Na Figura 30 é apresentado o resultado final da simulagao. Diferente do alinhamento
global, onde o processo de recursividade do algoritmo tem inicio na tltima linha e coluna
da matriz de programacao dinamica, no alinhamento local, o algoritmo procura pelo maior
escore, no caso o valor 4 na célula (2, 3) e retorna até encontrar um zero. Nesse exemplo, é
possivel observar que existem dois alinhamentos, pois o valor 2 na célula (1,1) é outro

alinhamento possivel, visto que ele nao foi englobado no alinhamento de maior escore.
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Figura 30 — (a) Matriz de PD, (b) matriz de precedéncia e (¢) matriz de substituigao para
a simulacao do algoritmo de Smith-Waterman — Etapa Final

ATATG ATATG
0/0/0]0

Alol2]270 A NN
Glo[0 ][04 G S
cClololo]o0 C

Matriz de Substituicao

Hl ol al =
n
4
[\
s

Fonte: Elaborada pelo autor

Dessa forma, apés a execucao final do algoritmo, tém-se os seguintes alinhamentos

locais, apresentados na Figura 31.

Figura 31 — Alinhamentos obtidos apds a execugao do algoritmo de Smith-Waterman

Alinhamento 1 Alinhamento 2
s1= A G A
s2 = A G A

Fonte: Elaborada pelo autor

Analisando as Figuras 30a, 30b e 31 é possivel identificar que o alinhamento 1
tem um escore 4 e o alinhamento 2 tem um escore de 2. Nesse cenario, obtiveram-se
dois alinhamentos, entretanto, em cenérios mais realisticos pode-se obter uma quantidade
grande de alinhamentos, cada qual com seu escore. Diante disso, é fundamental que se
defina um ponto de corte do algoritmo, ou seja, um valor de escore minimo. Somente os
alinhamentos com escores iguais ou superiores ao minimo sao retornados como resultado

do alinhamento executado.

Na Figura 32 e na Figura 33 podem ser vistos, respectivamente, os alinhamentos
global e local de duas proteinas hipotéticas de sequéncias CATGWPIGN e MWWGWIPNG.
No alinhamento de proteinas, sao usados dois tipos de matrizes de substituicao: a matriz
Point Accepted Mutations (PAM) proposta por Dayhoff, Schwartz e Orcutt (1978) e a
matriz BLOcks SUbstitution Matriz (BLOSUM) desenvolvida por Henikoff e Henikoff
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(1992). Na Figura 32 e na Figura 33, as setas pretas indicam os valores da matriz de
precedéncia, enquanto as setas brancas indicam o alinhamento que estd sendo exibido

abaixo da matriz colorida.

Figura 32 — Exemplo de alinhamento global de duas proteinas hipotéticas

MWWGWIUPNG

ZaHYWE QAP

CATGW PIGN

MWWGWIPNG

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 33 — Exemplo de alinhamento local de duas proteinas hipotéticas

MWWGWIUPNG

E

ZaaHYWEQ@APQ

GW_PIGN
GWIPNG

Fonte: Elaborada pelo autor
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2.1.2.3 Implementacdo Computacional

A seguir sao apresentadas duas listagens de cédigo fonte, escritas usando a linguagem

de programacao Java, que contém o trecho dos algoritmos de alinhamento global e local

em que as matrizes de PD e de precedéncia sao calculadas.

e Alinhamento Global

1 import java.util.ArrayList;
2 import java.util.List;
3
4
5
6
7
8 public class AlinhamentoGlobal {
9
10 private void calcularMatrizes( String sl, String s2, Function<
Character, Character, Integer> scoreFunction ) {
11
12 int [J[] matrizPD = new int[sl.length()+1][s2.length()+1];
13 List<String>[][] matrizPrecedencia = (List<String>[][]) new
List[sl.length()+1][s2.1length () +1];
14 int d = -5;
15
16 for ( int i = 1; i < sl.length()+1; i++ ) {
17 matrizPD[i] [0] = matrizPD[i-1][0] + 4;
18 }
19
20 for ( int j = 1; j < s2.length()+1; j++ ) {
21 matrizPD [0][j] = matrizPD[0][j-1] + d;
22 }
23
24 for ( int i1 = 1; i < matrizPD.length; i++ ) {
25 for ( int j = 1; j < matrizPD[i].length; j++ ) {
26
27 int rl = matrizPD[i-1][j-1] + scoreFunction.apply(
sl.charAt(i-1), s2.charAt(j-1) );
28 int r2 = matrizPD[i-1][j] + 4d;
29 int r3 = matrizPD[i][j-1] + 4d;
30 List<String> caminho = new ArrayList<>();
31
32 int maior = ril;
33 if ( maior < r2 ) {
34 maior = r2;
35 }
36 if ( maior < r3 ) {

37 maior = r3;
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38 }

39

40 if ( r1 == maior ) {

41 caminho.add ( "\\" );
42 }

43 if ( r2 == maior ) {

44 caminho.add( "|" );
45 }

46 if ( r3 == maior ) {

47 caminho.add( "-" );
48 }

49

50 matrizPD[i][j] = maior;
51 matrizPrecedencial[i]l[j] = caminho;
52 ¥

53

54 }

55 }

56 }

e Alinhamento Local

1 import java.util.ArrayList;
2 import java.util.List;
3
4
5
6
7
8 public class AlinhamentolLocal {
9
10 private void calcularMatrizes( String sl, String s2, Function<
Character, Character, Integer> scoreFunction ) {
11
12 int [][] matrizPD = new int[sl.length()+1][s2.length()+1];
13 List<String>[][] matrizPrecedencia = (List<String>[][]) new
List[sl.length()+1][s2.length () +1];
14 int d = -5;
15
16 for ( int i = 1; i < matrizPD.length; i++ ) {
17
18 for ( int j = 1; j < matrizPD[i].length; j++ ) {
19
20 int rl1 = matrizPD[i-1][j-1] + scoreFunction.apply(
sl.charAt(i-1), s2.charAt(j-1) );
21 int r2 = matrizPD[i-1]1[j] + d;
22 int r3 = matrizPD[i][j-1]1 + d;

23 List<String> caminho = new ArrayList<>();
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24

25 int maior = 0;

26 if ( maior < r1 ) {

27 maior = ril;

28 }

29 if ( maior < r2 ) {

30 maior = r2;

31 }

32 if ( maior < r3 ) {

33 maior = r3;

34 }

35

36 if ( r1 == maior ) {

37 caminho.add ( "\\" );
38 }

39 if ( r2 == maior ) {

40 caminho.add( "|" );
41 }

42 if ( r3 == maior ) {

43 caminho.add( "-" );
44 }

45

46 matrizPD[i] [j] = maior;
47 matrizPrecedencial[i]l[j] = caminho;
48 }

49

50 }

51 }

52}

A partir da ideia da comparagao/alinhamento das sequéncias das estruturas pri-
marias das proteinas, um problema unidimensional, visto a caracteristica das sequéncias,
pode-se entao extrapolar essa ideia, mudando do dominio estrutural unidimensional para
o dominio estrutural tridimensional ao se comparar a conformacao de duas proteinas

distintas. Na proxima secao esse tema serd explorado.

2.1.3 Comparacao ou Alinhamento Estrutural

A comparagao ou alinhamento da conformacao das proteinas é importante, pois pode
ser usada como ferramenta para verificar as similaridades e/ou diferengas entre estruturas
de duas proteinas, permitindo assim inferir fungoes biolégicas anadlogas, visto que, como
ja apresentado, a similaridade estrutural implica, na maioria das vezes, em similaridade
funcional e relacionamento evolutivo entre as proteinas comparadas (LESK, 2016), algo

que pode nao ser detectado utilizando apenas as informacoes das estruturas primarias das



72 Capitulo 2. Revisdo da Literatura

proteinas (KOEHL, 2001). Além disso, a tarefa de comparar a estrutura de proteinas é
importante, pois hé interesse, por parte dos bidlogos evolucionarios, em estabelecer relagoes
evolutivas entre proteinas, utilizando para isso suas estruturas (MURZIN, 1996; MURZIN,
1998); por parte dos fisicos, ao estudar padroes estruturais comuns com o objetivo de obter
regras que ajudem em um melhor entendimento da arquitetura das proteinas (CHOTHIA;
FINKELSTEIN, 1990); por parte dos pesquisadores da gendmica estrutural, em inferir a
fungao de uma proteina que teve apenas a sua estrutura hipotética calculada (HWANG
et al., 1999); e, contribuir com o calculo de acuracidade nos preditores estruturais de
proteinas (MOULT et al., 1999).

Para realizar esse tipo de comparacao, existe a necessidade de se utilizar modelos
matematicos e computacionais capazes de processar toda a estrutura das proteinas que
serao comparadas, de modo a verificar se existem similaridades entre as duas proteinas e,
caso existam, quais sao essas similaridades e em qual ou quais localizagoes das estruturas
elas se encontram. Sendo assim, nesta secao serao apresentadas as principais técnicas
capazes de realizar esta tarefa. Na Tabela 3 estao listadas as principais ferramentas
computacionais desenvolvidas com o objetivo de comparar estruturas de proteinas. Em
seguida, cada uma dessas ferramentas e/ou algoritmos serdo detalhadas, bem como toda a

teoria que embasa seus respectivos funcionamentos.

Tabela 3 — Principais Ferramentas Computacionais para Comparacao Estrutural de Pro-
telnas

Nome Endereco na Web
STAMP
(RUSSELL; BARTON, 1992)
Método Dali - DaliLite e DaliServer
(HOLM; SANDER, 1993)
(HOLM; SANDER, 1995)
(HOLM; PARK, 2000) <http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/>
(HASEGAWA; HOLM, 2009)
(HOLM; ROSENSTROM, 2010)
(HOLM; LAAKSO, 2016)
CE
(SHINDYALOV; BOURNE, 1998)
(SHINDYALOV; BOURNE, 2001) <http://cl.sdsc.edu/>
(GUDA et al., 2004)
(JIA et al., 2004)

<http://www.compbio.dundee.ac.uk/manuals/stamp.4.2/>

MATRAS
(KAWABATA; NISHIKAWA, 2000) <http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/>
(KAWABATA, 2003)
FATCAT
(YE; GODZIK, 2003) <http://fatcat.burnham.org/>

(YE; GODZIK, 2004)

Fonte: Elaborada pelo autor

Apesar do funcionamento dos algoritmos de alinhamento estrutural ser diferente,

a maioria deles compartilha o uso de alguns calculos para se obter valores de distancia


http://www.compbio.dundee.ac.uk/manuals/stamp.4.2/
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/
http://cl.sdsc.edu/
http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/
http://fatcat.burnham.org/
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relativa entre as proteinas alinhadas, significancia estatistica dos alinhamentos calculados,
entre outros. Na lista a seguir sao apresentadas as medidas utilizadas pela maioria dos

algoritmos:

e RMSD: A medida de Root-Mean-Square Distance ou Root-Mean-Square Deviation
(RMSD), de acordo com Carugo e Pongor (2001), é usada para calcular a distancia
entre os atomos equivalentes em duas estruturas tridimensionais distintas. Essa

medida é dada pela Equacao 2.6.

Onde:

— 1 é 0 1-ésimo atomo das estruturas;
— n é a quantidade de atomos das estruturas;

— d é a distancia entre os atomos i equivalentes das duas estruturas em questao.

Segundo Maiorov e Crippen (1994), quanto maior o valor do RMSD, mais dissimilares
sao as estruturas e, quanto menor, mais similares sao, sendo que um RMSD de valor
minimo, ou seja, igual a 0, significa que as duas estruturas comparadas sao iguais,

pois tém distancia igual a 0.

e z-score: O z-score, escore z, valor padronizado, ou escore padronizado, é o valor
associado com a i-ésima observacao de uma variavel z. Em outras palavras, o z-score
representa a quantidade de desvios padrao que um dado de uma amostra se encontra
acima ou abaixo da média (TRIOLA, 2014). O z-score é dado pela Equacao 2.7.

T;y — X

(2.7)

Zi =
o

Onde:

— 2z; € z-score do valor de um dado da amostra;
— x; é o valor de um dado da amostra;
— T é a média da amostra;

— 0 é o desvio padrao da amostra.

Por exemplo, para uma distribuicao normal de x =7 e 0 = 1,6, um z; = 8,6 teria

z; = 1. Para x; =7, z; = 0, enquanto para x; = 3,8, z; = —2.



74 Capitulo 2. Revisdo da Literatura

e p-wvalue: O p-value, ou valor p, ou valor de probabilidade, representa a probabilidade
de que, tomando a hipdtese nula como verdadeira, um resultado de um teste seja
verdadeiro (TRIOLA, 2014), sendo que, de acordo com Wrabl e Grishin (2008), a
quantificacao desse valor de significincia estatistica é essencial para viabilizar a
interpretacao do resultado de uma comparacao de similaridade entre estruturas de
duas proteinas. Por exemplo, assumindo que duas proteinas distintas sao similares
(hipotese nula), o p-value para essa comparagao serd um valor alto, maior que 0,05
(5%), caso realmente as proteinas sejam similares, enquanto um valor menor ou igual
a 0,05 indica que provavelmente as duas proteinas nao sao similares. De modo geral,
os critérios de decisao ao se usar o p-value sao dados, segundo Triola (2014), pelas

condigoes abaixo:

Se p < «a, rejeite Hy
Se p > «, deixe de rejeitar Hy

Onde:

— p é o p-value;
— « é o nivel de significancia, usualmente 0,05;

— Hy é a hipotese nula.

Sendo assim, nas préximas cinco segoes serao apresentados os algoritmos e/ou

modelos matematicos apresentados na Tabela 3.

2.1.3.1 STAMP

O algoritmo de alinhamento estrutural de proteinas STructual Alignment of Multiple
Proteins (STAMP) foi desenvolvido por Russell e Barton (1992) e serd detalhado nesta
secdo. Para executar os trés passos que o compoe, detalhados a seguir, faz uso de trés

técnicas:

1. Least-Squares Fitting: A ideia desta técnica é embasada em encontrar a melhor
curva que superpoe/casa (fit) com um conjunto de pontos (LEAST. .., 2016) sendo
que, no algoritmo STAMP, para duas proteinas A e B, define-se dois conjuntos de
n pontos (x,y, z) no espago cartesiano que representam os atomos da proteina A e
da proteina B e calculam-se transformagoes sucessivas (translagao e rotagao) nesses

conjuntos de modo a diminuir o RMSD, expresso na forma:

n

Z ((IAZ - xBi)Q + (yAi - yBi)Q + (zAi - ZBz')z)

RMSD = | = - (2.9)
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2. Anélise de Agrupamentos Hierarquicos (Hierarchical Cluster Analysis):
Para N objetos com um escore gerado a partir da comparac¢ao com os N(N — 1)/2
possiveis pares de objetos, este método gera uma arvore (dendograma) que organiza
esses objetos de forma hierarquica, agrupando objetos com maior similaridade
nos ramos mais altos, permitindo que estruturas com maior similaridade sejam
processadas primeiro, visto que o nivel da arvore que as mesmas se encontram é

mais raso;

3. Programacao Dinamica: No método STAMP, a técnica de PD, ja apresentada
na secao “Comparacao ou Alinhamento de Sequéncias”, foi adaptada para processar
dados tridimensionais no alinhamento das estruturas, ao passo que para os alinhamen-
tos de sequéncias ela é usada para processar as sequéncias das estruturas primarias

das proteinas, que por sua vez tém natureza unidimensional.

O funcionamento do algoritmo STAMP, utilizando as técnicas apresentadas anteri-

ormente, como ja dito, é composto de trés passos:

1. Superposicao Inicial: Para as estruturas tridimensionais de N proteinas, é feito,
primeiramente, o alinhamento multiplo de sequéncias utilizando o algoritmo de Barton
e Sternberg (1987). Ap6s o alinhamento, as regioes sem gaps dos M alinhamentos
obtidos sao estruturalmente superpostas, utilizando para isso os C* dos residuos
alinhados. Para cada um dos N(N —1)/2 pares de proteinas, os M atomos equivalentes
sao comparados usando a técnica de Least-Squares Fitting, gerando assim valores de
RMSD para cada comparagao. A arvore de similaridade entre as regides similares
encontradas é entao gerada, com base nos valores de RMSD. Utilizando essa arvore,
¢é entao obtida a superposicao estrutural multipla das N proteinas que estao sendo

comparadas;

Na Figura 34 pode ser visto um esquema ilustrativo da derivacao da arvore de
similaridade (direita), que é construida a partir da matriz de similaridade (esquerda),
obtida apds o alinhamento miiltiplo das sequéncias de quatro proteinas hipotéticas
A, B, C e D. A superposicao das proteinas do exemplo da Figura 34 é obtida ao se
emparelhar a proteina B com a D (similaridade de O,BA), em seguida emparelhar a
proteina A com a C' (similaridade de 1,0A) e, por fim, emparelhando os dois pares

gerados, BD e AC, obtendo a superposicao inicial;
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Figura 34 — Esquema ilustrativo da superposi¢ao inicial do algoritmo STAMP

A|B|C|D B_l

Al - [3,0[1,0[40 5]
B| -| - [35[05
cl-1-1-134 A
p|-|-|-]- C
0,0 0,5 1,0 3,0
RMSD (A)

Fonte: Adaptado de Russell e Barton (1992) pelo autor

. Alinhamento Multiplo de Estruturas: Apesar da superposicao gerada no pri-

meiro passo ser a melhor superposicao possivel ao se utilizar a arvore de similaridade
obtida, quaisquer erros que foram gerados durante o alinhamento multiplo das sequén-
cias das proteinas sdo propagados para a arvore. Sendo assim, existe a necessidade
de melhorar a superposi¢ao inicial, utilizando para isso um critério estrutural que
dita qual a probabilidade de dois residuos, tomados de duas estruturas distintas,

sejam equivalentes. Para isso, utiliza-se a Equagao 2.10:

P, = {exp —2512} {exp—QE]g} (2.10)
Onde:

e P, ¢ a probabilidade que os residuos 7 e j, de duas proteinas distintas, tém de

serem estruturalmente equivalentes;
e F; e E5 sao constantes;
e d;; ¢ a distancia entre os C%;

e s;; ¢ a medida de similaridade e ¢ calculada usando a Equagao 2.11

57 = {(Az;; — A-Ti—l,j—l)z + (Ay;; — Ayi—l,j—l)2 + (Az; — Azi—l,j—1)2 +

(2.11)
(Azij — Az 1)’ + (Ays — Ayiprgn)’ + (A2 — Aziprj41)° )

Na Equacgao 2.10, o primeiro termo, relacionado a distancia, contribui para a me-
dida de proximidade espacial dos dois residuos e o segundo termo, relacionado a
similaridade, afeta a definicdo da similaridade conformacional entre os mesmos dois
residuos. As contantes F; e F, afetam o quanto cada termo contribuird para a

obtencao da probabilidade, sendo que quando F; > E5 a probabilidade serd mais
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relacionada a similaridade conformacional do que a distancia espacial e quando
E, < FE5 a probabilidade serd mais relacionada a distancia espacial do que a simi-
laridade conformacional. Para duas estruturas distintas de, respectivamente, m e
n residuos, sera gerada uma matriz m por n com as probabilidades de cada par de
residuos 7 e j. Essa matriz de probabilidade é entao usada para obter o caminho do
alinhamento 6timo, usando a mesma estratégia do algoritmo de alinhamento local
de Smith e Waterman (1981). Este processo de alinhamento/refinamento é repetido
iterativamente até que a diferenca entre o escore do alinhamento anterior e o escore

do alinhamento atual seja menor ou igual & 0,1% do escore do alinhamento anterior.

3. Normalizagao: Dependendo da familia das proteinas que sao alinhadas, os valores
de P;; (Equacao 2.10) tém uma variagao que pode ser observada. Em alinhamentos
par-a-par entre proteinas de familias diferentes, os valores de P;; sao equivalentes em
regioes com estruturas secunddrias, entretanto a média dos valores de P;; diminui
ao passo que aumenta a quantidade de estruturas alinhadas, assim como o desvio
padrao. No experimento realizado por Russell e Barton (1992), em que se pode
verificar essa dependéncia entre média e desvio padrao em relagdo ao comprimento
do alinhamento (quantidade de estruturas alinhadas), tanto a média quanto o desvio
padrao foram ajustados para, respectivamente, 0,020 e 0,10, ou seja, x; = 0,020
e 0, = 0,10, de modo a padronizar as medidas para quaisquer comparagoes. A
correcao dessa dependéncia, para alinhamentos multiplos, é feita usando as relagoes

exponenciais apresentadas nas Equagoes 2.12 e 2.13.

Zpar-apar = exp(—0,9501og(L) + 0, 686) (2.12)

Opar-apar = €xp(—0,4741log(L) + 0,0152) (2.13)
Onde:

e [ é o tamanho médio do alinhamento das sequéncias que estao sendo processa-

das.

As relagoes apresentadas nas Equagoes 2.14 e 2.15 sao usadas, respectivamente, para

corrigir os valores para os alinhamentos multiplos e par-a-par.

T = 7, (xm"l“ipk’ ) (2.14)

Tpar-a-par

0o = 0y (U‘“ﬁ“ipb ) (2.15)

O par-a-par
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Os valores para Pi/j sao obtidos a partir da Equacao 2.14.

’ P.—z
P = J) 2.1
b= (o (2.16)

Pelo exposto, o algoritmo STAMP, desenvolvido por Russell e Barton (1992), utiliza
dados das sequéncias (estruturas primarias) e dos modelos tridimensionais das proteinas
para obter o alinhamento final de duas ou mais proteinas. Existem também algoritmos
que focam em alinhamentos de somente duas proteinas, executando para isso outras
técnicas. O STAMP é utilizado no plug-in MultiSeq (EARGLE; WRIGHT; LUTHEY-
SCHULTEN, 2006; ROBERTS et al., 2006) do software de visualizacao de estruturas de
proteinas VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). A implementagéo original do
STAMP, bem como sua documentacao, pode ser encontrada na Web a partir do endereco

<http://www.compbio.dundee.ac.uk/manuals/stamp.4.2/>.

2.1.3.2 Método Dali: Comparacdo por Alinhamento de Matrizes de Distancia

Uma matriz de distancia (distance matriz), também denominada mapa de distancia
(distance map) ou gréafico de distancia (distance plot) é uma representagdo em Duas
Dimensoes (2D) de uma estrutura em Trés Dimensoes (3D) que pode ser utilizada para
descrever e comparar conformacgoes de proteinas (HOLM; SANDER, 1993). De acordo
com Holm e Sander (1993), o tipo de matriz de distancia utilizada para a comparagao
estrutural de proteinas é normalmente a que codifica as distancias, par-a-par, entre os

centros dos residuos, isto é, a distancia entre os C* de cada residuo.

Na Figura 35 é apresentada uma representagdo de uma proteina hipotética que
possui seis residuos, ilustrados como esferas etiquetadas com a letra “R”, com seus
centros, representados pelos C%, ligados por segmentos de reta tracejados que, por sua vez,

representam as distancias entre os centros de cada residuo e sao denotadas pela letra “d”.


http://www.compbio.dundee.ac.uk/manuals/stamp.4.2/
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Figura 35 — Exemplo de estrutura 3D de uma proteina hipotética de seis residuos para
obtencao da matriz de distancia

'

J

/

Fonte: Elaborada pelo autor

A matriz de distancia do esquema apresentado na Figura 35 é mostrada na Figura 36,

sendo que para os calculos das distdncias foram considerados os seguintes valores:

o dy=1A
o dy=1,2A
o dy=1,1A
o d,=2A

o ds = 1A
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Figura 36 — Matriz de distdncia, com valores em Angstrom, obtida a partir do modelo 3D
de uma proteina hipotética de seis residuos

CrlCs[Cs[CyCecCe
CCl 0 [ 1 [22[33[53[63
Col 1[0 [12]23[43]53
Cyl22[12[ 0 [1,1]31]41
Cy 3323110 23
Ce 534331 2 |0 | 1
Ce63 (5341 3 | 10

Fonte: Elaborada pelo autor

Na Figura 37 pode ser vista a matriz de distancia de todos os atomos da proteina
CrylAal (PDB: 1CIY). Neste gréfico representativo da matriz, pode-se ver que as distancias
entre os dtomos estd representada utilizando uma escala de cores, variando de 0 (azul) a

90 (vermelho), sendo que a unidade de medida utilizada é o Angstrom.

Figura 37 — Matriz de distancia de todos os atomos da proteina CrylAal (PDB: 1CIY)

Edit View Insert Tools Desktop Window Help

NEES b AXAOUDR L 2 0EH | uD

e e e T ]
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software MATLAB versao R2015b

O método de comparacao de estruturas de proteinas utilizando o alinhamento
de matrizes de distancia, denominado Método Dali, foi desenvolvido por Holm e Sander
(1993), sendo que este método utiliza a ideia de calcular as matrizes de distdncia de duas

proteinas que serao comparadas, alinhar tais matrizes e entao maximizar a sobreposi¢ao
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das regices similares entre as duas proteinas que estdo sendo comparadas. Nessa secao

este método sera descrito com base no trabalho de Holm e Sander (1993).

Na Figura 38 é apresentado um diagrama ilustrativo do funcionamento do algoritmo.

O diagrama ¢ dividido em trés segoes:

e 3D: estruturas tridimensionais das proteinas;
e 2D: matrizes de distancia das proteinas;

e 1D: estruturas primarias das proteinas.

Neste diagrama ¢ apresentada a comparagao de duas proteinas hipotéticas que
possuem organizacao topoldgica distinta e que sdo formadas por uma folha 3 composta
de trés conformagoes (5. As conformagoes [ equivalentes sao representadas pelas letras a,
b e ¢ na proteina 1 e a’, b’ e ¢’ na proteina 2, utilizando as cores vermelho (a, a’), azul
(b, b’) e laranja (c, ¢’). Nas matrizes de distancia, os padroes de contato similares sdo
representados por quadrados de cores roxo e verde, enquanto os quadrados que estao na
diagonal da matriz representam as respectivas conformagoes 5 de cada proteina, coloridos
de acordo com as cores atribuidas a cada conformacao. O calculo do escore de similaridade
é feito utilizando todas as diferencas par-a-par das duas matrizes de distancia. Na primeira
linha do diagrama, o alinhamento é iniciado, casando os padroes de contato (a,b) e (a’,b’),
representados em roxo nas matrizes. Na segunda linha, os fragmentos b e b’ sao utilizados
para se buscar novos fragmentos, estendendo assim o alinhamento. Os fragmentos ¢ e ¢’
sao identificados, visto que os padroes de contato (b,c) e (b’,¢’), em verde nas matrizes,
sao similares. Na terceira linha, os padroes (a,b)-(a’,b’) e (b,c)-(b’,¢’) sdo fundidos gerando
o alinhamento (a,b,c)-(a’,b’,c’). Na ltima linha é apresentado o alinhamento final, apds
a remocao de inser¢oes/remogdes e da reorganizacao dos segmentos b’ e ¢’ na proteina
2. O alinhamento final em Uma Dimensdo (1D) é apresentado no canto inferior direito
do diagrama. Essa comparacao de padroes de contato que ¢ utilizada ¢ independente das
lacunas dos alinhamentos, as inser¢oes/remogoes mencionadas anteriormente, e também é
capaz de identificar casamentos em sequéncias de dire¢do invertida (HOLM; SANDER,
1993).
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Neste método de comparacgao, os escores de similaridade sdo calculados com base

em trés defini¢oes:

1. Escore de Similaridade Aditiva: Considerando duas proteinas A e B, o escore
do alinhamento de duas subestruturas é calculado utilizando a Equacao 2.17.

L L

§=3"5"6(i.)) (2.17)

i=1j=1

Onde:

e i e j sdo os indices dos intervalos dos pares equivalentes, isto é, i = (ia,ig) e
j = (ja.jB);

e [ ¢ a quantidade de pares combinados, ou seja, o tamanho de cada subestrutura;

e ¢ ¢ a medida de similaridade baseada em alguma relacdo de emparelhamento,

neste caso, as distancias C*—C* (df} e dg). Nas Equacgoes 2.18 e 2.19 sao

apresentadas outras duas medidas de similaridade;

e Para uma dada forma funcional ¢ (7,j), o maior valor de S corresponde a

equivaléncia 6tima em um conjunto de residuos.

2. Escore de Similaridade Rigida: Define a similaridade entre dois requisitos con-
traditorios que sao: a maximizagao de residuos equivalentes e a minimagcao de desvios
estruturais. Este escore é obtido utilizando a Equacao 2.18.

o (i,5) = 0" —

A B
i —df} (2.18)

Onde:

e O sobrescrito R denota a rigidez;

° d;‘} e dg sao os elementos equivalentes das matrizes de distancia das proteinas

Ae B;

e 0% =1,5A representa o menor nivel de similaridade.

3. Escore de Similaridade Elastica: Para se obter as variagoes relativas entre dis-
tancias, o escore de similaridade elastica é utilizado, tornando-as mais tolerante as
distor¢oes geométricas que aparecem gradualmente durante o processo de alinha-

mento. Este escore é obtido utilizando a Equacao 2.19.

. eE—dﬁ':dg)w i), i
wip=] v ) 219)
0, =7

Onde:
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O sobrescrito E denota a elasticidade;

B.
50

e d;; é a média de distancia entre d{‘j ed
e 07 ¢ o limiar de similaridade, neste caso 8% = 0,204, isto ¢, 20% de variacio.
Como exemplo, duas conformagoes ( adjacentes em uma folha [, que tém
distancia tipica entre 4 e 5A, devem se corresponder em torno de 1A, enquanto
de 2 a 3A de deslocamento siao tolerados para contatos do tipo conformacio

S-hélice e hélice-hélice, pois possuem distancia tipica entre 8 a 15A;

e Pares em faixas de distancia grandes sao abundantes e menos discriminativos,
sendo assim suas contribui¢oes sao ponderadas para baixo utilizando a funcao
envelope w(r) = exp(—r?/a?), onde a = 20A, calibrado utilizando o tamanho

de um dominio tipico.

O algoritmo guloso!®, desenvolvido por Holm e Sander (1993), e que executa o

alinhamento das estruturas de duas proteinas, é composto de duas etapas:

1. Decomposicao das Matrizes de Distancia: Nesta etapa todos os padroes de

contato das duas matrizes sdo comparados par-a-par de forma sistematica, sendo

que esses padroes de contato sao na forma hexapeptideo-hexapeptideo, isto é,

(iA7 s 7Z.A+57jA7 s 7jA+5) na proteina A parea’do com (iBJ s 7Z.B+57ij ce 7jB+5)
na proteina B, onde o hexapeptideo i4,...,i445 € equivalente a ja,...,ja15 € O
hexapeptideo ip, ..., 45 € equivalente a jg, ..., jpr5. Padroes similares sdo armaze-

nados em uma lista chamada de “lista de pares”;

. Incremento dos Alinhamentos: Nesta etapa, a lista de pares gerada da etapa

anterior é usada de modo a encontrar novos conjuntos de alinhamentos que sejam
mais consistentes, sendo que para isso as pontuacoes dos alinhamentos precisam ser

maximizadas utilizando a Equacao 2.17.

O Método Dali de Holm e Sander (1993) foi originalmente implementado compu-

tacionalmente utilizando a linguagem de programacao FORTRAN (IBM Mathematical

FORmula TRANslation System), sendo que a implementagao atual pode ser encontrada na

Web a partir do endereco <http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/>. As ferramentas

que possibilitam a utilizagao do método Dali tém sido atualizadas desde sua concepcao,

sendo reescritas e compiladas em diversos sistemas operacionais como Linux e Irix, sendo

que essas atualizagdes e melhorias sao apresentadas em Holm e Sander (1995), Holm e
Park (2000), Hasegawa e Holm (2009), Holm e Rosenstrom (2010) e Holm e Laakso (2016).

14 Algoritmos gulosos (greedy algorithms) sdo empregados em problemas de otimizacdo. Estes algoritmos

sempre escolhem a opg¢ao que parece melhor para a solugao de um subproblema, ou seja, a solucao
6tima local, ndo se preocupando se esta opg¢ao levara a solugdo 6tima do problema geral, ou seja, a
solugdo 6tima global.
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2.1.3.3 CE: Alinhamento por Extensdo Combinatéria

O algoritmo de Combinatorial Extension' (CE) para o alinhamento estrutural de
duas proteinas, desenvolvido por Shindyalov e Bourne (1998), tem como objetivo diminuir
a quantidade de processamento envolvido durante o alinhamento, minimizando, para isso,
a quantidade de regides que serao comparadas entre as duas estruturas. Nesse algoritmo,
detalhado nessa se¢ao com base no trabalho de Shindyalov e Bourne (1998), assume-se
que o caminho percorrido para se alinhar cada estrutura, incluindo gaps que podem ter
sido inseridos, é continuo e que nao existe uma correspondéncia estrutural 6étima. Ainda,
esse algoritmo tem como caracteristica nao alinhar similaridades nao topolégicas, ou seja,
similaridades em que a ordem dos fragmentos de polipeptideos ndao seguem a mesma ordem
nas sequéncias. A seguir sao apresentados os passos do algoritmo CE segundo Shindyalov

e Bourne (1998).

1. Definigao do Caminho do Alinhamento: O alinhamento das estruturas de duas

B

protefnas A e B, de tamanho n? e n®, respectivamente, ¢ dado pelo maior caminho

continuo P formado por Aligned Fragment Pairs (AFPs)' de tamanho m, em uma

4 B _ m), que representa todos

matriz de similaridade S, de dimensoes (n —m) x (n
os AFPs que estao em conformidade com o critério de similaridade estrutural, neste
caso, superposi¢ao estrutural de corpos rigidos e distancias inter-residuos. Para cada
dois AFPs consecutivos i e i+ 1 no caminho do alinhamento p, uma das trés condi¢oes

a seguir deve ser satisfeita:

pha =t +mAph, =pf+m (2.20)
ou

P> P +m APl =pl +m (2.21)
ou

P =i +mApL, > pl +m (2.22)
Onde:

e pt é a posicio do residuo inicial do AFP na proteina A que se encontra na

i-ésima posicao do caminho do alinhamento;

e pP ¢ a posigdo do residuo inicial do AFP na proteina B que se encontra na

1-ésima posicao do caminho do alinhamento;

e Na Equacao 2.20 sao descritos dois AFPs consecutivos alinhados sem gaps;

15 Extensdo Combinatéria.
16 Pares de Fragmentos Alinhados.
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e Na Equagdo 2.21 sao descritos dois AFPs consecutivos alinhados com insergao
de gaps na proteina A;
e Na Equagdo 2.22 sao descritos dois AFPs consecutivos alinhados com insergao

de gaps na proteina B.

2. Extensao Combinatéria do Caminho do Alinhamento: O caminho do alinha-
mento é construido utilizando AFPs de tamanho fixo m, sendo que o valor 8, segundo
Shindyalov e Bourne (1998), é adotado por ser o que apresenta melhores resultados
empiricamente. Sendo assim, um fragmento de comprimento m da proteina A forma
um par com um fragmento de comprimento m da proteina B, caso eles satisfacam o
critério de similaridade apresentado no item “Heuristicas para Avaliacao de Similari-
dade e Extensao de Caminho” a seguir. O primeiro AFP que inicia o caminho pode
ser selecionado em qualquer posi¢do da matriz de similaridade S. AFPs consecutivos
vao sendo adicionados de modo a satisfazer as Equagoes 2.20, 2.21 e 2.22. Para
limitar o tamanho dos gaps, as Equacoes 2.21 e 2.22 sao melhoradas com a adigao

de mais duas condigoes, respectivamente:
pii <o +m+G (2.23)

pi <l +m+G (2.24)

Onde G é o tamanho maximo permitido para um gap, determinado como 30, empiri-

camente, segundo Shindyalov e Bourne (1998).

3. Heuristicas para Avaliacao de Similaridade e Extensao de Caminho: Shindya-

lov e Bourne (1998) definem trés medidas para a avaliacdo de similaridade:

(a) Distancia D;; calculada usando um conjunto independente de distancias inter-
residuos, onde cada residuo participa uma e somente uma vez no conjunto de

distancia selecionado:

1
_ = A _ B A _ 4B
DU _m dpf‘p? dpiniB + dpf‘—i—m—l,pf—&-m—l dpf—&-m—l,pf-ﬁ-m—l +
s (2.25)
ol —d
Ptk pf+m—l—k pP+kpP+m—i—k
k=1

(b) Distancia D;; calculada usando o conjunto completo de distancias inter-residuos,

onde todas as distancias possiveis sao avaliadas, exceto de residuos vizinhos:

d? —d5
P +k,pit+ PP +kpP+1

Dy = Wlﬂ (nf mf ) (2.26)

k=0 [=0
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()

RMSD obtido de estruturas otimamente superpostas como corpos rigidos usando
minimizacao por quadrados minimos, técnica descrita no algoritmo STAMP, na

pagina 45.

Onde:

D;; denota a distancia entre duas combinagoes de dois fragmentos das proteinas
A e B, definida por dois AFPs nas posicoes i e j do caminho do alinhamento,
onde 7 # j. No caso de um tnico AFP, ou seja, quando ¢ = j, a distancia é dada
por D;;. Um diagrama representativo das distancias D;; e D;; € apresentado,

respectivamente, nas Figuras 39 e 40;

pit denota a posicdo do residuo inicial do AFP na proteina A na i-ésima posicao

do caminho do alinhamento;

pZ denota a posigao do residuo inicial do AFP na proteina B na i-ésima posigao

do caminho do alinhamento;

d;‘} denota a distancia entre os residuos 7 e j na proteina A baseado na distancia

entre os atomos C%;

dg- denota a distancia entre os residuos ¢ e j na proteina B baseado na distancia

entre os atomos C%;

m denota o tamanho dos AFPs.
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Figura 39 — Distancia D;; entre dois AFPs nas posi¢oes ¢ e j onde @ # j

Proteina B

Proteina A

Fonte: Adaptada de Shindyalov e Bourne (1998) pelo autor
Figura 40 — Distancia D;; de um tinico AFP na posicao ¢ onde ¢ = j

Proteina B

Proteina A

Fonte: Adaptada de Shindyalov e Bourne (1998) pelo autor
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A medida de distancia (a) é usada para avaliar a combinac¢ao de dois AFPs, um
como parte do alinhamento e o outro a ser adicionado. A medida (b) é usada para
avaliar AFPs tnicos, ou seja, o quao bem dois fragmentos que formam um AFP
combinam. Por fim, a medida de distancia (c) é utilizada para minimizar o tamanho
do problema, selecionando os melhores alinhamentos e otimizando a quantidade de

gaps no alinhamento final.

Para a extensao do caminho do alinhamento, podem ser usadas trés estratégias no

momento em que se vai inserir mais um AFP no caminho que esta sendo calculado:

(i) Considerar todos os AFPs que podem estender o alinhamento e satisfazer os

critérios de alinhamento;

(ii) Considerar apenas o AFP que pode estender de forma 6tima o alinhamento

além de satisfazer os critérios de alinhamento;

(iii) Usar uma estratégia intermediéria.

Caso a primeira estratégia for escolhida, sera realizada uma busca combinatoria
exaustiva pelo caminho 6timo, visto que todos os possiveis AFPs serdo testados.
Na segunda estratégia, o tamanho do conjunto de AFPs é minimo, sendo assim,
a quantidade de buscas por caminhos 6timos é menor que na primeira estratégia.
Segundo Shindyalov e Bourne (1998), a utilizagdo da segunda estratégia é suficiente
para o trabalho de encontrar estruturas similares, além de, obviamente, ser menos
custosa computacionalmente, visto que apenas um conjunto pequeno de AFPs sera

testado, ao passo que na primeira estratégia, todos os possiveis AFPs serao avaliados.

Ainda, existe a necessidade de se escolher os melhores pontos de inicio para o calculo
do caminho de alinhamento. De acordo com Shindyalov e Bourne (1998), essa escolha
se da primeiramente pelas regides de maior nivel de similaridade na matriz S, além
de que, durante a busca do alinhamento de comprimento méaximo, sao descartados
todos os alinhamentos de comprimentos que nao estao alcancando o tamanho dos

alinhamentos de tamanhos maiores.

Apos a obtencao do maior caminho de alinhamento, este é avaliado de modo a verificar
sua significancia estatistica. Esta significancia é representada pelo z-score, avaliando
para isso a probabilidade de se encontrar um caminho de alinhamento com uma
quantidade menor ou igual de gaps que o caminho computado, além da distancia da
comparacao de estruturas aleatoérias utilizando um conjunto nao-redundante, sendo
que o alinhamento dessas estruturas aleatorias é feito da mesma forma que se faz

para duas estruturas de interesse. O z-score é calculado numericamente ao se resolver
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a Equacao 2.27, tomando z como uma distribuicdo normal de média igual a 0 e

desvio padrao igual a 1.

p(0;1,=2) = p(Df*, D%, D) - p(Gy*, G, G*) (2.27)
Onde:

e 2 é 0 z-score do alinhamento, na forma:

()
2 / - dy ,sex <y
P(M,@ .’L’) = Seo V2T

1 , caso contrario

e | ¢ o nimero do AFP no caminho de alinhamento;
e D% ¢ o escore de distancia observado (Equagdo 2.30);
e (° ¢ a quantidade de gaps do caminho de alinhamento que est4 sendo calculado;

e D™ e D3¢ sdo, respectivamente, a média e o desvio padrdo da amostra, para
escores de distancia dos caminhos de tamanho ¢ na comparacao das estruturas

aleatoérias;

o G e G54 sdo, respectivamente, a média e o desvio padrdo da amostra, para
escores dos gaps dos caminhos de tamanho ¢ na comparagao das estruturas

aleatorias;

Para se decidir qual caminho deve ser estendido, as trés heuristicas a seguir sao
utilizadas:

(i) Um tnico AFP (Equagao 2.28);

(ii) AFPs em comparagao com o caminho (Equagao 2.29);

(iii) O caminho completo (Equacgao 2.30).

Dnn < DO (228)

1 n—1
D;, <D 2.29
i 1 (2.20)

n

=0

J=0

1
n?

Onde:
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e D;; ¢ a distancia entre os AFPs i e j;

e n é o proximo AFP que sera considerado para ser inserido no caminho de

alinhamento n — 1;

e Dy e D sdo limiares de similaridade com valores de 3A e 4A respectivamente.

Segundo Shindyalov e Bourne (1998), empiricamente, os alinhamentos obtidos que
tém maior exatidao sao calculados quando a escolha dos melhores AFPs e das
extensoes dos caminhos sao feitas em trés passos: (i) todos os AFPs candidatos séo
selecionados utilizando a Equagao 2.28; (ii) o melhor AFP é escolhido utilizando a
Equagao 2.29; por fim, (iii) a decisdo de estender ou finalizar o caminho é tomada

utilizando a Equacgao 2.30.

O algoritmo de CE, desenvolvido por Shindyalov e Bourne (1998), foi utilizado por
Shindyalov e Bourne (2001) na criagdo de um banco de dados de comparagoes estruturais
de proteinas, além de ter sido a base para a criacao de um servidor de comparacao
estrutural de multiplas proteinas por Guda et al. (2004) e ter tido sua fungao de escore,
usada na matriz de similaridade, aprimorada no trabalho de Jia et al. (2004). Atualmente,
no enderego <http://cl.sdsc.edu/> da Web, pode ser encontrada a implementagao atual
do CE.

2.1.3.4 MATRAS

O MArkov TRAnsition of protein Structure evolution (MATRAS) é definido pelos
seus autores, Kawabata e Nishikawa (2000), como um programa de computador desenvol-
vido de modo a ser capaz de comparar quaisquer pares de proteinas. O MATRAS utiliza
trés tipos de escores de similaridade que foram derivados do modelo de Markov, os quais
serao detalhados adiante, e que tiveram como inspiragao os escores de substituicao de
aminoacidos (amino acid substitution score) desenvolvidos por Dayhoff, Schwartz e Orcutt
(1978) (matrizes PAM) e por Henikoff e Henikoff (1992) (matrizes BLOSUM), ambos ja
mencionados na se¢do “Comparacao ou Alinhamento de Sequéncias”. A forma geral dos
escores de similaridade no MATRAS ¢ dada, segundo Kawabata e Nishikawa (2000), pela
Equacao 2.31.

P(j —1)

e (2.31)

S(i,j) = log

Onde:

e P(j — i) é a probabilidade da estrutura j se modificar ao ponto de se tornar a

estrutura ¢;


http://cl.sdsc.edu/
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e P(i) é a probabilidade da estrutura i ser gerada ao acaso.

De acordo com Kawabata e Nishikawa (2000), para a obtengao dos escores de
similaridade assume-se que a estrutura da proteina se modifica com o passar do tempo
durante o processo de evolugao, assim como a sequéncia de aminoacidos é alterada por meio
de substitui¢oes nos modelos de Dayhoff, Schwartz e Orcutt (1978) e Henikoff e Henikoff
(1992). A obtencao dos escores de similaridade foi feita, como ja dito, utilizando o modelo
de transicao de Markov, sendo adaptado no chamado, segundo Kawabata e Nishikawa
(2000), “Modelo Evolutivo de Transigao Markoviano”'?, apresentado no esquema ilustrativo

contido na Figura 41.

Figura 41 — Esquema do “Modelo Evolutivo de Transicao Markoviano” utilizado no MA-

TRAS

A C

€@y %%

Base de dados de pares proximamente relacionados Modelo de pares distantemente relacicnados

seee

i%‘é%

; @@

4 |@ o210 15 4108 VP — A — 0,84 0,01 0,10
E] 15 43488 3952 0,01 0,78 0,10

(C) 4108 3952 98363 | 0,15 0,21 0,80

&= 'am-

I 2

E] @ E
0,94 0,00 0,04 Gy M _ 1,00 —3,45 —1,12
E) 0,00 0,92 0,04 i E)] 3,45 1,29 0,81

(©) 0,06 0,08 0,92 ~1,12 0,81 0,52

M=

([ 0,31
f=|[E) 0,21

0,48

Fonte: Adaptada de Kawabata e Nishikawa (2000) pelo autor

H = hélice a
E =folha B
C =coil

17 Traducdo livre de Markovian Transition Model of Evolution.
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Na secao A da Figura 41, é mostrado o primeiro passo do algoritmo do MATRAS,
relativo ao agrupamento de proteinas de sequéncia similar. Apds o agrupamento, sao
contadas as quantidades de transi¢oes (mudancas) estruturais, representadas na forma A,;,
onde 7 e j representam duas caracteristicas estruturais, por exemplo, hélices « e folhas [ na
estrutura secundaria. Nos diagramas da Figura 41, as colunas que representam estruturas
do tipo hélice a estao coloridas em roxo, as que representam estruturas do tipo folha
estao coloridas em laranja e, por fim, as que representam coils, denominagao usada pelos
autores para descrever estruturas que nao sao do tipo das duas citadas anteriormente,
estao coloridas em azul. Essa contagem é normalizada usando o peso 1/N,, onde N, é a

quantidade de proteinas em cada agrupamento.

Na secao B ¢é representada a transformagao da contagem de transigoes estruturais
A;; em uma probabilidade de transic¢ao, denotada por Milj,
se transforma no novo estado 7. Essa transformacao é feita de acordo com o modelo de

Dayhoff, Schwartz e Orcutt (1978) utilizando as Equagoes 2.32 e 2.33.

em que o estado estrutural j

ML = /\LAU (2'32)
Y g Ak
Mj; =1—Xm; (2.33)
Onde:
e )\ é um parametro arbitrario;
e m; ¢ a medida de mutabilidade do estado j, dada por:
i Ari

m; = ——— 2.34
J Zk Ak] ( )

Além disso, as frequéncias dos tipos de subestruturas sao também calculadas a

partir dessas contagens.

A relagao entre A e p (razdo da transicao aceita ou, no modelo de Dayhoff, Schwartz
e Orcutt (1978), porcentagem do PAM) é dada pela Equacao 2.35:

p=1=> fiM;=\> fim (2.35)
Onde:

e f; é a frequéncia do estado i, e é dada pela Equacao 2.36:

> Ag

Ji= Dok 2 Aw

(2.36)
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Quando se escolhe o valor de p, o pardmetro A é calculado utilizando a Equacgao 2.35.
Segundo Kawabata e Nishikawa (2000), o MATRAS utiliza o valor A = 1,00, tornando o
célculo de M}; (Equagoes 2.32 e 2.33 do modelo de Dayhoff, Schwartz e Orcutt (1978))

mais simples, visto que para A = 1,00, a matriz M}J sera dada pela Equacao 2.37:

ML — Ay
Yo Y Ak

(2.37)

Para se obter a matriz de probabilidades de mutacao M! para escalas de tempo
maiores, multiplica-se M! por ela mesma (se¢io C da Figura 41). A matriz de N passos

evolutivos, MY, ¢ obtida dividindo a matriz de probabilidades de mutacio por N, ou seja:

Ml

MN
N

(2.38)
Como ja apresentado, assume-se que as estruturas das proteinas sofrem mudancas

)
com o passar do tempo, visto a influéncia do processo evolutivo. Usando a matriz de

probabilidade M?¥ e as frequéncias f;, o escore de similaridade definido na Equacdo 2.31

pode ser aproximado (se¢do D da Figura 41) usando a Equagao 2.39:

. . N
S(i, ) = log P(j)(;;’) ~ log ]\?j (2.39)

Ainda, de acordo com Kawabata e Nishikawa (2000), na prética, para alguns casos
do estado i, os valores obtidos ao se utilizar a Equacao 2.37 sao influenciados por pequenas
mudancas na quantidade de observagoes, sendo assim, ha a necessidade de se corrigir essa

inconsisténcia, gerando para isso a matriz de probabilidade M';;,

dada pela Equacao 2.40:

N mo mao
M= (1= s ) Fot T g™ (2.40)

Onde:

e 0 é um parametro arbitrario, ajustado para 10.000,0 para o Escore Ambiental ou
para 100,00 para o Escore de Elemento de Estrutura Secundéria e para o Escore de

Distancia (detalhados a seguir);

e m ¢é o valor minimo ao se comparar as transicoes j — i e ¢ — j:

m = min[MiJ]\.f,

MY (2.41)

Pelo exposto, pode-se entao definir, segundo Kawabata e Nishikawa (2000), os trés

tipos de escores de similaridade utilizados pelo MATRAS:
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1. Senv (Escore Ambiental): Este escore mapeia o relacionamento entre o solvente
e as estruturas da proteina. No MATRAS, as estruturas sao classificadas em cinco
tipos: hélice o (H), folha 8 (E) e coils com dngulos ¢ e 9 na regiao G (—180 < ¢ <
0N —120 < ¢ < 60), na regiao L (0 < ¢ < 180 A —120 < ¢ < 120) e na regiao B
(restante do plano ¢-10). Um esquema ilustrativo das regides G, L e B pode ser visto

na Figura 42.
Figura 42 — Grafico de Ramachandran para as regides G, L e B

180

120

60

Y o

(graus)

-120 -120

-180

-180 0 180

¢

(graus)

Fonte: Elaborada pelo autor

Em relacao ao solvente, cada uma das cinco regides apresentadas anteriormente
podem estar expostas ou ocultas, sendo assim, ha dez possiveis ambientes. O Escore
Ambiental, Se,y, € definido, segundo Kawabata e Nishikawa (2000), pela Equagao 2.42:

MY (R;, R))

Senv(Riij) = log f(R)

(2.42)

Onde:

e 1R, é o i-ésimo residuo de um ambiente de uma proteina;

e ?; é o j-ésimo residuo de um ambiente de outra proteina.

Este escore é usado apenas para o calculo do primeiro alinhamento provisorio das
duas proteinas, sendo necessario melhorar os resultados obtidos ao se utilizar os

outros dois escores apresentados a seguir.
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2. Sais (Escore de Distancia): Este escore calcula a distincia entre os C°!8 dos

residuos das duas proteinas que estao sendo comparadas. O calculo do Syis ¢ dado

pela Equacao 2.43:

MN<DZ:137 D]?J)

Sts(Dirs D) = log =715 (2.43)

Onde:

e D,, ¢ a distancia entre o i-ésimo residuo e o x-ésimo residuo de uma proteina;
e Dj, ¢ a distancia entre o j-ésimo residuo e o y-ésimo residuo de outra proteina;

e k é a quantidade de residuos que separa os residuos i e x, sendo dada por |i — x|

Separagoes curtas (1 < k < 20) sdo tratadas de forma independente, enquanto
que separagoes longas (k > 20) sao representadas em uma tnica matriz. Caso o
alinhamento contenha gaps, k vai diferir entre as duas proteinas, visto que |i — x| #
|7 —y| e nestes casos a maior diferenca serd utilizada, ou seja, k = max[|i —z|, |j —y|]-
Segundo Kawabata e Nishikawa (2000), o Sg;s € utilizado apenas no estagio final de
alinhamento do MATRAS, visto que ele é, dentre os trés escores, o mais sensivel na
detecgao de similaridades estruturais. Ainda, segundo Kawabata e Nishikawa (2000),
escolheu-se utilizar a distancia entre os C?, ao invés da distancia entre os C®, por
ser uma métrica que obtém melhores resultados para o alinhamento, especialmente

em regioes formadas por conformacgoes [3.

. Ssse (Escore de Elemento de Estrutura Secundaria): Um Elemento de Estru-

tura Secundéria, ou Secondary Structure Element (SSE), é definido por Kawabata e
Nishikawa (2000) como um grupo continuo de residuos que formam uma hélice o
ou uma conformacao . O arranjo geométrico espacial de um par de SSEs pode ser

representado utilizando 6 parametros:

e [;: a quantidade de residuos da proteina 1;

e [,: a quantidade de residuos da proteina 2;

61: o dngulo de ligacao (4ngulo formado entre trés 4tomos com pelo menos duas

ligagoes, Figura 43) da proteina 1;

f5: o angulo de ligacao da proteina 2;

e d: a menor distancia entre o par de SSEs;

¢: o angulo diédrico entre o par de SSEs.

18 (O CF é o primeiro carbono do grupo R, contado a partir do C* da cadeia principal, de um residuo de

aminodcido (LESK, 2016).
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Figura 43 — Angulo de ligacdo em uma molécula de dgua

~_“
104,5°

Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014) pelo autor

Estes parametros estao representados graficamente na Figura 44.

Figura 44 — Parametros que representam o arranjo geométrico espacial de um par de SSEs

Fonte: Adaptada de Kawabata e Nishikawa (2000) pelo autor

O célculo do Sge ¢ dado pela Equacao 2.44, sendo que os componentes desta
(Equacdo 2.45), S, (Equagdo 2.46),

Equagao sio definidos pelos sub-escores S? S

sse

S? . (Equacgdo 2.47) e SL_ (Equagao 2.48).

Sse sse

SSSG(iJ (L’,j, y) :Sslée(Li7 LJ) + Ss[ée(L$7 Ly)+
St (O1izs 01,3y) + See(O2,ia, 02,5y)+ (2.44)
Ssdse(diocv djy) + ste(¢iwa ¢jy)

M* (0:0,0;,)

Ssese(eiim 9jy) - log f(ew) (245)
sse(d) ¢ ) 0g f(ﬁbm:) ( )
Seee(diz, djy) = log M7 (dir, ) (2.47)
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Ste(Li, Lj) = log (2.48)

Onde:

e i é 0 i-ésimo SSE da proteina 1;
e 1 ¢é 0 z-¢ésimo SSE da proteina 1;
e j é o0 j-ésimo SSE da proteina 2;

e y é o y-ésimo SSE da proteina 2.

De acordo com Kawabata e Nishikawa (2000), este escore é utilizado no MATRAS
para se obter os alinhamentos intermediarios até que seja viavel utilizar o escore de

distancia.

Sendo assim, o algoritmo de alinhamento implementado no MATRAS, segundo

Kawabata e Nishikawa (2000), é composto de trés estégios:

1. Utilizagdo do Sge para a construgao iterativa dos N agrupamentos de SSEs, visando
a melhoria incremental deste escore até que o valor obtido na iteragao atual nao seja
melhor que o valor obtido na iteragao anterior, obtendo assim o escore 6timo para

os N agrupamentos obtidos;

2. Utilizacao de PD, com escore obtido usando o Seyy, para a execugao do algoritmo de

alinhamento local;

3. A partir do alinhamento obtido no estdagio anterior, novamente utiliza-se PD para
melhorar o alinhamento, agora utilizando o Sg;s, otimizando assim os resultados
obtidos até se obter o alinhamento final. O célculo do escore de similaridade para o
1-ésimo residuo de uma proteina com o j-ésimo residuo da outra proteina é dado

pela Equacao 2.49.

o 1
S(i,5) =522 Shie(Di @), Diy(a)) (2.49)
Onde:

e O par de residuos z(a) e y(a) é obtido no alinhamento do estégio anterior.

Kawabata (2003) foi responsavel em transformar o MATRAS em uma aplicagao
Web, além de tornar o algoritmo capaz de alinhar multiplas estruturas ao invés de somente
duas por vez, além de outras funcionalidades. A versao atual da ferramenta pode ser

encontrada na Web a partir do enderego <http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/>.


http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras/
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2.1.3.5 FATCAT

O Flexible structure AlignmenT by Chaining AFPs with Twists (FATCAT), de-
senvolvido por Ye e Godzik (2003), é um algoritmo de alinhamento de estruturas de
proteinas que incorpora em seu funcionamento a funcionalidade de levar em consideracao a
flexibilidade conformacional das proteinas, ao passo que os outros algoritmos tratados até

agora, tratam as proteinas como corpos rigidos. Nessa se¢ao este algoritmo sera definido
com base no trabalho de Ye e Godzik (2003).

Dadas duas proteinas, A e B, quer-se obter o alinhamento estrutural 6étimo das
mesmas, com a menor quantidade possivel de rearranjos, ou torg¢oes (twists), em uma das
estruturas. Para isso, o FATCAT combina gaps e torcoes entre AFPs consecutivos para

obter o alinhamento final.

Um AFP k, nas protefnas A e B, comparadas tem posigoes iniciais b4 (k) e bZ(k) e
posicoes finais e?(k) e eB (k). Dois AFPs consecutivos sdo compativeis quando superpoe
as duas estruturas sem nenhuma modificacao ou quando, para torna-los compativeis, uma
tor¢ao é inserida em uma das estruturas (secdo A da Figura 45). No FATCAT, a posi¢ao
relativa dos AFPs é sempre respeitada, ou seja, nao havera reposicionamento de AFPs
para otimizar o alinhamento (segdo B da Figura 45), sendo que para n torgoes, havera
n + 1 blocos de AFPs.

Figura 45 — Insercao de torcao

A deteccao dos AFPs ¢ feita de forma parecida com a do algoritmo CE de Shindyalov
e Bourne (1998), ou seja, dois fragmentos de tamanho fixo L (8 residuos) formam um
AFP se 0 RMSD dos C® desses fragmentos for menor que o limite de 3,0A, limite este

denominado de C}.



100 Capitulo 2. Revisdo da Literatura

A compatibilidade dos pares consecutivos de AFPs é calculada usando o RMSD
entre as matrizes de distancia dos residuos que constituem os AFPs, sendo denotada
por D, para os AFPs m e k (Equacdo 2.50). Uma alta similaridade (menor distancia)
implica em AFPs compativeis. Caso a distancia seja grande, insere-se as tor¢oes de modo
a melhorar a similaridade (compatibilidade) entre os AFPs, como mostrado na segdo A da

Figura 45.

s=1

L
2
Dy, = \l Z (d?A(m)—i—s,bA(k)—&-s - dl)BB(m)+s,bB(k)+s) (250)

Onde:

d{‘j é a distancia entre os residuos i e j na proteina A;

dfj ¢ a distancia entre os residuos 7 e j na proteina B;

b4(m) é a posicdo inicial do AFP m na proteina A;

bA(k) é a posicio inicial do AFP k na proteina A;

e bB(m) é a posicao inicial do AFP m na proteina B;

bB (k) ¢ a posicio inicial do AFP k na proteina B;

e [ é o tamanho dos AFPs.

O alinhamento flexivel entre duas estruturas é obtido a partir do encadeamento de
AFPs com no maximo t tor¢oes, sendo que quando ¢t = 0, o alinhamento flexivel se torna
um alinhamento rigido, visto que nao ha torgoes. O escore S(k) (Equagao 2.51) é utilizado
para se decidir como o proximo AFP serd conectado ao AFP k, obedecendo a algumas

restrigoes apresentadas abaixo:

S(k) = a(k) + max max [(S(m)+c(m —k),0ps-t-T(k) <t (2.51)
eA(m)<bA(k)
eB (m)<bB (k)

Onde:

e a(k) é o escore do AFP k, calculado utilizando a Equagao 2.52;

a(k) = Ry x L x F(dy) (2.52)

Onde:
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— R, é o escore de “recompensa’”, associado com um bom alinhamento (AFP

longo e RMSD pequeno);
— L é o comprimento do AFP;

— F(dg) é uma fungdo do RMSD (di) do AFP.

e c(m — k) é o escore da insergao da conexao entre os AFPs m e k (Equagdo 2.54);

e T'(k) é a quantidade de torgoes necessarias para se conectar os AFPs em S(k), sendo

calculado utilizando a Equacao 2.53:
T(k)=T(m)+t(m — k) (2.53)

Onde:

— t(m — k) é 1 caso seja preciso inserir uma torgao para conectar os AFPs m e
k e 0 caso contrario, ou seja, caso nao haja necessidade de inserir uma torcao

para realizar a conexao entre m e k.

Por fim, o escore que define a conexao entre os AFPs m e k é dado pelas Equacgoes
2.54, 2.55 e 2.56.

c(m — k) = W(Dui) x P. x F(p,q) (2.54)
1 , S€ Dmk > Dc
2
W(Dpr) = (%) , senao se Dy < Dy < D, (2.55)
0 , caso contrario
F(p,g) = M. xp+ M, x g (2.56)

Onde:

c¢(m — k) é o escore de conexao entre os AFPs m e k;

Dy € 0o RMSD entre os AFPs m e k (ja definido);

D, é o limiar para a definicdo da torc¢ao;

Dy ¢ o limiar para penalizacao de uma conexao;

P. é a penalidade méxima para a conexao de dois AFPs;

M. é a penalidade associada ao nao alinhamento (mismatching) de duas posigoes;
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e M, ¢é a penalidade para um gap.
e p é a quantidade de regioes nao alinhadas (mismatched);

e ¢ ¢ a quantidade de gaps para se conectar dois AFPs.

O FATCAT utiliza os parametros apresentados anteriormente com os seguintes
valores: t =5, L =8, C; = 3,0, D. = 5,0, Dy = 1,0, R, = 3,0, P. = =25, M. = —0,5
e My, = —0,5. O FATCAT foi originalmente implementado por Ye e Godzik (2003)
utilizando a linguagem de programacao C++-, sendo compilado no sistema operacional
Linux. Ye e Godzik (2004) desenvolveram um servidor para disponibilizagdo na Web
do servico de alinhamento do FATCAT, que pode ser acessado pelo endereco <http:
//fatcat.burnham.org/>.

2.1.3.6 Outros Métodos de Comparacdo Estrutural

Além dos métodos apresentados anteriormente, existem também diversos outros
métodos que propde a solugao aproximada do problema geral de alinhamento/comparacao
estrutural de proteinas, visto que esse problema é classificado computacionalmente como
Nondeterministic Polynomial time Hard (NP-Hard)'® como provado por Lathrop (1994).
Na lista abaixo sao apresentados, sucintamente, alguns desses métodos, organizados

cronologicamente de acordo com o ano de publicacgao.

e Da-Fu, Jiang e Zu-Kang (1994): O algoritmo apresentado pelos autores utiliza
informagoes de proteinas homodlogas, ou seja, que tém similaridade evolutiva em suas
estruturas primarias, para inferir a similaridade estrutural, bem como padroes de
conformacao que sao utilizados em preditores estruturais para apoiar no processo de

comparacao;

e Gibrat, Madej e Bryant (1996): A ferramenta Vector Alignment Search Tool
(VAST) foi desenvolvida por Gibrat, Madej e Bryant (1996) e consiste em uma
ferramenta que apresenta resultados pré-calculados de regides similares entre pro-
teinas depositadas no PDB e no Molecular Modeling Database (MMDB), sendo
que para realizar esses cédlculos ¢é utilizada a indugao dos dados estruturais das
proteinas em grafos. Esta ferramenta esta disponivel no National Center for Biote-
chnology Information (NCBI), a partir do enderego <http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/VAST /vast.shtml>, sendo que sua versao atual, o VAST+, foi
desenvolvida por Madej et al. (2014) e pode ser acessada no endereco <http:

//structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/vastplus/vastplus.cgi>;

19 A classificacio de complexidade computacional NP-Hard (NP-Dificil) compreende todos os problemas
que nao podem ser resolvidos em tempo polinomial conhecido, ou seja, a solugao 6tima para o problema
nao é possivel de ser computada.


http://fatcat.burnham.org/
http://fatcat.burnham.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/VAST/vast.shtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/VAST/vast.shtml
http://structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/vastplus/vastplus.cgi
http://structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/vastplus/vastplus.cgi
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e Suyama, Matsuo e Nishikawa (1997): Nesse trabalho é apresentado um algo-
ritmo de alinhamento de estruturas de proteinas que utiliza, além da PD, perfis de
alinhamento 3D, que sdo matrizes de escores derivadas de subestruturas conhecidas,
ou seja, varias estruturas de proteinas sao processadas, gerando esses perfis, que
por sua vez sao utilizados para comparar outras proteinas, identificando se¢oes das

proteinas que casam com esses perfis, obtendo assim a similaridade estrutural;

e Taylor (1999): Nesse algoritmo ¢é utilizada a matriz de distdncia das estruturas
que estao sendo comparadas de modo a centralizar, iterativamente, secoes dessas
proteinas, sendo que os centros sao escolhidos com base na similaridade dos residuos
centrais. Ao se realizar a centralizacao, verifica-se se os residuos adjacentes aos
centros tém estrutura geométrica similar, expandindo os alinhamentos quando essa
comparagao geométrica gera escores lteis, sendo que estes escores sao obtidos também
via PD. Este algoritmo, denominado Structure Alignment Program (SAP), é também
descrito no trabalho de Taylor (2000);

e Ortiz, Strauss e Olmea (2002): A ideia do algoritmo MAtching Molecular Models
Obtained from THeory (MAMMOTH), desenvolvido por Ortiz, Strauss e Olmea
(2002), é permitir a comparagao de estruturas de proteinas obtidas experimentalmente,
com proteinas que tiveram suas estruturas geradas automaticamente por algum
preditor estrutural, sem que tenha havido nenhum tipo de modificagdo manual nesta
estrutura. A ferramenta Web que permite a utilizagao do algoritmo MAMMOTH pode
ser encontrada no endere¢o <http://ub.cbm.uam.es/servers/mammoth/mammoth.

php>;

e Shatsky, Nussinov e Wolfson (2002): O algoritmo FlexProt, desenvolvido por
Shatsky, Nussinov e Wolfson (2002), permite a comparagao de proteinas que tém
estruturas rigidas, ou seja, que nao tém variagao conformacional, com proteinas
que tém estruturas que permitem algum tipo de variagao, chamadas de proteinas
flexiveis, sendo que no enderego <http://bioinfodd.cs.tau.ac.il/FlexProt/> pode-se

encontrar a ferramenta de comparagao apresentada;

e Taylor (2002): O autor apresenta um algoritmo que utiliza a teoria do grafos
para realizar a comparacao entre duas proteinas, induzindo dois grafos a partir das
estruturas tridimensionais das mesmas e entao, a partir desses grafos, realiza uma
busca por subgrafos comuns, que por sua vez representam as subestruturas que sao

similares;

e Ferrari, Guerra e Zanotti (2003): Nesse trabalho é apresentada uma infraestru-

tura computacional em grade (grid computing®®), bem como um algoritmo que faz

20 A computacio em grade pode ser definida como uma infraestrutura distribuida, capaz de realizar o
processamento de quantidades massivas de dados, aproveitando o tempo ocioso dos processados das


http://ub.cbm.uam.es/servers/mammoth/mammoth.php
http://ub.cbm.uam.es/servers/mammoth/mammoth.php
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FlexProt/
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uso do poder de processamento da mesma, para comparar estruturas de proteinas
depositadas no PDB;

Kotlovyi, Nichols e Eyck (2003): O algoritmo Shape And Transformation (SAT)
utiliza uma abordagem geométrica para comparar as estruturas das proteinas, repre-
sentando a cadeia de C* de cada proteina como uma linha em um espaco tridimensi-

onal;

Sasin, Kurowski e Bujnicki (2003): Os autores apresentam nesse trabalho uma
ferramenta, denominada STRUcture CLAssification (STRUCLA), capaz de realizar o
alinhamento de estruturas de miltiplas proteinas. A ferramenta pode ser encontrada

na Web a partir do enderego <http://asia.genesilico.pl/strucla/>;

Shih e Hwang (2003): Nesse trabalho é apresentado o algoritmo Fast aLignment
Algorithm for finding Structural Homology of proteins (FLASH) que calcula a si-
milaridade entre as subestruturas das proteinas comparadas utilizando a ideia de
representa-las utilizando SSEs, abordagem também utilizada no algoritmo MATRAS
de Kawabata e Nishikawa (2000);

Can e Wang (2004): No trabalho em questao, o algoritmo apresentado utiliza
também uma abordagem geométrica para comparacao de curvas que representam as

proteinas, assim como no trabalho de Kotlovyi, Nichols e Eyck (2003);

Comin, Guerra e Zanotti (2004): E apresentado pelos autores um algoritmo,
denominado de PROtein STructure comparison (PROuST), para comparagao es-
trutural de proteinas que realiza a indexacado das proteinas depositadas no PDB,
utilizando para isso algumas caracteristicas conformacionais das mesmas, e que faz
uso dessa indexagao para encontrar regioes similares entre duas ou mais proteinas.
No trabalho de Ciriello, Comin e Guerra (2007) o algoritmo PROUST é melhorado,
com o objetivo de acelerar o processamento dos alinhamentos estruturais, bem
como utilizar, assim como no trabalho de Ferrari, Guerra e Zanotti (2003), uma

infraestrutura em grade;

Shapiro e Brutlag (2004a): Os autores apresentam um servidor/algoritmo, deno-
minado FoldMiner, capaz de realizar buscas no PDB e inferir motivos nas estruturas
pesquisadas de forma nao supervisionada, bem como um algoritmo, o LOCK 2
desenvolvido por Shapiro e Brutlag (2004b), que também utiliza SSEs para realizar

a comparacao estrutural das proteinas pesquisadas através do FoldMiner;

Xu et al. (2004): Nesse trabalho é apresentado o servidor Web ProteinDBS, que

realiza indexacao das proteinas do PDB utilizando a estrutura de dados Entropy

maquinas que fazem parte dessa grade.


http://asia.genesilico.pl/strucla/
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Balanced Statistical (EBS) k-d tree, desenvolvida por Scott e Shyu (2003), e permite,
a partir dessa indexacao, a busca por similaridade entre estruturas de proteinas. A
ferramenta pode ser acessada na Web a partir do enderego <http://proteindbs.rnet.

missouri.edu/>;

Aghili, Agrawal e Abbadi (2005): O algoritmo Protein Alignment by Directional
shape Signatures (PADS) induz uma assinatura geométrica das conformagoes das
subestruturas das proteinas depositadas no PDB e usa essa informacao para realizar

a comparacao de estruturas de proteinas;

Chionh et al. (2005): Os autores propoe o algoritmo Structure-Conscious ALign-
ment of secondary structure Elements (SCALE) que utiliza SSEs para realizar a

comparacao estrutural de proteinas;

Pelta et al. (2005): Nesse trabalho é utilizada a abordagem de realizar a compa-
racao estrutural de proteinas a partir da superposicao dos mapas de contato das
mesmas. No trabalho de Pelta, Gonzalez e Vega (2008) esse algoritmo ¢ otimizado e

sao apresentados alguns experimentos para verificar sua acuracidade;

Yona e Kedem (2005): O algoritmo apresentado nesse trabalho realiza diversas
transformacoes, especificamente rotagoes, nos modelos tridimensionais de duas pro-
teinas de modo a alinha-las com base nas métricas de RMSD e Unit-vector Root
Mean Square Distance (URMSD);

Zhang e Skolnick (2005): O Template/Model-Align (TM-Align), algoritmo apre-
sentado nesse trabalho, utiliza a métrica denominada Template/Model-Score (TM-
Score) desenvolvida por Zhang e Skolnick (2004) e DP para realizar o alinhamento da
estrutura de proteinas. Nos trabalhos de Sharma, Papanikolaou e Manolakos (2013) e
de Sharma e Manolakos (2015) os autores utilizam o TM-Align de modo a adaptar a
execucao de algoritmos de comparacao de proteinas para arquiteturas multicore®'. A
pagina Web <http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/> pode ser utilizada

para acessar a ferramenta online;

Aung e Tan (2006): Os autores apresentam nesse trabalho o desenvolvimento do
algoritmo MatAlign, capaz de alinhar estruturas de proteinas utilizando as matrizes

de distancia das mesmas;

Vesterstroem e Taylor (2006): Nesse trabalho é apresentado o algoritmo Flexible
Alignment of Secondary structure Elements (FASE), capaz de realizar alinhamentos

nao sequenciais em estruturas de proteinas, ou seja, alinhar uma subestrutura de

2L Insercdo de dois ou mais nticleos de processamento em um tnico circuito integrado, possibilitando a

execugao paralela de instrugoes, distribuindo a carga de execuc¢ao de um determinado algoritmo em
diversos nucleos.


http://proteindbs.rnet.missouri.edu/
http://proteindbs.rnet.missouri.edu/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
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uma proteina que se encontra na direcdo N-Terminal — C-Terminal, com uma

subestrutura da outra proteina que estd na direcao contraria;

Zotenko, O’Leary e Przytycka (2006): O método Secondary Structure Element
Footprint (SSEF) desenvolvido pelos autores utiliza os SSEs das proteinas que estao
sendo comparadas para obter um panorama geral da conformacao das mesmas.
No trabalho de Zotenko et al. (2007) os autores apresentam alguns experimentos,

principalmente relacionados a velocidade de processamento do algoritmo;

Wu et al. (2007): O algoritmo apresentado pelos autores utiliza, assim como outros
algoritmos ja apresentados, uma abordagem geométrica para realizar a comparagao

das subestruturas das proteinas comparadas;

Chu et al. (2008): Nesse trabalho, os autores utilizam, além dos SSEs para iniciar
o processamento da comparagao das proteinas, técnicas de processamento de imagens

para realizar os alinhamentos tridimensionais;

Csaba, Birzele e Zimmer (2008): O Phenotypic Plasticity Method (PPM) de-
senvolvido pelos autores utiliza ideias parecidas com as do algoritmo MATRAS
(KAWABATA; NISHIKAWA, 2000) procurando realizar as comparagoes com base
na probabilidade de uma substrutura se tornar outra subestrutura, além do seu
diferencial, que é levar em consideragao a plasticidade fenotipica das proteinas

analisadas;

Sippl e Wiederstein (2008): Os autores apresentam o TopMatch, um conjunto
de algoritmos que utilizam a abordagem de matrizes de distancia para a comparacao
entre as estruturas das proteinas. No endereco <http://topmatch.services.came.sbg.
ac.at/> da Web, o servigo do TopMatch pode ser acessado. Nos trabalhos de Sippl
(2008) e Sippl et al. (2008) os autores apresentam varias consideragoes em relagao
ao TopMatch, principalmente em relagdo a forma de processar as caracteristicas

conformacionais das proteinas;

Eslahchi et al. (2009): O algoritmo apresentado nesse trabalho utiliza uma abor-
dagem geométrica para a superposicao das subestruturas das proteinas comparadas

de modo a minimizar o RMSD;

Malod-Dognin, Andonov e Yanev (2009): Os autores propde um algoritmo
baseado em matrizes de distancia e em encontrar cliques em grafos induzidos a partir

das estruturas comparadas;

Guerler e Knapp (2010): Nesse trabalho é apresentado um algoritmo de compa-
racao de estruturas de proteinas nao sequencial, ou seja, quando a comparacao das

subestruturas nao obedece a ordem em que essas subestruturas estao distribuidas


http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/
http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/
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em cada proteina, que utiliza internamente outros algoritmos apresentados neste
trabalho, como o Dali (HOLM; SANDER, 1993), o CE (SHINDYALOV; BOURNE,
1998) e o TM-Align (ZHANG; SKOLNICK, 2005);

e Zhang et al. (2010): O algoritmo apresentado utiliza também uma abordagem

geométrica para a comparag¢ao estrutural;

e Galgonek, Hoksza e Skopal (2011): Outro algoritmo que utiliza geometria
computacional para o obtencao da comparacao, sendo que, em contraste com os
outros algoritmos apresentados que induzem curvas a partir do backbone das proteinas,
esse algoritmo trata cada aminoacido como uma esfera, realizando o calculo das

similaridades utilizando informagoes de interseccao entre as mesmas;

e Joseph, Srinivasan e Brevern (2011): No algoritmo apresentado nesse trabalho,
denominado Improved Protein Block Alignment (iPBA), a estrutura tridimensional
das proteinas é convertida em um conjunto de Protein Blocks (PBs), que segundo
Joseph, Srinivasan e Brevern (2011), sdo um conjunto de dezesseis pentapeptideos
que representam um alfabeto de conformacgoes comuns as proteinas, simplificando um
problema tridimensional para um problema unidimensional e entao utiliza o algoritmo
de alinhamento global de Needleman e Wunsch (1970) para alinhar as sequéncias
de PBs. O iPBA é uma versao melhorada do algoritmo PBALIGN, desenvolvido
por Tyagi et al. (2008). No trabalho de Gelly et al. (2011) o iPBA ¢ utilizado
na implementagao de uma ferramenta online para alinhamento de estruturas de
proteinas e que pode ser acessada pelo endere¢co <http://www.dsimb.inserm.fr/
dsimb__tools/ipba/>. Ainda, no trabalho de Joseph, Srinivasan e Brevern (2012), o

iPBA é usado como base para um algoritmo de alinhamento de multiplas estruturas;

e Kifer, Nussinov e Wolfson (2011): Os autores apresentam o algoritmo GIO-
bal Structure Superposltion of Proteins (GOSSIP), que processa as proteinas de
modo a gerar assinaturas nas regioes comparadas, ou seja, valores que representam
determinado intervalo estrutural, permitindo entao o alinhamento global das estru-
turas comparadas. A interface Web do GOSSIP pode ser acessada pelo enderego
<http://bioinfodd.cs.tau.ac.il/gossip/> da Web;

e Li e Ng (2011): Nesse trabalho é apresentado outro algoritmo que trabalha com a
comparacao de mapas de contato induzidos a partir da estrutura de cada proteina.

Essa comparagao se baseia em quais regides dos mapas comparados se sobrepoe;

e Liu, Srivastava e Zhang (2011): O algoritmo apresentado pelos autores utiliza
as informagoes geométricas, obtidas a partir das curvas das cadeias principais das

proteinas comparadas, para realizar o processo de comparacao estrutural;


http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb_tools/ipba/
http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb_tools/ipba/
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/gossip/
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Mernberger, Klebe e Hullermeier (2011): O Semiglobal Graph Alignment
(SEGA), algoritmo apresentado nesse trabalho, utiliza a teoria dos grafos para,
a partir de grafos induzidos com base nas estruturas das proteinas, realizar o alinha-

mento de suas substruturas;

Razmara, Deris e Parvizpour (2012): Nesse trabalho é apresentado o algoritmo
denominado Topology String Alignment Method for Intensive Rapid comparison of
protein structures (TS-AMIR), que realiza o alinhamento estrutural de proteinas em
dois estagios: no primeiro estagio, as estruturas secundarias contidas em cada uma das
duas estruturas comparadas sao associadas umas as outras, gerando assim um mapa
de correspondéncia, sendo que essa associacao é obtida a partir da comparacao da
topologia dos fragmentos escolhidos; no segundo estagio, é executado um alinhamento

residuo a residuo entre as estruturas associadas;

Ashby et al. (2013): O algoritmo desenvolvido pelos autores, chamado de effici-
ent enumeration-based Protein structure Comparison (ePC), é capaz de realizar o

alinhamento estrutural de proteinas utilizando grafos e mapas de contato;

Jung et al. (2013): Os angulos de tor¢do da cadeia principal das proteinas sao

utilizados, nesse trabalho, para realizar a comparacao estrutural das proteinas;

Wang et al. (2013): Nesse trabalho os autores apresentam o algoritmo DeepAlign,
que realiza o alinhamento estrutural usando similaridade geométrica e informagdes

evolutivas e funcionais das proteinas;

Iakovidou et al. (2014): O algoritmo DIStance and COsine measures (DISCO) é
capaz de realizar o alinhamento multiplo de estruturas fazendo uso das distancias
calculadas entre os C* dos residuos, bem como os dngulos de tor¢do contidos no

backbone das estruturas comparadas;

Razmara, Parvizpour e Samira (2014): No algoritmo apresentado nesse trabalho
sao utilizados SSEs e AFPs para realizar a comparacao estrutural, além de ter a

capacidade de realizar o alinhamento flexivel entre as proteinas comparadas;

Terashi e Takeda-Shitaka (2015): Nesse trabalho os autores apresentam o Con-
tact Area-Based Alignment (CAB-align), um algoritmo de alinhamento flexivel de
estruturas de proteinas que realiza o alinhamento utilizando dados relativos aos

contatos entre os residuos das proteinas;

Zhao e Sacan (2015): O UniAlign é outro algoritmo que utiliza a informagao
evolutiva obtida a partir da andlise do alinhamento da estrutura primaria das
proteinas para realizar o alinhamento estrutural com o apoio da comparacao de

distancia entre os residuos;
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e Gutierrez et al. (2016): O algoritmo MOrphing & MAtching (MOMA), desenvol-
vido pelos autores, utiliza dados dos angulos de tor¢cao do backbone das proteinas,

bem como a distancia entre as estruturas secundarias para realizar o alinhamento;

Apesar da lista de algoritmos de alinhamento estrutural ser extensa, existem ainda
varios outros algoritmos que nao foram citados, visto que, na maioria dos trabalhos relatados
na mesma, é recorrente a informagao de que os algoritmos Dali (HOLM; SANDER, 1993) e
CE (SHINDYALOV; BOURNE, 1998) sao os mais usados e com melhores resultados, sendo
que esses dois algoritmos foram adotados, em conjunto com o FATCAT, na metodologia
deste trabalho.

A seguir, na Figura 46, ¢ mostrado um diagrama em forma de grafo que, baseado nas
informagoes apresentadas pelos autores citados nessa se¢ao, contém os algoritmos/trabalhos
apresentados, classificados de modo a agrupar algoritmos que utilizam a mesma técnica
bésica para realizar o computo da similaridade estrutural entre as proteinas. O maior
vértice, nomeado “algoritmos de alinhamento” é a origem direta ou indireta de todos os
outros vértices, sendo que os de tamanho intermediario representam as técnicas utilizadas
pelos algoritmos, que por sua vez, sao os vértices menores, nomeados da forma “nome -
trabalho”. Os algoritmos que nao tiveram seus respectivos nomes divulgados nos trabalhos

estao nomeados no diagrama da Figura 46 como “sn”; isto ¢, “sem nome”.

Como exemplo, pode-se tomar o vértice do algoritmo CE, situado na parte superior
central do diagrama, colorido em verde claro. Este algoritmo utiliza a técnica de “SSEs
e/ou AFPs”, sendo assim, ele estd ligado com uma aresta direcionada ao vértice da técnica
correspondente, que por sua vez, esta ligada ao vértice central “algoritmos de alinhamento”.
Pode-se notar também que alguns algoritmos, classificados como “hibrido” (azul claro,
esquerda do diagrama) utilizam mais de uma técnica. Por exemplo, o algoritmo DeepAlign,
pois utiliza as técnicas de “correspondéncia geométrica” e “modelos evolutivos”. Existe
também no diagrama o trabalho de (GUERLER; KNAPP, 2010), que é um caso de um
algoritmo que utiliza em seu funcionamento outros trés algoritmos, sendo assim, ele esta
ligado nos mesmos (Dali, CE e TM-Align). Por fim, a técnica de “matrizes de distancia”
¢ um subtipo de “correspondéncia geométrica”, estando entao, ligada a esta técnica por

uma aresta.
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Pelo exposto, pode-se notar que existe uma infinidade de algoritmos de alinhamento
estrutural de proteinas e que eles podem ser agrupados de acordo com as técnicas que sao
utilizadas para que o computo do alinhamento estrutural seja possivel. Nessa secao foi
apresentada uma das interfaces entre a Ciéncia da Computacao e as Ciéncias Bioldgicas,
que permite a geracao de resultados, no caso, a comparacao estrutural entre proteinas, algo
de extrema importancia. Nas proximas se¢oes serao apresentadas as revisoes bibliograficas
sobre uma bactéria, o Bacillus thuringiensis, e um conjunto de proteinas que a mesma

sintetiza, elementos fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho.

2.2 BACILLUS THURINGIENSIS

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria aerébia, Gram-positiva, encontrada
no solo, diferenciando-se de outras bactérias do seu género (Bacillus) por sintetizar cristais
proteicos intracelulares, produzidos durante a fase de esporulacdo, que sdo téxicos a
varias espécies de insetos, estes pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Himenoptera, Homoptera, Hemiptera, Isoptera, Mallophaga, Orthoptera, Phthraphera,
Siphonaptera, Thisanoptera, além de alguns acaros, protozoarios, nematoides e também a
alguns tipos de células cancerigenas (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010;
PINTO et al., 2009; PALMA et al., 2014).

Esses cristais sao formados por diversos tipos de proteinas, sendo que seus prin-
cipais constituintes, que sao responsaveis pela toxicidade do Bt nos insetos das ordens
mencionadas, sdo as proteinas Cristal, também chamadas de proteinas Cry, do inglés
Crystal Protein (ANGELO; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010; PINTO et al., 2009).
E importante destacar que além das proteinas Cry, o Bt é capaz de sintetizar varios outros
tipos de proteinas tteis para os seres humanos. Na Tabela 4 sdo apresentados os principais
tipos de proteinas sintetizadas pelo Bt, além de alguns detalhes pertinentes a cada um dos

tipos, como variabilidade e natureza da atividade manifestada.
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Tabela 4 — Diversidade de proteinas sintetizadas pelo Bt

Denominacgao Tipo da Proteina Variabilidade Atividade
Inseticida
S-endotoxinas Cry 74 familias Bactericida
L. (Crystal Protein) ~700 tipos Antiparasitaria
Sintetizadas . )
Anticancerigena
na Fase de —
. - Inseticida
Esporulagao Cyt 3 familias .
(Cytolytic Protein) 30 tipos (Diptera e
SOy P Coleoptera)
Secreted Toxins Vip 4 familias Inseticida
Sintetizadas (Vegetative Insecticidal Protein) ~150 tipos (Coleoptera)
na Fase Sip 1 tino Inseticida
Vegetativa (Secreted Insecticidal Protein) P (Coleoptera)

Fonte: Adaptado de Palma et al. (2014) pelo autor

Em relacao aos dados apresentados na Tabela 4, de acordo com Palma et al. (2014),
pode-se verificar que existem diversas toxinas que sao sintetizadas pelo Bt, sendo que as
mesmas podem ser classificadas em quatro tipos divididos em duas denominagoes que,
por sua vez, representam as duas diferentes fases do ciclo de vida do bacilo. As proteinas
sintetizadas durante a fase de esporulagao sao comumente denominadas de d-endotoxinas
e compreendem as proteinas Cry, ja mencionadas, e as proteinas Cyt. Durante a fase
vegetativa do Bt outros dois tipos de proteinas sao sintetizadas, as proteinas Vip e Sip,

que sao denominadas Secreted Toxins, ou seja, toxinas secretadas.

Segundo Roh et al. (2007), a primeira descricao do Bt foi feita no ano de 1915,
quando Ernst Berliner o isolou a partir do inseto Anagasta kuehniella, uma traca da farinha.
Esse isolamento aconteceu na provincia da Turingia na Alemanha, dando assim o nome
ao bacilo. Entretanto, ainda segundo Roh et al. (2007), o Bt foi descoberto inicialmente
no Japao, por Ishiwata Shigetane, no ano de 1902, como uma bactéria contida no bicho-
da-seda (Bombyx mori). Atualmente, sabe-se que a bactéria encontrada por Shigetane é
uma subespécie do Bt. Por fim, a classifica¢do do Bt é a seguinte: Bacteria (super-reino) >
Firmicutes (filo) > Bacilli (classe) > Bacillales (ordem) > Bacillaceae (familia) > Bacillus

(género) > Bacillus cereus (grupo) > Bacillus thuringiensis (espécie)?.

Na préxima Secao, as proteinas Cry, objeto de estudo deste trabalho, serdo deta-

lhadas, apresentando seu modo de acao e aplicagdes na agroindustria.

22 A linhagem do Bt foi obtida através de consulta no site <http://www.ebi.ac.uk/>, do European
Bioinformatics Institute (EBI), resultando nos dados apresentados no endereco <http://www.uniprot.
org/taxonomy/1428>. Os dados da consulta ao Tozonomy Browser do NCBI para o Bt podem ser
verificados no enderego <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser /wwwtax.cgi?lvl=0&amp;
id=1428>


http://www.ebi.ac.uk/
http://www.uniprot.org/taxonomy/1428
http://www.uniprot.org/taxonomy/1428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&amp;id=1428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&amp;id=1428
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2.3 PROTEINAS CRY

As proteinas Cry, classificadas como toxinas formadoras de poros (pore-formation
tozins) (BRAVO et al., 2004), possuem agao inseticida e sdo liberadas na forma de cristais
na fase de esporulacao do Bt. Esses cristais apresentam peso molecular entre 70 e 135
kDa (MIRANDA; ZAMUDIO; BRAVO, 2001) e tornam-se téxicos as espécies sensiveis
a eles quando sao ingeridos. No intestino das larvas dos insetos afetados, as proteinas
Cry sao parcialmente digeridas e adquirem seu potencial toxico, atuando na formacgao
de poros nas paredes intestinais, fazendo com que as larvas morram de inanicao e pela
contaminacgao gerada pelas bactérias que existem no intestino dos insetos, gerando um
quadro de septicemia (KNOWLES; DOW, 1993; PINTO et al., 2009). Na Figura 47 é
apresentada uma ilustracao do mecanismo de agao das proteinas Cry, dividido em quatro

fases:

1. O inseto ingere cristais proteicos e esporos do Bt presentes no ambiente;

2. Os cristais sdo parcialmente digeridos, assumindo a conformacao toxica e se ligando

a receptores especificos do intestino do inseto;

3. As proteinas criam poros na parede intestinal, contaminando o resto do organismo

com esporos e outras bactérias presentes no intestino;

4. O inseto morre de inanicdo e pela infec¢do causada pelos esporos e pelas bactérias,

que se proliferam no restante do corpo.
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Figura 47 — Esquema representativo geral do modo de acao das proteinas Cry

1

o o

W Cristais
Fonte: Adaptada de How... (2016) pelo autor

Existem diversas cepas de Bt que sintetizam diferentes tipos de proteina Cry e, como
mencionado anteriormente, cada cepa, com suas respectivas proteinas, tem agao em diversas
ordens de insetos, além de outros organismos e também em células cancerosas (PALMA
et al., 2014). Na Figura 48 é apresentado um diagrama em que as diversas familias das

proteinas Cry sao relacionadas com as ordens que cada uma afeta.
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Figura 48 — Proteinas Cry e Cyt relacionadas com os alvos afetados

Cry1A-C; Cry2A
Cry4A-B; Cry10
Cry11A-B; Cry16A
Cry19A-B; Cry20A

Cry1A-K; Cry2A =1 Cry24C; Cry27A
Cry7B; Cry8D Cry32B-D; Cry39A . )
Cry9A-C,E; Cry15A Cry4dh; Crya7A EHB.L Cy3heL Cry/a
Cry22A; Cry32A Cryd8A; Cryd9A Cry8A-G; CryoD; Cry14A
Cry51A Cyt1A-B: Cyt2A-B Cry18A; Cry22A-B; Cry23A
d Cry34A-B; Cry35A-B; Cry36A
L 1 r r Cry37A; Cry43A-B; Cry55A
epidoptera Diptera et
Coleoptera
Cry5A-B; Cry6A-B g:i:i
Cry12A; Cry13A Cry42A
Cry14A; Cry21A Cryash
Cry3sA Cry46A
Rhabditida
Human-cancer
cells
Cry2A
Cry3A
Cryl1A Cry3A
CrysA ~cry1ab
Cry22A
Hemiptera Gastropoda
Hymenoptera

Fonte: Reproduzida na integra de Palma et al. (2014) pelo autor

Pode-se notar que, a partir dos dados apresentados na Figura 48, existem proteinas
Cry que também sao ativas em mais de uma ordem de insetos. Por exemplo, a proteina
CrylA é ativa contra as ordens Lepidoptera e Diptera, enquanto a proteina CrylB é
ativa contra as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Com isso, é possivel inferir que
provavelmente devem existir receptores comuns entre essas ordens, ou que talvez existam
receptores diferentes em cada ordem, mas que viabilizam a manifestacao toxica das mesmas
familias de proteinas Cry. Diante da variabilidade de proteinas Cry existentes, foi definido
um sistema de classificacdo para organiza-las, sendo que o mesmo serd apresentado na

proxima Segao.

2.3.1 Classificacao

A classificagao atual das proteinas Cry foi proposta por Crickmore et al. (1998) e
tem como base o alinhamento dos aminoacidos das proteinas. Segundo Crickmore et al.
(1998), o primeiro passo para a criagdo da nomenclatura, e que é utilizado atualmente para
a classificagdo de novas proteinas, consiste em submeter as sequéncias dos aminoacidos
de todas as proteinas ao algoritmo ClustalW, desenvolvido por Thompson, Higgins e

Gibson (1994), que alinha as sequéncias par a par, gerando uma matriz de distancia, que
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quantifica as similaridades entre as proteinas. Apos a obtencao desses dados é gerada uma
arvore filogenética, que é uma representacao grafica do relacionamento evolutivo entre as

proteinas submetidas ao algoritmo ClustalW.

Com a arvore gerada, esta ¢ dividida em trés segoes, apresentadas em vermelho
(primary rank), laranja (secondary rank) e verde (tertiaty rank) na Figura 49, sendo essas
utilizadas como intervalos para o ranqueamento usado na nomenclatura. Esses intervalos
sao limitados por fronteiras, também apresentadas na Figura 49. O nome dado a cada

toxina depende da localizacao que cada proteina esta situada em relacao a essas fronteiras.

A toxina que entrar na arvore antes da fronteira “F1”, serd associada a um ranque
priméario utilizando um nimero arabico. A toxina que entrar entre as fronteiras “F1” e
“F2”, serd associada a um ranque secundario utilizando uma letra maitscula do alfabeto
latino. A toxina que entrar entre as fronteiras “F2”7 e “F3”, serd associada a um ranque
terciario utilizando uma letra mintscula do alfabeto latino e, por fim, toxinas que possuem
sequéncias idénticas, mas que foram isoladas de forma independente, receberdo um ranque

quaternario, que é representado por outro ntimero arabico.

Por exemplo, a proteina CrylAb apresentada na Figura 49 tem ranque priméario
igual a “1”, ranque secundario igual a “A” e ranque terciario igual a “b”. Ainda, na
Figura 49, pode-se verificar o caminho seguido até chegar na classificagdo desta proteina.

Outro exemplo, da proteina Cry4Aa, pode ser visto também na Figura 49.

Analisando as fronteiras apresentadas na Figura 49, pode-se verificar que as pro-
teinas de ranques primérios “1” e “7” tém cerca de 45% homologia em suas sequéncias.
Outras verificagoes podem ser feitas ao se observar a porcentagem de aminoécidos que
apresentam identidade nas sequéncias, pois esses valores estao inseridos no eixo “Percent

Amino Acid Sequence Identify” da Figura 49.
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Figura 49 — Exemplo de arvore filogenética de um conjunto de proteinas Cry

Primary Rank Secondary Rank Tertiary Rank

A b M—CrylAe

H— Cry1Af
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A maior parte das proteinas Cry apresentam estrutura tridimensional similar, sendo
que esta estrutura esta dividida, na maioria das vezes, em trés dominios proteicos (MAAGD;

BRAVO; CRICKMORE, 2001). Na proxima Secao serao apresentadas as caracteristicas

estruturais das proteinas Cry.

2.3.2 Caracterizacao Estrutural

Segundo Maagd, Bravo e Crickmore (2001), a estrutura das proteinas Cry nor-
malmente é dividida em trés dominios, sendo que o Dominio I, n-terminal, possui sete
hélices a e tem participacdo na inser¢ao na membrana intestinal do inseto e na formacao
do poro. O Dominio II, chamado de prisma [, apresenta trés folhas S dobradas simétricas
e, por fim, o Dominio III, c-terminal, é formado por duas folhas § antiparalelas. Ainda, de
acordo com Maagd, Bravo e Crickmore (2001), os Dominios II e III estao envolvidos no
reconhecimento dos receptores e na ligacao da proteina na parede intestinal, além de o

Dominio III também estar envolvido na formagao dos poros.

A estrutura da proteina CrylAal (PDB: 1CIY), em sua conformacao téxica, obtida
por Knowles e Ellar (1987) e Grochulski et al. (1995), pode ser vista na Figura 50, sendo
que a estrutura da proteina esta colorida de acordo com os tipos de estruturas secundarias
(roxo para hélices a, amarelo para as conformagoes 3, azul para outros tipos de hélice e

branco/verde para coils), além de sua superficie aproximada estar representada em verde.
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Figura 50 — Estrutura completa da conformagao téxica da proteina CrylAal (PDB: 1CIY)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

A estrutura apresentada na Figura 50 pode ser dividida nos trés dominios citados
anteriormente, sendo que os destaques desses dominios podem ser vistos, respectivamente,
nas Figuras 51, 52 e 53.



120 Capitulo 2. Revisdo da Literatura

Figura 51 — Destaque em roxo da superficie do Dominio I da conformacao toxica da
proteina CrylAal (PDB: 1CIY)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

Figura 52 — Destaque em vermelho da superficie do Dominio II da conformacao téxica da
proteina CrylAal (PDB: 1CIY)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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Figura 53 — Destaque em azul da superficie do Dominio III da conformacao téxica da
proteina CrylAal (PDB: 1CIY)

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

Pelo exposto, cada um dos dominios das proteinas Cry tém importancia na interacao
com os receptores das mesmas. Sendo assim, na préoxima Segao serao apresentados os
detalhes relacionados ao modo de agao das proteinas Cry em algumas ordens de insetos,

com foco na atividade dos diferentes receptores envolvidos no processo.

2.3.3 Interacdo com Receptores

De forma mais detalhada, segundo Knowles e Dow (1993), a atividade das proteinas
Cry é desencadeada a partir da solubilizagdo, em ambientes de pH alto (acima de 9,5), e
pela posterior digestao parcial das mesmas, executada a partir de proteases especificas
do intestino dos insetos, ativando assim o potencial téxico das proteinas. A clivagem das
protoxinas, isto ¢, das proteinas Cry antes de adquirirem sua conformacao téxica, segundo
Miranda, Zamudio e Bravo (2001), ¢ feita inicialmente a partir da extremidade c-terminal
e posteriormente na extremidade n-terminal, gerando, ao fim, as toxinas ativas, que tem
peso molecular entre 60 e 65 kDa (BRAVO et al., 2004).

Ao assumirem seu estado ativo, de acordo com Knowles e Dow (1993), as toxinas
se ligam aos receptores contidos em vesiculas da Brush Border Membrane (BBM) das
células colunares do intestino do inseto e, posteriormente, inserem-se de forma irreversivel
na membrana plasmatica da célula, iniciando assim a formagao de um poro, ou lesdo na
membrana, levando a uma quebra da permeabilidade, que por sua vez acarreta na lise das
células afetadas e no rompimento da integridade intestinal do organismo, fazendo com que

0 mesmo morra por inani¢ao e/ou por septicemia.
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Em relacao a ordem Lepidoptera, Bravo, Gill e Soberon (2007) afirmam que existem
pelo menos quatro tipos de receptores que estao envolvidos no processo de ligagao das

proteinas as vesiculas da BBM:

1. Uma proteina da familia das caderinas (CADR), que segundo Bretschneider, Heckel e
Pauchet (2016), é denominada HevCaLP em Heliothis virescens, Bt-R; (identificada
por Vadlamudi, Ji e Bulla L. A. (1993) e por Martinez-Ramirez et al. (1994)) em

Manduca sexta e Bt-Ri75 em Bombyx morti;
2. Uma aminopeptidase-N (APN) ancorada a uma ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI);
3. Uma fosfatase alcalina (ALP) ancorada a uma ancora GPI;

4. Um glicoconjugado de 270kDa.

De acordo com Buss e Callaghan (2008) hé um receptor da familia dos transpor-
tadores ATP-Binding Cassette (ABC), denominado HevABCC2, que é fundamental no

processo de infecgao pelas proteinas da familia CrylA.

Apesar de existirem proteinas Cry especificas a determinadas ordens e outras que
sao téxicas a mais de uma ordem, o mecanismo que desencadeia essa especificidade ainda
nao foi totalmente elucidado, entretanto é sabido que alteracoes na estrutura primaria
das toxinas, ou seja, trocas de aminoacidos em determinadas posicoes, sao capazes de
inibir o potencial toxico das mesmas. Tiewsiri e Angsuthanasombat (2007) conduziram
um experimento que constituia na modificacdo do gene da proteina Cry4Ba, especifica
a ordem Diptera, de modo a trocar quatro residuos aromaticos altamente conservados,
22\ 2527 248Y250 o 2631265 hor yuma Alanina (A), gerando proteinas modificadas
que foram menos toxicas ao mosquito Stegomyia aegypti do que a forma nao modificada

das mesmas.

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de desvendar qual é o

processo de ligagdo das proteinas Cry com os receptores citados anteriormente:

e Francis e Bulla (1997) estabeleceram a relagao do receptor Bt-R; com a toxicidade

ao tipo CrylAc;

e Keeton e Bulla (1997) determinaram a especificidade do Bt-R; com os tipos CrylAa,
CrylAb e CrylAc no mandarova-do-fumo (Manduca sexta);

e Miranda, Zamudio e Bravo (2001) descobriram que a hélice a; do Dominio I da

proteina CrylAb néao é essencial para sua atividade;

e Gomez et al. (2002) relacionaram o intervalo [869; 876] (HITDTNNK) de aminoacidos
do Bt-R; com a volta 2 do Dominio IT da proteina CrylA, compreendida no intervalo
363; 373] (SSTLYRRPFNI);
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e Gomez et al. (2002) determinaram que o processo de ligacao da proteina CrylA
com o receptor Bt-R; facilita a clivagem proteolitica da hélice a; do Dominio I,
acelerando a formagao de um tetramero, composto por quatro unidades de CrylA,
responsavel pela inser¢ao na membrana plasmatica através de uma interagdo com o
receptor APN;

e Bravo et al. (2004) estabeleceram que a oligomerizagdo em um tetramero dispara
a ligacao da proteina CrylAb na APN, além de que a toxicidade nao é apenas
manisfestada no receptor Bt-R, visto que células que nao estao presentes no intestino
de Manduca sexta também possuem esse receptor, mas precisam de uma concentragao

muito alta de proteinas toxicas para que sejam infectadas;

e De acordo com Zhang et al. (2005) o tipo CrylAb se incorpora na membrana
celular tanto na forma monomérica quanto na forma oligomérica, sendo que a forma
monomeérica liga-se especificamente ao receptor Bt-R; e a forma oligomérica ¢ lipidico-
dependente e nao especifica, além de nao ser responsavel pela formacao de poros e
por consequéncia nao matam as células do inseto. Os autores ainda apresentam que

a morte da célula esta relacionada a forma monomérica da toxina;

e Gomez et al. (2006) confirmam que os receptores Bt-R; e APN sao receptores de
CrylA e que CrylAb liga-se ao Bt-R; promovendo a formagao de um oligbmero
pré-poro que por sua vez se liga a APN promovendo a insercdo na membrana. Além
disso, afirmam que as voltas 2 e 3 do Dominio IT da CrylAb sdo as que interagem
inicialmente com o Bt-R; para a formacao do oligbmero e que a conformagao (314
do Dominio III interage com a APN para a posterior inser¢ao do oligbmero na

membrana celular;

e Gomez et al. (2007) afirmam que as proteinas CrylA, que sdo toxicas contra a ordem
Diptera, tém efeito sinergético nesses organismos com a proteina CytlAa, também
sintetizada pelo Bt, pois essa liga-se a um receptor do intestino do inseto e entao
atua como receptor da proteina Cry. Além disso, confirmam também que existem
trés regives da CADR que interagem com trés voltas do Dominio II da proteina

CrylA, sendo elas:

1. A volta 2 interage com os residuos S NITIHITDTNN® da CADR localizados
na repeticao 7;
2. As voltas a 8 e 2 interagem com os residuos 3 IPLPASILTVTV!42 da CADR

localizados na repeticao 11;

3. Um terceiro trecho da CADR localizado na repeticdo 12. No caso da CADR do
organismo Heliothis virescens, outro tipo de mandarova-do-fumo, a volta 3 do
Dominio IT da protefna CrylAc interage com os residuos **GVLTLNFQ!3!

da caderina.
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Lebel et al. (2009) estabeleceram que o Dominio I é essencial na formagao dos poros,
visto que mutagoes nesse dominio pioram drasticamente a taxa de formacao dos

mesmos;

157R159 e 169Y171

Leetachewa et al. (2014) determinaram que os residuos sao impor-

tantes para a manifestacao téxica da proteina Cry4Ba;

Zhang et al. (2014) afirmam que mutac¢oes na CADR conferem resisténcia a proteina
CrylAc;

Segundo Elleuch et al. (2015), a proteina CytlAa também tem acdo de sinergismo
com a proteina Cry4Ba no chamado mosquito da dengue (Aedes aegypti) aumentando

a sua poténcia;

De acordo com Feng et al. (2015), o Dominio III da proteina Crylle é importante

na sua manifestacao téxica na traca do milho asidtica (Ostrinia furnacalis);

Qiu et al. (2015) demonstram que a CADR também é um receptor importante para

a proteina Cry2Aa;

Shu et al. (2015) afirmam que a toxicidade da proteina Cry8Ea nao envolve os
receptores CADR, APN e/ou ALP;

Segundo Zhang, Hua e Adang (2015), a caderina também é um dos receptores da

proteina Cryl11Ba;

Zuniga-Navarrete et al. (2015) afirmam que o loop 1 do Dominio II da proteina
Cry3Aa tem como sitio de ligagdo uma regiao na repeticao 12 da caderina de Tenebrio

molitor, conhecido como bicho-da-farinha;

Jin et al. (2016) identificaram que a ALP é um possivel receptor da proteina CrylAc

na traga do milho asiatica (Ostrinia furnacalis);

Endo et al. (2017) demonstraram que os transportadores ABC dos tipos C2 e C3
(ABCC2 e ABCC3) da ordem Lepidoptera sao ativos com a proteina CrylAa, mas
nao as proteinas CrylCa e CrylDa. Afirmam também que o transportador ABCC
da ordem Coleoptera apresenta especificidade a proteina Cry8Ca, além de que o
mesmo transportador da ordem Diptera nao apresenta atividade com as proteinas

Cry ativas contra lepidépteros e dipteros.

No trabalho de Bretschneider, Heckel e Pauchet (2016) é apresentado um esquema

grafico, adaptado e reproduzido neste trabalho nas Figuras 54, 55, 56 e 57, do possivel
modo de agao dos receptores HevCaLP (caderina) e HevABCC2 (transportador ABC)

que foi proposto por Zhang et al. (2012). Os componentes que formam essas figuras estao
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coloridos da seguinte forma: os monomeros e os oligdmeros da proteina CrylA em verde, a
hélice a; em azul, a membrana celular em roxo e os receptores HevCaLLP e HevABCC2

respectivamente em amarelo e vermelho.

Na Figura 54 ¢é apresentado o funcionamento do receptor HevCaLLP no processo
de oligomerizagao rapida das proteinas CrylA. Nesse processo, os mondémeros de CrylA
associam-se ao receptor que, por sua vez, atua na clivagem da hélice ar; dos monomeros
(Figura 54a). A partir de varias toxinas clivadas, sao formados na solugao os oligbmeros
pré-poro das proteinas CrylA, que constituem a estrutura responsavel pela posterior

formacao do poro (Figura 54b).

Figura 54 — Modo de agao da proteina CrylA proposto por Zhang et al. (2012) - HevCaLP

W
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Fonte: Adaptado de Bretschneider, Heckel e Pauchet (2016) pelo autor

A oligomerizacao lenta, ou seja, a criacdo de oligbmeros da proteina CrylA sem a
atuagao catalizadora de HevCal.P, também pode ocorrer. Esse cendario é apresentado na
Figura 55, em que é mostrado na Figura 55a as toxinas com a hélice o7 ainda nao clivada
e na Figura 55b a formacao de um oligbmero. Na Figura 55c é apresentada a ligagao do
oligbmero pré-poro com o receptor HevABCC2 e, por fim, na Figura 55d o oligbmero é

apresentado de forma ligada ao receptor HevABCC2, sem ter sido inserido na membrana.
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Figura 55 — Modo de acao da proteina CrylA proposto por Zhang et al. (2012) - He-
vABCC2
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Fonte: Adaptado de Bretschneider, Heckel e Pauchet (2016) pelo autor

Na Figura 56 ¢ apresentado o cenario em que ha a interacao com os dois receptores.
Na Figura 56a, os mondémeros de CrylA interagem com o receptor HevCal.P que, por
sua vez, atuam na clivagem da hélice ;. Na Figura 56b é apresentado o processo de
formacao dos oligbmeros pré-poro. Na Figura 56¢ o oligdbmero pré-poro se liga ao receptor
HevABCC2 e na Figura 56d o oligbmero que esta ligado ao receptor HevABCC2 se liga
ao receptor HevCaLP (seta em verde). Na Figura 56e o oligbmero é removido do receptor
HevABCC2 por meio de interacoes com o citoesqueleto, representado pela seta tracejada
colorida em preto. Por fim, na Figura 56f, é apresentada a continuagao do processo de
insercao dos oligbmeros na membrana, em que o préximo oligdomero interage com o receptor

HevABCC2.
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Figura 56 — Modo de agao da proteina CrylA proposto por Zhang et al. (2012) - HevCaL.P
+ HevABCC2
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Fonte: Adaptado de Bretschneider, Heckel e Pauchet (2016) pelo autor

Por fim, na Figura 57 é apresentada a importancia do dominio intracelular de
HevCaLP na fixacao do oligdmero pré-poro na membrana celular. Na Figura 57a é mostrado
o cenario em que o receptor HevCaLLP nao possui o dominio intracelular, fazendo com que
o oligdbmero nao possa ser removido do receptor HevABCC2 e inserido na membrana. Na
Figura 57b e Figura 57c é apresentada a remocao do oligdbmero e inser¢ao na membrana por

meio de interagoes com o citoesqueleto, mediada pelo dominio intracelular de HevCaLP.
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Figura 57 — Modo de agdo da proteina CrylA proposto por Zhang et al. (2012) - Envolvi-
mento do dominio intracelular de HevCaL.P

(a)

(b) (c)

Fonte: Adaptado de Bretschneider, Heckel e Pauchet (2016) pelo autor

Xu et al. (2014) apresentam outro esquema para representar o modo de agao
da proteinas CrylA. Na Figura 58 esse esquema é apresentado. Acima e a esquerda é
apresentada a estrutura da proteina CrylAal (PDB: 1CIY), com o Dominio I colorido
em verde, o Dominio II colorido em laranja e o Dominio III colorido em azul. Acima e
a direita é apresentada a legenda dos componentes que formam o diagrama apresentado
abaixo. Nesse diagrama sao apresentados seis passos que representam a formagao do poro

na membrana celular:

1. A proteina CrylAa é solubilizada e digerida no intestino do inseto;
2. A proteina liga-se aos receptores APN e ALP contidos na membrana celular;

3. A ligacao da proteina na caderina facilita a clivagem proteolitica da hélice a; da

extremidade n-terminal (Dominio I);

4. A remocao da hélice a; resulta no mondmero, o qual tem sua afinidade de ligacao
com os receptores APN e ALP aumentada, induzindo a formagdo do oligomero

pré-poro;

5. Formacao do oligbmero pré-poro;
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6. Insercao irreversivel do oligbmero pré-poro na membrana, induzindo a lise celular.

Figura 58 — Modo de agao da proteina CrylA apresentado por Xu et al. (2014)
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Fonte: Adaptado de Xu et al. (2014) pelo autor

Pelo exposto, pode-se notar que existem diversos trabalhos que tém procurado
elucidar a questao de quais sao os receptores envolvidos na toxicidade das proteinas Cry,
bem como qual é o funcionamento dos mesmos, mas a grande maioria desses trabalhos tém
investigado o modo de acao das proteinas da familia Cry1A em insetos da ordem Lepidoptera.
Outro ponto importante na pesquisa das proteinas Cry é relacionado a obtencao dos
modelos tridimensionais das mesmas. Sendo assim, na préxima Secao serdo apresentados

os modelos das proteinas Cry que estao disponiveis de forma publica atualmente.

2.3.4 Modelos

Existem diversos modelos de proteinas Cry descritos na literatura e depositados
no PDB e no Protein Model Database (PMDB)?3, entretanto hd modelos que foram
depositados e ainda nao tém um trabalho publicado, bem como trabalhos publicados que
descrevem modelos que foram supostamente gerados, mas que nao estao acessiveis nos
bancos de dados estruturais citados e nem mesmo foram disponibilizados pelos seus autores
em outro meio eletronico (BUZATTO; FRANCA; ZINGARETTI, 2016). Na Tabela 5 sdo
apresentados todos estes detalhes, informando as proteinas, as ordens que sao afetadas,

seus modelos, os trabalhos publicados e algumas observacoes, quando necessario.

23O PMDB foi desenvolvido por Castrignano et al. (2006).
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Tabela 5 — Modelos das proteinas Cry

Proteina (Zl;if;?lgss) Ijzn&fi)?ggr Referéncia(s) Observagoes
Diptera, ]
CrylAal  Lepidoptera e 1CIY clé}liz\glﬁslilEiia;l(l(?ggé)
Gastropoda
Diptera,
CrylAbl6  Lepidoptera e Indisponivel Kashyap (2012) Nao hé modelo depositado
Gastropoda
Diptera,
CrylAbl9  Lepidoptera e Indisponivel Kashyap, Singh e Amla (2012) Nao ha modelo depositado
Gastropoda
Diptera, 4ARX Ainda néo publicado
CrylAcl Lepidoptera e 4ARY Ainda nao publicado
Gastropoda 4W8J Derbyshire, Ellar e Li (2001)
CrylLd Lepidoptera Indisponivel Dehury et al. (2013) Nao hé modelo depositado
Diptera,
Cry2Aal Hemiptera e 115P Morse, Yamamoto e Stroud (2001)
Lepidoptera
Coleoptera,
Cry3A Hemiptera e 1DLC Li, Carroll e Ellar (1991)
Hymenoptera
Coleoptera, i%i?
Cry3Aal Hemiptera e 1QX2 Sawaya et al. (2014)
Hymenoptera 1QX3
Cry3Bbl Coleoptera 1J16 Galitsky et al. (2001)
. Boonserm, Angsuthanasombat e Lescar (2004
Cry4Aal Diptera 209K e Bgonserm et al. (2006) ( )
. 1W99 Boonserm et al. (2005
Cry4Bal Diptera 4MOA Sriwimol et al. ((2015))
CrysAal 1 e t’ﬁj ¢ PMO0074964 Xin-Min et al. (2009)
Cry5B Rhabditida 4D8M Hui et al. (2012)
Cry5Bal Rhabditida PM0075036 Xia et al. (2008)
5J66
Cry6Aa Rhabditida 5KUC Dementiev et al. (2016) Formagao de poro
5KUD
Cry6Aa2 Rhabditida 5GHE Huang et al. (2016) Formagao de poro
Cry8Eal Coleoptera 3EB7 Guo et al. (2009)
Cryl1Bbl Diptera Indisponivel Gutierrez, Alzate e Orduz (2001) Nao ha modelo depositado
gggiﬁi Coleoptera 4RHZ Ainda nao publicado Complexo proteico binario
Cry30Ca2 Diptera Indisponivel Zhao, Zhou e Xia (2012) Nao hé modelo depositado
Cry34Abl Coleoptera 4JOX Kelker et al. (2014)
Cry35Abl Coleoptera 4JPO Kelker et al. (2014)
Cry51Aa1  Coleopterae APKM Xu et al. (2015)
Hemiptera
Cry5lAag ~ Coleopterac 5HD2 Gowda et al. (2016)
Hemiptera

* Os identificadores de modelo que possuem cédigos com quatro caracteres representam
identificadores do PDB, enquanto os identificadores com 9 caracteres sao cddigos do PMDB.

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016)
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Pode-se notar que foram obtidos diversos modelos das proteinas Cry, visto que
as mesmas tém importancia comercial relevante e, por isso, esse viés comercial sera

apresentado na proxima Secao.

2.3.5 Plantas Transgénicas e Produtos de Bt

O uso das proteinas Cry como inseticida correspondia, até o ano de 2009, a 98%
dos biopesticidas utilizados, tanto na agricultura quanto na satude (FIUZA; BERLITZ,
2009), sendo aplicados diretamente nas culturas suscetiveis aos insetos-praga. Em 1981,
Schnepf e Whiteley foram responsaveis em caracterizar e clonar os genes da proteina Cry,
permitindo-se vislumbrar novas aplicagoes do Bt. Uma dessas aplicacoes é a transgenia,
que permitiu inserir os genes codificadores das proteinas Cry em genomas vegetais, fazendo
com as plantas pudessem produzir, além de suas toxinas normais (quando existiam), as
proteinas Cry, aumentando assim sua resisténcia aos insetos-praga. Na Tabela 6 estao
apresentados alguns biopesticidas comerciais que utilizam o Bt, enquanto na Tabela 7
encontram-se listadas algumas plantas modificadas geneticamente para a producao de
proteinas Cry. Mais exemplos de produtos e plantas transgénicas podem ser encontrados
nos trabalhos de Fitiza e Berlitz (2009), Fitza e Pinto (2009) e Sanahuja et al. (2011).
Além disso, no trabalho de Raymond e Federici (2017) pode ser encontrado um estudo

sobre a seguranca da utilizacao de produtos de Bt.

Tabela 6 — Alguns biopesticidas comerciais de Bt para controle de pragas agricolas

Produto Empresa Cepa do Bt Ordem Afetada
Dipel Abbott Bt kurstaki Lepidoptera
Thuricide  Sandoz Bt kurstaki Lepidoptera
XenTari Abbott Bt aizawaz Lepidoptera
M-One Mycogen Bt san diego e Bt tenebrionis Coleoptera
Di-Terra Abbott Bt san diego e Bt tenebrionis Coleoptera

Fonte: Adaptado de Fitiza e Berlitz (2009) pelo autor
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Tabela 7 — Variagoes transgénicas de algumas plantas que sintetizam proteinas Cry ativas
contra a ordem Lepidoptera

Planta  Gene da Proteina Inseto(s)-Alvo
Amendoim CrylAc Elasmopalpus lignosellus
Chilo suppressalis
Cnaphalocrocis medinalis
Herpetogramma licarisalis
Mycalesis gotama

Arroz CrylAb Naranga canescens
Parnara guttata
Scirpophaga incertulas
Sesamia inferens

Batata CrylAb Phthorimaea operculella

Milho CrylF Diatraea grandiosella

Ostrinia nubilalis

Fonte: Adaptado de Fitza e Pinto (2009) pelo autor

Pelo exposto nesse Capitulo, nota-se a importancia das proteinas como sendo
os blocos estruturais bésicos para a “construcao” de todos os organismos vivos e que
as proteinas Cry, sintetizadas pelo Bt, tém importancia comercial relevante, visto seu
potencial de aplica¢ao na agroindustria como um biopesticida altamente especifico (FENG
et al., 2015; KOCH et al., 2015). Nos préximos Capitulos serao apresentadas a Hipdtese e

os Objetivos desta pesquisa.
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3 HIPOTESE

A hipotese desta tese é que as modificagoes na estrutura terciaria das proteinas

Cry estao relacionadas a especificidade destas no controle de diferentes ordens de insetos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar quais as diferencas conformacionais das proteinas Cry que estao associa-

das a sensibilidade téxica das ordens de insetos suscetiveis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

e Obter os dados das estruturas primarias das proteinas Cry conhecidas;

e Seccionar as estruturas primarias das proteinas Cry obtidas nos trés dominios que

as constituem;

e Utilizar os dados obtidos (sequéncias e dominios) na obtencao de modelos tridimen-

sionais que representam as estruturas das proteinas;

e Utilizar algoritmos e/ou ferramentas para o alinhamento estrutural (tridimensional)

dos modelos obtidos;
e Renderizar os alinhamentos estruturais obtidos em imagens para inspe¢ao visual;
e Buscar e analisar padroes nas imagens geradas a partir dos modelos;

e Analisar os dados obtidos, visando identificar os padroes que diferenciam cada
proteina com relacdo as ordens de insetos atacadas, focando especificamente em

regioes ativas com os receptores dos organismos alvo.
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5 METODOLOGIA

Neste trabalho foram desenvolvidas diversas atividades com intuito de alcangar
os objetivos tragados, sendo que o caminho percorrido para o desenvolvimento dessas

atividades esta organizado de forma cronolégica no diagrama apresentado na Figura 59.

Figura 59 — Caminho percorrido

Bt Nomenclature PDB PMDB

Resultados e

Experimentos Analise de Dados Conclusdes

Parciais

e ®

° ‘e
0@ °,

Dadosdas @ CrvGetter Modelos
@ Proteinas Cry v Tridimensionais
o

oco0°

LI )

1

m

Fonte: Elaborada pelo autor

Esse diagrama deve ser lido da esquerda para a direita, de cima para baixo, sendo
que a primeira atividade esta identificada como “Dados das Proteinas Cry” e a tltima
como “Resultados e Conclusoes Parciais”. Além do fluxo principal das atividades, pode-se
notar algumas caixas, representadas em azul, que identificam recursos e/ou tecnologias
que foram utilizados no apoio a execucao de uma atividade especifica. Por exemplo, na
primeira atividade, “Dados das Proteinas Cry”, sdo usados recursos do site Bt Nomenclature
(CRICKMORE et al., 2016), criado e mantido por Crickmore et al., em que as proteinas
Cry que foram publicadas estao catalogadas, e do NCBI, por meio de uma Application

Programming Interface (API). Nas préximas Secoes, cada uma dessas atividades serd
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detalhada.

5.1 DADOS DAS PROTEINAS CRY

Os dados das proteinas Cry descobertas e sequenciadas podem ser obtidos direta-
mente no NCBI, entretanto, Crickmore et al. (2016), tém mantido o site Bt Nomenclature,
que atua como um catalogo das proteinas Cry. Neste trabalho, esse site foi usado como
ponto de partida para o entendimento sobre essas proteinas. Na Figura 60 é apresentada
uma captura de tela da pagina principal do site Bt Nomenclature, em que ¢ apresentado

um menu ao lado esquerdo, com as secoes do site, e do lado direito a apresentagao do

1mes1mo.

Figura 60 — Pagina principal do site Bt Nomenclature

[ www.btnomenclatureint X ‘

&« C | @ www.btnomenclature.info x| A O P %

s s

Bacillus thuringiensis Toxin Nomenclature:

The Bacillus thuringiensis delta-endotoxin nomenclature committes was set up in 1993 in order to update the nomenclature
originally devised in 1989 by Hofte and Whiteley (Microbiological Reviews 33:242-255) and consists of the following
committee members

The current nomenclature. based solely on amino acid identity. allows closely related toxins to be ranked together and removes
the necessity for researchers to bioassay each new toxin against a growing series of organisms. Biological specificity being a
component of the orgimal nomenclature. Roman numerals have also been exchanged for Arabic nmunerals in the primary rank (eg
CrvIITA became Cry3A). Each new toxin is assigned a unique name incorporating four ranks. A completely new toxin might
therefore be assigned the name Cry30Aal. For the sake of convenience we propose that the use of the quaternary rank (which
distinguishes between toxins that are more than 95% identical) is optional. only being used for the sake of clarity. Note that
quaternary ranks are assigned to each mndependently sequenced toxin gene. thus despite the fact that some toxins have different
quaternary ranks - they mav in fact be identical.

Vip Nomenclature:

A nomenclature for the Vip and Vip-related toxins can be found here

Parasporin Nomenclature:

A new nomenclature for the sub-class of Bt toxins known as parasporins can be found here

Fonte: Captura de tela da pagina principal do site Bt Nomenclature (CRICKMORE et
al., 2016)

O catalogo das toxinas, que é mantido pelos autores, é acessado ao se clicar no
item “Full Toxin List” do menu a esquerda. Essa lista é armazenada no site por meio de

uma tabela Hypertext Markup Language (HTML), que pode ser vista na Figura 61.
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Figura 61 — Lista de toxinas catalogadas do site Bt Nomenclature

[ Bacillus thuringiensis to: 3 WY

& C | ® btnomenclature.info A O e

Full list of delta-endotoxins
Click on name to access NCBI entry (if available)
NCBI . .
Name Acc No. . NCBINuc Authors Year Strain / Other ID Comment
Protein
CrvlAal AAAD2353 142763 142764 Schnepf et al 1985 Bt kurstala HD1
CrvlAa2 AAAD23552 351713 143100 Shibano et al 1985 Bt sotto
CrvlAa3l BAA00237 216284 216283 Shimizu et al 1988 Bt arzawar [PL7
CrvlAad CAA3I886 40267 40266 Masson et al 1989 Bt entomocidus
CrvlAa> BAAO04468 535781 506190 Udayasurivan et al 1994 Bt Fu-2-7
CrvlAab AAARG2Z65 1171233 1171232 Masson et al 1994 Bt kurstaki NRD-12
CrvlAa7 AAD46139 5669035 5669034 Osman et al 1999Bt C12
CrvlAal 126149 Lin 1996 DNA sequence only
CrylAa9 BAAT7213 4666284 4666283  Nagamatsu et al 1999 ?éjzlld“’hm“
CrvlAal0 AADS55382 5901703 5901702  How and Chen 1999 Bt kurstala HD-1-02
CrvlAall CAAT0856 6687073 6687072 Tounsi et al 1999 Bt kurstaki
CrvlAal2 AAPS0146 32344731 32344730 Yaoetal 2001 Bt Lv30
CrvlAal3 AAM44305 21239436 21239435  Zhong et al 2002 Bt sotto
CrvlAald AAP40639 37781497 37781496 Renetal 2002 unpublished
CrvlAals AAY66993 67089177 67089176 Sauka et al 2005 Bt INTA Mol-12
CrvlAal6 HQ439776 Linetal 2010 Bt Ps9-E2
CrvlAal7 HQ439788 Liu et al 2010 Bt PS9-C12
CrvlAal8 HQ439790 Linetal 2010 Bt PS9-D12
CrvlAal9 HQG685121 337732098 337732097 Lié& Luo 2011 BtLS-R-21
|| CrwlAa20 JF340156 Kumari & Kaur 2011 Bt SK-798 .

Fonte: Captura de tela da pagina de listagem de toxinas catalogadas do site Bt
Nomenclature (CRICKMORE et al., 2016)

Essa tabela estd organizada de modo a apresentar os principais identificadores de
cada proteina catalogada. Por exemplo, na primeira linha, na coluna “Name”, é apresentado
o nome da proteina, de acordo com a classificacdo de Crickmore et al. (1998) e, que nesse
caso, é CrylAal. Nessa mesma coluna, o nome da proteina é um link que, ao ser clicado,
redireciona o usuario do site para a pagina de dados da proteina no NCBI. Na segunda
coluna, “Acc. No.”, é apresentado o accession number, um identificador tinico que sinaliza
em qual banco de dados a entrada foi depositada. Na terceira coluna, “NCBI Protein”,
¢é apresentado o identificador da entrada no banco de dados de proteinas do NCBI e, de
forma andloga, na quarta coluna, “NCBI Nucleotide”, é apresentado o identificador do
banco de dados de nucleotideos do NCBI. Na quinta coluna, “Authors”, sdo apresentados
os autores do trabalho que originou o depédsito dos dados, na sexta coluna, “ Year Strain /
Other ID”, sao apresentados os dados relativos a cepa que sintetiza a proteina, ou seja,
de qual cepa do Bt a proteina foi isolada e, por fim, na sétima coluna, “Comment”, sao

apresentados alguns comentarios que os mantenedores do site julgam ser pertinentes.

Ao clicar no item discutido anteriormente, o usuario pode visualizar os dados da
entrada no NCBI. Na Figura 62 é apresentada uma captura de tela da interface do NCBI

em que sao mostrados os detalhes da proteina CrylAal.
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Figura 62 — Dados da proteina CrylAal no NCBI

& NCBI  Resources (¥ How To (]

Protein Protein Ml [ earch

Advanced Help

GenPept ~ Send to: ~ 5
Change region shown o,

crystal protein [Bacillus thuringiensis]

GenBank: AAA22353.1
Identical Proteins FASTA  Graphics

Customize view S

Analyze this sequence
Run BLAST

LOCUsS AARZI35E 1176 aa linear BCT 26-APR-1993 |der|tif~'.-' Conserved Domains
DEFINITION crystal protein [Bacillus thuringiensis]. -

ACCESSION  AAA22353 Highlight Sequence Features
VERSION AAA22353.1 GIL:142765 Find in this Sequence
DBSOURCE locus BACCRYP accession [M1125@.1

KEYWORDS

Go to

SOURCE Bacillus thuringiensis ) ) -
ORGANISM Bacillus thuringiensis Related information
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceas; Bacillus; BLink

Bacillus cereus group.

REFERENCE 1 (residues 1 to 1176) Related Sequences

AUTHORS  Schnepf,H.E., Wong,H.C. and Whiteley,H.R. CDD Search Results
TITLE The aminc acid sequence of a crystal protein from Bacillus . .
thuringiensis deduced from the DMA base sequence Conserved Domains {Concise)
JOURNAL 1. Biol. Chem. 26@ (18), 6264-6272 (1985) Conserved Domains (Full)
PUBMED 25813958 . .
COMMENT Method: conceptual translaticn. Domain Relalives

FEATURES Location/Qualifiers Full text in PMC

Fonte: Captura de tela da pagina de dados da proteina CrylAal no NCBI
(CRYSTAL..., 2016)

Para que fosse feita a coleta de todos os dados das proteinas catalogadas, haveria
a necessidade de se visitar manualmente cada um dos links de uma tabela que contém
centenas de linhas. Percebeu-se que esse processo manual poderia contaminar os dados
que seriam obtidos, pois ao se executar essa tarefa manualmente, a chance de se copiar
dados truncados, ou seja, selecionar as sequéncias de aminoacidos de forma incompleta,
ou mesmo armazenar dados de forma errada, por exemplo, salvar os dados da proteina

Cry2Aal em um arquivo que deveria conter os dados da proteina CrylAal, seria enorme.

Dada a existéncia do site Bt Nomenclature e da possibilidade de se obter a tabela
de toxinas catalogadas de forma remota, ou seja, por meio de uma aplicacdo computacional
que executaria essa tarefa remotamente, vislumbrou-se a possibilidade de automatizar o
processo de coleta de dados de cada proteina, tornando essa atividade menos propensa
a erros. Com isso, foi dado inicio ao desenvolvimento de uma ferramenta computacional
que teria como objetivo executar essa coleta, além de permitir que os usuarios da mesma
fossem capazes de visualizar os dados de cada proteina em um ambiente tinico, fornecendo
também recursos para processar as sequéncias das proteinas com o uso de algoritmos de
alinhamento de sequéncias, entre outras funcionalidades. Os detalhes da arquitetura e do

funcionamento dessa ferramenta serao apresentados na préxima Secao.
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52 CRYGETTER

A ferramenta CryGetter foi criada inicialmente como meio de auxiliar no aprendi-
zado sobre as proteinas Cry. Essa ferramenta é capaz de compilar os dados das proteinas
Cry catalogadas no site Bt Nomenclature e integra-los com dados obtidos no NCBI. Seu
desenvolvimento é relatado no trabalho de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016), sendo que

os detalhes desse processo sao apresentados a seguir.

Do ponto de vista de implementacao, ou seja, da construgao da ferramenta utilizando
uma linguagem de programacao de computadores, o CryGetter foi desenvolvido utilizando
a linguagem Java, mais especificamente a versao 8 da plataforma, além de fazer uso
de diversas ferramentas e bibliotecas de terceiros que tém o objetivo de realizar alguns
processamentos especificos, como o alinhamento das sequéncias das proteinas, a visualizagao

dos alinhamentos computados, a renderizacao tridimensional de moléculas, entre outros.

Como entrada, a ferramenta utiliza os dados da lista de toxinas do site Bt Nomen-
clature, bem como as ligagoes externas que essa fonte de dados tem com o NCBI, que por
sua vez sao processadas de modo a obter os dados de cada proteina catalogada utilizando
o servigo de consultas Global Query Cross-Database Search System (Entrez) (MLA. ..,
2016), também do NCBI. A arquitetura do CryGetter pode ser vista na Figura 63.

Figura 63 — Arquitetura do CryGetter

Bt Nomenclature

NCBI (Entrez)

Interface Grafica
com o Usuario

Arquivo de Extragao
do CryGetter (*.cgext)

Arquivo de
Alinhamento (*.aln)

Fonte: Adaptada de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016)

Na Figura 63, representado em azul claro e pelo niimero 1, é apresentado o “Mddulo

de Extracao” do CryGetter, que é executado pela ferramenta ao se clicar no botao “Eztract”.
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Esse botao estd destacado na se¢do Al (em laranja) da Figura 64 em que, por sua vez,

estd representada a interface grafica principal da ferramenta.

Figura 64 — Interface grafica principal do GryGetter

A1|A2

Extraction Details

Date: Gross Amount Processed Amount

A3;

A6

Accessif

Extraction Details Miscellaneous

NCEINul | aignment Date: 08/12/2015-160950ns | Gross Amount 681 Processed Amount | 383 |Le & Color |=| FASTA Gen.
Proteins [Detaits |
M I Crytaa . _[[ewiomedature | ncei | 30 oseits) | ]

| |4 avoun |

Ere = B1
435 Accession Number.

Crytaat NCEI Protein Id.
Cry1aat0 NCBI Nucieotides Ia
(J with 3 Domains CrytAatl
L With 3D Model(s) Crytaat2

Protems Filtered: 0 CryiAa13 Year

Authors:

Source Strain.

Cry1an1 Main URL:
Cry1An2 Comments:

g
E

(] witn 3 Domains
L With 3D Model(s)
Proteins Filtered: 383

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

O funcionamento do médulo de extracao é dividido em quatro passos:

1. Extracao de dados do site Bt Nomenclature: O médulo de extragio requisita
e obtém os dados de um arquivo HTML especifico! do site Bt Nomenclature, sendo
que esse processo ¢ apresentado pela seta 1.1 da Figura 63. E nesse arquivo que a

tabela que contém o catalogo das proteinas Cry estd inserida;

2. Pré-processamento dos dados das proteinas Cry: A partir dos dados nao
processados obtidos no passo anterior, o médulo de extracao os analisa e cria uma
lista encadeada de um Tipo Abstrato de Dados (TAD) chamado “CryToxin”, que
por sua vez contém os dados de cada linha da tabela do catdlogo. Na Figura 65
é apresentado o diagrama de classes da Unified Modeling Language (UML) que
representa a composicao usada para apoiar no processo de serializacao em Fxtensible
Markup Language (XML) e deserializagao em objetos Java dos dados contidos no
documento HTML;

L Disponfvel no endereco http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/toxins2.html
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Figura 65 — Diagrama de classes do TAD “CryToxin”

CryToxin

+name : String
+accessionMo : String
+ nchiProtein : String

+ nchilucleotide : String
+ authors © String
+year: String

+ sourceStrain ; String
+comment : String
+nchilRL : String
+ncbiURL2 : String

+ proteinSequence : String

+ proteinSequencelnterval : String CryToxinDomain Sequencelnterval
R +cryToxind + proteinSequenceMame © String + domains - o +interval q
CryToxinSet X . +name : String =
— + proteinModels : List<String> +note - String =" +start - int
+ ordersAffected : List<String= = new ArraylList<>() N . g T +end . int
{ordered} {ordered} | +xref: String =

+ getDomain(domainNumber : int) : CryToxinDomain
+ getDomaininterval{domainiumber . int) : String

+ getDomainSequence(domainiumber - int) - String
+hashNCBIData() : boolean

+ detail() : String

+ getOrdersAffected() . List<String>

+ addAffectedOrder(order : String) . void

+ getOrdersAffectedDescription() : String

+ affects(order @ String) : boolean

+ affectsOnly(order : String) : boolean

+hashCode() : int

+ equals(obj: Object) : boolean

+toString() : String

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

3. Extracao de dados do NCBI: Fazendo uso do servigo do Entrez, representado

pela seta 1.2 da Figura 63, o mdédulo de extragao, usando a lista do TAD “CryToxin”
criada no passo anterior, cria uma cadeia de identificadores das proteinas, e submete
essa cadeia ao Entrez para que sejam obtidos os dados de cada uma delas. A Uniform
Resource Locator (URL) <https://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fegi>
¢ utilizada para acessar o Entrez, sendo necessario transmitir alguns parametros na

mesina:

e tool: o nome da ferramenta que esta acessando o Entrez. Nesse caso, “crygetter”;
e email: o e-mail do responsavel pela ferramenta. Nesse caso, “davidbuzatto@ifsp.edu.br”;
e db: o banco de dados que sera acessado. Nesse caso, “protein”;

e retmode: qual a forma de serializagao que sera usada pelo servigo para res-

ponder a requisi¢ao. Nesse caso, “xml”;

e id: a cadeia de identificadores, obrigatoriamente separados por virgulas, que
identificam cada uma das proteinas desejadas. Nesse caso, a cadeia gerada no

passo anterior do médulo de extracao;

e *Obs: outros detalhes em reacgao a interface Hypertext Transfer Protocol Secure
(HTTPS) de acesso ao Entrez podem ser encontrados na sua documentagao:
MLA... (2016).

O retorno gerado pelo Entrez é entao processado pelo médulo de extragao, gerando

um conjunto de arquivos temporarios no sistema de arquivos que esta executando a


https://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi
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ferramenta, sendo que os mesmos serao usados na ultima etapa de extracao. Os dados
desses arquivos serao deserializados em uma composicao de objetos que permanecera
armazenada em memoria principal posteriormente. O processo de deserializacao
nesse cenario serd apoiado pela composicao de classes apresentada no diagrama de
classes mostrado na Figura 66. Nesse diagrama os compartimentos de atributos e
de operacgoes das classes foram escondidos, visando apresentar um diagrama mais

sucinto.
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4. Geracgao do arquivo de extracao: O ultimo passo da execugao do moédulo de
extracao ¢ relacionado a geragao de um arquivo de extracao que serd armazenado
pelo usuério da ferramenta. A gravacao desse arquivo é representada pela seta 1.3 da
Figura 63, sendo que o mesmo contera todos os dados que foram obtidos nos passos

anteriores e podera ser aberto por qualquer usuario que tenha a ferramenta.

O processo de carga ou abertura de um arquivo de extragao ¢ feito clicando-se no
botao “Load”, destacado na secao A2, em azul, na Figura 64, sendo que, ao ser clicado, um
dialogo de abertura de arquivo serda mostrado ao usuario, que escolhera o arquivo desejado
para ser aberto. Quando esse processo ¢ executado, o “Mddulo de Carga” do CryGetter,
destacado em laranja e pelo nimero 2 na Figura 63, entra em atividade, descompactando
o arquivo de extragao escolhido (seta 2.1 da Figura 63) e apresentando seu conteido na
“Interface Grafica com o Usuario”, destacada em amarelo e pelo nimero 3 na Figura 63,
além de alguns dados como data de extragao e quantidade de proteinas processadas, que

serao exibidos nas caixas de texto destacadas na secdo A5, em amarelo, da Figura 64.

A apresentagao dos dados na interface grafica é a mesma apresentada na secao
B da Figura 64, ou seja, todos os dados das proteinas Cry obtidas sdo carregados na
ferramenta, preenchendo a lista destacada na secao A3, em verde, da Figura 64, permitindo
que o usuario da ferramenta selecione a proteina que desejar exibir os dados, sendo que os
mesmos serao apresentados nas abas destacadas na secao B1, em vermelho, da Figura 64.
Além disso, ao usudrio serd permitida: 1) a execugao dos algoritmos de alinhamento de
sequéncias, fungao acessada por meio do botao “Alignment”, destacado pela secao A3,
em roxo, da Figura 64; 2) a visualizacao e andlise dos alinhamentos, e; 3) a geragao de
arquivos FASTA com as sequéncias de todas as proteinas, funcao essa acessada ao se clicar
no botao “FASTA Gen.” destacado na segdo A6, em rosa, da Figura 64. A maioria das
tarefas que o usuério pode executar sdo gerenciadas por uma ou mais bibliotecas e/ou
ferramentas de terceiros, representadas pela secdo “Ferramentas e Bibliotecas de Terceiros”
que esta colorida em verde e identificada pelo nimero 4 na Figura 63. Essas tarefas serao

detalhadas a seguir.

5.3 VISUALIZACAO DE DADOS DAS PROTEINAS CRY

A funcionalidade principal da ferramenta esta relacionada a visualizagdo dos dados
das proteinas Cry. Para que o usuério possa visualizar esses dados, o mesmo necessita
selecionar uma proteina na lista de proteinas (se¢cdo A4 da Figura 64) que é preenchida
apos a carga do arquivo de extragdo. Ao selecionar uma proteina, por exemplo, a CrylAal,
todos os dados dessa proteina, que foram obtidos na extracao, sao apresentados na interface
grafica, mais especificamente no conjunto de abas mostrado na se¢ao B1 da Figura 64,

sendo que as mesmas estao organizadas de forma hierarquica:
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e BtNomenclature: Nessa aba sao apresentados os dados que foram coletados no
site Bt Nomenclature, sendo que a mesma é apresentada na Figura 67. E possivel
notar que nessa aba os campos de texto estao organizados de forma similar aos dados
catalogados no site Bt Nomenclature, ou seja, seguindo as colunas especificadas na

tabela apresentada na Figura 61;

Figura 67 — Detalhes dos dados importados no site Bt Nomenclature

J BtNomeclature | NCBI | 3D Nodel(s) |

Mame: | CrylAai

Accession Mumber. | AAA22353

NCBI Protein 1d: | 142765

NCBI Nucleotides 1d: 142764

Authors:  Schnepfetal

Year: 1985

Source Strain: | Bt kurstaki HD1

Main URL: hitpz/iwww.ncbi.nim.nih.gowentreziquery.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=142765&dopt=GenPept
Comments:

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

e NCBI: Na aba NCBI sao apresentados todos os dados que foram obtidos por meio
da consulta ao NCBI pelo servigo Entrez durante a extracao de dados. Essa aba é

dividida em trés sub-abas:

— Main: Nessa sub-aba sao apresentados todos os dados contidos no preambulo
do resultado da consulta, por exemplo, o tamanho total da sequéncia da proteina,
qual o organismo fonte, ou seja, qual organismo a sintetiza, entre outros, sendo

que essa aba pode ser vista na Figure 68;
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Figura 68 — Detalhes dos dados importados do NCBI - Aba Principal

[ BtNomeclature | NCBI | 3D Model(s) |

J Main I References I Sequence ]

Locus: | AAAZ22353 Source: | Bacillus thuringiensis
Length: 1176 Organism: Bacillus thuringiensis
Molecule Type: A& Taxonomy: acteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus; Bacillus cereus group
Topology: | linear Source Database: locus BACCRYP accession M11250.1
Division: BCT Keywords:
Creation Date: | 26-APR-1993 CETS Method: conceptual translation.

Definition: | us thuringiensis]
Primary Access: | AAAZZ2353

Acess Version: AAA22353.1

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

— References: Na sub-aba references sao listados o/os trabalhos que originaram
o deposito da sequéncia da proteina. Por exemplo, na Figura 69, pode ser visto
que para a proteina CrylAal ha um trabalho, o de Schnepf, Wong e Whiteley
(1985);

Figura 69 — Detalhes dos dados importados do NCBI - Aba de Referéncias
Main | References T Sequence ]

Reference List ~ Details

SEIEEEIE DITTE AL TR T Authors: | SchnepfH.E.; Wong,H.C.: Whiteley, HR.:

Title: zillus thuringiensis deduced from the DMA base sequence

Journal: | J. Biol. Chem. 260 (10), 6264-6272 (1985)

PubMed: 2581950

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

— Sequence: Na ultima sub-aba da aba NCBI é apresentada a sequéncia de
aminoacidos, ou seja, a estrutura primaria da proteina selecionada, bem como
os intervalos correspondentes aos trés dominios das proteinas Cry, quando
existirem. A exibicdo desses dados é dividida em quatro sub-abas, uma para
a sequéncia completa e uma para cada dominio. Na exibicdo da sequéncia
completa, apresentada na Figura 70, é exibido, além da sequéncia, um diagrama
que representa a mesma e seus dominios. Além disso, é permitido ao usuario

destacar cada um dos dominios ao se clicar nas caixas de sele¢cao correspondentes,
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sendo que, na Figura 70, os Dominios I e III estao destacados respectivamente

em azul e laranja.

Figura 70 — Detalhes dos dados importados do NCBI - Aba de Sequéncia

Main | References Sequence]

J Complete Protein I Diomain 1 I Domain 2 I Domain 3 ]

MDNNFHNINEC

IPYHNCLSNPE VEVLGGERIE
VDIINGIFGP SOWDAFPVQI EQLINQORIEE

TGYTFIDISL SLIQFLLSEF
FARNQATSRL EGLSNLYQIY

PTNPALREEM RIQFNDMNSA LTTAIPLLAV QNYQVPLLSV YVQAANLHLS

RWGFDAATIN SRYNDLTRLI

GNYTDYAVREW YNTGLERVWG PDSRDWVRYN

LDIVALFSNY DSRRYPIRTV SQLTREIYTN PVLENFDGSF RGMAQRIEQN
NSITIYIDVH RGFNYWSGHQ ITASPVGFSG PEFAFPLEFGN AGNAAPEVLV

L55PLYRRII LGSGPNNCQEL

FVLDGTEFSF ASLTTNLEST
VPPRAGFSHR LSHVTMLSQA AGAVYTLRAP

IYRORGIVDS

TFSWOHRSAE FNNIIPSSOT

LGSGISVVEG PGFIGGDILR RTSPGQISTL RVNITAPLSQ RYRVRIRYAS

DGRPINQGNF SATMSSGSNL Q5GSFRIVGF TTPFNFSHGS
IEEVELEVIF EAEYDLERAQ KAVNELFTSS NQIGLETDVT

SVFTL5AHVF
DYHIDOVSNL

DEKQELSEEV KHAKRLSDER NLLODPNFRG INROLDRGWR GSTDITIOGG

LLGTFDECYP
SLWPLSAQSE
DLGVWVIFEI
KEAKESVDAL
EGRIFTAFSL
EVCPGRGYIL
CEEYGGAYTS
TEELEYFPET

TYLYQKEIDES

DEVWIEIGET

ELEAYTRYQL
IGHCGEPNRC APHLEWNPDL
KTQDGHARLG NLEFLEEKFPL VGEALARVER AEKEKWRDERE
FVNSQYDOLO ADTNIAMIHA ADERVHSIRE AYLPELSVIFP
YDARNVIKNG DFNNGLSCWN VEGHVDVEEQ NNORSVLVLE
EVTAYEEGYG EGCVIIHEIE HNNTDELKFSN CVEEEIYPHN
ENRGYNEAPS VPADYASVYE
EGTFIVDSVE

RGYIEDSQODL EIYLIRYNAK
DCSCRDGEKC AHHSHHFSLD

EKSYTDGRRE NPCEFNRGYR
LLLMEE

VPGAGEFVLGL
AESFREWEAD
VLRDVSVEGQ
QFRRELTLTV
IRQPHLMDIL
SLTGLGIFRT
LDVIPPQDNS
TOIPLTESTH
TINLOFHISI
NSGHEVYIDR
VECLSDEFCL
DDVFEENYVT
HETVHVEGTG
IDVGCIDLNE
KLEWETNIVY
GVHNAARIFEEL
EWEAEVSQEV
TVICHDYTVH
DYTPLEVGYV

Interval:

11176

MName:

crystal protein

(] Domain 1

|_| Domain 2

(/] Domain 3

| Cry1Aai

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

A sub-aba que apresenta os dados do intervalo correspondente ao Dominio I

¢é apresentada na Figura 71, permitindo ao usuario visualizar os aminoacidos

que fazem parte do intervalo, além de alguns detalhes como o posicionamento

do intervalo dentro da sequéncia completa, o nome dado ao intervalo e algum

comentario inserido pelo(s) autore(s) do estudo.

Figura 71 — Detalhes dos dados importados do NCBI - Aba do Dominio I

Complete Protein | Domain 1 I Domain 2 I Domain 3 ]

IDISLESLTQF LLSEFVEPGAG
ATSRLEGLSN LYQIYRESFR
PLLSVYVQAR NLHLSVLRDV
ERVWGEPDSRD WVEYNCOFREE

FVLGLVDIIW GIFGPSQWDA FPVQIEQLIN QRIEEFLARNQ
EWELDFTNPL LEEEMRIQFN DMNSALTTAI PLLAVONYQW
SVFGQRWGFD RATINSRYND LTRLIGNYTID YAVEWYNTGL

LTLTVLDIVA LFSNYDSRR

Interval:

Mame

Comment:

X-Ref.

36.254

Endotoxin_N

nal domain; pfam03945

CDD:252266

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

e 3D Model(s): Nessa aba, apresentada na Figura 72, sao listados, quando existi-

rem, os modelos tridimensionais da proteina Cry em questao, permitindo que o
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usuario salve o modelo desejado e o processe em ferramentas de visualizacao de
proteinas, como por exemplo: VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996);
Jmol (JMOL. .., 2016); Swiss PDB Viewer (GUEX; PEITSCH, 1997), e; PyMol
(SCHRODINGER, 2015).

Figura 72 — Detalhes dos modelos tridimensionais

[ BtNomenclature | NCBI | 3D Model(s) L

Available Model(s)

Cry1Aal - 1CIY.pdb

PDBId: | 1CIY

RCSB Protein Data Bank Entry

PMDE Id:

B Save Model

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

No exemplo apresentado anteriormente, é mostrado que para a proteina CrylAal
existe um modelo tridimensional depositado no PDB e com identificador igual a
1CTY.

5.4 ALINHAMENTO DE PROTEINAS CRY

A interface grafica de alinhamento das proteinas Cry, intitulada “Cry Protein
Alignment”, é acessada ao se clicar no botao “Alignment” destacado na se¢ao A3, em roxo,
da Figura 64. Essa interface pode ser vista na Figura 73 e é usada, como seu nome indica,
para se executar alinhamentos de sequéncias nas proteinas Cry que o usuario desejar,
gerando arquivos de alinhamento como resultado e que sao indicados pela seta 4.1 na

Figura 63.
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Figura 73 — Interface de alinhamento

Proteins

Protein | Affected Order(s) | Align | © selectAll | | @ Clear Selection |
Cry1Aal DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aaz2 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa3 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aad DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa5 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aab DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1AaT DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aag DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa10 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aaii DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aalz2 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa13 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aald DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa15s DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aaz4 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab1 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab2 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab3 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab4 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab5 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1AbG DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab7 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab8 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab9 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab12 DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Ab13 DIP, HEM, LEP, GAS

Selection by Order

| coL | | Ler | | DIP | | HEM | | HYM | | ISO |

| NEU | [ ORT | [ BLA | [ THY | | TRI |

[2] Select Toxins Affected Only by the Selected Order

What do you want to align?

(® Complete Protein (_) By Domains Remove Boundaries

Daomain 1

Domain 2

Daomain 3

Multiple Sequence Alignment Algorithms (MSA)

(® ClustalOmega () ClustalW () MUSCLE | .~

OO0 Do DODODDoDooon

[ @ align J [ 1= view J [ 5 Analysis J

Multiple Sequence Alignment Algorithms and MView Process Output

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

Como exemplo, na Figura 74, pode-se ver o estado da interface de alinhamento apds
a execucao do algoritmo Clustal Omega nas sequéncias das proteinas CrylAal, CrylAa2 e
CrylAbl. Quando o algoritmo termina sua execugao, um didlogo é exibido, permitindo ao
usudrio salvar o arquivo de alinhamento (seta 4.1 na Figura 63) que contém os dados do
processamento executado. Esse arquivo de alinhamento é usado pela funcionalidade de

andlise de alinhamentos que serd apresentada na préxima Secao.
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Figura 74 — Interface de alinhamento apds processamento

Proteins

Protein | Affected Order(s) | Align | © selectAll | | © Clear Selection |
Cry1Aa DIP, HEM, LEP, GAS
Cry1Aa2 DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS
DIP, HEM, LEP, GAS

Selection by Order

| coL | | LEP | | DIP | | HEM | | HYM | | ISO |

| NEU | | ORT | | BLA | | THY | | TRI |

[Z] Select Toxins Affected Only by the Selected Order

What do you want to align?

(®) Complete Protein (_) By Domains Remove Boundaries

Domain 1

Domain 2

Domain 3

Multiple Sequence Alignment Algorithms (MSA)

@® Clustal Omega () ClustaW () MUSCLE | .~

DOC00O0O0D0ONODO0OOOOO0ODOOONE

l & Align J [ 1=/ view J [ 4 Analysis J

Multiple Sequence Alignment Algorithms and MView Process Output

Cluostal Omega - OUOTFUT Gnide-tree compuntation done.

Clustal Omega - OUTPUT> Progressive aligmment progress: 50 % (1 ont of 2)

Clustal Omega - OUTPUT> Progressive aligmment progress: 100 % (2 ont of 2)

Clustal Omega - OUTPUT> Progressive aligmment progress done. CPU time: 0.45u 00:00:00.45 Elapsed:
DoO:00:01

Clustal Omega OUTPUT> Alignment written to temp/alignment.aln

Ontput Valuoe: - Process Finished Successfully!

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

5.5 PROCESSAMENTO DOS RESULTADOS DO ALINHAMENTO

A partir do arquivo de alinhamento de duas ou mais proteinas, o CryGetter é
capaz de executar algumas analises preliminares nos resultados gerados. Ao se clicar no
botao “Analysis”, contido na interface de alinhamento (Figura 73), é requisitado ao usuério
que escolha o arquivo de alinhamento desejado e, posteriormente, a interface de analise,

intitulada “ Protein Analysis”, é exibida. Essa interface pode ser vista na Figura 75.
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Proteins to Analyse

Protein 1

Figura 75 — Interface de anélise

Protein 2

Cry1Ab1

Cry1Ab1

Cry1Aal

Cry1Aal

Cry1Aa2

Cry1Aa2

(/] Do notinclude gaps

| Generate report

Color Scheme:

| © Analyse |

Results

Differences

Position:
AAT:
AAD:

Protein 1 AA

Protein 2 AA

| @ Details |

| @ Details |

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

Com a interface carregada, o usuario pode entao disparar o processo de analise.

Para isso, ele deve selecionar um par de proteinas que deseja processar. Apos a selegao, o

mesmo deve clicar no botao “Analyse”. No exemplo apresentado na Figura 74 foi optado

por analisar as proteinas CrylAbl e CrylAal e o resultado gerado foi apresentado na

lista denominada “Differences”. Nesse caso, na posi¢cao 206, a proteina CrylAbl tem

um aminoécido 2®H*7 (Histidina) enquanto a proteina CrylAal tem um aminoacido

205Y207 (

Tirosina). Ao usudrio também é permitida a geragdo de um relatério com alguns

resultados. Essa funcionalidade sera apresentada na préxima Secao, em que sera mostrado

um exemplo completo do uso da ferramenta.
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Figura 76 — Interface de analise ap6s processamento

Proteins to Analyse Results
Protein 1 Protein 2 Differences Protein 1 AA

Cry1Ab1 TTELE () A

Crytaat s En G ]

Cry1Aa2 CrylAa2
206: HY (=)
227: 1V (z)
245: 5 R (=)
248: P S (]
254: TR (]
283: s () @ Details |
2B6: G R (]
289: G () Protein 2 AA
280: 5 N (-}
283: 5 Q (-1
300: BV (-}
313: EF (] L
314 vy ¥

Position: 208
(/] Do notinclude gaps AAT: H
(] Generate report AAZY
Color Scheme: @ Details |
(O Analyse |

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

5.6  EXEMPLO DE USO DO CRYGETTER

Como forma de facilitar o entendimento sobre o uso da ferramenta, a seguir sera
apresentada uma situagao em que um usuario deseja processar duas proteinas Cry para
que sejam gerados dados preliminares para algum estudo futuro. As proteinas que serao

processadas sao:

e CrylAal: essa proteina afeta principalmente a ordem Diptera;

e Cry3Aal: essa proteina afeta principalmente a ordem Coleoptera.

Com um arquivo de extracao ja gerado, o usudrio primeiramente o carrega na
ferramenta. Apds a carga, o usuario terd acesso a interface de alinhamento ao clicar no
botao “Alignment”, destacado na secao A3, em roxo, da Figura 64. Com a interface de
alinhamento aberta, sdo selecionadas entdo as proteinas desejadas, no caso, CrylAal
e Cry3Aal. A selecao dessas duas proteinas é apresentada na secao A, em laranja, da

Figura 77.
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Figura 77 — Configuracao de experimento de exemplo usando o CryGetter

g
Bl
3
Bl
JOCIS
)

w DIP, HEM, LEP, GAS

an-a i taa 1 A

| Protein | Affected Order(s) | Align | © SelectAl | | @ Clear Selection |
LEF !=J A i
1 DIP, HEM, LEP o » | Selection by Order
DIP, HEM, LEP ;,
B ]
: 7 |coL | | LEP | | DIP | | HEM | | HYM | | 1SO |
“Srdhe HErL = J
Cry3Aa3 COL, HEM, HYW O | | —— | — | —  \——
4 COL, HEM, HYM
% COL. HEM HYW E [ Select Toxins Affected Only by the Selected Order
Cry3Aab COL, HEM, HYM a
7 COL, HEM, HYM 0]
% COL. HEM HYW 0 do you want to align? | B
Cry34a10 COL, HEM, HYM 0] ) ) _ ;
= COL HEM. HYM ] ) () Complete Protein (8) By Domains | Boun
Cry3Ba1 COL U (] Domain 1
Cry3Ba2 CoL o _
Cry3801 CoL g [ Domain 2
Cry3B8b2 COL J (] Domain 3
Cry3Ca1l COL g
4Aa1 DIP Ll =
%LM DIP 1; ﬁlﬂemm-mﬂmﬂm]
Cry4Aa3 DIP a
CrydAad DIP o @ Ciustal Omega (O Clustalw (O MUSCLE | &° |
Cry4Ba1 DIP a
Cry4Ba2 DIP ] F
4Ba3 DIP . — E = -
%4 I=' v | © align "y View | | 5= Analysis™y
Multiple Sequence Alignment Algorithms and MView Process Output | E

Clustal Omega - OUTPUI> Read 2 sSegquences (Lype: Protein) irom Lemp/Cry.iasta

Clustal Omega - OUTPUT> not more segquonences (2) than cluster-size (100), torn off mBed

Clustal Omega - OUTPUT> Progressive aligmment progress: 100 % (1 oot of 1)

Clustal Omega - OUTPUT> Progressive alignment progress done. CPU time: 0.01u 00:00:00.01 Elapsed:
00:00:00

Clustal Omega - OUTPUT> Alignment written to temp/aligmment.aln

DA — e I

Ootput Valowe: 0 — Process Finished Successfully!

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

Antes de executar o alinhamento, o usuario deve selecionar na secao B, em azul, da
Figura 77, qual trecho das duas proteinas ele deseja alinhar. Nesse caso foi selecionado o
Dominio II, visto que o mesmo, segundo Maagd, Bravo e Crickmore (2001), é responsavel
pelo reconhecimento do receptor das células que serao infectadas e o usudrio estd interessado
em encontrar evidéncias na estrutura priméaria que possam corroborar com essa afirmagao.
Na se¢ao C, em roxo, da Figura 77 é entao selecionado o algoritmo de alinhamento que sera
utilizado. Nesse caso, o usuario optou por utilizar o algoritmo Clustal Omega. Finalmente,
apés a configuracao do que deseja fazer, o usuério clica no botao “Align”, destacado em
amarelo na segao D da Figura 77. Ao fazer isso, o algoritmo Clustal Omega é executado
sobre os dados que foram configurados, sendo que o resultado do processo é exibido na

secao E, em verde, da Figura 77. Nesse caso, tudo ocorreu normalmente, visto que a tltima
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linha do resultado apresenta a mensagem “Process Finished Successfully!”, fazendo com

que a ferramenta dé a opcao ao usuario de salvar o alinhamento executado.

Com o alinhamento salvo, o usuario pode entao processa-lo para que sejam gerados
os resultados preliminares que o mesmo procura. Para isso, o botao “Analysis”, destacado
na secao F em vermelho da Figura 77, deve ser clicado, fazendo com que a ferramenta
requisite ao usuario o arquivo de alinhamento que deve ser processado. Ao selecionar o
arquivo desejado, a interface de andlise é apresentada, permitindo sua configuracao. Nesse
caso, como apresentado na Figura 78, inicia-se o processo de configuracao, em que foram
selecionadas as proteinas CrylAal como a primeira proteina e a proteina Cry3Aal como
a segunda. Essa selecao é feita nas listas destacadas na secao A, em laranja, da Figura 78.
O usuério entao opta pela criacao do relatério de resultados ao clicar na caixa de selegao
“Generate report”, indicada pela letra B, em azul, na Figura 78. Com a configuracao
de analise pronta, o usudrio clica, por fim, no botdo “Analyse”, destacado na secao C,
em vermelho, da Figura 78. Ao fazer isso, é apresentado um didlogo para insercao de
observagoes. Nesse caso, o usudrio optou em informar que o relatério apresenta dados
relativos ao alinhamento do Dominio II das proteinas. Ao clicar no botao “OK” do didlogo

apresentado, o relatéorio de resultados é preparado e exibido.

Figura 78 — Analise do experimento de exemplo usando o CryGetter

Protein Analysis
S

MR Results -
N
! Protein 1 Protein 2 A LIRS _, [Protein1AA .

i
CrylAal rylAal
Cry3Aat

1: v
2: VE

Report Observation:

Alignment of Domain 2 of both proteins

&J [ﬂj @ Detaus.

Protem 2AA

{
{
s NV {
{
{
{

: GR |
Position: 10
ART Y
AAZ: L

] Do notinclude gaps

B é ] Generate report
Color Scheme: | ClustalX v

C‘ () Analyse l

Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

@ Details |

No relatorio que é gerado, apresentado na Figura 79, é apresentado um sumario
de ambas as proteinas, indicado pela letra A em azul, contendo o nome das proteinas, o
accesston number das entradas no NCBI, os identificadores das sequéncias de aminoacidos e

de nucleotidios, também do NCBI, e um conjunto de valores numéricos que representam os
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comprimentos das proteinas completas e de cada um de seus dominios. Na se¢ao indicada
pela letra B, em vermelho, da Figura 79 pode-se ver a apresentagdo, no relatorio, dos
diagramas das estruturas lineares de ambas as proteinas e, na secao indicada pela letra C,

em verde, sao apresentadas algumas estatisticas do alinhamento executado, sendo que:

e C: representa a quantidade de residuos conservados;

CM: indica a quantidade de mutagoes conservadas (conserved mutations);

SCM: contém a quantidade de mutagoes semi-conservadas (semi-conserved mutati-

ons);

C+CM: é a soma de C e CM;

NC: representa a quantidade de residuos ndao conservados.

Figura 79 — Relatério do experimento de exemplo usando o CryGetter

CwGetter -|Cr_’¥ Protein Analysis Results
L] LILJ

Protein 1 Protein 1 | Protein 2

Name:Cry1Aa1 | Cry1Aai
Accession: AAA22353 1 : P C: 52 25.74% 25.37%
[D1  |p2 |D3

NCBI Prot.: 142765 !
NCBI Nuc.: 142764 o 7 :
Lenghts o 250 a0 24 11.88% 11.71%
Total: 1176 D2: 202
D1:219 D3: 144
Protein 2 NC: 96 47.52% 46.83%
Name:Cry3Aa1 IICWBA‘” : : C: Conserved, CM: Consenved Mutation;
Accession: AAA22336 - = SCM: Semi-conserved mutation; NC: Non Conserved
MNCEIl Prot.: 142734 | D1 Olbs.: Alignment of Domain 2 of both proteins.
NCBI Nuc.:
Lenghts
Total: 652 D2: 205
D1: 225 D3: 143

CM: 45 22.28% 21.95%

a7 48.02% 47.32%
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Fonte: Reproduzida na integra de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

As porcentagens que sao apresentadas nas colunas “Protein 1”7 e “ Protein 2” sao

relacionadas ao valor de cada item em relagao ao total de residuos utilizados no alinhamento,
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e nao obrigatoriamente ao tamanho total das sequéncias. Nesse exemplo, C é igual a 52,
que no caso corresponde a 25,74% dos 202 residuos do Dominio II da proteina 1 e 25,37%

de 205 residuos do Dominio II da proteina 2.

Por fim, o diagrama completo do alinhamento é exibido na parte de baixo do
relatorio, indicada no exemplo pela letra D em laranja. Como ja explanado, a analise
executada pela ferramenta pode ser usada como ponto inicial na comparacao de duas ou

mais proteinas Cry.

Sendo assim, com a ferramenta pronta, foi possivel entender melhor a natureza das
proteinas Cry, além de contribuir com a comunidade de pesquisadores que estudam essas
proteinas, fornecendo uma ferramenta capaz de realizar andlises preliminares nas mesmas.
Essa contribuicao se deu pela publicagao do artigo “BUZATTO, D.; FRANCA, S. de C.;
ZINGARETTI, S. M. CryGetter: a tool to automate retrieval and analysis of Cry protein
data. BMC Bioinformatics, v. 17, n. 1, p. 1-14, 2016.”, além da criacao de uma pagina
na Internet para divulgacao da ferramenta, bem como a disponibilizacdo do seu c6édigo
fonte completo, e que pode ser acessada pelo enderego <http://davidbuzatto.github.io/
CryGetter/>.

O préximo passo na metologia deste trabalho foi a obtencao dos modelos tridimen-
sionais que foram depositados em bancos de dados de estruturas de proteinas, visto que,
o objetivo principal desta pesquisa, é comparar a estrutura das proteinas Cry para que
se possa verificar se ha relacao entre a conformacao dessas proteinas com a toxicidade
manifestada nos insetos das ordens afetadas. Na proxima Se¢do serd apresentado como
esses modelos foram encontrados, além de como se deu a escolha dos modelos que serao

processados nos experimentos.

5.7 MODELOS TRIDIMENSIONAIS

Para a comparacao das estruturas tridimensionais das proteinas Cry, inicialmente
foi avaliada a possibilidade de se gerar esses modelos usando ferramentas computacionais
para a predicao estrutural das mesmas, o que, em teoria, permitiria a comparagcao estrutural
de quaisquer proteinas que se quisesse verificar, entretanto, a utilizagao desses tipos de
ferramentas gera modelos nao confiaveis, visto que em sua maioria, a predicao estrutural
é feita a partir de modelos ja existentes e que apresentam homologia com a estrutura
priméria das proteinas que se deseja modelar. Sendo assim, a melhor op¢ao para a obtencao
dos modelos tridimensionais seria fazer uso dos bancos de dados de modelos de proteinas,
no caso o PDB e do PMDB.

Ao pesquisar esses bancos de dados e na literatura sobre os modelos tridimensionais
das proteinas Cry que foram obtidos experimentalmente, obteve-se os dados apresentados

na Tabela 5, estes publicados por Buzatto, Franca e Zingaretti (2016), sendo que a
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partir desses dados, pode-se verificar trés situagoes importantes: 1) modelos depositados
e publicados; 2) modelos depositados, mas com publicacdo pendente, e; 3) modelos nao

depositados e com publicacao.

Sendo assim, os dados da Tabela 5, que totalizam 25 proteinas distintas com 27

modelos, foram filtrados, gerando a Tabela 8.

Tabela 8 — Modelos das proteinas Cry depositados

Ordem(s)  Identificador

Proteina Afetadas do Modelo Referéncia(s) Observagoes
Diptera
A . ’ Knowles e Ellar (1987)
CrylAal  Lepidoptera e 1CIY ¢ Grochulski et al. (1995)
Gastropoda
Diptera, 4ARX Ainda nao publicado
CrylAcl  Lepidoptera e 4ARY Ainda nao publicado
Gastropoda 4W8J Derbyshire, Ellar e Li (2001)
Diptera,
Cry2Aal Hemiptera e 115P Morse, Yamamoto e Stroud (2001)
Lepidoptera
Coleoptera,
Cry3A Hemiptera e 1DLC Li, Carroll e Ellar (1991)
Hymenoptera
Coleoptera, i(%i(l)
Cry3Aal Hemiptera e 40X2 Sawaya et al. (2014)
Hymenoptera 1QX3
Cry3Bbl Coleoptera 1J16 Galitsky et al. (2001)
] . Boonserm, Angsuthanasombat e Lescar (2004)
CrydAal Diptera 209K e Boonserm et al. (2006)
. 1W99 Boonserm et al. (2005)
CrydBal Diptera 4AMOA Sriwimol et al. (2015)
Hymenoptera e . .
SEA - / -M c
CrybAal Rhabditida PMO0074964 Xin-Min et al. (2009)
Cry5B Rhabditida 4D8M Hui et al. (2012)
CrybBal Rhabditida PMO0075036 Xia et al. (2008)
5J66
Cry6Aa Rhabditida 5KUC Dementiev et al. (2016) Formagao de poro
5KUD
Cry6Aa2 Rhabditida 5GHE Huang et al. (2016) Formagao de poro
Cry8Eal Coleoptera 3EB7 Guo et al. (2009)
Cry23Aal . - . . s
Cry37Aal Coleoptera 4RHZ Ainda nao publicado Complexo proteico binario
Cry34Abl Coleoptera 4JOX Kelker et al. (2014)
Cry35Abl Coleoptera 4JPO Kelker et al. (2014)
Cryslaal  Coleopterac APKM Xu et al. (2015)
Hemiptera
CryslAag ~ Coleopterac 5HD2 Gowda et al. (2016)
Hemiptera

* Os identificadores de modelo que possuem cédigos com quatro caracteres representam
identificadores do PDB, enquanto os identificadores com 9 caracteres sdo codigos do PMDB.

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franca e Zingaretti (2016) pelo autor

A filtragem feita consistiu em remover todos os modelos que foram citados na
literatura, mas que nao foram disponibilizados eletronicamente, no caso os modelos das
proteinas Cry1Ab16, Cry1Ab19, CrylLd, Cryl11Bbl e Cry30Ca2. Entrou-se em contato com
os autores das publicagdes que citavam os supostos modelos que foram gerados, requisitando
0s mesmos, entretanto, nao foram obtidas respostas. Sendo assim, na Tabela 8, sdo listadas

20 proteinas com 27 modelos. A quantidade de modelos é maior que a quantidade de
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proteinas, pois ha proteinas, por exemplo, a CrylAcl, que possuem mais de um modelo.

O préximo passo na filtragem dos modelos foi remover todos os casos de proteinas
Cry que nao possuem trés dominios ou que no modelo os trés dominios nao estao mapeados,
além de excluir modelos do PMDB caso existam modelos da mesma proteina no PDB e

que sao ativas contra a mesma ordem. Com essa filtragem foi obtida a Tabela 9.

Tabela 9 — Modelos das proteinas Cry depositados que possuem trés dominios

Ordem(s) Identificador

Proteina Afetadas do Modelo
Diptera,
CrylAal Lepidoptera e 1CTY
Gastropoda
Diptera, 4ARX
CrylAcl  Lepidoptera e 4ARY
Gastropoda 4W8J
Diptera,
Cry2Aal  Hemiptera e 1I5P
Lepidoptera
Coleoptera,
Cry3A Hemiptera e 1DLC
Hymenoptera
Coleoptera, i%§$
Cry3Aal  Hemiptera e 4QX2
Hymenoptera 1QX3
Cry3Bbl Coleoptera 1JI16
Cry4Aal Diptera 2C9K
. 1W99
Cry4Bal Diptera AMOA
CrybB Rhabditida 4D8M
Cry8Eal Coleoptera 3EB7

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

Para obter a Tabela 9, foram removidas as proteinas Cry6Aa, Cry6Aa2, Cry23Aal,
Cry37Aal, Cry34Abl, Cry35Abl, Cry51Aal e Cry51Aa2, que sao proteinas Cry que nao
possuem trés dominios ou nao tém os trés dominios mapeados no modelo tridimensional,
e as proteinas CrybAal e CrybBal, ambas depositadas no PMDB, que tem ag¢do contra
a ordem Rhabditida do filo Nematoda. Essas tltimas duas proteinas foram removidas,
pois serd dada preferéncia para a proteina Cry5B que possui depésito no PDB e que
também é ativa contra a mesma ordem. Obteve-se, assim, 10 proteinas com 15 modelos.
Como ha proteinas com mais de um modelo, o ltimo passo da filtragem dos modelos que
serao usados nos experimentos é remover os modelos duplicados que possuem métricas de

qualidade piores que os outros. No caso, foram analisados os modelos de identificadores
PDB 4ARX, 4ARY e 4W8J da proteina CrylAcl; 1DLC, 4QXO0, 4QX1, 4QX2 e 4QX3



5.7. Modelos Tridimensionais 161

da proteina Cry3A/Cry3Aal, e; 1IW99 e 4AMOA da proteina Cry4Bal, sendo que esses

modelos, com suas respectivas métricas, podem ser vistos na Tabela 10.

Tabela 10 — Métricas de qualidade dos modelos das proteinas Cry

Proteina Identificador Resolugio Ry Clashscore Ramachandran Sidechain RSRZ
do Modelo ree Outliers Outliers Outliers
4ARX 2,354 0,221 2 0,0% 0,6% 2.8%
CrylAcl 4ARY 2,954 0,244 3 0,0% 0,5% 2,0%
4W8J 2,78A 0,322 11 0,5% 6,4% 4,5%
1DLC 2,50A - 9 0,3% 4,7% -
Cry3A 4QX0 2,80A 0,215 5 0,3% 4.5% 0,0%
e 4QX1 2,80A 0,196 4 0,3% 5.1% 0,2%
Cry3Aal 4QX2 2,90A 0,227 5 0,5% 4.3% 0,3%
4QX3 2,90A 0,201 5 0,3% 5,3% 0,3%
Cry4Bal 1W99 1,75A 0,220 7 0,0% 1,0% 6,8%
4MOA 2,00A 0,223 18 2,0% 3,7% 13,3%

Fonte: Relatérios de validacao estrutural de cada modelo, disponiveis no PDB

Em relagao as métricas apresentadas, o significado de cada uma delas pode ser

encontrado no manual do usudrio dos relatérios de validacao do PDB (WWPDB. . ., 2016):

Resolucgao: Nivel de detalhe do modelo. Quanto menor, melhor;

Rfree: Mede quanto o modelo se ajusta a um subconjunto de dados experimentais.

Quanto menor, maior o ajuste;

Clashscore: Derivado da quantidade de pares de atomos que estao proximos de

forma incomum. Quanto menor, melhor;

Ramachandran OQutliers: Mede a quantidade de adngulos de torcao ¢ e ¥ que
possuem valores incomuns, ou seja, que estao fora das regides permitidas no grafico

de Ramachandran. Quanto menor, melhor;

Sidechain QOutliers: Mede a quantidade de cadeias laterais que estao dispostas de

forma incomum. Quanto menor, melhor;

RSRZ (R-value Z-score) Qutliers: E a porcentagem de residuos nio ajustados
ao modelo atomico de dados no espago real em relacao aos residuos ajustados. Quanto

menor, melhor.

Sendo assim, para que haja o desempate dos modelos de uma mesma proteina,

escolheu-se os modelos que possuem os melhores valores de cada métrica: CrylAcl, modelo
4ARX; Cry3A/Cry3Aal, modelo 4QXO0, e; Cry4Bal, modelo 1W99. Com isso, foram

escolhidos os modelos que serao utilizados nos experimentos de comparagao estrutural.

Esses modelos estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Modelos das proteinas Cry escolhidos
Ordem(s) Identificador

Proteina Afetadas do Modelo
Diptera,
CrylAal Lepidoptera e 1CIY
Gastropoda
Diptera,
CrylAcl  Lepidoptera e 4ARX
Gastropoda
Diptera,
Cry2Aal  Hemiptera e 1I5P
Lepidoptera
Coleoptera,
Cry3Aal  Hemiptera e 4QX0
Hymenoptera
Cry3Bbl Coleoptera 1J16
Cry4Aal Diptera 2C9K
Cry4Bal Diptera 1W99
CrybB Rhabditida 4D8M
Cry8Eal Coleoptera 3EB7

Fonte: Adaptado de Buzatto, Franga e Zingaretti (2016) pelo autor

Na Tabela 11 sao apresentadas as 9 proteinas que serao analisadas, com seus
respectivos modelos, sendo que os mesmos serao usados nos experimentos de comparacao
estrutural, pois além de nao haver duplicacdo de modelos, pode-se também notar que ha
variabilidade nas ordens afetadas pelas proteinas representadas pelos mesmos. A forma

com que esses experimentos foram conduzidos serd apresentada na proxima Secao.

5.8 EXPERIMENTOS

Para que a comparacgao das estruturas das proteinas listadas na Tabela 11 fosse
executada, foram escolhidos primeiramente trés algoritmos de alinhamento estrutural

apresentados na revisao da literatura: Dali, FatCat e CE.

O algoritmo Dali foi escolhido por ser uma ferramenta que tem sido desenvolvida e
melhorada ha mais de 20 anos, além de ser uma citacao recorrente em diversos trabalhos
sobre alinhamento estrutural de proteinas. A execucao do Dali se deu pela funcao de
alinhamento de pares, que pode ser acessada pelo endereco <http://ekhidna2.biocenter.

helsinki.fi/dali/> e é mostrada na interface grafica apresentada na Figura 80.


http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/
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Figura 80 — Tela principal de execucao do algoritmo Dali para pares de estruturas

[ Dali server x

<« (&8l O ckhidna2.biocenter.helsinkifi/dali/ id - @ @ B

ii Apps B davidbuzatto B davidbuzattoifsp 4 Feedly = StackOvedflow 4 Drive [} Sistemas de Busca / UNAERP f : Sisten B Outros favoritos

About PDB search PDB25 Pairwise All against all Gallery References Statistics Tutorial

Pairwise structure comparison

Compare first structure against second structure.

STEP 1 - Enter your first protein structure

Structures may be specified by concatenating the PDB identifier (4 characters) and a chain identifier (1 character) or,
alternatively, you may upload a PDB file.

1CIYA OR upload file | Escolher arquives | Nenhum arquivo selecionado
STEP 2 - Enter your second protein structures
Use the +/- buttons to create input fields. The maximum number of input structures is 10.

+ =

4ARXA OR upload file | Escalher arquivas | Nenhum arquivo selecionado | -

STEP 3 - Optional data

Job title
STEP 4 - Submit your job

Submit || Clear

3

Fonte: Captura de tela. Disponivel em: <http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/>.
Acesso em: 10/09/2017

Na Figura 80, pode-se ver que para executar o alinhamento estrutural, é necessario
primeiramente fornecer os arquivos ou os identificadores PDB dos modelos, além da cadeia
que se quer utilizar para o alinhamento. Nos experimentos deste trabalho sempre foram
usadas as cadeias A, visto que em modelos que contém mais de uma cadeia, essas cadeias
extra sao copias da cadeia A, mas dispostas de forma diferente no espago tridimensional.
Apos fornecer esses dados, que para o exemplo apresentado foram os identificadores PDB
1CIY, da proteina CrylAal, e 4ARX, da proteina CrylAcl, deve-se clicar no botao
“Submit” e aguardar que o alinhamento seja feito. Na Figura 81 pode ser observado o
sumario do resultado para esse alinhamento, sendo que nesse sumario, varios alinhamentos
possiveis entre os modelos definidos podem ser gerados, sendo esses apresentados em ordem
decrescente de qualidade, ou seja, o primeiro alinhamento foi o melhor, o segundo foi pior

que o primeiro e assim por diante.


http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/
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Figura 81 — Resultado do alinhamento das estruturas das proteinas CrylAal (PDB: 1CIY)
e CrylAcl (PDB: 4ARX) (Dali)

[ Dali: LciyA

® o M

i Apps I'@ davidbuzatto bv@ davidbuzattoifsp @b Feedly = Stack Overflow % Drive [| Sistemas de Busca / UNAERP Inicio - SUAP: Siste: B Outros favoritos

Results: 1ciyA

Query: 1civyA
MOLECULE: CRYTA(A):

Select neighbours (check boxes) for viewing as multiple structural alipnment or 3D superimposition. The list of neighbours is sorted by Z-score. Similarities with a Z-score lower than
2 are spurious. Each neighbour has links to pairwise structural alisnment with the query structure, and to the PDB format coordinate file where the neighbour is superimposed onto the
query structure

Structural Alignment | ¥ Expand gaps | 3D Superimposition (PV) || SANS || PANZ | Reset Selection

Summary

No: Chain Z rmsd 1sli nres %id PDB Description
1: 4darx-A 51.6 1.2 567 578 74 PDB MOLECULE: PESTICIDAL CRYSTAL PROTEIN CRY1AC;

Pairwise Structural Alignments

Notation: three-state secondary structure definitions by DSSP (reduced to H=helix, E=sheet. L=coil) are shown above the amino acid sequence. Structurally equivalent residues are in
uppercase, structurally non-equivalent residues (e.g. in loops) are in lowercase. Amino acid identities are marked by vertical bars.

No 1: Query=I1civA Sbjct=4arxA Z-score=51.6

back to top

DSSP - - LLHHHHHHHHHARHEHHAL LL L LHHHHHHHAAH L L L LL L HHHHHHHHHHHHHHHLLLLLH
Query --YTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEE 58
sdent [T
Sbjct tgYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDI TWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEE &8
DSSP 11l LHHHHHHHHHHHHHHL LL L LHHHHHHHHHHL LL LL L LHHHHHHHHHHHHHHLLLLLH

DSSP HHHHHHHHHHHHHHHHHHHAAHHHAHAHH L L L L HHHAHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHL L
Query FARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEADPTMPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLLAV 118
NI

Sbjct FARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEADPTMPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAV 120
DS5P HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHL L L LHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHEHHHL L

DSSP LL LHHHHHHHHHHAHEHHHAAHHHAHAH LHAHL L LHHHHHHHHHHHHHHEEHHHHHHHHAH
Query QNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQRWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRKW 178
N
Sbjct QNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQRWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRW 13@
DSSP LLLLLLLHHHHHHARHHHAAAHHHAHAHHHAAL L LHHHHHHHHHHHHHHEE HHHHHHHHAH

DSSP HHHHHHHHL L LLHHHHHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLHHHHL LLLLLLLEE L LLLLEEEEL
Query YNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTVLDIVALFSNYDSRRYPIRTYSQLTREIYTN 238
e ey -

Fonte: Captura de tela do resultado do alinhamento estrutural

Para verificar o alinhamento estrutural que foi gerado em um alinhamento especi-
fico, deve-se selecionar o alinhamento desejado no sumario, clicando na caixa de selecao
correspondente, e clicar no botao “Structural Alignment”. Fazendo isso, é mostrado o
alinhamento em questao. Como exemplo, foi selecionado o alinhamento nimero 1 da lista
do sumario apresentado na Figura 81, que nesse caso s6 possui um alinhamento disponivel,
clicou-se no botao “Structural Alignment” e foi obtido o resultado desse alinhamento, cuja

representacao grafica pode ser observada na Figura 82.
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Figura 82 — Resultado do melhor alinhamento das estruturas das proteinas CrylAal (PDB:
1CIY) e CrylAcl (PDB: 4ARX) (Dali)

[ Dali: LeiyA ¥ [ Dalialignment: lcyA

[& © ekhidna2 biocenter.helsinki.fi/cg /Jdaliviewer/strali.cg ® o ¥

ii Apps Iv@ davidbuzatto I'@ davidbuzattoifsp @) Feedly = StackOverflow (3 Drive [ Sistemas de Busca / UMNAERP Inicio - SUAP: Siste; B Outros favoritos

Dali alignment: 1ciyA

Each neighbour 1s shown in the pairwise Dali-alignment to leivA. Gaps are expanded, which means that the complete sequence of the matched proteins are shown. (If there are many,
ugly or long gaps. you can suppress them by de-checking the ‘Expand gaps’ option in the summary page.) Uppercase means structurally equivalent positions with leiyA. Lowercase
means insertions relative to leivA. The first part shows the amino acid sequences of the selected neighbours. The second part shows the secondary structure assignments by DSSP (H'h
helix. E/e: strand. L/1: coil). The most frequent amino acid type is coloured in each column

Show Stacked Sequence Logos

: 100 : : : : |
9001 lciyA NLYQIVAESFREWEADPTHPALREEMRIQFNDIMNSAL NVQUP
9002 darxh NLYQIYAESFREWEADPTHPALREEMRIQFNDINSAL I
: : : : 100 : : |
9901 lciyA HHHHHHHHHHHHHHHL L L LLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHL L L HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH LHHHL L L
8002 4arxA HHHHHHHHHHHHHHL L L L LHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHL L L L HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHLLLLL HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHL L L

Fonte: Captura de tela do melhor resultado do alinhamento estrutural

Os outros dois algoritmos, FatCat e CE, sdo disponibilizados como op¢des para o
alinhamento estrutural no site do PDB, e por isso foram escolhidos também, permitindo
que os resultados dos mesmos fossem confrontados com os do algoritmo Dali. Na Figura 83
pode ser vista a interface grafica para alinhamento estrutural do site do PDB. Nessa
interface, assim como na do Dali, fornece-se os identificadores PDB das estruturas desejadas
e qual a cadeia de cada modelo se quer alinhar, além de ser necessario definir qual algoritmo

deve ser utilizado.
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Figura 83 — Tela principal de execucgao dos algoritmos CE e FatCat no PDB para pares
de estruturas

RCSB Protein Data Bank X ‘

<« C | @ www.rcsb.org/pdb/secondary. e jsp#Sequence | & U r

RCSB PDB Deposit + Search~ Visualize ~ Analyze ~ Leamn ~ More ~ _
- |‘\ L An Information Portal to
) 123622 Biological

PROTEIN DATA BANK Macromolecular Structures

=v2/secondary/

Advanced Search | Browse by Annotations

i PDB-101 $PDB

Warldwide

R
vl SUCLEIC ACIS Protein Cata Bant
o= .[ﬂ_! ekt Knowledgebase e

Analyze Options

Sequence & Structure Alignment

RCSB PDB's Comparison Tool calculates pairwise sequence (blast2seq,
Needleman-Wunsch, and Smith-Waterman) and structure alignments
(FATCAT, CE, Mammoth, TM-Align, TopMatch).

Comparisons can be made for any protein in the PDB archive and for
customized or local files not in the PDB. Special features include support for
both rigid-body and flexible alignments and detection of circular
permutations.

1CIY 4ARX
—
Select Associated Chain ID Select Associated Chain ID
A (Seq: IETGYTPIDISLSLTQFLLSEF A (Seq: TGYTPIDISLSLTQFLLSEFVF v

JCE algorithm v m More Options

Fonte: Captura de tela. Disponivel em:
<http://www.resb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/analyze.jsp#Sequence>.
Acesso em: 10/09/2017

| Contact Us |v

No exemplo apresentado na Figura 83 foram alinhados os mesmos modelos do
exemplo do algoritmo Dali, sendo que, nesse caso, o algoritmo selecionado para a execucgao
do alinhamento foi o CE, escolha esta mostrada na caixa de selecao com o item “jCE al-
gorithm”. Apds a configuracao, deve-se clicar no botao “Align” para o alinhamento ser

executado. O resultado para esse alinhamento pode ser visto na Figura 84.


http://www.rcsb.org/pdb/secondary.do?p=v2/secondary/analyze.jsp#Sequence
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Figura 84 — Resultado do alinhamento das estruturas das proteinas CrylAal (PDB: 1CIY)
e CrylAcl (PDB: 4ARX) (CE)

RCSB PDB - Structure Al X W %

& C | @ www.rcsb.org/pdb/workbench/showPrecalcAlignment.do?action ¥¢ | & O

(=] rosaros e -

Alignment Block(s) Alignment with Sequence Conservation

Align 1CIY.A.pdb Lengthl: 577 with 4ARX.A.pdb Length2: 588
Z-score 8.21

Equ: 565

RMSD: 2.09

Score: 1282.37

Align-len: 587

Gaps: 22 (3.75%)

Identity: 71.38%
Similarity: 77.17%

33:A 50:A 70:A 9@:A
| | . | : | - | . | - | : |
YTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLYDIINGI FGPSQUDAFLVQIEQL INQRIEEFARNQATSRLEG

YTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGI FGPSQUWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQATSRLEG

33:A 58:A 78:A 98:A

118:A 138:A 158:4 170:
| L R R B |
LSNLYQIYAESFREWEADPTNPALRE EMRIQF NDMNSALTTALP LLAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVL

LSHLYQIYAESFREWEADPTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIP LFAVONYQVPLLSVYVOAANLHLSWL

11@:A 13@:A 15@:A 17@:

190:A 210:4 230:4
| . | : | - | . | - | : |
RDVSVFGQRWGF DAAT INSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVIGPDSRDWVRYNQFRRELTLTVLD

RDVSVFGQRWGFDAATINSRYNDLTR LIGNYTDYAVRLWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTVLD

19@:A 210:A 230:A

Fonte: Captura de tela do resultado do alinhamento estrutural

Apesar desses dois algoritmos serem disponibilizados no site do PDB, neste trabalho
optou-se por usar a implementacao local dos mesmos, disponibilizada pela biblioteca
BioJava, desenvolvida por Prlic et al. (2012), permitindo uma semi-automatizagao do
processo de alinhamento e obtencao de resultados. No diagrama apresentado na Figura 85
todo o processo dos experimentos, ou seja, dos alinhamentos dos pares de modelos, é

ilustrado.
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Figura 85 — Processo de Execucao dos Experimentos

Execugao do Dali

[ ]
. . ~ ~
Execugdo Obtengao
[ ] G %
® o . .. W ELIE] da URL de
Definigdo dos @ por Par Resultado Obtencgao dos Preparagao de

@ Pares de Modelos

Resultados Arquivos

Alimentagao do
XLSX

Recortes de

Similaridade
a Estrutural ‘
Execucgdo do Dados para
FatCat e do CE
Recortes de a

Regides com
Fonte: Elaborada pelo autor

Analise

Interagcdo com
Receptores

A seguir os passos do processo de execucao dos experimentos serao detalhados:

1. Definicao dos Pares de Modelos: A partir dos nove modelos escolhidos e apre-
sentados na Tabela 11, foram feitas combinagoes entre eles, sem repeticao, gerando
a Tabela 12, que no caso contém todos os 36 pares de modelos que foram utilizados

para o alinhamento estrutural;
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Tabela 12 — Pares de Modelos para o Experimento

Proteina 1l Modelo 1 Proteina 2 Modelo 2

CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAal
CrylAcl
CrylAcl
CrylAcl
CrylAcl
CrylAcl
CrylAcl
CrylAcl
Cry2Aal
Cry2Aal
Cry2Aal
Cry2Aal
Cry2Aal
Cry2Aal
Cry3Aal
Cry3Aal
Cry3Aal
Cry3Aal
Cry3Aal
Cry3Bbl
Cry3Bbl
Cry3Bbl
Cry3Bbl
Cry4Aal
Cry4Aal
Cry4Aal
Cry4Bal
Cry4Bal
Cry5B

1CTY
1CTY
1CTY
1CTY
1CTY
1CTY
1CTY
1CTY
4ARX
4ARX
4ARX
4ARX
4ARX
4ARX
4ARX
115P
115P
115P
115P
115P
115P
4QX0
4QX0
4QX0
4QX0
4QX0
1J16
1J16
1J16
1J16
2C9K
2C9K
209K
1W99
1W99
4DSM

CrylAcl
Cry2Aal
Cry3Aal
Cry3Bbl
Cry4Aal
Cry4Bal
Cry5B
Cry8Eal
Cry2Aal
Cry3Aal
Cry3Bbl
Cry4Aal
Cry4Bal
CrybB
Cry8Eal
Cry3Aal
Cry3Bbl
Cry4Aal
Cry4Bal
Cry5B
Cry8Eal
Cry3Bbl
Cry4Aal
Cry4Bal
Cry5B
Cry8Eal
Cry4Aal
Cry4Bal
CrybB
Cry8Eal
Cry4Bal
Cry5B
Cry8Eal
Cry5B
Cry8Eal
Cry8Eal

4ARX
115P
4QX0
1J16
2C9K
1W99
ADSM
3EB7
115P
4QX0
1J16
2C9K
1W99
AD8M
3EB7
4QX0
1J16
2C9K
1W99
ADSM
3EB7
1J16
2C9K
1W99
AD8M
3EB7
2C9K
1W99
ADSM
3EB7
1W99
AD8M
3EB7
ADSM
3EB7
3EB7

Fonte: Elaborada pelo autor

Para cada um dos pares apresentados, foi necessario utilizar o algoritmo Dali, na

versao apresentada anteriormente;

2. Execucao do Dali: Ao executar o algoritmo para um determinado par, é gerada

uma URL que apés ser obtida, ¢ inserida em um arquivo Microsoft Excel Open XML

Format Spreadsheet (XLSX) do Microsoft Excel, que serd usado como uma base de
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dados para a obtencao de todos os dados de cada alinhamento estrutural executado

pelo algoritmo Dali. Uma captura de tela desse arquivo pode ser vista na Figura 86;

Figura 86 — Base de Dados em XLSX dos resultados dos experimentos

Arquiva Pégina Inicial Inserir Layout da Pdgina Férmulas Dados Revisdo Exibir Su
=, 96 Recortar Calibri ln - A s BE=2 ®- B QuebarTextoA
Egy Copiar - o
Covlar ~ Pincel de Femeirsa N I 5 - i+ M- A- === £=3= E Mesclar e Centre
Area de Transferéncia F} Fonte F] Alinhamento
113 he I
A B C D E F G

1 | process | toxinl orderl pdbidl| toxin2 order2 pdbid2 resultURL

2 X CrylAal |DIP-LEP-GAS |1CIY CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX |http://ekhidna.bioc
3 X CrylAal [DIP-LEP-GAS [1CIY Cry2Aal [DIP-HEM-LEP |115P http://ekhidna.bioc
4 X CrylAal |DIP-LEP-GAS |1CIY Cry3Aal |COL-HEM-HYM |40X0 |http://ekhidna.bioc
5 % CrylAal |DIP-LEP-GAS |[1ClY  |Cry3Bbl |cOL UI6  |http://ekhidna.bioc
6 X CrylAal |DIP-LEP-GAS |1CIY Cry4Aal |DIP 2C9K  |http://ekhidna.bioc
7 X CrylAal |DIP-LEP-GAS |1CIY Cry4Bal |DIP 1wW99 |http://ekhidna.bioc
8 X CrylAal |DIP-LEP-GAS [1CIY  [CrySB  |RHA 4D8M | http://ekhidna.bioc
9 X CrylAal |DIP-LEP-GAS |1CIY Cry8Eal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
10 X CrylAcl |DIP-LEP-GAS |[4ARX |Cry2Aal |DIP-HEM-LEP [1I5P http://ekhidna.bioc
11 X CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX |Cry3Aal |COL-HEM-HYM [40X0 |http://ekhidna.bioc
12 X CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX [Cry3Bbl |cOL U6 |http://ekhidna.bioc
13 % CrylAcl |DIP-LEP-GAS |[4ARX |CryaAal [Dip 209K  |http://ekhidna.bioc
14 X CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX |Cry4Bal |DIP 1W99  |http://ekhidna.bioc
15 % CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX |CrySB RHA 4D8M | http://ekhidna.bioc
16 X CrylAcl |DIP-LEP-GAS |4ARX |CryB8Eal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
17 X Cry2Aal [DIP-HEM-LEP |115P Cry3Aal |COL-HEM-HYM |40X0 [http://ekhidna.bioc
18 X Cry2Aal |DIP-HEM-LEP |1I5P  [Cry3Bbl |cOL U6 |http://ekhidna.bioc
19 % Cry2Aal |DIP-HEM-LEP |[1I5P  |CryaAal |DIP 209K  |http://ekhidna.bioc
20 X Cry2Aal |DIP-HEM-LEP |1I5P Cry4Bal |DIP 1W99  |http://ekhidna.bioc
21 % Cry2Aal |DIP-HEM-LEP |[1I5P  |CrySB RHA 4D8M | http://ekhidna.bioc
22 X Cry2Aal |DIP-HEM-LEP |1I5P Cry8Eal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
23 % Cry3Aal |COL-HEM-HYM |40X0 |Cry3Bbl |COL UI6  |http://ekhidna.bioc
24 X Cry3Aal |COL-HEM-HYM |40X0 [Cry4Aal |DIP 209K |http://ekhidna.bioc
25 X Cry3Aal |COL-HEM-HYM [40X0 |Cry4Bal |DIP 1wW99 |http://ekhidna.bioc
26 X Cry3Aal |COL-HEM-HYM [4QX0 |CrySB  |RHA 4D8M | hitp://ekhidna.bioc
27 X Cry3Aal |COL-HEM-HYM [40X0 |Cry8Eal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
28 X Cry3Bbl |COL uI6 Cry4Aal |DIP 2C9K  |http://ekhidna.bioc
29 X Cry3Bbl |COL 116 Cry4Bal |DIP 1wW99 |http://ekhidna.bioc
30 X Cry3Bbl |COL uI6 Cry5B RHA 4DBM  |http://ekhidna.bioc
31 X Cry3Bbl |COL uie Cry8Eal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
32 X Cry4Aal |DIP 2C9K  |Cry4Bal [DIP 1W99  |http://ekhidna.bioc
33 X Cry4Aal |DIP 209K [CrysB RHA 4DsM  |http://ekhidna.bioc
34 X Cry4Aal |DIP 209K [CryBEal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
35 X Cry4Bal |DIP 1W99 [CrysB RHA 4D8M  |http://ekhidna.bioc
36 X Cry4Bal |DIP 1W99 |CryBEal [COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc
37 X Cry5B RHA 4D8M [CryBEal |COL 3EB7  |http://ekhidna.bioc

Fonte: Captura de tela do Microsoft Excel

3. Obtencao dos Resultados: Esse arquivo XLSX ¢é entao processado por um pro-
grama que foi desenvolvido neste trabalho, com o objetivo de semi-automatizar a
obtencao dos resultados gerados pelo Dali, gerando diversos arquivos e executando
também os outros dois algoritmos, bem como de preparar os resultados para analise.
Esse programa usa como entrada cada uma das URL obtidas, trazendo os dados dos

resultados por meio de uma conexao HTTP;

4. Preparagao de Arquivos: Apos a obtencao dos dados dos resultados de uma URL
em particular, o programa gera um conjunto de arquivos, organizados dentro de

diretérios especificos. O nome de cada diretério identifica o experimento que foi
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executado. Na Figura 87 pode-se observar os 36 diretorios, referentes a cada uma
das comparagoes executadas com base nos pares escolhidos. Nessa mesma figura, um

dos diretérios, que esté selecionado, indica o experimento do par “CrylAal (PDB:

1CIY) - CrylAcl (PDB: 4ARX)”.

Organizar =

[ Favoritos

Bl Area de Trabalho
& Downloads

=l Locais

#& OneDrive
L Google Drive

- Bibliotecas
3 Documentos
= Imagens
J“w Musicas

B videos

18 Computador

ﬁ Disco Local (C)

?y Rede

= Abrir Incluir na biblicteca «

Figura 87 — Diretérios dos Experimentos

CrylAal (1CIY) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIY) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIV) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIY) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIV) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIV) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIY) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAal (1CIV) [DIP-LEP-GAS] -

CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS] -
| Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -

Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -
| Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -
| Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -
| Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -
| Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP] -
| Cry3Aal (4QX0) [COL-HEM-HYM] - Cry3Bb1 (LJI6) [COL]
| Cry3Aal (4QX0) [COL-HEM-HYM] - Cry4Aal (2C9K) [DIP]
| Cry3Aal (1QX0) [COL-HEM-HYM] - CrydBal (1W09) [DIP]

Compartilhar com +

Email

CrylAcl (4ARX) [DIP-LEP-GAS]
Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP]
Cry3Aal (4QX0) [COL-HEM-HYM]
Cry3Bh1 (LIS} [COL]

Cry#Aal (2C9K) [DIP]

Cry4Bal (1W99) [DIP]

Cry5B (4DBM) [RHA]

Cry8Eal (3EBT) [COL]

Cry2Aal (115P) [DIP-HEM-LEP]
Cry3Aal (4QX0) [COL-HEM-HYM]
Cry3Bh1 (L) [COL]

Cry4Aal (2C9K) [DIP]

Cry4Bal (1W90) [DIP]

Cry58 (4D8M) [RHA]

Cry8Eal (3EE7) [COL]

Cry3Aal (1QX0) [COL-HEM-HYM]
Cry3Bh1 (L) [COL]

CrydAal (2C9K) [DIP]

CrydBz1 (1W09) [DIP]

CrySE [4D8M) [RHA]

Cry8Eal (3EB7) [COL]

CrylAal (1CTY) [DIP-LEP-GAS] - CrylAcl (.. Data de modificac... 19/10/2016 18:16

Pasta de arquivos

Gravar

MNova pasta

Cry3Aal (40QX0) [COL-
| Cry3Aal (4QX0) [COL-
| Cry3BbL (L) [COL] -
. Cry3Bbl (1J16) [COL] -
| Cry3BhL (L) [COL] -
| Cry3Bb1 (LJI6) [COL] -
| Cry4Aal (2C9K) [DIP] -
| CrydAal (2€9K) [DIP] -

Cry4Aal (2C9K) [DIP] -
| Cry4Bal (1WS3) [DIP] -
| CrydBal (1WSg) [DIP] -
. Cry5B (4DEM) [RHA] -

HEM-HYM] - CrySE (4D8M) [RHA]
HEM-HYM)] - Cry8Eal (3EBT) [COL]

CrydAal (2C0K) [DIP]
Cry4Bal (1W99) [DIP]
CrySB (4D8M) [RHA]

Cry8Eal (3£87) [COL]
Cry4Bal (1W99) [DIP]
CrySB (4DBM) [RHA]
Cry8Eal (3EBT) [COL]
Cry5B (4DBM) [RHA]
Cry8Eal (3EBT) [COL]
Cry8Eal (3EB7) [COL]

Fonte: Captura de tela do Windows Explorer

Os arquivos gerados, como ja dito, estao dentro de cada um desses diretérios, sendo

eles:

e alignment-n.txt: Os resultados do alinhamento n, em texto puro;

e alignedWith-mol2A-n.pdb: O segundo modelo rotacionado de acordo com

o alinhamento n com o primeiro modelo, no formato .pdb;

e alignment-jmol-n.spt: Arquivo de script do Jmol para a visualizacdo da

superposicao dos dois modelos do alinhamento n;

e alignment-jmol-moll A-mol2A.pdb: Modelo com os dois modelos mescla-

dos;
e index.html: Cépia da pagina de resultados, no formato HTML;
e mollA-ID.pdb: Arquivo do primeiro modelo;

e moll1A-ID.spt: Arquivo de script do Jmol para a visualizacdo do primeiro

modelo;
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mol2A-ID.pdb: Arquivo do segundo modelo;

mol2A-ID.spt: Arquivo de script do Jmol para a visualizagdo do segundo

modelo;

open-alignment-jmol-n.bat: Arquivo em lote para a abertura do script de

visualizagao do alinhamento n;

open-alignment-jmol-moll A-mol2A.bat: Arquivo em lote para a abertura

do script de visualizacao dos modelos mesclados;

open-jmol-moll A.bat: Arquivo em lote para a abertura do script de visuali-

zagao do primeiro modelo;

open-jmol-mol2A .bat: Arquivo em lote para a abertura do script de visuali-

zagao do segundo modelo;
summary.txt: Suméario do alinhamento do Dali;

run-alignment-ce-cp-moll1 A-mol2A.bat: Arquivo em lotes para a execugao
do alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo CE com permutacao

circular;

run-alignment-ce-moll1 A-mol2A.bat: Arquivo em lotes para a execucao do

alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo CE sem permutacao circular;

run-alignment-fatcat-flexible-moll A-mol2A.bat: Arquivo em lotes para
a execu¢ao do alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo FatCat na

variacao flexivel,

run-alignment-fatcat-rigid-moll1 A-mol2A.bat: Arquivo em lotes para a
execucao do alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo FatCat na

variacao rigida;

run-alignment-and-show-ce-cp-moll A-mol2A .bat: Arquivo em lotes para
a execugao e visualizagdo no Jmol do alinhamento dos dois modelos usando o

algoritmo CE com permutacao circular;

run-alignment-and-show-ce-moll A-mol2A.bat: Arquivo em lotes para a
execucao e visualizagao no Jmol do alinhamento dos dois modelos usando o

algoritmo CE sem permutacao circular;

run-alignment-and-show-fatcat-flexible-moll A-mol2A.bat: Arquivo em
lotes para a execucao e visualizacao no Jmol do alinhamento dos dois modelos

usando o algoritmo FatCat na variacao flexivel;

run-alignment-and-show-fatcat-rigid-moll A-mol2A.bat: Arquivo em lo-
tes para a execugao e visualizacao no Jmol do alinhamento dos dois modelos

usando o algoritmo FatCat na variacao rigida.
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Apbs a geragao dos arquivos citados na lista acima, o programa executa os algoritmos

FatCat nas variagoes flexivel e rigida e CE com e sem permutagao circular;

5. Execugao do FatCat e do CE: A execucao dos algoritmos gera o resultado dos

alinhamentos, sendo os mesmos armazenados em mais quatro arquivos:

e out-ce-cp.txt: Resultado do alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo

CE com permutacao circular;

e out-ce.txt: Resultado do alinhamento dos dois modelos usando o algoritmo

CE sem permutacao circular;

e out-fatcat-flexible.txt: Resultado do alinhamento dos dois modelos usando

o algoritmo FatCat na variacao flexivel,

e out-fatcat-rigid.txt: Resultado do alinhamento dos dois modelos usando o

algoritmo FatCat na variacao rigida.

Com os resultados gerados, os mesmos sao processados de forma a prepara-los para

analise;

6. Recortes de Similaridade Estrutural e Recortes de Regioes com Interacao
com Receptores: Os recortes de similaridade sao feitos em cinco arquivos de
resultados, sendo eles o do melhor alinhamento do Dali, os dois resultados do FatCat
e os dois resultados do CE. Esse recorte gera dados mais faceis de interpretar, visto
que contém apenas os trechos dos alinhamentos estruturais que apresentam algum
tipo de similaridade estrutural. O recorte desses cinco arquivos gera mais cinco

arquivos:

e alignment-1-proc.txt: Recortes das similaridades encontradas no alinhamento
1, o melhor do Dali;

e out-ce-cp-proc.txt: Recortes das similaridades encontradas no alinhamento

usando o algoritmo CE com permutagao circular;

e out-ce-proc.txt: Recortes das similaridades encontradas no alinhamento usando

o algoritmo CE sem permutagao circular;

e out-fatcat-flexible-proc.txt: Recortes das similaridades encontradas no ali-

nhamento usando o algoritmo FatCat na variagao flexivel;

e out-fatcat-rigid-proc.txt: Recortes das similaridades encontradas no alinha-

mento usando o algoritmo FatCat na variacao rigida;

Os Recortes das Regioes com Interagdo com Receptores sao feitos com base
nos dados fornecidos na Revisao da Literatura sobre a interacao com receptores das

proteinas Cry. Os recortes feitos correspondem a:
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e Volta 2 do Dominio II da Proteina CrylAal, intervalo [362; 372];
e Volta 3 do Dominio II da Proteina CrylAal, intervalo [391; 400];
e Volta 8 do Dominio II da Proteina CrylAal, intervalo [438; 447];
e Volta 2 do Dominio II da Proteina CrylAcl, intervalo [363; 373];
e Volta 3 do Dominio II da Proteina CrylAcl, intervalo [391; 400];
e Loop 1 do Dominio II da Proteina Cry3Aal, intervalo [305; 321];

e Resfduos "R e 19V do Dominio I da Protefna Cry4Bal, intervalo [158;

170];

e Residuos 242\W?244 25247 248y250 ¢ 2630265 o Dominio I da Proteina Cry4Bal,

intervalo [243; 264].

Com isso, os dados dos alinhamentos estao prontos para serem analisados;

7. Dados para Analise: O tultimo passo do processo sao os dados prontos para
analise. Como exemplo, na Figura 88 pode ser visto como é o resultado do recorte de
similaridade. Do lado esquerdo, pode-se ver o contetido do arquivo “alignment-1.txt”,
que contém o resultado do melhor alinhamento do Dali, enquanto do lado direito é
apresentado o conteido do arquivo “alignment-1-proc.txt”, que contém as se¢oes
com similaridade estrutural que foram recortadas. Ha trés setas, em verde, vermelho

e azul, que mostram as correspondéncias entre os dois arquivos.

Figura 88 — Relacao entre arquivo de resultados e arquivo de recorte de similaridades

Arquivo Editar Localizar Visualizar Formatar Linguagem Configuragdes Macro Executsr Plugins Janela ? X
cHHE LB +hD|lae|iah x| BESI1EREHL S BENBE|® 4 v =
(S sigrment-12 3 | . B sigrment-Tprocte £ |
28 adent [LULUELELELEUEUEEEEEUEREREEEEEPEEEEED TRVRREREE et A H e 1 LL LLLLL LLLLLL LLLL ~
29 Sbjct YNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTVLDIVALFPNYDSRRYPIRTVSQLTREIYIN 240 : 2 YTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRII[ |
30 DSSP HHHE LLLLL HHHHLLHHHHLLLLLLLLEELLLLLEEEEL 3 RN NN R R NN NN R R R AR RN NN RR AR AR RRRRY
31 4 YTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRII]
32 5 3 LL LLLLL LLLLLLL LLLL:
33 DSSP HHHHLLLLLLLLLHHHHHHLLLLLLLLEEEEEEEEEEEEELLEEEEEEEEEEEEEHHHLL 6
34 Query PVLENFDGSFRGMAQRIEQNIRQPHLMDILNSITIYTDVHRGFNYWSGHQITASPVGFSG 298 i 7
35 idenc [LLRERERELLD 00 00 B0 FRRRRRRRRERERED B0E  BRreerr reernnnl {| & 320 LLLLLEEEEEEEEEEELLLL 339 =
36 Sbjct PVLENFDGSFRGSAQGIERSIRSPHLMDILNSITIYTDAHRGYYYWSGHQIMASPVGEFSG 300 z 9 LIGLGIFRTLSSPLYRRIIL
37 D3SP HHHHLLLLLLLLLEHHHHHLLLLLLLLEEEEEEEFEEEEELLEEEEEEEEEEEEEHHHLL i _4_—' I
38 11 QRLGRGVYRTLSSTLYRRPFN
38 i 12 323 LLLLLEEEEEEEEEEELLLL 342
40 DSSP LLEELLLEELLLLLEEEEEEE-LLLLLEEEEEI EEELLLL1LLLLLLLEEEEEEEEEE = [
41 Query PEFAFPLFGNAGNAAPPVLVS-LTGLGIFRTLSSPLYRRIILgSGPNNQELFVLDGTEFS 357 2 4
42 ddent II1 11 1 11111 o e e 15 341 LLLLLLLEEEEEEEEEEELLL 361
43 Sbjct PEFTFPLYGIMGNAAPQQRIVaQLGQRGVYRTLSSTLYRRPFN-IGINNQQLSVLDGTEFA 359 - SGPNNQELFVLDGTEFSFASL
44 DSSP LLEELLLEELLLLLEEEEEEEILLLLLEEEEEEEEEEELLLL-LLLLLLEEEEEEEEEEE 17 e roreenen
45 18 IGINNQQLSVLDGTEFAYGTS
46 _ 343 LLLLLLEEEEEEEEEEEELLL 363
47 DSSP ELLL1LLLLLEEELLLLLEEHHHLLLLLLLLLLHHHHLLEEEEEELLEELLL--LLLLEE - 0
42 Query FASLtTNLPSTIYRQRGTVDSLDVIPPQDNSVPPRAGFSHRLSHVIMLSQAA--GAVYTL 415 21
43  ident POOL E0 DPUDDRLD PRRn L Leer teeennnen 1 22 363 LLLLLEEELLLLLEEHHHLLLLLLLLLLHHHHLLEEEEEELLEELLL 409
50 Sbjct YGIS—SN'LESAVYRKSGIVDSLDEIPPQNNNWPRQGFSHRLSHVSHFRSGFM.|. 23 TINLPSTIYRQRGTVDSLDVIPPQDNSVPPRAGFSHRLSHVIMLSQAR
51 DSSP ELLL-LLLLLEEELLLLLEEHHHLLLLLLLLLLHHHHLLEEEEEEEEEEELL11LLLEEE ﬂ (R e R R N R N RN AR NR RN
52 SNLPSAVYRKSGIVDSLDEIPPQNNNVPPRQGFSHRLSHVSMFRSGF
53 364 LLLLLEEELLLLLEEHHHLLLLLLLLLLHHHHLLEEEEEEEEEEELL 410
54 DSSP EELLEEEEELLLLLLLEELLLLEEEEEHHHLLEEL1LLEEELLLLLLLLLEEEELLL---
55 Query RAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGFTGGDILRRTSP--- 472 E:| 28
56 ddent |11 10D LERLRLRDNL | 1 I I I treeerer | 29 410 LLLLEEEELLEEEEELLLLLLLEELLLLEEEEEHHHLLEEL 450
57 Sbjct RAPMFSWIHRSAEFNNIIASDSITQIPAVKGNFLF-NGSVISGPGFTGGDLVRLNSSgnn 477 30 GAVYTLRAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLG
S8 DSSP EEEEEEEEELLLLLLLLLLLLLEEEEEHHHLLEEE-LEEEELLLLLLLLLEEEELLL111l 31 | FEERLE veereennen 1 [RERY | I i
59 2n cowe o o encTTA =
&n o] { | —l— G
Normal text file length :3528 lines: 72 Ln:25 Col:1 Sel:0]0 UNIX UTF-8 INS

Fonte: Elaborada pelo autor
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Por fim, todos os resultados gerados anteriormente foram consolidados. Os arquivos
dos resultados brutos podem ser encontrados no Apéndice A e os arquivos dos resultados
finais podem ser encontrados no Apéndice B. As descri¢oes de todas as implementagoes

computacionais realizadas podem ser encontradas no Apéndice C.

5.9 ANALISE DE DADOS

A partir dos resultados finais gerados foi feita a andlise dos mesmos. Os dados,

bem como as imagens que os representam, serao apresentados no préximo Capitulo.

5.10 RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados e as conclusoes desta pesquisa serao apresentados nos dois préximos

Capitulos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa estdo organizados em oito Tabelas (13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20) e em oito Figuras (90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97), que serao discutidas
posteriormente. Cada Tabela faz par com a Figura seguinte, por exemplo, os dados da

Tabela 13 sao representados graficamente na Figura 90.

Cada par Tabela/Figura contém os dados de uma regiao ativa com receptores das
proteinas Cry, dados esses baseados na Revisao da Literatura e indicados na legenda da
Tabela e da Figura. Cada Tabela contém quatro colunas e oito conjuntos de dados. Na
coluna “Referéncia” é indicada a secao da Figura que contém a representacao grafica
do conjunto em questao, por exemplo, o primeiro conjunto de dados da Tabela 13 é

representado graficamente na Figura 90a.

A segunda coluna de cada Tabela contém a indicagao das duas proteinas que
foram comparadas. No caso do primeiro conjunto de dados da Tabela 13, as proteinas
comparadas foram a CrylAal e a CrylAcl. A coluna “Alinhamento” contém o resultado do
alinhamento estrutural das proteinas indicadas para a regiao em questao. O alinhamento

segue o seguinte padrao de representagao:

e Na primeira e na quinta linha sao apresentados os componentes estruturais da regiao
comparada, sendo que na primeira linha sao os dados da primeira proteina e na quinta

linha, os dados da segunda. Esses componentes sao representados pelas letras H/h,

em roxo, -/, em amarelo, e L/1, em verde, sendo que denotam, respectivamente,

hélices a, conformacoes [ e coils;

e Na segunda e na terceira linha sao apresentados os intervalos das estruturas primarias

da primeira e da segunda proteina;

e Por fim, na linha trés, a linha central, os aminoacidos iguais entre as duas proteinas,

ou seja, as posigdes que possuem identidade, sdo indicados pelo caractere “|” (pipe).

Na quarta e ultima coluna, sao apresentados os intervalos que representam as posi-

¢oes inicial e final dos intervalos de aminoacidos das duas proteinas da regidao comparada.

Em relacao as Figuras, cada uma delas contém oito se¢oes, indicadas pelas letras
(a), (b), (c), (d), (e), (f), (g) e (h), sendo correspondentes aos dados da Tabela que as
referenciam. Cada uma dessas se¢des é composta pela superposicao estrutural da regiao
comparada entre as duas proteinas, coloridas respectivamente em azul e vermelho, sendo

que a proteina que possui os dados da regiao sensivel a atividade com o receptor estara



178 Capitulo 6. Resultados e Discussdo

sempre colorida em azul, bem como a separacao das duas estruturas e sua respectiva
representacao linear, tanto em componentes estruturais, denotados com o mesmo padrao
apresentado nas Tabelas, quanto nos aminoacidos que compoem aquela regiao, sendo que
os identificadores de cada aminoacido estao coloridos de acordo com a Figura 89, que
por sua vez reflete a coloragao utilizada pelo software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN;, 1996), usado neste trabalho para gerar as representagoes estruturais das

proteinas.

Figura 89 — Legenda colorida usada para representar os residuos de aminoacidos, baseada
nas cores utilizadas pelo software VMD

A Alanina D Aspartato [& Glutamato I Isoleucina
|2, Arginina

“ cisteina JjLeucina Y Tirosina

(5 Glicina M Metionina Q Glutamina F'Fenilalanina
N Asparagina § Serina HHistidina PProlina

V valina W Triptofano K Lisina T Treonina

HHélice o
Conformagio P
I,Coil

Fonte: Elaborada pelo autor

Vale ressaltar que o VMD foi escolhido em detrimento de varios outros aplicativos
de representacao estrutural de proteinas!, pois foi o que se mostrou, durante sua utilizacdo,

o mais acurado na geracao de imagens representativas das estruturas das proteinas.

A seguir sao apresentadas as Tabelas e Figuras explicadas anteriormente, bem como
a discussao relativa aos dados representados por elas, sendo que essa discussao é baseada
na inspegao visual realizada nos dados dos alinhamentos estruturais e nas representacoes
graficas das regioes de interesse, ou seja, regides ativas com os receptores das proteinas

Cry e que foram verificadas na Revisao da Literatura.

6.1 VOLTA 2 DO DOMINIO Il DA PROTEINA CrylAal

Os dados do alinhamento da Volta 2 do Dominio II da proteina CrylAal, a qual é
ativa contra as ordens de insetos Diptera e Lepidoptera, e contra a ordem Gastropoda do
filo Mollusca, sao apresentados na Tabela 13 e na Figura 90. Em relagao a comparacao
com a proteina CrylAcl, ativa contra as mesmas ordens da proteina CrylAal, é mostrado

na Figura 90a que existem diferencas minimas entre as duas, permitindo que se conclua

1 Outros exemplos de software para representacio estrutural de protefnas e/ou moléculas que podem ser

citados sdo o PyMol (SCHRODINGER, 2015) e o Swiss-Pdb Viewer (GUEX; PEITSCH, 1997).
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que essas pequenas modificagoes provavelmente nao afetam suas especificidades, visto que

essas proteinas sao ativas contra as mesmas ordens.

O alinhamento com a proteina Cry2Aal, ativa contra as ordens de insetos Hemiptera
e Lepidoptera, é apresentado na Figura 90b. Verificando visualmente essa se¢ao, pode-se
notar que ha diversas diferencas, tanto nos componentes estruturais, quanto na estrutura
priméria das duas proteinas comparadas. Essas diferencas podem implicar na especificidade
da proteina CrylAal contra algumas espécies da ordem Diptera, visto que as duas proteinas,

CrylAal e Cry2Aal, sao ativas contra a ordem Lepidoptera.

As comparagoes com as proteinas Cry3Aal e Cry3Bbl, ambas ativas contra a
ordem Coleoptera, sao apresentadas, respectivamente, na Figura 90c e na Figura 90d. Dado
que a proteina CrylAal nao compartilha atividade com a ordem afetada pelas proteinas
Cry3Aal e Cry3Bbl, é possivel afirmar que, provavelmente, as diferencas apresentadas
nessas comparagoes mostram que essa regiao é importante na atividade das ordens atacadas

pela toxina CrylAal.

Em relagdo as comparagoes com as proteinas Cry4Aal e Cry4Bal, ambas ativas
contra a ordem Diptera, representadas respectivamente na Figura 90e e na Figura 90f, a
comparagao estrutural mostra que apesar de haver um compartilhamento de uma regiao
de uma conformacao  com a proteina CrylAal, provavelmente essa regido nao deve ser
responsavel pela especificidade contra a ordem Diptera, visto que a proteina CrylAal

também é téxica contra essa ordem.

Na comparacao com a proteina Cryb5Bal, ativa contra Rhabditida, que é uma
ordem do filo Nematoda e esta representada na Figura 90g, pode-se verificar que a regiao
comparada ¢é diferente entre as duas proteinas, o que é esperado, visto que ambas nao
compartilham atividade contra ordens iguais, ainda mais pela proteina Cry5Bal ser ativa
contra nematoides ao invés de insetos. Como a proteina Cryb5Bal é homéloga a proteina
CrybAal, a qual é ativa também contra a ordem de insetos Hymenoptera, provavelmente
ela pode também ser ativa contra vespas/abelhas/formigas, entretanto a proteina CrylAal

também nao é ativa contra essa ordem.

A comparacao com a proteina Cry8Eal, ativa contra a ordem Coleoptera e represen-
tada na Figura 90h, mostra novamente diversas diferengas estruturais, o que provavelmente
indica que essa regiao da proteina CrylAal deve ser importante na atividade contra

Diptera e Lepidoptera, visto que ambas nao compartilham atividade com ordens iguais.

Por fim, vale ainda ressaltar que a proteina CrylAal é também ativa contra a
ordem Gastropoda, entretanto, nenhuma das outras proteinas comparadas, com excegao
da CrylAcl, possuem relacdo com essa ordem, entao a mesma nao foi e ndo serd citada

nas proximas comparagoes.
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Tabela 13 — Alinhamentos da Volta 2 do Dominio II da proteina CrylAal

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos

CrylAal LLLLL 1560 379]
SSPLYRRIILg
Figura 90a RN
CrylAcl ~ SSTLYRRPFN =545 909
LLLL-
CrylAal LLLLL - 1369. 379]
SSPLYRRIILG
Figura 90b |
Cry2Aal  LDSGTDREGVA - is70. 50g)
LLL LLL
CrylAal LLLLL 1560 379]
SSPLYRRIILg
Figura 90c
Cry3Aal  ANTNLAVWPS =g 413
o —
CrylAal LLLLL 1369, 379]
SSPLYRRIILg
Figura 90d
Cry3Bbl ~ ANTDVAAWPN = ryq5. 14]
LLL-
CrylAal LILLL 1560 379]
SSPLYRRiilg
Figura 90e |
Cry4Aal VISLIL”EIE““ [426; 432]
CrylAal LLLLL 1369 379]
SSPLYRriilg
Figura 90f
Cry4Bal ITDTSSL “““ 383; 388
CrylAal LLLLL 369, 372
SSpLYRRIILg
Figura 90g
Cry5Bal  ARTHLYNAKG =50 67]
- ILILIL ke
CrylAal LLLLL - 1369. 379]
SSPLYRRIILg
Figura 90h |
CrySEal STAGVLF?E' [409; 418

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 90 — Representacao grafica dos alinhamentos da Volta 2 do Dominio II da proteina
CrylAal: (a) Alinhamento entre CrylAal e CrylAcl; (b) Alinhamento entre
CrylAal e Cry2Aal; (c¢) Alinhamento entre CrylAal e Cry3Aal; (d) Alinha-
mento entre CrylAal e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre CrylAal e
Cry5Bal; e, (h) Alinhamento entre CrylAal e Cry8Eal

LLLL1 LLLLL
SSPLYRRIILg

Cry1Aat m\/ﬂ/\
@ ﬂ’\ - ~ (b)

Cry1Ac1

Cry1Aal

S8TLYRRPFN- LDSGTDREGVA
LLLL- it it

R 1
SEPLYRRIILG
Cry1Aa1 CrytAat -
(c) @ .s—a
Cry3Aal c ﬁ \J
ry3Bb1 ~
ANTNLAVWPS - ANTDVAAWPN
LLL-
LL-
L1111 11111
SSPLYRRiilg SSPLYR=ziilg
Crythat "\ Crythat "\
@ ' P : y
—» ® J : > ‘
Cry4Aa1 el J\
VISLDNK---- e
LLL-=-— ITDTSS
L _____
T 1 AL
SSPLYRRIILG y SSPLYRRIILG
Cry1Aa1 e Cry1Aa1 B
@ w{ ®) ,
Cry5Ba1 \Ei-\ Cry8Eat “w
AR-HLYNAKG- STAGVLFAYT -
- LLL- LLL-

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

6.2 VOLTA 3 DO DOMINIO Il DA PROTEINA CrylAal

Os dados relativos a comparagao da regiao da Volta 3 do Dominio II da proteina
CrylAal com as outras proteinas sdo apresentados na Tabela 14 e na Figura 91. E possivel
verificar, pela inspecao desses dados, que com excec¢ao da proteina CrylAcl, todas as outras
proteinas diferem substancialmente nesta regiao em relagao a proteina CrylAal. Isso pode
indicar que essa regiao ¢ importante para a especificidade contra a ordem Lepidoptera, visto
que essa é a ordem de insetos a qual as proteinas CrylAal e CrylAcl sao exclusivamente

ativas em relagao as proteinas comparadas.
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Tabela 14 — Alinhamentos da Volta 3 do Dominio II da proteina CrylAal

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos

CrylAal ~ DERILLLLLE - rag1. 0]
ASLtTNLPST
Figura 91a [ ]|
CrylAcl ~ GTSTSNLPSA 1391 399
LLL-LLLLL
CrylAal ~ BELLLIRELE - rag1.400]
AS1ttnLPST
Figura 91b
Cry2Aal  TL7777SLRCry01. 406]
LL----LL
CrylAal ~ DEEZRELLLLE - rag1. 0]
ASL-TTNLPST
Figura 9lc |
Cry3Aal  YNDATDEASTQ  ryo7. 37
L1LL
CrylAal ~ BEETELLLLLE 591 400]
ASL-TTNLPST
Figura 91d
Cry3Bbl ~ YPDAKNETSTQ 409, 439]
ILRRIL L
CrylAal ~ DERLILLLLE g1 400]
ASLTtNLPST
Figura 9le | |
CrydAal ~ TNGT-RLLEK /g 456]
LLL-L
CrylAal ~ BRLLEIRELE - isg1. 400]
AS1ttnLPST
Figura 91f
Cry4Bal P77 77GTLA  1441. 40g]
LL----LL
CrylAal ~ DHLLLIRELE o ag1.400]
As1ttnLPST
Figura 91g
Cry5Bal V™ 777° NGGS 1480, 484]
L--——- LL
CrylAal ~BEERTELLLLLE 591 400]
ASL-TTNLPST
Figura 91h
Cry8Eal ~ LYPANKYKTTE 59, 149]
LLILLL

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 91 — Representacao grafica dos alinhamentos da Volta 3 do Dominio II da proteina

CrylAal: (a) Alinhamento entre CrylAal e CrylAcl; (b) Alinhamento entre
CrylAal e Cry2Aal; (c¢) Alinhamento entre CrylAal e Cry3Aal; (d) Alinha-
mento entre CrylAal e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre CrylAal e
Cry5Bal; e, (h) Alinhamento entre CrylAal e Cry8Eal
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Cry1Ac1

Cry1Aa1
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-
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LLL1ILLLLL
ASLtTNLPST

@TS SNLPSA
LLL-LLLLL

LLL-LLLLLL
ASL-TTNLPST

YNDgTDEASTQ
L1LL

LLLLILLLL
ASLTENLPST
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TNGT-RLLEK
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L11111LLL
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Cry1Aa1

)
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-
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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6.3 VOLTA 8 DO DOMINIO Il DA PROTEINA CrylAal

As diferencas estruturais entre as proteinas na regiao da Volta 8 do Dominio II
da proteina CrylAal, até mesmo com a proteina CrylAcl, que possui alta porcentagem
de identidade com a CrylAal, sao evidentes nos dados apresentados na Tabela 15 e na
Figura 92. Mesmo essa regiao sendo, de acordo com a Literatura, uma regiao importante na
manifestacdo téxica da proteina CrylAal, provavelmente a mesma nao deve ser essencial
para que essa atividade ocorra em diversos insetos das ordens de insetos afetadas (Diptera
e Lepidoptera), visto que a proteina CrylAcl é ativa contra as mesmas ordens, permitindo
concluir que, provavelmente, a proteina CrylAal seja mais especifica a determinadas

espécies das ordens afetadas do que a CrylAcl.
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Tabela 15 — Alinhamentos da Volta 8 do Dominio IT da proteina CrylAal
Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos

CrylAal . [438; 447]
SQAA--GAVYTL
Figura 92a |
L LRIL I IL
CrylAal _ g [438; 447]
§Q-======mmmmmmmmmm - AAGA-vytl
Figura 92b |
Cry2Aal LVirnedltrplhynqirniesPSGTpggar [431; 461]
LL11hhhh11111111111111LLLL11111
CrylAal 11 [438; 447]
SQAAgavYTL
Figura 92c
Cry3Aal LMQG---SRG [480; 486]
LHH---HLL
CrylAal BEE [438; 447]
SQAagaVYTL
Figura 92d
Cry3Bbl LMQ---DRRG [483; 489)]
B[N — — —|[nnINN
CrylAal | 15 [438; 447]
SQAAgaVYTL
Figura 92e | | |
Cry4Aal SIPA--TYKT [508; 515]
TR — — TR
CrylAal g1l [438; 447]
SQaagavYTL
Figura 92f |
Cry4Bal VI----dYNs [452; 457]
---- LL
CrylAal B e [438; 447
SQAAgAVYTL --
Figura 92¢g |
Cry5Bal TETV-NKGTGgn [519; 529]
TR — IS 1 1
CrylAal giillll [438; 447
SQaagavytL
Figura 92h
CrySEal RN------ P [486; 488]
LL------- L

Fonte: Elaborada pelo autor



186

Capitulo 6. Resultados e Discussdo

Figura 92 — Representacao grafica dos alinhamentos da Volta 8 do Dominio IT da proteina
CrylAal: (a) Alinhamento entre CrylAal e CrylAcl; (b) Alinhamento entre
CrylAal e Cry2Aal; (c) Alinhamento entre CrylAal e Cry3Aal; (d) Alinha-
mento entre CrylAal e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre CrylAal e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre CrylAal e
CrybBal; e, (h) Alinhamento entre CrylAal e Cry8Eal
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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6.4 VOLTAS 2 E 3 DO DOMINIO Il DA PROTEINA Cryl1Acl

Os resultados apresentados nos pares Tabela 16/Figura 93 e Tabela 17/Figura 94,
relativos respectivamente as Voltas 2 e 3 do Dominio II da proteina CrylAcl, ao serem
verificados, pdde-se constatar a correlacao existente com as regides das Voltas 2 e 3 do
Dominio IT da proteina CrylAal, visto que as proteinas CrylAcl e CrylAal tém alta
porcentagem de identidade. Sendo assim, as mesmas observacoes feitas e implicagoes

levantadas nas Sec¢Oes anteriores se aplicam para essas duas regides da proteina CrylAcl.
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Tabela 16 — Alinhamentos da Volta 2 do Dominio IT da proteina CrylAcl

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos

CrylAcl LLLL=L - 1363, 373]
SSTLYRRPFN-I
Figura 93a RN
CrylAal SSPLYRRIILES = 369, 374
LLLL1L
CrylAcl LLLLL - 5g3. 373)
SSTLYRRPFNI
Figura 93b |
Cry2Aal ~ LDSGTDREGVA  ra7g. 5gq)
LLL LLL
CrylAcl LLLLL 1343 373]
SSTLYRRPFNI
Figura 93c |
Cry3Aal ~ ANTNLAVWPSA i 414
ILJL)
CrylAcl LLLLL 1563, 373)
SSTLYRRPFNI
Figura 93d | |
Cry3pbl ~ ANTDVAAWPNG g5 415
LLLL
CrylAcl LILLL 1363 373]
SSTLYRRpfni
Figura 93e |
CrydAal ~ VISLDNK==== " 1106: 439]
LLL----
CrylAcl LLLLL - 1363. 373
SSTLYRrpfni
Figura 93f
Cry4Bal ITDTSSL “““ 383; 388
CrylAcl LLLLL  1363. 373]
SSTLYRRPFNi
Figura 93¢g
Cry5Bal ~ NARHLYNAKG =m0 167]
ILILIL ke
CrylAcl LLLLL - 1363. 373)
SSTLYRRPFNi
Figura 93h |
CrySEal STAGVLF?E' [409; 418

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 93 — Representacao grafica dos alinhamentos da Volta 2 do Dominio II da proteina
CrylAcl: (a) Alinhamento entre CrylAcl e CrylAal; (b) Alinhamento entre
CrylAcl e Cry2Aal; (c) Alinhamento entre CrylAcl e Cry3Aal; (d) Alinha-
mento entre CrylAcl e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre CrylAcl e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre CrylAcl e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre CrylAcl e
Cry5Bal; e, (h) Alinhamento entre CrylAcl e Cry8Eal
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CrylAct %“\\) Cry1Act
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D
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LLLL1L LLL LLL
LLLLL LLLLL

SSTLYRRPFNI SSTLYRRPFNI

Cry1Act \k_a\)\) Cry1Act >\_>
—~D T - St
Cry3Aat Cry3Bb1
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i
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L1111 EE 21 1
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Cry1Act M Cry4Ba1 “’/)
©) ® v
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LLL----
it i i
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SSTLYRRPFNi CrysEa , 4
CrylAct Cry5Ba1t Q—/) " m
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ﬁ/ Cry1Act ) -
NARHLYNAKG- gTAGVLF%iE:
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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Tabela 17 — Alinhamentos da Volta 3 do Dominio IT da proteina CrylAcl

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos

CrylAcl ~ LLL-LLLLL [391; 400]
GTS-SNLPSAV
Figura 94a [
CrylAal ~ ASLETNLPSTI 591 401
LLL1LLLLL
CrylAcl ~ “htLILLL [391; 400]
GTssnLPSAV
Figura 94b
Cry2Aal ~ TLE777SLRCG g1 407
LL---LL
CrylAcl bbb~ -LLLLL [391; 400]
GTS--SNLPSAV
Figura 94c
Cry3Aal  YNDQEDEASTQT o7, 3q)
L11L
CrylAct  “bb--LLLLL [391; 400]
GTS--SNLPSAV
Figura 94d
Cry3Bbl ~ YPDARNETSTAT )59, 440]
L11L
CrylAcl ~ ©ELLLLLL [391; 400]
GTSSNLPSAV
Figura 94e |
CrydAal ~ TNGTRLLEKE g 457
LLLL
CrylAct ~ LGBIIILLL [391; 400]
GTssnLPSAV
Figura 94f |
Cry4Bal ~ TD777GTLAS 1. 407
LL---LL
CrylAct ~ ‘HILLLLE 391; 400]
gtssnlPSAV
Figura 94¢g
Cry5Bal ~ ~~ "7~ NGGS 1481, 484]
—————— LL
CrylAct  “b--LLLLLL [391; 400]
GT--SSNLPSAV
Figura 94h
Cry8Eal ~ [YPANKYRTTET (450, 143
L11LLL

Fonte: Elaborada pelo autor



6.4. Voltas 2 e 3 do Dominio Il da Proteina CrylAcl 191

Figura 94 — Representacao grafica dos alinhamentos da Volta 3 do Dominio II da proteina
CrylAcl: (a) Alinhamento entre CrylAcl e CrylAal; (b) Alinhamento entre
CrylAcl e Cry2Aal; (c¢) Alinhamento entre CrylAcl e Cry3Aal; (d) Alinha-
mento entre CrylAcl e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre CrylAcl e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre CrylAcl e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre CrylAcl e
Cry5Bal; e, (h) Alinhamento entre CrylAcl e Cry8Eal

P - D LL111LLL
GTS-SNLPSAV GTssnLPSAV
Cry1Act ‘\b Cry1Act
Cry2Aal =
Cry1Aal .
—
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GTS--SNLPSAV GTS--SNLPSAV
Cry1Act Cry1Act X
Cry3A (d)
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Cry3Bb
YNDgtDEASTQT YDDgkNETSTQT
B1TE L11L
A — LL111LLL
€ s
GTSSNLPSAV JTesnLEPEAY
\ Cry1Ac1
Cry1Act) S
CrydA
) i ! ]
Cry4Ba : ’
TNGTRLLEKE ID---GTLAS
LLLL LL---LL
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L11LLL

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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6.5 LOOP 1 DO DOMINIO Il DA PROTEINA Cry3Aal

Os dados relacionados a comparagao estrutural da regiao do Loop 1 do Dominio
IT da proteina Cry3Aal sao apresentados na Tabela 18 e na Figura 95. Entre todas
as proteinas comparadas, as proteinas Cry3Aal, Cry3Bbl e Cry8Eal compartilham
atividade contra a ordem de insetos Coleoptera. Essa regiao parece ser importante para
essa manifestagao téxica, visto que essas trés proteinas sao mais similares nessa regiao em
relagdo as outras. Essa verificagdo pode ser vista nas se¢oes (d) e (h) da Figura 95. Pode-se
notar que em comparagao com a proteina Cry3Bbl, representada no quarto conjunto
de dados da Tabela 18 e Figura 95d, existem dez identidades entre as duas proteinas,
além de existir similaridade estrutural em ambas as extremidades. Em relacao a proteina
Cry8Eal, Figura 95h, ha identidade nos quatro primeiros residuos dessa regiao, além de
estruturalmente serem parecidas até o inicio da insercao dos gaps para o alinhamento
estrutural. Ao se analisar essa relacdo, pode-se afirmar que, provavelmente, os quatro
primeiros aminoacidos, TDPI, tém participagdo importante na manifestacao téxica dessas
proteinas em relacao a ordem Coleoptera, visto que as proteinas Cry3Aal, Cry3Bbl e
Cry8Eal compartilham identidade nesses quatro aminoacidos, além de terem conformacao

praticamente idéntica nessa regiao.
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Tabela 18 — Alinhamentos do Loop 1 do Dominio II da proteina Cry3Aal

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos
Cry3Aal 1LLLL--1LLLLLL111LH [305; 321]
tDPIV--gVNNLRGygtTF
Figura 95a |
CrylAal -TNPV1enFDGSFR --gMA [269; 284]
-ELHHhh1LLLLLL--1LH
Cry3Aal 1LLLL--LLLLLLL111LH [305; 321]
tDPIV--GVNNLRGygtTF
Figura 95b |
-FELHHhhLLLLLLL--1LH
Cry3Aal LLLLLLL111111LLLH [305; 321]
TDPIVGVnnlrgyGTTF
Figura 95¢ |
Cry2Aal ASGSGPQ ----- qTasF 277; 288
LLLLLL----- 1LL
Cry3Aal LLLLLLLLLLLLLLLLH [305; 321]
TDPIVGVNNLRGYGTTF
Figura 95d [111 [ N
LLLLLLLLLLHHHLLLH
Cry3Aal LLLL11LLLL11LLLL--H [305; 321]
TDPIvgVNNLrgYGTT --F
Figura 95e |
Cry4Aal QVLN--FEES--PYKYydF [332; 346]
L--LLLL--HHHH11H
Cry3Aal L1LLLLILLLL111LLH [305; 321]
TdPIVGvVNNLRgygTTF
Figura 95f | |
-EELL-LLLL---LLH
Cry?)Aal LLLL__LLLL _______ LLLLLLLL ___________ h [305; 321]
TDPI--VGVN------- NLRGYGTT ---=-=-=-=-=—---- f
Figura 95¢g | |
Cry5Bal SDTAgpIEEYttgdktsGPEHSNITpnnildtpspty [345; 381]
LLLL11LLLL1I111111LHHHLL 11lhhh111111
Cry3Aal LLLLLLLL---LLLLLLLLH [305; 321]
TDPIVGVN---NLRGYGTTF
Figura 95h [ |
Cry8Eal TDPIGAIGaqgSWYDSAPSF [307; 326]
LLLLLLLL111LHHHLLLLH

Fonte: Elaborada pelo autor



194 Capitulo 6. Resultados e Discussdo

Figura 95 — Representacao grafica dos alinhamentos do Loop 1 do Dominio IT da proteina
Cry3Aal: (a) Alinhamento entre Cry3Aal e CrylAal; (b) Alinhamento entre
Cry3Aal e CrylAcl; (c) Alinhamento entre Cry3Aal e Cry2Aal; (d) Alinha-
mento entre Cry3Aal e Cry3Bbl; (e) Alinhamento entre Cry3Aal e Cry4Aal;
(f) Alinhamento entre Cry3Aal e Cry4Bal; (g) Alinhamento entre Cry3Aal e
CrybBal; e, (h) Alinhamento entre Cry3Aal e Cry8Eal

1 EEEE - - | BETRRR 1 1 15 1 B - - EEEEEE 1 1 1
tDPIV--gVNNLREYGtTF Cry3Aar tDPIV--GVNNLRGYgtTF
Cry3Aai
(b)
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J
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D1 1 111 1 PG
TDPIVGVRnlrgyCTTF LLLLLLLLLLLLLLLLH
TDPIVEVNNLAGYCTTF
Cry3Aai
(c)
Cry2Aa1l = \/—\
> TDPIFSLNTLQEYCPTF
ASGSEPQ----- qTQSF LLLLLLLLLLHHHLLLH
LELEE---- - 100
1 DR B 1 1 EEE
LLLE1 1DEEE1 1 TILT- -H TdPIVGVNNLRgygTTF
TDPIVgVNNLrgYCTT--F N
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TDPI--VGVN
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LLLL11LLLL1111111LHHHLL 1lhhhl111111
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TDPIVGVN---NLRGYGTTF

ry3Aal

(h)

Cry8Ea1
TDPIGAIGaqgSWYDSAPSF
LLLLLLLL111LHHHLLLLH

Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3
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6.6 RESIDUOS '5"R° E 109y171 DO DOMINIO | DA PROTEINA
Cry4Bal

Experimentalmente, de acordo com a Literatura, foi verificado que existem alguns
aminoacidos que sao importantes para a atividade téxica da proteina Cry4Bal, sendo que
os mesmos estao situados no Dominio I, responsavel pela insercao da proteina, em sua
conformacao toxica, na membrana intestinal e na formacao dos poros nos insetos. Dois

ISTR159 ¢ 169171 Nos dados relativos & comparacdo desses residuos,

desses residuos sao
apresentados na Tabela 19 e na Figura 96, foram recortadas as regides que compreendem
esses aminoacidos e todos os aminoacidos que estao entre os dois. Foi escolhida essa
abordagem para permitir que essa regiao fosse melhor observada estrutural e graficamente.
Como pode ser visto na Figura 96, todas as proteinas, com excecao da Cry4Aal (Figura 96f)
e da Cry5Bal (Figura 96g) compartilham, nessa regiao, a mesma estrutura secundaria, isto

é, uma hélice a seguida de um coil. O aminoécido 69y

parece ser mais importante que o
primeiro, visto que o mesmo ¢é mais conservado nas proteinas comparadas. Nos casos onde
ha modificagao, ou seja, na proteina Cry3Bbl com uma Fenilalanina e na Cry5Bal com uma
Serina, pode-se verificar que esses dois aminoacidos tém propriedades quimicas similares a

ISTR159 ¢ 169Y17L provavelmente tém papel

Tirosina da proteina Cry4Bal. Os aminoacidos
mais especifico em relagao a estabilidade e atividade das proteinas Cry comparadas no
que tange ao seu modo de acdo geral e nao especificamente a especificidade, visto que essa

regiao é similar estruturalmente em quase todas as proteinas comparadas.
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Tabela 19 — Alinhamento dos Residuos R e Y do Dominio I da proteina Cry4Bal

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos
CqABal HHHHHHHH1LLLL H5&]7m
RETAVYFSnLVGY
Figura 96a |
CrylAal RTAIPLLA-VQNE [142; 153]
HHHHHHHL-LLLL
Cq@Bal HHHHHHHHILLLL H5&]7m
RETAVYFSnLVGY
Figura 96b | |
CrylAcl QTAIPLFA-VQNE [142; 153]
HHHHHHHL-LLLL
Cm@Bal HHHHHHHHILLLL H5&]7m
RETAVYFSnLVGY
Figura 96¢ | |
Cry2Aal LNRLPQFQ-1QGY [158; 169]
HHHHHHHL-LLLL
CqﬂBal HHHHHHHHILLLL HS&]jm
RETAVYFSnLVGY
Figura 96d | | | |
Cry3Aal RNSMPSFA-ISGY 1178 189)
HHHHHHHL-LLLL
CQ@B&I HHHHHHHHILLLL H5&]7m
RETAVYFSnLVGY
Figura 96e | |
Cry3Bbl RNSMPSFA - VSRR [179; 190]
HHHHHHHL-LLLL
CQABal HHHHHHHHLLL-------- LL U5&]7W
RETAVYFSNLV - =-=-=-—-—--- GY
Figura 96f | |
Cry4Aal QNVIPELVNSCppnpsdcdYY [182; 202]
HHHHHHHHHLL111hhhhhHH
Cry4Bal OHARBHHHELLL----------- L 58 170]
RETAVYFSNLVG---—-=-==———-- Y
Figura 96g |
Cm@Bal TQHLPEFKNPWSdenstqefkrtS [me22&
HHHHHHHLLLLL11111hhhhhhH
CQABal HHHHHHHH1LLLL H5&]7m
RETAVYFSnLVGY
Figura 96h | | |
CrySEal TAYMPSFR -VTGY [180; 191]

HHHHHHHL-LLLL

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 96 — Representacdo gréafica dos alinhamentos dos Residuos TR e 109Y171 do
Dominio I da proteina Cry4Bal: (a) Alinhamento entre Cry4Bal e CrylAal;
(b) Alinhamento entre Cry4Bal e CrylAcl; (c) Alinhamento entre Cry4Bal
e Cry2Aal; (d) Alinhamento entre Cry4Bal e Cry3Aal; (e) Alinhamento
entre Cry4Bal e Cry3Bbl; (f) Alinhamento entre Cry4Bal e Cry4Aal; (g)

Alinhamento entre Cry4Bal e Cry5Bal; e, (h) Alinhamento entre Cry4Bal e
Cry8Eal
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

6.7 RESIDUQS 242\\244 245247 248y250 F 263F265 DO DOMINIO
| DA PROTEINA Cry4Bal

A abordagem representativa dos residuos 242W?24 245247 248y250 o 263265 (]
Dominio I da proteina Cry4Bal é a mesma utilizada na se¢ao anterior, sendo que os dados

das comparagoes podem ser verificados na Tabela 20 e na Figura 97. A regidao compreendida
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entre esses residuos, inserida no final do Dominio I das proteinas, compartilha diversas
identidades entre as proteinas comparadas, tendo provavelmente a mesma implicacao que
a regiao apresentada anteriormente, ou seja, importancia na estabilidade estrutural das
proteinas e no modo de acao geral do Dominio I das proteinas Cry de trés dominios,
visto a conservacao existente nessa regiao. Pode-se notar que no final dessa regiao existem
quatro residuos, VLDI, que sao conservados quase que totalmente em todas as proteinas

comparadas, mostrando que essa regiao ¢ importante para todas as proteinas.
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Tabela 20 — Alinhamento dos Residuos W, F, Y e F do Dominio I da proteina Cry4Bal

Referéncia Proteinas Alinhamento Intervalos
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
‘ WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97a T
CrylAal WVRYNQFRRELTLTVLDIVALF [226; 247]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
. WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97b I
CrylACl WVRYNQFRRELTLTVLDIVALF [226; 247]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HH-HHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
WI-TFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97c | |
CryZAal RLhDMLEFRTYMFLNVFEYVSIW [237; 259]
HhHHHHHHHHHHHHLHHHHHHH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
. WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97d I
Cry3Aa1 WVNFNRYRREMTLTVLDLIALF [262; 283]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
. WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97e Lo e 1l
Cry3Bb1 WVKFNRFRREMTLTVLDLIVLF [263; 284]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
' WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97f T
Cry4Aa1 WNTYNTYRTKMTTAVLDLVALF [289; 310]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
' WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97g T
Cry5Ba1 VNAYNRYVRNMTVNCLDIAATW [302; 323]
HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH
Cry4Ba1 HHHHHHHHHHHHHHLHHHHLLH [243; 264]
' WITFNDYKREMTIQVLDILALF
Figura 97h L e e 1l
CrySEal WVEYNRFRREMTLSVLDIMTLF [264; 285]

HHHHHHHHHHHHHHLHHHHHLH

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 97 — Representacao grafica dos alinhamentos dos Residuos
do Dominio I da proteina Cry4Bal: (a) Alinhamento entre Cry4Bal

e 263F265

242w244 245 F247 248y250
) )

e CrylAal; (b) Alinhamento entre Cry4Bal e CrylAcl; (c¢) Alinhamento
entre Cry4Bal e Cry2Aal; (d) Alinhamento entre Cry4Bal e Cry3Aal; (e)
Alinhamento entre Cry4Bal e Cry3Bbl; (f) Alinhamento entre Cry4Bal e
Cry4Aal; (g) Alinhamento entre Cry4Bal e Cry5Bal; e, (h) Alinhamento

entre Cry4Bal e Cry8Eal
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Fonte: Elaborada pelo autor utilizando o software VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996) versao 1.9.3

Os resultados apresentados e discutidos podem ser verificados em tempo real

por meio da utilizacdo de uma aplicacao Web que foi desenvolvida. Essa aplicacao sera

apresentada sucintamente na préxima Secao.
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6.8 FERRAMENTA DE VISUALIZACAO DOS RESULTADOS 3-
DOMAIN CRY PROTEIN MODELS COMPARISON LAB

Com o objetivo de facilitar e permitir a visualizagdo dos dados das comparagoes
estruturais entre as nove proteinas Cry processadas, foi criada uma aplicacao Web, ou
seja, um programa de computador acessivel via navegador de Internet. Essa aplicacao
foi intitulada “3-Domain Cry Protein Models Comparison Lab” e pode ser acessada pelo

endereco <https://sbv.ifsp.edu.br/CryProteinModelsComparisonLab/>.

Essa ferramenta, como ja informado, pode ser utilizada para visualizar os dados
do experimento que foi conduzido nesse trabalho. Na Figura 98 é apresentada a interface
grafica principal da ferramenta. A seta “A” aponta para o quadro de visualizacdo, onde
os detalhes dos alinhamentos entre as proteinas podem ser visualizados. No exemplo, é
apresentada a superposicao estrutural das proteinas CrylAal e CrylAcl, indicada pela
seta “B”. Para escolher qual alinhamento estrutural deve ser exibido, utiliza-se a caixa de
selecao apontada pela seta “C” e entao clica-se no botao “Load”. O painel de representagoes
(“Representations”), indicado pela seta “D”, é utilizado para modificar a representacao
grafica usada para desenhar as proteinas. Ainda com o objetivo de alterar a representagao
grafica das moléculas, pode-se utilizar o painel “Colors”, indicado pela seta “E”, que
permite modificar a cor aplicada na visualizagao das estruturas. O painel “Save File”,
apontado pela seta “F”, permite que o usuario salve os dados da visualizagao em alguns
formatos. A seta “G” aponta para a caixa de texto que permite aos usuarios inserirem
comandos, de acordo com a linguagem de script interativa Jmol/JSmol, para terem um
maior controle de como as estruturas sao exibidas. Por fim, a seta “H” aponta para o
botao “Slices and Receptors” que, ao ser clicado, exibe todos os dados obtidos a partir da

comparacao estrutural selecionada e que foi previamente calculada pelo algoritmo Dali.
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Figura 98 — Visao geral da interface grafica principal da ferramenta “3-Domain Cry Protein
Models Comparison Lab”
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os detalhes dos dados da comparacao estrutural podem ser vistos na Figura 99. A
seta “A” aponta para o painel intitulado “Similarity Slices and Receptor Regions”, que
por sua vez organiza esses detalhes em um diagrama. Nesse diagrama, as estruturas das
proteinas Cry comparadas sao exibidas de forma linear, além de serem destacadas as
regioes similares que foram obtidas pelo algoritmo Dali bem como as regioes de interesse
que foram analisadas nas SegOes anteriores. A seta “B” aponta para uma dessas regioes,
ou seja, a Volta 2 do Dominio II da proteina CrylAal. Quando se clica nessa regiao,
sua representacao grafica é exibida no painel de visualiza¢ao (seta “D”), bem como seus
detalhes estruturais sdo apresentados no painel indicado pela seta “C”. Pode-se notar
que essa regiao é a mesma que foi renderizada pelo software VMD e que foi exibida na
Figura 90a. As setas “E” e “F” apontam para diversos botoes que, ao serem clicados,
funcionam da mesma forma que as regioes clicaveis apresentadas no diagrama apontado

pela seta “A”.
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Figura 99 — Detalhe de uma regiao alinhada na ferramenta “3-Domain Cry Protein Models
Comparison Lab”.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O cédigo fonte dessa ferramenta esta disponibilizado no Apéndice C.

Pelo exposto, ha indicios suficientes nos dados apresentados que corroboram para

afirmar que existem modificagoes estruturais nas proteinas Cry que sdo responsaveis pela

especificidade de cada uma delas. No préximo Capitulo serdao apresentadas as conclusoes

desta pesquisa.
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7 CONCLUSOES

A partir do caminho percorrido na obtencao dos dados e, em seu tratamento para
a geracao dos resultados relativos a comparacao estrutural entre as proteinas Cry de trés
dominios que foram utilizadas, pode-se inferir que pequenas modificagoes nas Volta 2 do
Dominio II da proteina CrylAal nao sdo capazes de influenciar sua especificidade quando
comparada a proteina CrylAcl. Essa volta também nao deve influenciar na especificidade
com Lepidoptera, visto que héa diferencas substanciais em relagdo a mesma regiao da
proteina Cry2Aal. A Volta 2 difere nas proteinas Cry3Aal e Cry3Bbl, ativas contra
Coleoptera, indicando indicios que a mesma é importante para a toxicidade da proteina
CrylAal nas ordens afetadas. Além disso, visto que as proteinas Cry4Aal e CryBal,
ambas ativas contra a ordem Diptera, nao compartilham similaridade nessa regiao, pode-se
também inferir que essa regiao, para a proteina CrylAal, pode nado conferir toxicidade
de modo geral a ordem Diptera. As proteinas Cryb5Bal e Cry8Eal nao compartilham
toxicidade com as mesmas ordens de CrylAal, sendo assim, as diferencas encontradas nessa
regiao provavelmente indicam a importancia da mesma para a manifestacao téxica nas
ordens afetadas pela proteina CrylAal. A Volta 3 do Dominio II é similar apenas a mesma
regiao da proteina CrylAcl, indicando ser importante para a especificidade nas ordens
afetadas. Ainda em relagao a proteina CrylAal, a Volta 8 do Dominio II provavelmente
confere toxicidade a essa proteina em algumas espécies das ordens afetadas, visto que
essa regiao é substancialmente diferente na proteina CrylAcl, homéloga a CrylAal. Em
relacdo as Voltas 2 e 3 do Dominio II da proteina CrylAcl, pode-se afirmar que suas

propriedades sao as mesmas das apresentadas em relacao a proteina CrylAal.

A manifestacao toxica contra a ordem Coleoptera parece ter como regiao crucial o
Loop 1 da proteina Cry3Aal, visto que essa regido é similar, principalmente em seus quatro
primeiros residuos, com as proteinas Cry3Bb1 e Cry8Eal, também ativas contra Coleoptera
e diferente quando comparada com as outras proteinas abordadas e que manifestam seu

potencial téxico a outras ordens que nao a Coleoptera.

Ainda, os residuos 1PTRY 169y171 242\\244 2451247 248y250 o 263265 +6os contidos
no Dominio I da proteina Cry4Bal, parecem ter importancia na manutengao da estabilidade
da proteina e nos seus modos de acao gerais, visto que esses residuos e suas regides marginais

sao relativamente bem conservados em todas as proteinas verificadas.

Pelo exposto, pode-se concluir que as diferengas conformacionais nas estruturas
das proteinas Cry, parecem contribuir para as suas manifestagoes toxicas em diferentes

ordens de insetos.
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7.1 PUBLICACAO

Durante o desenvolvimento desta tese foi publicado um artigo, no qual se descreve
o processo de criacao da ferramenta CryGetter: “BUZATTO, D.; FRANCA, S. de C.;
ZINGARETTI, S. M. CryGetter: a tool to automate retrieval and analysis of Cry protein
data. BMC Bioinformatics, v. 17, n. 1, p. 1-14, 2016.”.

7.2 SOFTWARES DESENVOLVIDOS

Como ja relatado, foram desenvolvidos dois softwares durante o ciclo de vida desta
tese, sendo eles o “CryGetter”, um aplicativo capaz de consolidar dados das proteinas Cry
a partir de duas fontes de dados e o “3-Domain Cry Protein Models Comparison Lab”,

utilizado para apresentar visualmente os resultados gerados neste trabalho.

7.3 TRABALHOS FUTUROS

E importante frisar que os resultados obtidos se encontram no espectro de simulacio
e comparacao in silico, sendo necessario, como trabalho futuro, verificar se, ao modificar
essas proteinas com técnicas de manipulagao genética, as afirmagoes aqui apresentadas
sao sustentadas em modelos in vivo. Ainda, ha a possibilidade de abordar a analise dos
resultados obtidos nesta tese fazendo uso de técnicas de processamento de imagens ao

invés da abordagem de inspecao visual a qual foi empregada.
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APENDICE A - ARQUIVOS GERADOS
NOS EXPERIMENTOS - RESULTADOS
BRUTOS

Os arquivos brutos gerados nos experimentos podem ser encontrados no diretorio

“experimentos/resultadosBrutos” da raiz do DVD de dados disponibilizado.






223

APENDICE B - ARQUIVOS GERADOS
NOS EXPERIMENTOS - RESULTADOS
FINAIS

Os arquivos finais gerados nos experimentos podem ser encontrados no diretério
“experimentos/resultadosFinais” da raiz do DVD de dados disponibilizado e também online

no enderego <https://github.com/davidbuzatto/CryProteinModelsComparisonData>.


https://github.com/davidbuzatto/CryProteinModelsComparisonData
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APENDICE C - IMPLEMENTACOES
COMPUTACIONAIS

No decorrer do desenvolvimento desta pesquisa, foram realizadas diversas imple-
mentacoes de programas e trechos de coédigo para a realizacao de tarefas, como o recorte
dos dados dos resultados, bem como para o aprendizado de tecnologias e/ou bibliotecas
especificas. A maioria das implementacoes foi feita utilizando a linguagem de programacao
Java e estao disponibilizadas como projetos da ferramenta de desenvolvimento NetBeans,
versao 8.2. Sendo assim, na lista a seguir sdo descritas sucintamente tais implementagoes,
sendo que as mesmas podem ser encontradas no diretério “implementagoes” da raiz do

DVD de dados disponibilizado.

e AlgoritmosEstruturaisGephi: Geracao dos dados para a criagao do grafo de
algoritmos de comparacao estruturais de proteinas apresentado na Revisao da

Literatura;

e Alinhamentos: Aplicacao dos algoritmos de alinhamento local e alinhamento global

em interface grafica com o usuéario com objetivo didatico;

o CryGetter: Implementagao da ferramenta “CryGetter”. Pode também ser encon-
trada online no enderego <https://github.com/davidbuzatto/CryGetter> e sua
versao executavel para download no endere¢o <https://github.com/davidbuzatto/

CryGetter>;

e CryProteinModelsComparisonLab: Implementacao da ferramenta “3-Domain
Cry Protein Models Comparison Lab”. Pode também ser encontrada online no
enderego <https://github.com/davidbuzatto/CryProteinModelsComparisonLab> e
sua versao executavel para navegadores de Internet no endereco <https://sbv.ifsp.
edu.br/CryProteinModelsComparisonLab/>;

e IndicesExperimento: Obtencao dos indices dos recortes processados;

e LabelsExperimentos: Geracao de labels para os recortes processados com o objetivo

de preparar as imagens apresentadas nos Resultados;

e ObtemRecortesSimilaridadeDali: Processamento dos arquivos de saida gerados

pelo Dali;

e VerificadorModelos: Verificador de integridade sequencial dos modelos do PDB;


https://github.com/davidbuzatto/CryGetter
https://github.com/davidbuzatto/CryGetter
https://github.com/davidbuzatto/CryGetter
https://github.com/davidbuzatto/CryProteinModelsComparisonLab
https://sbv.ifsp.edu.br/CryProteinModelsComparisonLab/
https://sbv.ifsp.edu.br/CryProteinModelsComparisonLab/
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e ProcessaGeraDados: Pipeline para a geracao dos arquivos brutos e finais dos
experimentos que utiliza varios trechos de cédigo contidos nas implementacoes

descritas acima.
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