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Resumo

Estudos de evolugao molecular computacional sao geralmente conduzidos a partir de
alinhamentos multiplo de sequéncias homologas, no qual sequéncias possivelmente ori-
ginadas por um ancestral comum sao alinhadas de forma que aminoacidos equivalentes
ocupem a mesma posicao. Padroes de conservacao de residuos em um alinhamento, ou
em um subconjunto de suas sequéncias, podem ser informativos por sugerirem posicoes
sob selegao e restricao evolutiva. A maioria dos métodos propostos para identificacao
de determinantes de especificidade sao focados em posigoes, logo, acabam ignorando
os padroes de determinante para uma subfamilia, porém variavel no alinhamento como
um todo. Além disto, boa parte deles também requerem algum tipo de conhecimento a
priori das familias analisadas, como lista de subfamilias ou arvores filogenéticas. Neste
trabalho foi desenvolvido uma metodologia baseado em ciéncias das redes, com objetivo
de identificar grupos de residuos funcionalmente relacionados. A metodologia foi inici-
almente validada a partir de conjunto de dados artificiais e posteriormente aplicada a
quatro familias de proteinas reais. Em todos os casos foram obtidos grupos de residuos
determinantes de especificidade para diversas subclasses funcionais. Estes dados foram
posteriormente utilizados como estimadores para uma méquina de suporte de vetores
(SVM) que foi capaz de classificar corretamente até mesmo subclasses, a quais nenhum
residuo especifico foi identificado. A classificagao foi também aplicada as GPCRs orfas
gerando novas hipoteses a respeito das classes funcionais destas sequéncias. Um sis-
tema web foi desenvolvido com o objetivo de promover e facilitar as analises utilizando
as metodologias propostas neste projeto. Além disto, foi desenvolvido um banco de da-
dos de sitios determinantes de especificidades contendo analises previamente calculadas
com conjunto de dados obtidos pelo Pfam. Este banco, além de também produzir uma
serie de relatorios dinamicos e intuitivos, possui também uma REST API que permite

que estes dados sejam acessados programaticamente.

Palavras-chave: Analises de coevolucao, Bioinformatica Funcional, Ciéncias das Re-

des, Aprendizagem de Maquina, Engenharia de Software.
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Abstract

Computational molecular evolution analyses are usually performed by using multiple
sequences alignments of homologous sequences, in which sequences likely originated
from a common ancestors are aligned in a such way that equivalent amino acids are
set in the same column. Conserved residues in a multiple sequence alignment can
be extremely enlightening by suggesting positions under evolutionary selection and
constraint. Most of the methods proposed to coevolution and specificity determinant
sites are focused in finding positions, therefore they may ignore sites that are specific for
a subfamily but variable in the whole alignment; or requires prior knowledge about the
subject families, such as list of subfamilies or phylogenetic trees. This project presents
a network-based methodology, commonly apllied to social and ecological systems, with
the goal to identify clusters of functionally related residues. The method was first
validated using artificial datasets and then applied to four real protein families: C-type
Lysozyme/Alpha-lactoalbumin, HIUase/Transthyretin, Amidases and the class A G
protein-coupled receptors. Patterns of specificity determinant sets for many functional
subclasses were successfully extracted from all these families. These networks were then
used as features for a support vector machine (SVM) that was able to correctly classify
even subfamilies without detected specificty determinant residues. This machine was
also applied to the orphan GPCRs generating novel hypothesis about these proteins.
We developed a web application with the aim of promote and facilitate the studies
performed by the methodology proposed in the project, this system is able to generate
a series of data visualization and cross-references with external archives. Finally, we
created a database for specificity determinant sites including precalculated analysis
with datasets extracted from Pfam. This database, despite generating many intuitional
and dynamic reports, it also has a REST API allowing programmatically access to its
data.

Keywords: Coevolution analysis, Functional bioinformatics, Network science, Ma-

chine learning, software engineering.
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Capitulo 1

Introducao

A aplicagao de técnicas computacionais para elucidacao de problemas biologicos,
area conhecida como bioinformatica, obteve um crescimento em escala geométrica nas
ultimas décadas. Tal crescimento se deve a recentes avancgos tecnologicos e metodolo-
gicos que permitiram uma evolugao na capacidade de armazenamento e processamento
de dados [Cook et al., 2019]. Porém, as origens deste campo datam da metade do
século passado. Um dos primeiros registros conhecidos do termo bioinformatica consta
no trabalho de Hogeweg & Hesper [1978], ao definirem o termo como “o estudo de pro-
cessos informdticos aplicados a sistemas bidticos”. O proprio autor porém, cita como
sua primeira utilizagao do termo, um artigo ainda anterior publicado em uma pequena
revista holandesa em 1970 [Hesper & Hogeweg, 1970; Hogeweg, 2011]. Mas talvez, o
mais antigo trabalho a se encaixar na atual definicao de bioinformética date de 1952,
quando Bennett & Kendrew publicaram o programa de computador que foi utilizado na
determinacao da primeira estrutura em alta resolucao de uma proteina, a mioglobina,
resolvida em 1958 [Bennett & Kendrew, 1952; Kendrew et al., 1958|.

Na década de 60, Linus Pauling e Emile Zuckerland, através de estudos com um
pequeno conjunto de sequéncias de hemoglobina de diferentes espécies, perceberam que
as sequéncias biologicas evoluem a uma taxa mensuravel e relativamente constantes,
e que portanto padroes evolutivos poderiam ser extraidos a partir de um conjunto de
sequéncias homologas |Zuckerkandl & Pauling, 1962, 1965|. Em 1968, Kimura et al.
propos a teoria neutra da evolucao molecular, segundo a qual, em nivel molecular, a
maior parte da variabilidade genética dos organismos nao ¢é fruto de selegao natural,
mas sim por derivas genéticas aleatorias, sendo portanto seletivamente neutra. Ou
seja, a maioria dos aminoacidos de uma proteina poderiam passar por mutacoes ale-
atorias sem nenhuma alteracao em sua fungao, estando apenas alguns poucos sitios

sob uma restrigdo evolucionaria mais rigorosa [Kimura et al., 1968]. Esta teoria foi

1
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Figura 1.1: Comparacgao entre as taxas de mutagoes de acordo com as teorias da sele¢ao
natural, neutra e quase neutra. [Ohta, 2001].

estendida no comeco da década de 70, apos Ohta observar que a taxa de mutagoes nao
poderia ser divida apenas em neutras ou deletérias, mas sim influenciadas tanto pela
selegao, quanto por deriva genética [Ohta, 1973] (Figura 1.1). Estes trabalhos foram
fundamentais para o surgimento e avango da biologia molecular evolutiva, uma vez
que possibilitou a utilizagao de miltiplas sequéncias, seja de proteinas ou DNA, para

extracao de informacoes referentes a histéria evolutiva das mesmas.

Margaret Dayhoff, uma das pioneiras na bioinforméatica, responsavel pela criagao
da codificacao de aminoacidos por tnicos caracteres |[Eck & Dayhoff, 1966]; primeiro
banco de dados de sequéncias de proteinas, “Atlas of Protein Sequence and Structure”
[Dayhoft, 1965], e da matriz de substituigao de aminoacidos PAM [Dayhoff et al., 1978];
foi também responsavel pelo primeiro algoritmo para extrair informacao a partir de
pareamento de sequéncias, 0o MAXLAP [Dayhoff & Ledley, 1962 (Figura 1.2). Porem,
o uso de sequéncias pareadas nos estudos de evolucao molecular obteve um grande
salto principalmente apos os trabalhos de Needleman & Wunsch [1970] e Smith &
Waterman [1981], que desenvolveram algoritmos baseado em programagao dindmica
para obter respectivamente alinhamentos 6timo local e global entre pares de sequéncias.
Estes algoritmos permitiram o surgimento de métodos como o BLAST, aumentando a
velocidade de buscas por sequéncias de acordo com identidade em ordens de magnitude
[Altschul et al., 1990].

Até meados da década de 70, analises evolutivas de sequéncias eram realizadas
por pareamento, ou seja, sequéncias alinhadas par a par. As primeiras tentativas de
alinhar multiplas sequéncias requeriam como parametro o fornecimento de uma arvore
filogenética [Sankoff et al., 1976; Waterman & Perlwitz, 1984; Hogeweg & Hesper, 1984].
A utilizacao de miltiplas sequéncias alinhadas obteve um grande salto a partir de 1987,
quando foi publicado o primeiro método utilizando a heuristica progressiva |Feng &

Doolittle, 1987| para alinhar mais de duas sequéncias. A partir dai, o uso de sequéncias
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alinhadas se tornou tdo comum, que o alinhamento multiplo de sequéncias (AMS), hoje,
é considerado um modelo indispensavel na bioinformatica. Sua importancia é tanta
que um estudo publicado na Nature em 2014 o classificou como um dos modelos mais
utilizados hoje na Biologia [Van Noorden et al., 2014]. Este mesmo estudo ainda incluiu
o ClustalW |[Thompson et al., 1994] na décima colocagao entre os artigos cientificos

mais citados de todos os tempos (atualmente com 62.840 citagoes segundo o Google
Scholar).

Ao analisar alinhamentos de familias de proteinas, como esperado pelas teorias de
neutralidade molecular de Kimura e Ohto, é comum observar que a maioria das colunas
apresentam uma alta variabilidade de aminoécidos, provavelmente relacionada a subs-
tituigoes neutras ou quase neutras. Em contraste, algumas poucas colunas apresentam
aminoacidos que foram estritamente conservados durante a evolugao, possuindo uma
variabilidade extremamente baixa. A hipotese de que posicoes estritamente conserva-

das em sequéncias homologas pudessem ser utilizadas como estimadores de importancia
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funcional, antecede o uso de alinhamentos, sendo proposta ainda na década de 60 por
Zuckerkandl & Pauling [1965]. Porém este assunto ganhou realmente atengao apos o
surgimento dos primeiros algoritmos para geragao de alinhamentos miltiplo de sequén-
cia, no final dos anos 80. Zvelebil et al. [1987] observaram que residuos conservados em
um alinhamento multiplo de sequéncias ort6logas poderiam ser tanto utilizado como es-
timadores de contatos e predi¢ao de estrutura secundarias, quanto para detectar sitios
ativos. Krah et al. [1998| conseguiram determinar com exatidao os residuos envolvi-
dos no sitio ativo das laminarinases analisando apenas a conservagao de aminoacidos
a partir de um pequeno conjunto de sequéncias ortélogas alinhadas e validando poste-
riormente utilizando técnicas de mutagénese sitio-dirigida. Atualmente, a conservagao
de aminoacidos em AMS ja e considerada um dos principais sinais de importancia fun-
cional ou estrutural [Choi et al., 2012; Pazos & Bang, 2006]. E importante ressaltar
que sinais de conservagao em AMS ocorrem nao somente em relagao a especificidade de
aminoacidos, mas também em relacao a propriedades fisico-quimicas e estruturais que
necessitam serem mantidas para que a proteina conserve sua atividade e estabilidade.
Este tipo de padrao é comumente denominado de posi¢oes marginalmente conservadas
[Chakrabarti et al., 2007|. Uma demonstragao de sinais de conservagao observados em
um alinhamento miultiplo de sequéncias pode ser visto na figura 2.8.

O processo de duplicagao génica seguido de divergéncia permite o surgimento
de proteinas com atividade diferente de seus ancestrais. Isso ocorre pelo fato de que
ap6s a duplicagao, uma das copias pode perder suas restrigoes evolutivas, uma vez
que a producao de uma proteina com aquela atividade serd compensada pela outra
copia do gene. Sendo assim, mutagoes anteriormente proibitivas passam a ocorrer sem
que haja prejuizo para o organismo, podendo levar a um processo de neofuncionaliza-
¢ao. Portanto, familias de proteinas podem conter multiplas subclasses funcionais, e a
identificacao de posicoes localmente conservadas, podem trazer tanto informacao a res-
peito de residuos que possuam importancia funcional ou estrutural a uma determinada
subclasse. Na Figura 2.8 é possivel observar um exemplo de alinhamento miltiplo de
sequéncias contendo todos os tipos de padroes citados anteriormente.

Com o avancgo dos algoritmos voltados pra analise de conservacao de aminoéci-
dos, geracao de alinhamentos multiplos de sequéncias e do crescimento exponencial
do ntimero de sequéncias disponiveis a partir dos anos 90, criou-se a necessidade de
analisar conservagao local em subfamilias de proteinas. Uma das primeiras aborda-
gens implementadas com esse intuito foi proposta por Livingstone & Barton [1993]. O
algoritmo consistia em calcular a conservacao de uma forma hierérquica, comparando
as sequéncias de cada subgrupo predefinidos pelo usuario. Este método ja utilizava

um alfabeto expandido de aminoacidos para levar em consideragao propriedades fisico-
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Figura 1.3: Alinhamento Multiplo de Sequéncias contendo duas subclasses funcionais
definidas pelas func¢oes A e B. As colunas 1 a 5 representam posicoes de alta variabili-
dade. Colunas 6 e 7 indicam posicoes extremamente conservadas. A coluna 8 representa
uma posicao marginalmente conservadas por aminoacidos hidrofébicos. As colunas 9
e 10 indicam posig¢oes localmente conservadas para as subclasses de fungao A e B. Fi-
nalmente a coluna 11 se trata de uma posi¢ao localmente marginalmente conservada,
sendo composta por aminoacidos negativos na subclasse de funcao A, e positivos na
subclasse de fungao B. Esta imagem foi gerada com a ferramenta MSAViewer [Yachdav
et al., 2016].

quimicas e estruturais. Outro algoritmo que fez bastante sucesso nos primoérdios foi
o trago evolutivo (ET), que utilizava uma arvore filogenética guia para quantificar a
variagdo de conservagao entre os ramos |[Lichtarge et al., 1996]. Estes grupos de resi-
duos que definiam subfamilias de proteinas em alinhamentos, foram denominados sitios

determinantes de especificidade (SDS).

Paralelamente, surgia ainda no comeco dos anos 90 uma outra classe de algo-
ritmos baseados alinhamentos miltiplos de sequéncias, as anélises de correlacao de
residuos (também chamada de coevolugao ou covariagao). Estes métodos consistem
em observar a coocorréncia de residuos no AMS e foram inicialmente propostos para
predicao de contatos estruturais, uma vez que duas posi¢oes extremamente correlacio-
nadas poderiam indicar um sinal de proximidade estrutural [Gobel et al., 1994; Atchley
et al., 1999].

Em 1999, Lockless & Ranganathan publicaram o método Statistical coupling
analysis (SCA), que consistia em calcular correlagao entre posi¢oes de um AMS a par-
tir de uma distribuigao energética dos residuos. Os autores também observaram que

residuos correlacionados poderiam também realcar grupos funcionais, principalmente
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motivos relacionados aos sitios de ligagdo de uma proteina |Lockless & Ranganathan,
1999]. Bachega et al. utilizaram uma adaptagao do SCA calculando as correlagoes
em nivel de residuos (aminoacido-posigao) foramam capazes de predizer sitios deter-
minantes de especificidade sem a necessidade de predefinicao das subclasses, arvores
filogenéticas guias ou outros dados adicionais. Os autores utilizaram o método para
encontrar grupos de residuos que definiam a especificidade das superéxido dismutases
de ferro e de manganés [Bachega et al., 2009]. Paralelamente, Halabi et al. também
utilizaram o algoritimo SCA para encontrar sitios determinantes de especificidade na
familia das serino proteases, no que eles denominaram protein sectors [Halabi et al.,
2009].

Métodos baseado em coocorréncia de residuos voltados para anédlise de especifi-
cidade em familias de proteinas permitem que o usuario realize estudos exploratoérios,
sendo possivel a deteccao de padroes relativos a subfamilias ainda nao caracterizadas.
Alguns exemplos de aplicacoes deste tipo de abordagem incluem: descoberta de uma
nova classe de receptores nucleares de nematddeos caracterizada por um motivo es-
pecifico do P-Box [Afonso et al., 2013]; caracterizagdo de uma subfamilia de proteina
cuja fungdo ainda nao era conhecida Coitinho et al. [2019]; caracterizagao dos resi-
duos envolvidos no processo de ativagao do zimogénio nas serina proteases da familia
das tripsinas [Querino Lima Afonso et al., 2020]; descrigdo dos residuos envolvidos
em mudancas conformacionais e capacidades proteoliticas no dominio metil transferase
das proteinas NS2B, NS3 e NS5 de flavivirus [da Fonseca Jr et al., 2017|; anotagao
de sequéncias [Pedruzzi et al., 2014; da Fonseca Jr et al., 2019|; e aplica¢oes no de-
sign de farmacos e planejamento de estudos de mutagéneses |Rios-Anjos et al., 2017,
Suhadolnik et al., 2017; Coitinho et al., 2019; Barwinska-Sendra et al., 2020].

Existe uma serie de dificuldades encontradas na deteccao de SDS, talvez uma
das principais se trate da escalaridade. Chakraborty & Chakrabarti [2014] realizaram
um estudo comparativo dos principais métodos para deteccao de SDS disponiveis na
literatura e apenas 4 dos 12 métodos avaliados foram plausiveis de serem utilizados
em larga escala. Além disto, os testes foram realizados em alinhamentos com ntmero
extremamente reduzido de sequéncias. O maior AMS utilizado possuia 180 sequéncias,
niamero muito distante dos alinhamentos disponiveis no Pfam [El-Gebali et al., 2019],
que podem passar de 1 milhdo de sequéncias. Além disto, métodos que necessitam
de informacoes adicionais, como arquivos de estrutura, arvores filogenéticas ou prede-
finicao das subfamilias, apesar de gerarem resultados acurados, limitam o escopo das
analises a familias de proteinas que possuam estes dados disponiveis e em amostragem
suficiente. Algoritmos que predizem posi¢oes determinantes de especificidade, e nao

residuos, tendem a falhar na deteccao de SDS de tipo 1, quando o aminoacido é con-
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servado dentro de uma tnica subclasse, mas é varidvel nas outras. Em contrapartida,
algoritmos baseados em taxa de conservagao tendem a falhar na deteccao de SDS de
tipo 2, afinal estas posicoes sao relativamente conservadas, variando apenas a letra
respectiva a cada conjunto. E finalmente, algoritmos que nao levam em consideracao
as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos aminoécidos, falham na detecgao de
SDS de tipo 3 [Chakraborty & Chakrabarti, 2014].

Como observado em Schnoes et al. [2009], a taxa de erro em bancos de dados de
anotacao automaética de proteinas pode passar de 80%. Estes erros geralmente ocorrem
dentro de superfamilias, ou seja, o classificador acerta a familia da proteina, mas erra
na escolha da subfamilia. Uma provavel hipotese para isto é o fato das anotagoes serem
geralmente realizadas com base na similaridade global entre as sequéncias. Logo, tendo
em maos um detector de SDSs confiavel e escalavel pode permitir que anotacoes mais

precisas sejam realizadas.

1.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um novo algoritmo esca-
lar para detecgao de residuos determinantes de especificidade, utilizando técnicas de
teoria dos grafos, similaridade de sequéncias e analises de conservacao e coevolucao.
O algoritmo proposto tem como objetivo ser uma continuagao do método de Bleicher
et al. [2011] com o intuito de corrigir algumas das falhas comentadas em Chakraborty
& Chakrabarti [2014], como a detecgao de SDS tipo 3 e uma melhor normalizagao dos
escores para evitar que padroes relativos a subfamilias de baixa frequéncia no alinha-
mento sejam dissolvidos através dos filtros. Além disto, também foram construidos
aplicagoes web e desktop com o objetivo de facilitar o uso da metodologia proposta
bem como a interpretacoes dos resultados obtidos, uma vez que ferramentas gréficas
para anélises de SDS e de coevolucao sao bastante escassas. Finalmente, foi desenvol-
vido um banco de dados de sitios determinantes de especificidade a partir do Pfam.
Este banco permitira o acesso aos resultados em tempo de execucao, além de acesso

programatico a partir de um identificador de familia ou de sequéncia.

1.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um algoritmo baseado em teoria dos grafos, para detectar SDSs a

partir de alinhamentos multiplos de sequéncias.

e Validar a metodologia utilizando dados reais e artificiais.
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e Desenvolver um script de facil manuseio para o uso da metodologia proposta.

e Desenvolver uma aplicagao web que permita o usuério utilizar a metodologia
proposta e fornegca um relatério rico em visualizagoes e cruzamento de dados. de

cada uma dos algoritmos propostos neste trabalho.

e Desenvolver um banco de sitios determinantes de especificidades pré calculados

que cubra a maior parte das entradas do Pfam.



Capitulo 2

Fundamentacao Tedrica

2.1 Proteinas

As proteinas s@o as macromoléculas biologicas mais encontradas na natureza e sao
responsaveis pela grande maioria dos processos em que ocorrem uma célula como defesa
imunologica contra organismos invasores (anticorpos), catélises de reagdes quimicas
(enzimas), transmissao de sinais para o controle de processos biologicos (horménios),
transporte de atomos e moléculas pequenas (proteinas transportadoras), provimento
de estrutura e suporte para as células (proteinas estruturais), dentre outros. Estas
macromoléculas sao compostas por combinacoes de dezenas a milhares de aminoacidos
ligados de modo covalente em uma sequéncia linear caracteristica [Nelson & Cox, 2018].

Existem 20 tipos de aminoacidos principais, denominados aminoécidos primarios
(este nimero pode variar um pouco, caso incluso aminoécidos raros na natureza, como
a selenocisteina e a pirrolisina). Portanto proteinas com fungdes completamente di-
ferentes, como um anticorpo, uma enzima ou a protéina estrutural do chifre de um
rinoceronte sao simplesmente resultado de diferentes combinagoes e repeticoes deste
mesmo conjunto de 20 aminoacidos. Cada um destes aminoacidos sao compostos por
um grupo amina ligado a um grupo carboxila através de um atomo de carbono de-
nominado carbono «, e se diferem um dos outros através de suas cadeias laterais.
Diferentes aminoécidos possuem diferentes caracteristicas fisioquimicas e estruturais,
como carga elétrica, afinidade por dgua, presenca de anel aromatico, tamanho, entre
outros (Figura 2.1). O aminoacido presente em uma cadeia polipeptidica é denomi-
nado residuo de aminoéacido, refletindo a perda de uma molécula de dgua quando ligado
covalentemente a outro aminoéacido.

A funcao de uma proteina esta diretamente relacionada a sua conformacao es-

pacial, ou seja a forma como a combinacao de uma sequéncia de aminoacidos com

9
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Figura 2.1: Estrutura da cadeia lateral de cada um dos 20 aminoacidos primérios
agrupados de acordo com suas caracteristicas fisicoquimicas e estruturais |Ferreira,
2005].

diversas propriedades interagem entre si formando um enovelamento tridimensional.
Essas estruturas podem possuir diferentes padroes de flexibilidade, unidades mais rigi-
das podem possuir um papel estrutural no esqueleto celular ou em tecidos conectivos;
j& as regioes mais flexiveis tendem a ter um papel importante na maquinaria celular,
atuando como dobradicas, molas e alavancas [Berg et al., 2002|. A figura 2.2 mostra
um exemplo de alteracao conformacional na estrutura da proteina apos a interacao
com um atomo de ferro.

A estrutura de uma proteina pode ser organizada em quatro niveis hierarquicos:
estrutura priméria, secundéria, terciaria e quaternaria. A informacao contida em um
nivel inferior é importante ou necessaria para as representacoes em niveis superiores,
apesar de nao ser o unico fator. Por exemplo, normalmente é considerado que a infor-

magao contida na sequéncia de aminoacidos (estrutura priméaria) é determinante para
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Figura 2.2: Ao interagir com uma molécula de ferro, a proteina lactoferrina sofre
mudangas conformacionais que permitem que outras moléculas sejam capazes de dife-
renciar sua forma livre e ligada ao ferro [Berg et al., 2002].

sua estrutura secundaria, porém nao a unica determinante |Ferreira, 2005].

A estrutura priméria de uma proteina refere-se a sua sequéncia béasica de ami-
noacidos conectados através de ligagoes peptidicas e iniciando por um grupo amino
(N-terminal) e terminando por um grupo carboxila (C-terminal). A sequéncia de uma
proteina é comumente representada de forma unidimensional, onde cada aminoacido é
identificado por um codigo de uma ou trés letras, como pode ser observado na figura
2.1. Apesar da aparente simplicidade, uma vez que a tnica dimensao de informagao
consiste da ordem de aparecimento dos residuos, estes dados permitem uma série de
analises, principalmente quando usada em conjunto com outras sequéncias relaciona-
das. Além disto, a estrutura primaria de uma proteina é experimentalmente mais facil
de ser obtida do que sua estrutura tridimensional. A nivel de comparagao, no dia 18
de Junho de 2020 haviam aproximadamente 185 milhoes de sequéncias de proteinas
depositadas no UniprotKb [Boutet et al., 2016|, das quais 562 mil manualmente cu-
radas e revisadas; em contrapartida apenas 165 mil estruturas depositadas no PDB
[Armstrong et al., 2020].

As estruturas secundarias consistem de padroes conformacionais, originados por
interacoes entre aminoacidos vizinhos e moléculas do solvente, que tendem a se repe-

tir em cadeias polipeptidicas. Estes padroes foram propostos inicialmente por Linus
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Pauling e Robert Corey em 1951 ao definirem duas estruturas periddicas que foram
chamadas de alfa hélice e folha beta [Pauling et al., 1951]. Posteriormente outras
estruturas secundérias foram identificadas como as voltas, alcas, beta barril, entre ou-
tras [Berg et al., 2002]. Diferentes combinagoes de sequéncias de aminoécidos podem
originar uma mesma estrutura secundaria. A figura 2.3 ilustra alguns exemplos de

estruturas secundéarias.

A) hélice o B) helice 3, C) helice

Figura 2.3: Exemplos das estruturas de algumas alfa hélices e folhas betas Ferreira
[2005].

A estrutura terciaria representa a conformacgao tridimensional de todos os a&tomos

de uma cadeia polipeptidica, ou seja, ela descreve como os elementos das estruturas
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secundarias se organizam no espaco. A organizagao destes d&tomos se estabelece através
de uma serie de interacoes entre partes da propria cadeia e entre outras moléculas do
solvente, formando o enovelamento da proteina. As proteinas podem ser classificadas,
de acordo com sua estrutura terciaria, entre fibrosa ou globular (Figura 2.4). As pro-
teinas fibrosas se organizam em longos filamentos, geralmente hidrofébicos e formados
por repeticoes de um tnico tipo de estrutura secundaria; enquanto as proteinas glo-
bulares possuem a cadeia polipeptidica geralmente enovelada em um formato esférico
e composta por uma combinagao de estruturas secundarias [Nelson & Cox, 2018]. Ha
também uma variacao em relagao ao papel biologico de cada grupo. Proteinas fibrosas
costumam ter funcao estrutural, como garantir forma e protegao aos vertebrados, ja
as proteinas globulares tendem a ter papeis na maquinaria biol6gica, como enzimas,
anticorpos e proteinas reguladoras [Nelson & Cox, 2018]. O numero de conformagoes
estruturais que uma proteina globular pode assumir tem se mostrado extremamente
limitado, atualmente, mesmo com mais de 165 mil estruturas depositadas no PDB,

existem apenas 1378 enovelamentos depositados no SCOP [Andreeva et al., 2020].
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Figura 2.4: Exemplos de estruturas de uma proteina fibrosa e globular. A) Estrutura
do dominio N-terminal da proteina coordenadora da divisao celular CpoB de E. coli.
B) Lisozima de tipo C da tartaruga de carapaca mole chinesa.

Algumas proteinas possuem mais de uma cadeia polipeptidica ou interagem com
outras macromoléculas biologicas formando complexos proteicos (Figura 2.5). O ar-
ranjo destes complexos no espaco tridimensional é denominado estrutura quaternéria.
Complexos proteicos podem agir sinergicamente para constituir novos papeis impossi-

veis de serem realizados pelas subunidades isoladas [Berg et al., 2002].
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Figura 2.5: Estrutura do capsideo do rinovirus B14 composto por 60 copias de cada
uma de suas 4 subunidades (PDB: 1kbm)

2.2 Familias de proteinas

A familia de uma proteina consiste de um grupo de proteinas que compartilham
uma origem evolutiva, fato que comumente resulta em uma alta similaridade global
entre as sequéncias, estrutura e funcao. Familias de proteinas sao constantemente or-
ganizadas de uma forma hierarquica, utilizando termos como superfamilia para agrupar
proteinas evolutivamente mais distantes, algumas vezes até mesmo nao detectaveis por
similaridade de sequéncias, apenas por homologia estrutural [Dayhoff et al., 1975];
e subfamilia agrupando proteinas cada vez mais proximas e que compartilhem uma
mesma fun¢ao. Um exemplo desta organizacao hierdarquica pode ser visto na figura
2.6, a superfamilia dos Receptores acoplados a proteina G pode ser dividida em 6 fami-
lias: classe A, B1, B2, C, F e Taste 2; de acordo com a similaridade entre as sequéncias.
Cada uma destas familias é entao dividida em mais dois niveis hierdrquicos de acordo

com o tipo de ligante e funcao.

Proteinas de uma mesma familia podem ser obtidas utilizando ferramentas de
busca por sequéncias baseado em similaridade, como o BLAST [Altschul et al., 1990],
HMMER [Eddy et al., 1995], OrthoMCL |[Li et al., 2003a| e Orthofinder [Emms &
Kelly, 2015]. Existem também uma séries de bancos de dados piblicos que permitem

o acesso a classificagoes de familias de proteinas em termos de sequéncia e estrutura,
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Figura 2.6: Superfamilia dos Receptores acoplados a proteina G [Munk et al., 2016]

como o Pfam [El-Gebali et al., 2019|, PROSITE [Hulo et al., 2006], InterPro [Mitchell
et al., 2019], SUPERFAMILY [Gough et al., 2001], SCOP [Andreeva et al., 2020] e
CATH |[Sillitoe et al., 2019].

2.3 Dominios proteicos

Dominios sao subunidades de proteinas com capacidade de se enovelar e evoluir
de forma independente, consequentemente podem também possuir funcao ou interagao

especifica. Proteinas podem ter miiltiplos dominios funcionais, como no caso da enzima
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piruvato cinase, que possui um dominio de ligagao a nucleotideos, um dominio de
interacao com o substrato e um dominio regulatorio |George & Heringa, 2002|. Além
disto, dominios podem estar presentes em proteinas com fungoes distintas, como no caso
do dominio SH3, uma regiao de aproximadamente 60 aminoacidos que esta presente
em uma grande variedade de proteinas variadas [Musacchio et al., 1992]. A sequéncia

de ocorréncia dos dominios de uma proteina é denominado arquitetura (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Variedade de arquiteturas distintas que possuem o dominio SH3, denotado
por um quadrado verde. A figura mostra apenas algumas poucas dezenas de um total
de 1.812 arquiteturas encontradas no Pfam.

2.4 Alinhamentos miultiplos de sequéncias

O Alinhamento multiplo de sequéncias (AMS) ¢ um modelo classico da biologia
computacional para visualizar e extrair padroes evolutivos a partir de um conjunto de
3 ou mais sequéncias bioldgicas. O modelo constitui-se de um conjunto de sequéncias,
seja proteina, RNA ou DNA, alinhadas em um formato matricial de maneira em que as

respectivas posicoes de cada sequéncia assumam a mesma coluna na matriz. Durante
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o processo de construcao do alinhamento, o algoritmo buscara minimizar o nimero de
insergoes (geralmente denotado pelos caracteres -"ou ".") ao mesmo tempo que maxi-
miza o nimero de posi¢oes equivalentes. Ao final deste processo, todas as sequéncias
terao o mesmo comprimento. Caso as sequéncias possuam uma relagao homologica, é
possivel dizer que os padroes de variabilidade de aminoacidos em cada coluna repre-
sentam uma manifesta¢ao de substitui¢oes sob restrigoes impostas pela fun¢ao [Dima
& Thirumalai, 2006]. Contudo, um AMS nos traz uma historia evolutiva de acordo
com eventos de pressao evolutiva, mutagoes, recombinacao e deriva genética |Valdar,
2002]. Segundo Ferreira [2005], se duas sequéncias distintas puderem ser alinhadas com
um grau consideravel de identidade, é possivel assumir que elas compartilharam um
ancestral em comum em algum momento do tempo. AMS possuem uma grande vari-
edade de aplicagoes, que vao desde reconstrucao de arvores filogenéticas até predicao

de estruturas terciarias. A figura 2.8 ilustra alguns exemplos de aplicagoes.
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Figura 2.8: Exemplos de aplicagoes de alinhamentos de sequéncias. a) Reconstrugao de
uma arvore filogenética a partir de um AMS de nucleotideos. b) predigao de estruturas
secundarias a partir da comparacao com um homologo cuja estrutura ¢ conhecida.
c¢) Predi¢do de residuos funcionais por comparagdo com um homologo conhecido. d)
predi¢ao de relacao de mutagoes relacionadas a doencas utilizando alinhamento de
sequéncias de pacientes e grupo controle.
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2.5 Sitios determinantes de especificidade

Sitios determinantes de especificidade (SDSs - specificity determinant sites) con-
sistem de grupos de residuos extremamente conservados em uma subfamilia de pro-
teinas, porém muito pouco frequente nas outras. Chakraborty & Chakrabarti [2014]
definiram trés tipos de sitios de determinantes de especificidade. O tipo 1 é referente
a divergéncia funcional, quando as subfamilias possuem diferentes restri¢oes evoluti-
vas, ou seja, os grupos determinantes de especificidade de cada subclasse podem ser
compostos por aminoacidos em diferentes posigoes. Este tipo de divergéncia é comum
entre subfamilias de proteinas com funcoes distintas. O tipo 2 ocorre quando a posicao
é conservada em mais de uma subfamilia, porém o aminoacido que define a especifi-
cidade varia conforme cada subclasse. Este tipo de especificidade ocorre com maior
frequéncia em enzimas, estando geralmente associado a especificidade em relagao ao
ligante. E finalmente, o tipo 3 é relativo aos residuos marginalmente conservados, isto

é, a especificidade esta relacionada a alguma propriedade fisico-quimica ou estrutural

[Chakraborty & Chakrabarti, 2014].

2.6 Grafos

A aplicagao de modelagem de redes para descrever e observar padroes entre en-
tidades é extremamente utilizada nos dias de hoje nos mais diversos contextos e areas.
Porém, sua origem data do século XVIII, quando Euler elaborou um modelo matemé-
tico para resolver um problema classico conhecido como “Sete Pontes de Koénigsberg”
[Euler, 1736]. O problema era baseado na antiga cidade de Konigsberg, atual Kali-
ningrado na Rissia. A cidade é cortada por um rio formando um complexo de quatro
territérios que eram conectados por sete pontes, como pode-se observar na Figura 2.9A.
O desafio consistia em obter um caminho o qual fosse possivel percorrer cada uma das
sete pontes, sem que houvesse nenhuma repeticao. Euler modelou o problema repre-
sentando cada territério como um no e cada ponte como uma aresta conectando um par
de territérios. Além disso, ele observou que caso houvesse um caminho que resolvesse
este problema, os nés com nimero impares de conexoes deveriam ser os territorios de
partida ou de chegada. Como todos os nés possuiam um ntmero impar de conexoes,
tal caminho seria impossivel. Esta resolugao entrou para histéria por ser o primeiro
problema matemaético a ser resolvido por teoria dos grafos [Barabasi, 2016].

No século XIX, a teoria dos grafos recebeu uma maior atencao, diversos traba-
lhos seminais foram publicados, como: os estudos de ciclos em poliedros por Kirkman

et al. [1856] e Hamilton [1856|, que levaram ao surgimento do conceito de caminho
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B)

Figura 2.9: Ilustrado em A) esta o diagrama de Euler, com os territorios rotulados por
caracteres maiusculos e as pontes por caracteres mintasculos. Em B) a representagao
em forma de grafo [Hopkins & Wilson, 2004].

hamiltoniano; a conceituacao de arvores, como sendo um grafo conectado sem ciclos
e aplicagao no céalculo de correntes envolvendo circuitos elétricos [Kirchhoff, 1847| e
as primeiras aplicacoes de teoria dos grafos a sistemas biolégicos, para representar e
enumerar moléculas [Cayley, 1874; Sylvester, 1878; Rouvray, 1989; Gupta et al., 2010].
Um grafo pode ser definido como um par de conjuntos G = (V, A), no qual V'
representa uma lista de vértices, e A uma lista de arestas formada por pares de V. As
arestas de um grafo podem ser direcionadas, indicando uma relagao unilateral entre
seus pares de vértices, ou nao-direcionadas, representando uma relacao bilateral. As
arestas também podem ser ou nao ponderadas, possibilitando a utilizacao de pesos
para quantificar a intensidade das relagoes entre os pares de vértices. Arestas também
podem ser discretizada por tipos, neste caso o grafo é denominado multigrafo.
Existem trés formas bésicas de representar um grafo. A forma mais comum é
a representacao visual, como na figura 2.9B. Esta representacao consiste em retratar
os noés como pontos ou circulos conectados por arestas que geralmente sao denotadas
por setas ou linhas, caso o grafo seja direcionado ou nao. No caso dos multigrafos,
os tipos de arestas sao comumente diferenciados por cores ou linhas tracejadas. No
caso de grafos ponderados, uma possibilidade é discretizar os pesos de acordo com a
espessura das arestas. A segunda forma de representar um grafo é a partir de uma
lista de arestas. Este formato nao permite extrair muita informagao, porém é bastante
utilizado para leitura e armazenamento das redes. O terceiro formato consiste de sua
matriz de adjacéncia. Uma matriz A(G) = [a;;] de tamanho Nz N, sendo N o nimero
de nos da rede. Caso o grafo nao seja ponderado, A(G) serd uma matriz binaria, com
a;; = 1 quando houver uma aresta entre os nés 7 e j e a;; = 0 quando nao houver
conexoes. Se houver a ponderagao de arestas, a;; = w;;, sendo w;; o peso da aresta que
liga os nos i e j. Esté representacao é bastante ttil, pois facilita o calculo de diversas

métricas. Por exemplo, para se calcular o grau, nimero de vizinhos, de um né em um
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grafo nao ponderado, basta somar todos os valores da coluna do respectivo né.

2.7 Ciéncia das redes

Em 1959, Erdoés & Rényi publicaram a teoria dos grafos aleatoérios, propondo
que sistemas complexos poderiam ser efetivamente aproximados por um grafo, cujo os
nos estariam conectados de forma aleatoéria |[Erdos & Rényi, 1959|. Erdés & Rényi
observaram inclusive o surgimento de diferentes padroes, como: conectividade, ciclos,
arvores, subgrafos completos e componentes conexos, de acordo com a probabilidade
do conexao dos nos utilizada na rede. O estudo de sistemas complexos através de sua

modelagem por grafos ficou conhecido com ciéncia das redes.

Por mais de 40 anos a ciéncia tratou as redes complexas (sistemas complexos re-
presentados por grafos) como sendo completamente aleatorias [Barabési & Bonabeau,
2003]. Em 1998, Barabasi & Albert desenvolveram um projeto com o objetivo de ma-
pear a Internet. Eles modelaram cada pagina como um no, e as arestas representavam
links entre pares de paginas. Os autores esperavam obter uma rede aleatéria, uma vez
que as pessoas seguem exclusivamente seus proprios interesses ao decidir quais paginas
vincular e dado a enorme quantidade e variedade de paginas disponiveis. Porém, o
que foi observado, era que mais de 80% das paginas possuiam menos de 4 conexoes,
enquanto apenas 0,01% possuiam mais de 1.000. Os autores entdo constataram que a
distribuicao de graus da rede seguia uma lei da poténcia, ou seja, a probabilidade de
um no ter k conexdes, P(k), diminui de acordo com que o valor de k& aumente, seguindo
a equagao P(k) ~ k™7, onde = representa o expoente livre da escala e determinante
de P(k). Este modelo ficou conhecido como redes livre de escala [Barabési & Albert,
1999] e mostrou-se ser uma aproximagao muito mais verossimil do que o antigo modelo
das redes aleatorias, sendo posteriormente confirmado em uma gama de sistemas reais,
como: redes de co-citagoes em revistas académicas [Eom & Fortunato, 2011], estrutura
fisica da internet [Percacci & Vespignani, 2003|, transporte aéreo americano |Guimera
et al., 2005], redes de interagoes amorosas |Liljeros et al., 2001|, propagacao de epide-
mias [Pastor-Satorras & Vespignani, 2001|, redes metabolicas [Ma & Zeng, 2003], redes
de atividade cerebral [Hanson et al., 2016|, redes de co-expressao genica |Gibson et al.,
2013|, interacao proteina-proteina [Jeong et al., 2001|, entre muitas outras. Apesar
de tudo, o modelo de Erdos & Rényi ainda é bastante utilizado na literatura como
um modelo nulo para validagao estatistica. A figura 2.10 compara os modelos de rede

aleatoria e livre de escala aplicado ao transporte aéreo americano.

Sistemas reais, além de nao serem aleatérios e possuirem hubs, nés cujo nimero de
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Figura 2.10: Sistema de transporte aéreo americano ilustrado como uma rede aleatoria
e como uma rede livre de escala. Na rede aleatéria, a maioria dos nés possuem o
mesmo nimero de conexoes, portanto sua distribui¢ao de graus pode ser aproximada
por uma distribuicao de Poisson. Ja na rede livre de escala, a conectividade dos noés
segue a lei da poténcia, portanto sua distribui¢ao de graus pode ser aproximada por
uma distribui¢do exponencial. [Barabasi, 2016].

conexoes ¢ muito acima da média, também costumam possuir padroes de comunidades
(Figura 2.11). Em ciéncia das redes, uma comunidade se refere a um conjunto de nos
que possuem um numero muito maior de conexoes entre si, do que em relagao aos
outros noés da rede. Existem centenas de algoritmos para deteccao de comunidades em
redes, utilizando-se das mais variadas heuristicas e focando em diferentes propositos
[Fortunato & Hric, 2016|. As principais métricas para se estudar comunidades em redes
sao o coeficiente de agrupamento, geralmente referido ao seu nome em inglés: clustering
coefficient e a modularidade. O coeficiente de agrupamento de um né consiste em
quantificar o quanto seus vizinhos estao conectados entre si, essa métrica também
pode ser expandida para um nivel global da rede através do calculo do ntmero de
trios de nos fechados sobre o ntumero total de trio de nos conectados (nimero de trios
abertos mais nimero de trios fechados). A modularidade é uma métrica para avaliar

a conectividade das partigoes de uma rede. Existem diversas formas descritas para



22 CAPITULO 2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

o célculo da modularidade, porém basicamente ele leva em consideracao a fragao de
arestas que se encontram dentro de uma particao e o ntimero esperado de arestas dentro

da parti¢do dado uma rede aleatoria [Fortunato & Hric, 2016].

Figura 2.11: Padrao de comunidades em uma rede de coocorréncia de residuos em
proteinas da familia das HIUases e Transtirretinas. Imagem gerada com auxilio da
ferramenta Cytoscape [Shannon et al., 2003].

2.8 Redes bipartidas

Grafos bipartidos, também chamado de redes bipartidas ou redes de afiliacao,
quando representam um sistema complexo, (Figura 2.12), consistem em uma classe
especifica de grafos, no qual seus vértices podem ser divididos em dois conjuntos dis-
juntos e independentes U e V, de forma que todas as arestas do grafo conectem um
n6 do conjunto U a um n6é do conjunto V' [Neal, 2014]. Grafos bipartidos podem
ser representados por uma matriz de biadjacéncia. Este tipo de matriz funciona de
forma similar as matrizes de adjacéncia, porém cada eixo da matriz seré representado
por um dos conjuntos U e V. Modelos de redes bipartidas sao amplamente utilizados
na modelagem de sistemas de co-ocorréncia, nos mais diversos contextos: compostos
quimicos co-ocorrentes em alimentos [Ahn et al., 2011|, genes co-associados a doen-
cas [Barabasi et al., 2011], co-ocorréncia de microbios em ecossistemas [Connor et al.,

2017], atores que co-atuaram em filmes de Hollywood |Watts & Strogatz, 1998|, cidades
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co-hospedando subsidiarias multinacionais |Taylor, 2001|, pessoas que participam dos
mesmos grupos sociais [Neal & Neal, 2013, similaridade entre organismos baseado na
co-ocorréncia de proteinas ort6logas em seus genomas [Tumminello et al., 2011], entre

muitos outros.
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Figura 2.12: No centro ¢é possivel observar um trecho da rede bipartida de doencas
e genes associados gerada por Goh et al. [2007]. Na esquerda esté ilustrado a rede
projetada para o conjunto de doengas (HDN), ja na direita a projecdo gerada utili-
zando o conjunto de genes (DGN). E possivel observar que alguns genes tendem a
estarem coassociados & oncologias, formando uma comunidade com alto coeficiente de
agrupamento.

Mapeamento de co-ocorréncias em redes bipartidas sao geralmente realizadas
através de andlises em sua proje¢ao monopartida (Figura 2.12). A projegdo monopar-
tida, também chamada de rede de co-afiliagao, consiste em uma rede contendo apenas
os noés de um dos conjuntos U e V da rede original. Estes nés sao conectados desde
que compartilhem pelo menos um vizinho no grafo bipartido e geralmente é utilizado
a ponderacao de arestas de acordo com o numero de vizinhos compartilhados [Saracco
et al., 2017|]. Porém, a geracdo de projegdes tende a produzir redes extremamente
densas e nao bastaria a simples aplicacao de um threshold. De acordo com Neal, a apli-
cacao de cortes simples em redes projetadas possui trés principais deficiéncias: o viés

de arbitrariedade, ou seja, a utilizagao de um valor simplesmente arbitrério no corte;
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o viés estrutural, Watts demonstrou que a aplicacao de um threshold incondicional ira
sempre produzir redes com alto coeficiente de agrupamento, nao pelas caracteristicas
estruturais da rede, mas por um viés gerado pela remocgao de arestas; e finalmente,
o viés de nao-escalaridade, uma que vez que os pesos das arestas da projecao sao
diretamente correlacionados ao seus respectivos graus na rede bipartida. Os grupos
que co-ocorrem em quantidades menores seriam simplesmente descartados. Existem
na literatura diversas abordagens para normalizar e selecionar arestas estatisticamente
relevantes, com o intuito de contornar este problema de esparsificagao da rede [Serrano
et al., 2009; Borgatti & Halgin, 2011; Tumminello et al., 2011; Neal, 2014; Dianati,
2016; Saracco et al., 2017].



Capitulo 3

Metodologia

A primeira etapa da metodologia consiste em descrever todas as etapas do al-
goritmo proposto neste trabalho para deteccao de sitios determinantes de especifici-
dades [da Fonseca Jr et al., 2019]. Conforme representado no fluxograma presente
na figura 3.1, a metodologia proposta pode ser dividida em trés principais etapas:
pré-processamento de dados, com o objetivo de remover possiveis vieses e ressaltar as
informagoes presentes no alinhamento de entrada; modelagem da rede, que consiste
em transformar um alinhamento multiplo de sequéncias em uma rede de coevolucao
de residuos; e finalmente a detecgao de comunidades, onde a rede de correlacao e clus-
terizada e os possiveis SDS sao identificados. Cada uma destas etapas sera explicada

detalhadamente no decorrer deste capitulo.

Inicio >
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[ I l
Ampliagdo do Calculo das Galculo de coeficiente Remover a aresta
alfabeto probabilidades de de conrelagao com maior peso Avg. JC>0.6
coocorréncia
Remogdo de nos por Remocao de nos por comui;:j’;ﬂgsasdo par Escolha d
identidade maxima identidade minima. " scolha do
de nds removidos corte final
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Pré-processamento Modelagem da rede Detecgao de Comunidades

Figura 3.1: Fluxograma representando todas as etapas do algoritmo proposto para
detecgao de sitios determinantes de especificidade
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3.1 Pré-processamento

A etapa de processamento é fundamental neste tipo de metodologia, afinal a quali-
dade do alinhamento de entrada esté diretamente relacionada a acuracia dos resultados
obtidos. O alinhamento deve ser constituido por sequéncias potencialmente homolo-
gas e em namero expressivo para que se tenha amostragem suficiente para validacao
estatistica. Problemas possivelmente presentes no alinhamento, como a presenca de
fragmentos de sequéncias, regices mal alinhadas, sequéncias redundantes, baixa amos-
tragem e até mesmo complexidade podem ser aliviados ao aplicar determinados filtros.

A primeira fase do pré-processamento é constituida pela aplicacao de dois filtros

em nivel de sequéncia: remocao de sequéncias por cobertura e por identidade méaxima.

3.1.1 Filtro por cobertura

O filtro de cobertura de sequéncias tem como objetivo a remocgao de fragmentos
que possam estar presentes no alinhamento. Este filtro pode ser executado de duas
maneiras, através do perfil HMM ou por comprimento médio de sequéncias.

Alguns alinhamentos incluem dados adicionais relativos ao perfil HMM utilizado
em sua construcao. Nestes casos, aminoacidos em posicoes validas do alinhamento sao
representados por caractere maitisculo e aminoécidos que geraram insercoes no modelo
sao representados por caractere mindsculo. De forma semelhante, os gaps também sao
diferenciados: tragos (’-’) sao usados para denotar a auséncia de aminodcido em uma
posicao que o perfil HMM esperava encontrar; e pontos (’.”) sao usados para preencher

as posigoes de insergao ou delegao (indels).
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b) Remogao baseada no comprimento médio

Figura 3.2: Exemplo de remocao de fragmentos de sequéncias através do perfil HMM
(a) e do comprimento médio das sequéncias (b).
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Caso o alinhamento de entrada possua dados do perfil HMM, sequéncias serao
removidas caso o nimero de aminoacidos em posi¢oes vélidas do alinhamento divi-
dido pelo total de posi¢oes validas seja menor que o valor de corte predefinido. Caso
esse tipo de informacao nao esteja disponivel, as sequéncias serao descartadas se o
seu comprimento for menor que o comprimento médio das sequéncias no alinhamento

multiplicada pelo valor de corte.

3.1.2 Filtro por identidade maxima

A remocao de sequéncias por identidade maxima tem o objetivo de remover fal-
sos sinais de correlacao causados pelo acimulo de sequéncias com alta identidade no
AMS, como por exemplo uma grande quantidade de ortologos muito proximos. Este
tipo de viés pode ter diversas origens, como a filogenética, uma vez que sequéncias evo-
lutivamente mais recentes podem ter uma identidade global muito alta, simplesmente
pelo fato de ainda nao terem acumulado novas mutagoes. Outro possivel motivo é o
interesse académico, tendo em vista que proteinas de maior interesse académico ou
farmacolégico sao sequenciadas com maior frequéncia, e portanto, presentes em uma
maior proporcao no bancos de dados. Neste trabalho, esta etapa é realizada com o
auxilio da ferramenta CD-HIT [Fu et al., 2012].

3.1.3 Ampliacao de alfabeto

E conhecido que algumas substituicoes de aminoécidos, mesmo em regides de sitio
funcional, podem nao afetar o enovelamento ou a atividade de uma proteina, isto porque
o tipo de aminoacido substituido manteve as propriedades bésicas para o desempenho
da atividade ou para compor a cavidade estrutural. Logo faz sentido tentar buscar
por padroes de coocorréncia de residuos nao somente em fungao de aminoécidos, mas
também em razao de propriedades fisico-quimicas e estruturais.

O PFstats, software embriao deste projeto, utilizava redugoes de alfabetos para
tentar detectar este tipo de padrao [Fonseca-Junior et al., 2018]. Porém, apesar do
baixo custo computacional, esta abordagem falha em detectar correlagdes entre grupo
de niveis hierarquicos diferentes, como por exemplo uma correlacao entre uma alanina
na posicao X com um residuo hidrofébico na posicao Y. Pensando nisto, neste trabalho
foi aplicado uma metodologia oposta, a ampliacao do alfabeto de aminoacidos. Sendo
assim, é possivel expandir o alfabeto de aminoacidos a serem analisados, o que permite
realizar analises mais profundas a um custo de aumento na complexidade computaci-

onal e consequentemente tempo de execucao. Logo o método buscara por correlagoes
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nao apenas entre residuos de aminoacidos, mas também incluindo residuos formados
por grupos de aminoacidos representando propriedades. O alfabeto expandido, que
pode ser visto na tabela 3.1 foi construido a partir de uma fusao de diversas represen-
tagoes de alfabetos reduzidos presentes na literatura [Wang & Wang, 1999; Murphy
et al., 2000; Li et al., 2003b; Betts & Russell, 2003; Pommié et al., 2004].

Grupo Alfabeto de Aminoacidos
Amida NeQ

Alifatico G, AV, LeY

Bésico H, KeR

Hidroxila S,TeY

Enxofre CeM

Nao-Polar F,G,V,L,AL, P, MeW
Polar Y,S,N, T,QeC
Hidrofébico LLLF, W, VeM
Hidrofilico R, K,N,Q,PeD

Pos. Carregado KeR

Neg. Carregado DeE

Muito Pequeno G,AeS

Pequeno C,D,N,PeT

Meédiol E,V,QeH

Médio2 M, ILL, KeR
Aromético/Grande F,Y e W

ND NeD

QE QekE

Tabela 3.1: Tabela de representacao de super nos.

3.1.4 Filtro de residuos

A 1ltima etapa do pré-processamento consiste em ignorar do célculo, todos os
residuos de acordo com um limiar de frequéncia méxima e minima. Esta etapa é
executada apo6s a ampliagao do alfabeto pelo fato de também ser aplicada aos residuos
adicionais. Portanto, caso hipoteticamente uma asparagina na posicao X esteja abaixo
do limiar, porém ao incluir as glutaminas, a frequéncia atinja o limiar, o método ira
descartar o residuo AsnX, porem o residuo AmidaX serd mantido. Estes filtros sao
aplicados na matriz de distancias, logo mesmo apds remover um residuo, sua frequéncia
ainda é levada em consideracao nos residuos hierarquicamente superiores.

Filtros de residuos sao completamente opcionais, os grupos extremamente con-
servados sao removidos por um motivo simplesmente computacional, uma vez que sua

presenca nao impacta na qualidade dos resultados. Manter estes nés na rede aumenta
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exponencialmente o nimero de arestas, sendo que residuos conservados podem ser
calculados por métricas muito mais baratas. Ja a filtragem por frequéncia minima
é aplicada com o objetivo de remover possiveis ruidos. No6s com a frequéncia extre-
mamente baixa podem gerar falsos positivos simplesmente pela falta de amostragem

suficiente.

3.2 Modelagem da Rede

A modelagem das redes utilizadas neste trabalho parte da observacao de um
alinhamento miltiplo de sequéncias como uma rede bipartida, no qual o conjunto de
nés U é composto pelos identificadores das sequéncias presentes no alinhamento, e o
conjunto de nos V' é formado por todos os possiveis residuos, isto é, aminoacido seguido
por sua posi¢ao no AMS (figura 3.3A). Também é incluso nesta rede os nos referentes
aos residuos adicionais obtidos na etapa de expansao do alfabeto. A rede bipartida
por si 86 nao é tao informativa, mas a sua versao matricial, chamada de matriz de
biadjacéncia (figura 3.3C), transforma cada residuo em um vetor binario, facilitando o

calculo de uma serie de métricas de coocorréncia.

A)  seq an-3
Seq_B/1-4
Seg_C2-3
Seg_D/1-3
Seq_£2-3
Seg_F/2-5
Seq_G/1-4
Seq_H/1-4

C)

s
¥
3
S
3
&
&

Seq_A
Seq_B
Seq_C
Seq_D
Seq_E
Seq_F
Seq_G
Seq_H

e R R
o o = o o o o O
C O O B B B B B
B o= = o o o O O
o o o o o o = O
B o= = o o o O O
C O O B B B B B
B o= = o o o O O

Figura 3.3: Trés formas de se representar um mesmo alinhamento miiltiplo de sequén-
cias. A) forma tradicional matricial, B) Grafo bipartido de rétulos e residuos e C)
matriz de biadjacéncia. Em vermelho esta destacado como é representado uma tinica
posi¢cao do alinhamento em cada uma das trés formas.
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O grafo bipartido gerado pelo alinhamento miltiplo de sequéncias pode ser pro-
jetado em duas novas redes. Ao conectar todos os nos do conjunto U (rétulos das
sequéncias) que compartilhem ao menos um né de V' (residuos), sera obtido a projegao
de sequéncias, uma rede onde pares de sequéncias sao conectadas de acordo com a ten-
déncia em possuir os mesmos padroes de residuos (figura 3.4a). Ao realizar o mesmo
procedimento no conjunto oposto, serd obtido uma rede de residuos de aminoacidos
conectados de acordo com a tendéncia de coocorrerem nas mesmas sequéncias (figura
3.4b). Em ambos os casos, também ¢é realizado uma ponderacao das arestas conforme
o numero de nés no conjunto oposto compartilhados pelo par de nés do conjunto a ser
projetado, no caso da projecao de V', cada par de residuos recebera um peso equivalente
ao numero de sequéncias distintas que possuem ambos os residuos. Neste trabalho sera

abordado apenas anélises envolvendo a projecao de V.

a) Projegao de sequéncias (U) b) Projecio de residuos (V)

Figura 3.4: Duas possiveis projegoes do grafo bipartido de sequéncias alinhadas: a)
rede de sequéncias que tendem a ter os mesmos residuos e b) rede de coocorréncia de
residuos no alinhamento.

3.3 Validacao de Arestas

Apesar da figura 3.4 ilustrar dois exemplos pequenos e de alta simplicidade, no
mundo real projegoes tendem a gerar redes extremamente densas (figura 3.5), afinal
uma tnica coocorréncia ja é suficiente para que seja adicionado uma aresta entre pares
de residuos. Logo, antes de analisada, essa rede precisa ser filtrada para remover as cor-
relagoes fracas. Porém, conforme ja abordado, redes projetadas nao sao normalizadas
e consequentemente a aplicacao de simples cortes lineares tendem a nao ser eficazes.
Imagine o caso de uma rede de coocorréncia de residuos gerada a partir de um alinha-

mento multiplos de sequéncias compostos por trés principais subfamilias: A, presente
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em 80% das sequéncias, B, presente em 15% das sequéncias, e C, presente em apenas
5% das sequéncias. Mesmo que os residuos determinantes de especificidade de C' sejam
100% conservados, um simples corte de 0.05 - N seria suficiente para remover todos os
sinais de C' e da mesma forma, um corte de 0.15 - N removeria todos os sinais de B
e C'. Logo, as arestas de uma rede projetada precisam ser previamente validadas por
métodos probabilisticos e/ou normalizadas através de coeficientes de correlagao para

somente entao ser plausivel de esparsificacao.

‘Ns“NA_NA‘
i B i

XN =X
H[XINQ,N?,N?):#

N

k
NJ

Nj-1
p(Nj)=1- Y H(X|Ny,N;,N)

x=0

Figura 3.5: Exemplo da aplicagao do teste de Tumminello et al. [2011] para transformar
uma projecao quase completa em uma rede livre de escala.

Neste trabalho foram avaliados sete abordagens para normalizacao e validagao de

arestas, detalhadas abaixo.

3.3.1 Filtro de Disparidade (DF)

O método foi originalmente proposto por Serrano et al. [2009] com o objetivo
de selecionar arestas estatisticamente relevantes em redes naturalmente ponderadas,
porém ja foi aplicado em projegoes monopartidas extraidas de redes bipartidas [Ahn
et al., 2011]. Para cada aresta, é computado a probabilidade do peso observado ser
maior do que o valor esperado, dado um modelo nulo, no qual os pesos sejam aleato-
riamente redistribuidos por todas as arestas do grafo. Na equacao 3.1, O;; representa
o peso observado entre os no6s i e j, D; consiste do grau (ntmero de conexoes) do nod
i, e finalmente p;; a proporcao de O;; em relagao a forca do n6 ¢. A forca de um no

consiste na soma dos pesos de todos os nés acendentes.

Dij
Pr(Oy > Nully =1 — (D; 1) / (1—2)P-2 (3.1)
0
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3.3.2 Normalizacées de Borgatti & Halgin

Borgatti & Halgin apresentam em seu livro uma série de métricas, baseadas em
tabelas na contingéncia, para normalizar pesos de arestas de proje¢oes monopartidas,
com o intuito de enfatizar relagoes de co-ocorréncia. Na equagao 3.2 (BHN), é proposto
a normalizacao dos pesos em um intervalo de 0 a 1, no qual 1 representa o nimero
méaximo de sobreposigoes, dado o nmero de sequéncias compartilhadas pelos nés i e j.
Na equacao 3.3, é utilizado o coeficiente de Jaccard (JC) |Jaccard, 1912] como forma
de quantificar a sobreposicao entre pares de nés. Outra métrica proposta pelos autores,
é a utilizacao do coeficiente de correlacao de Pearson, equacao 3.4, entre as colunas ¢
e j da matriz de biadjacéncia. Por fim, também é proposto a utilizacao da equacao
de Bonacich [Bonacich, 1972|, equagao 3.5, propondo a normaliza¢ao dos escores das
arestas baseado no calculo da probabilidade da sobreposi¢ao observada entre os nos ¢

e j exceder a sobreposicao esperada ao acaso.

a

aij = Min(a+b,a+c) (3:2)

a; = ﬁ (3.3)

Cij = e x;f;f — (3.4)
J a;d—_“bibc for ad <> be (3.5)

3.3.3 Abordagem de Tumminello

A abordagem de Tumminello et al. [2011] consiste em validar cada aresta de
uma projecao monopartida através de uma hipotese nula de coocorréncia aleatoria
de vizinhos em comuns, levando em consideragao a heterogeneidade dos elementos de
ambos os conjuntos da rede bipartida. Portanto, seja N%. o niimero de nés do conjunto
B com grau k; NF e N f, os respectivos graus dos noés i e j na rede bipartida, é possivel
calcular a probabilidade dos nos i e j compartilharem X sequéncias, através de uma
distribuicao hipergeométrica, denotada na equacao 3.6. Sendo assim, pode-se associar

um p-valor de acordo com o numero de sequéncias que os nos ¢ e j compartilham
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(equagao 3.7).

() (e

X Nk_X
H(X|N§aNzk>N]k): N}’; (36)
(Nj’“>
NE—-1
x=0

3.3.4 Filtro de probabilidade marginal Hairball (HMLF)

Assim, como a abordagem de Serrano et al. [2009], o filtro Hairball |[Dianati, 2016/,
foi originalmente proposto para validar arestas em qualquer tipo de rede ponderada,
nao sendo especifico para grafos bipartidos. Dado S, a forca total da rede, isto é, a
soma dos pesos de todas as arestas, pode-se dizer que para cada conexao, a escolha dos
dois noés incidentes teria uma probabilidade proporcional a forca dos nos. Portanto, a
probabilidade de uma aresta com peso w, de um total S, conectar os nés i e 7, pode
ser calculada através de uma distribuigao binomial. O modelo nulo é entao definido
através da equacao 3.8, e o p-value associado através da equagao 3.9, sendo, S; e S;,

as respectivas forcas dos nos i e j.

S.S;
252

Pr(oy; =w|S;,8;,5) = (i)pw(l —p)®™ sendo p= (3.8)

/

P.=1- Z Pr(aij:w|5i,5j,5) (39)

1
'LU>:'LU1']'

3.4 Deteccao de Comunidades

A maioria dos algoritmos de deteccao de comunidades em redes tem como prin-
cipio bésico o particionamento em funcao da maximizacao da modularidade, isto €, os
nos do grafo sao includidos em uma das comunidades de modo a maximizar a distribui-
¢ao de graus interna em cada cluster em detrimento da distribuicao de graus externos
(entre clusters) [Fortunato & Hric, 2016]. Porém neste trabalho, a preocupagao maior
esta em obter conjuntos de nés que realmente possuam tendéncia de coocorrer indepen-
dente da estrutura de conectividade da rede. Portanto, foi desenvolvido um algoritmo
para deteccao de comunidades em redes projetadas baseado nas distancias entre as

colunas na matriz de biadjacéncia.
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O algoritmo consiste de um clustering hierarquico aglomerativo (figura 3.6). No
estagio inicial do algoritmo, cada n6 da rede é atribuido a uma comunidade propria.
Nas etapas posteriores, é calculado a distancia entre cada par de comunidade. Os
vetores representantes de cada comunidade sao formados pela média das colunas de
seus no6s na matriz de biadjacéncia. Os pares de comunidade que apresentam a menor
distancia sao fundidos. O algoritmo finaliza quando nao ha nenhum par de comunidades
cuja distancia é menor do que um dado valor (foi utilizado 0.4 durante a validagao e
aumentado para 0.5 no CONAN). Durante a validagao foi utilizado a distancia do
coseno como métrica de inser¢ao, porém apoés os resultados, durante a implementacao

do CONAN, essa métrica foi substituida pelo coeficiente de Jaccard.

- L , ANB |[AN B
- @, similarity = J(A,B) = aoB A+ B A8
@b 7 vl
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Figura 3.6: Clustering hierdrquico aglomerativo utilizando o coeficiente de Jaccard entre
as colunas da matriz de biadjacéncia como métrica de distdncia |Lavrenko, 2014].

Ao expandir o alfabeto de aminoacidos, conexoes sindnimas passam a existir na
rede. Por exemplo, como ilustrado na figura 3.7, caso haja uma correlacao entre uma
alanina na posicao 10 e um triptofano na posicao 20, a expansao do alfabeto ira gerar
dois conjuntos de quatro nos cada conectados uns aos outros. O que a primeira vista
poderia parecer uma comunidade relativa a grupos determinantes de especificidade, se
trata na verdade de um viés causado por uma tnica correlacdo. E importante ressaltar
que nos sinonimos dentro da rede nao sao probleméticos, eles s6 se tornam redundantes
quando agrupados em uma mesma comunidade. Portanto, a fim de selecionar uma
linica aresta representativa, a cada passo da deteccao de comunidades é executado um
filtro mantendo em cada vizinhanca um tnico né correspondente a cada posicao. O no
selecionado é aquele que tenha a menor distancia média em relagao aos seus vizinhos.
Caso mais de um né compartilhem um mesmo valor de distancia, serd mantido o que

representar um menor subconjunto (ver tabela 3.1).
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M. Pequenol0————— N. Polar20
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N. Polarl0 idrofébico20
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Alifaticol0 ————Aromatico20

Figura 3.7: Exemplo de conectividade expandida ao incluir nés marginais na rede.

3.5 Conjunto de Dados de Validacao

3.5.1 Benchmark Artificial

Foi desenvolvido um algoritmo estocéstico com o intuito de gerar AMSs aleatorios
com padroes de conservacao local e designagao de subclasses funcionais propositalmente
inseridas, sendo assim possivel de mapear os SDSs e quantificar a eficacia dos diversos
métodos de validagao de arestas considerados neste trabalho. Dois tipos de SDS foram
considerados neste algoritmo. O primeiro é definido apds as sequéncias serem divididas
em subfamilias, padroes gerados de forma aleatéria sao entao inseridos em cada grupo,
simulando assim a existéncia de residuos determinantes de especificidade entre eles.
O segundo tipo de padrao é aleatoriamente distribuido no alinhamento, simulando
relagoes de coevolugao, contatos estruturais ou qualquer outro tipo de correlagao entre
residuos. Apos a definicao dos padroes de conservagao, é aplicado uma probabilidade
de 0.9 para que cada sequéncia o mantenha, caso contrario, sera substituido por outro
aminoacido. O restante das posi¢oes do alinhamento sao preenchidas com aminoacidos
conforme uma distribui¢ao de Dirichlet gerada para cada coluna, consequentemente,
todas as sequéncias de cada alinhamento possuirao identidades relativamente altas

entre si, simulando uma relagao de homologia.

O objetivo deste algoritmo nao é de simular proteinas realmente funcionais, mas
sim fornecer um benchmark para quantificar a eficacia de cada método em mapear as
relagoes de co-ocorréncia do alinhamento. Portanto nao foi utilizado nenhuma ma-
triz de substituicao, e todos os 20 aminoacidos possuem a mesma probabilidade de
ocorréncia.

A acurécia dos métodos de validacao de arestas foi calculada em relagao a man-
ter somente os nos e arestas relativos aos padroes previamente inseridos. Para isto,

os cortes escolhidos para cada rede foram otimizados com o objetivo de maximizar
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duas métricas: O F1 score das arestas retidas e uma adaptagao da fragao de vértices
corretamente detectados de Newman (FCDV) [Girvan & Newman, 2002|. A métrica,
originalmente proposta para quantificar a eficiéncia de métodos de deteccao de comu-
nidades baseados em particionamento da rede, considera um né como corretamente
detectado caso ele esteja no mesmo grupo que ao menos metade dos nos esperados em
sua comunidade real, e se a comunidade detectada consiste em uma fusao de duas ou
mais comunidades reais, todos os seus nés sao considerados incorretamente detectados.
A taxa ¢é finalmente calculada através da divisao do ntimero de nés detectados corre-
tamente pelo nimero total de nés. O FCDV foi adaptado para avaliar a eficacia dos
algoritmos de selecao de arestas. Em uma selecao perfeita, a rede serd composta ape-
nas por componentes conexos determinando as comunidades. Logo a taxa foi adaptada
para levar em consideragao os falsos positivos e falsos negativos, através da divisao do
nimero de nés corretamente detectados por N, U N, onde N, representa o niimero de

n6s mantidos na rede e IV, o niimero de nds que deveriam ter sido mantidos na rede.

3.5.2 Benchmark Real

Como forma de validagao da metodologia utilizando dados reais, foram conduzi-
dos estudos de casos com a familia dos receptores acoplados a proteina G (classe A)
(Pfam: PF00001) e com a familia das HIUases e Transtirretinas (Pfam: PF00576).
Ambos os alinhamentos foram obtidos a partir do Pfam e continham respectivamente
42.500 e 1.955 sequéncias. O alinhamento PF00576 foi filtrado com parametros 0.8 de
cobertura e 0.9 de identidade méaxima, ja para PF00001, pelo fato da familia possuir
uma grande variedade de subclasses funcionais, foi utilizado um parametro de cobertura
um pouco menos rigoroso (0.7), assim sequéncias com uma variagdo um pouco maior de
comprimento ainda serao mantidas no alinhamento. Porém, pelo fato do AMS possuir
um numero extremamente alto de sequéncias, o parametro escolhido para identidade
méxima foi um pouco mais restritivo (0.8). A validac¢ao de arestas foi realizada com a
abordagem de Tumminello.

A selecao automatizada do valor de corte foi realizada conforme os trabalhos de
Borate et al. [2009] e Perkins & Langston [2009], que indicaram a maximizacao do nu-
mero de comunidades como uma das formas mais efetivas para automatizar a escolha
do corte em redes de correlagao. Sendo assim, ap6s normalizar os pesos de todas as
arestas da rede, estas sao removidas em passos unicos, de forma decrescente. Apos
cada remocao é realizado a deteccao de comunidades. Ao final da rotina, a rede seleci-
onada sera aquela que gerou o maior numero de comunidades. Este tipo de abordagem

parte do pressuposto de que em um cendrio inicial, com uma rede extremamente co-
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nectada, havera um tnico grande componente conexo. Uma vez que as comunidades
sao altamente conectadas entre si e pouco conectadas com os demais nos, e que apos
a normalizagdo, é esperado que suas arestas sejam mais fortes do que as pontes (de-
vido a probabilidade de ocorréncia ao acaso), ao remover os nés mais fracos, a pontes
serao quebradas e as estruturas de comunidade comecarao a surgir, fazendo com que
o nimero de agrupamentos cresca. Apoés atingir, o que seria o corte ideal, as arestas
pertencentes a comunidades comegarao a serem removidas, porém devido a alta conec-
tividade de seus nos, a probabilidade de divisao acaba sendo baixa, fazendo com que

os grupos acabem sumindo por inteiro (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Representagao grafica do niimero de comunidades por corte na rede apos a
normalizacdo das arestas. E possivel observar um crescimento no nimero de agrupa-
mentos até por volta do peso de 65 a 75. O ntmero de comunidades entao comeca a
reduzir até a remocao de todas as arestas. A rede utilizada foi referente a familia das
HIUases/Transtirretinas.

Os resultados obtidos foram primeiramente inspecionados manualmente, atra-
vés de revisoes bibliograficas, correlagoes com bancos de dados e anélise estrutural.
Posteriormente foi realizado uma validacao baseada em classificacao de sequéncia. A
hipotese de que este método seja capaz de detectar grupos de residuos que realmente
determinam a especificidade de uma subfamilia pode ser colocada a prova usando um
classificador. Ou seja, caso uma maquina seja capaz de corretamente identificar as
sequéncias usando apenas os grupos de residuos detectados pela metodologia proposta
como fonte de informacao, teremos um forte indicio de eficacia.

Para realizar a validacao por classificagao, cada sequéncia do alinhamento é re-

presentada por um vetor: v, de tamanho N, sendo este o ntimero de comunidades
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detectadas nas redes. Cada posicao v; é composta pela média dos residuos da comu-
nidade ¢ presentes na sequéncia. Estes dados sao utilizados como caracteristicas para
alimentar uma maquina de suporte de vetores (SVM, do inglés Suport Vector Machine).
A maquina é treinada apenas com sequéncias extraidas do Swiss-Prot. Por se tratar de
um conjunto com um numero geralmente limitado de sequéncias e nao normalizado, em
relagao ao conjunto de todas as sequéncias do alinhamento, a abordagem escolhida para
validagao foi a LOOCV (Leave-one-out Cross Validation). Esta abordagem consiste
em a cada passo, separar uma Unica sequéncia para a etapa de validagao, enquanto
todas as outras sao utilizadas no treinamento. Este processo foi repetido até que todas
as sequéncias do conjunto de treinamento tenham sido utilizadas na validacao.

Um algoritmo Random Forest foi utilizado com o objetivo de quantificar a impor-
tancia de cada estimador. O algoritmo Random Forests consiste em avaliar multiplas
arvores de decisoes. O funcionamento de uma arvore de decisao ¢ baseado em definir
miltiplas divisoes no conjunto de dados que, matematicamente, melhor se associam as
classes. Logo, este tipo de algoritmo é comumente utilizado para sele¢ao de caracteris-
ticas relevantes. Neste trabalho, estes dados de associagao gerado por Random Forest
foram utilizados com o intuito de realizar uma selecao frontal de estimadores. Por-
tanto, a cada passo, o estimador com a maior pontuacao de importancia ¢ adicionado
ao modelo, este modelo é entao validado, e ao final, o conjunto de caracteristicas que

obteve a maior pontuacao F1 é selecionado.

3.6 Ferramentas

Neste trabalho foram desenvolvidos duas ferramentas que fazem a aplicacao da
metodologia proposta: o CONAN (Co-variation Network Analyzer) [Fonseca et al.,
2020], um servidor web para executar e interpretar os resultados de analises de coevo-
lucdo; e o CEVADA (Co-Evolution Analysis Data Archive) que se trata de um banco de

dados de grupos determinantes de especificidades preditos pela metodologia proposta.

3.6.1 CONAN

O CONAN foi desenvolvido utilizando uma arquitetura “produtor-consumidor”
conforme esquematizado na figura 3.9. Esta arquitetura permite que as requisigoes dos
usuarios sejam processadas de forma assincrona, gerenciada por uma fila de tarefas,
uma vez que cada processo pode consumir uma quantidade significativa de recursos

computacionais.
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Ao submeter uma tarefa no website do CONAN (software produtor), uma men-
sagem em XML seré enviada para o servidor ActiveM(Q (http://activemq.apache.org/)
contendo a entrada e um codigo identificador tnico, simultaneamente, o codigo seré
inserido em uma tabela do banco de dados informando que a tarefa esta enfileirada.
Ao receber a prioridade, o ActiveMQ envia a tarefa ao software consumidor que é res-
ponsével por realizar todos os célculos necessarios. O consumidor atualiza no banco
de dados cada etapa concluida da execucao, permitindo que o usuario tenha acesso em
tempo real do estado atual do job. Além disto, o consumidor também salva todos os

dados em um diretério de acesso compartilhado com o produtor, permitindo que estes

dados sejam utilizados para a construgao da paginas de resultados.

Entrada l I Salda

Produtor

Banco de

Consumidor

Figura 3.9: Fluxograma representando a arquitetura cliente-servidor utilizada no CO-

NAN.

O software produtor foi desenvolvido em Java utilizando a especificagao de in-
terfaces Java Server Faces, os frameworks Spring (https://spring.io/) e PrimeFaces
(https://www.primefaces.org/) para arquitetura de telas e gerenciamento das classes
e objetos, o framework Hibernate (http://hibernate.org/) foi utilizado para gerenciar
toda a comunicagao com o banco de dados, a biblioteca JAXB [Ort & Mehta, 2003|
para conversao de objetos java para XML, a biblioteca BioJava [Holland et al., 2008]

para facilitar o calculo, modelagem e acesso a diversos dados biolégicos, além das bi-
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bliotecas de visualizacdo de dados: visNetwork [Almende et al., 2016], MSAViewer
[Yachdav et al., 2016] 3DMol [Rego & Koes, 2014|, ProtVista [Watkins et al., 2017] e
d3 [Bostock et al., 2011].

O software consumidor foi desenvolvido na linguagem Python e com auxilio das
bibliotecas: Python-Levenshtein para calcular distancia de Levenshtein, SciPy [Jones
et al., 2014] para o célculo de diversas métricas, Pandas [McKinney, 2011] para arma-
zenamento e manipula¢ao de dados e NetworkX [Hagberg et al., 2005| para modelagem
e manipulacao de redes. O consumidor implementa o pipeline descrito na figura 3.1
utilizando a validagao estatistica pelo teste de Tumminello et al. [2011] e a detecgao de
comunidades por coeficiente de Jaccard. O software também contém uma etapa adici-
onal no pré-processamento no qual para cada sequéncia do alinhamento, é acessado e

mapeado uma série de anotagoes posicionais através da API do UniprotKb.

3.6.2 CEvADA

Os dados que compoe o Specificity Determinant Data Base foram gerados com o CO-
NAN e utilizando alinhamentos do Pfam 32.0. Os parametros utilizados foram: 80%
de identidade méaxima, 5% de frequéncia minima, 95% de frequéncia maxima e p-value
minimo de 107! utilizando teste de Tumminello et al. [2011]. Nesta primeira fase
nao foi utilizado ampliacao de alfabeto, devido ao alto custo computacional. Foram
consideradas todas as familias do Pfam que obtiveram entre 500 e 20.000 sequéncias
apos o pré-processamento. O banco armazena cortes das redes obtidas a partir de 0.6
de coeficiente médio de coocorréncia (Jaccard) e em intervalos de 0.05.

O banco de dados foi construido a partir da arquitetura do Pfam 32.0, acrescen-
tando apenas as novas tabelas respectivas aos dados de especificidade (figura 3.10).

A aplicacao web foi desenvolvida na linguagem Python utilizando o framework
Django (https://www.djangoproject.com/) e as bibliotecas de visualiza¢ao de dados:
visNetwork [Almende et al., 2016], MSAViewer [Yachdav et al., 2016|, ProtVista [Wat-
kins et al., 2017] e d3 |Bostock et al., 2011].
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Gene_ontology

+1d: INT(10}
+ pfamA_acc: VARCHAR(7)
+go_id: TINYTEXT

+lerm: LONGTEXT

+ categary: TINYTEXT

Interpro

+1d: INT(10}
+ plamA_acc: VARCHAR(7) po———
+interpro_id: TINYTEXT
+ abstract: LONGTEXT

PfamA_database_links

+1d: INT(10}
+ plamA_acc: VARCHAR(7)
+db_id: TINYTEXT
+comment: TINYTEXT
+db_link: TINYTEXT

+other_params: TINYTEXT

Pfamseq_Disulphide

+Iid: INT(10)
+ plamseq_acc: VARCHAR({10)
+bond_start: INT(8)

+bond_end: INT(8)

Other_Reg

+ region_id: INT(10)

+ pfamseq_acc: VARCHAR(10)
+seq_start: INT(8)

+seq_end: INT(8)

+type: VARCHAR(20)

+ source: VARCHARI(20)

+ score: DOUBLE(16,4)
+orientation: VARCHAR(4)

Pfamseq_Markup

+1d: INT(10}
+ plamseq_acc: VARCHAR(10)
+ label: VARGHAR(50)
+residue: INT(8)

+annotation: TEXT

Pfam_interactions

SDB_Community

+id: INT(10}
+ plamA_acc_A: VARCHAR(7)
+ pfamA_acc_B: VARCHAR(7)

+Iid: INT(10)
+sdb_conf_id: INT(10)

+ tesidues: TEXT

PfamA

SDB_Conformations

+ pfamA_acc: VARCHAR(7)

+ pfamA_id: VARCHAR(18)

+ description: VARCHAR(100)

+ type: ENUM

+comment: LONGTEXT

+ num_full: INT(8)

+ number_archs: INT(8)

+ number_species: INT(8)
+average_length: FLOAT(8,2)

+ average_coverage: FLOAT(8,2)

+ full_consensus: TEXT

+1d: INT(10)
+ plamA_acc: VARCHAR(7)
+score: FLOAT(8,4)

+count: INT(4)

PfamA_Reg_Full

Pfamseq

+ plamseq_acc: VARCHAR(10)
+ pfamseq_id: VARCHAR(16)
+ seq_version: INT(4)

+ description: TEXT

+ evidence: TINYINT(1)

+ length: INT

+ species: TEXT
+taxonomy: TEXT
+1Is_fragment: TINYINT(1)

+ sequence: BLOB

+ ncbi_taxid: INT(10)
+auto_architecture: INT(11)

+ swissprot: TINYINT(1)

+auto_pfama_reg_full: INT(15)
+pfamA_acc: VARCHAR(7)
+plamseq_acc: VARCHAR(10)
+seq_start: INT(8)

+seq_end: INT(8)

+ali_start: INT(8)

+ali_end: INT(8)
+domain_bits_score: FLOAT(8,2)
+domain_evalue_score: FLOAT(8,2)
+ sequence_bits_score: FLOAT(8,2)

+sequence_evalue_score: TEXT

Evidence

+evidence: TINYINT(1)

+ description: VARCHAR(100)

Architeture

+aute_architecture: INT(11)
+architecture: TEXT
+type_example: VARCHAR(10)
+no_seqs: INT(8)

+ architecture_acc: TEXT
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Figura 3.10: Diagrama de entidade relacionamento do CEvADA. O banco utiliza uma

versao simplificada do Pfam 32.



Capitulo 4

Discussao e resultados

Foram realizadas dois tipos de andlises com o objetivo de validar a meto-
dologia proposta. A primeira foi conduzida com um conjunto de dados artifici-
ais (descrito em métodos) com o intuito adicional de selecionar o melhor algoritmo
para selecionar as arestas da rede monopartida. Na segunda etapa, foram efetua-
dos estudos de caracterizacao e classificagdo com as familias das Lisozimas de tipo
C/Alfa-lactoalbuminas (Pfam: PF00062), Amidases (Pfam: PF01425), Transtirreti-
nas/HIUases (Pfam: PF00576) e com a classe A dos receptores acoplados a proteina G
(Pfam: PF00001). Estas analises tiveram como objetivo principal avaliar a eficicia da
metodologia proposta quando aplicada a dados reais. As quatro familias foram seleci-
onadas por possuirem caracteristicas distintas em relacao a quantidade e distribuicao

de subfamilias e especificidade funcional.

4.1 Conjunto de Dados Simulados

Foram gerados 100 alinhamentos simulados, contendo padroes artificiais de con-
servagao entre aminoécidos (conforme descrito na metodologia) incluindo também pa-
droes de conservagao marginal (propriedades fisioquimicas dos aminoacidos). O nimero
de sequéncias nestes AMS variou entre 1000 e 2500 e o ntimero de colunas entre 50
a 100. Para cada alinhamento foi gerado a rede bipartida correspondente e posterior-
mente sua projecao monopartida. Estas redes foram utilizadas para avaliar a eficacia
de diversas abordagens para normalizacao e esparsificacao de redes. Para cada método,
foi observada a sua eficiéncia em reter na rede apenas arestas esperadas, aquelas que

representam conexoes entre residuos determinantes de especificidades artificialmente
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inseridos no alinhamento.

B TP
- TP+ i(FP+FN)

P (4.1)

Em um primeiro momento, foi aplicado um valor de corte nas arestas de cada rede
com o objetivo de maximizar o F'I-score (média harmonica da precisao e revocagao,
equagao 4.1) dos nos retidos, considerando cada comunidade como um componente

conexo.
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Figura 4.1: Eficacia de cada método de extracao de backbone aplicado & detecgao de
covariacao de residuos. Em A) o F1-score dos nos corretamente retidos na rede quando
o corte 6timo é conhecido. Em B) e C) respectivamente, é mostrado a fracao dos nos
corretamente detectados (FCDV) e o F1-score dos nos corretamente mantidos na rede
apos a execugao do pipeline completo [da Fonseca Jr et al., 2019].

Como pode ser visto na figura 4.1A, ao considerar o corte 6timo, todos os métodos
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analisados podem ser considerados aptos para extrair o backbone das redes artificiais
geradas neste trabalho, obtendo valores de F'I-score superiores a 0.8. Este resultado
pode ser interpretado como um primeiro indicativo de que a modelagem de rede pro-
posta neste trabalho pode realmente ser utilizada para analisar covariacao de residuos.
Porém, em um experimento real, o corte 6timo seria desconhecido. Logo, um bom
extrator precisa ser capaz de ponderar grupos coocorrentes de forma balanceada e pe-
nalizar coocorréncias ao acaso de forma a maximizar o intervalo de valores cortes que se
possa resultar na backbone ideal. Sendo assim, mesmo a aplicacao de valores de cortes
mais distantes do 6timo resultaria em resultados proximos do esperado. Para levar em
conta estes fatores, foram também realizadas analises com as mesmas redes aleatorias,
porém incluindo também a selecao automatizadas do corte e a deteccao de comunida-
des. Os resultados podem ser observados na figura 4.1. Um ponto interessante a se
destacar é que a equagao de Bonacich obteve o melhor resultado levando em conside-
racgao o FCDV, porém o pior F1-score, o que levanta indicios de que o método realizou
uma excelente tarefa na remocao de ruidos, porém falhou na normalizacao, uma vez
que os sinais de determinantes de subfamilias de baixa frequéncia foram perdidos. De
forma inversa, porém semelhante, os coeficientes de Jaccard e de correlagao de Pearson
obtiveram 6timos FI-score, mas baixos valores de FCDV. O filtro de disparidade nao
obteve bons resultados em nenhum dos testes, e os dois métodos que demonstraram
resultados mais consistentes foram os filtros de Tumminello et al. e o de probabilidade
marginal Hairball [Dianati, 2016].

4.2 Conjunto de Dados Reais

A validacao da metodologia proposta utilizando dados reais foi divididas em trés
etapas: busca por correlagao entre comunidades detectadas e grupos funcionais ja
conhecidos, validacao baseada em classificacao e correlagao entre residuos detectados e
proteinas ainda nao caracterizadas. Cada uma destas trés etapas serd detalhada com
mais rigor no decorrer deste capitulo, bem como uma breve descricao de cada uma das

quatro familias utilizadas.

4.2.1 Lisozimas e Alfa-lactoalbuminas

A familia das lisozimas de tipo C e das alfa-lactoalbuminas, também chamadas
de familia dos glicolideos hidrolase 22, sao consideradas bons exemplos para bench-
marking de métodos de deteccao de sitios determinantes de especificidade, uma vez

que um processo de duplicacao genica seguida de divergéncia resultou em ao menos
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duas subclasses com atividades completamente distintas [Nitta & Sugai, 1989; Davies
& Henrissat, 1995]. As Lisozimas de tipo C (LYSC) se tratam de enzimas com ati-
vidades bacterioliticas, através da hidrolise das ligagoes glicosidicas do peptidoglicano
p-1,4 (EC: 3.2.1.17) e sao distribuidas por todo reino Metazoa [Jollés & Jolles, 1984;
Zhang et al., 2005]. Ja as alfa-lactoalbuminas (LALBA) s&o proteinas de mamiferos,
especificamente expressas no leite, e atuam como reguladoras ao se associarem ao (3-1,4-
galactosil-transferase, formando um heterodiméro funcional chamado lactose-sintetase,
essencial para produgao de leite [Hall & Campbell, 1986].

As alfa-lactoalbuminas nao possuem o sitio ativo das lisozimas, porém todas
possuem a capacidade de se ligar a fons de célcio [Stuart et al., 1986], caracteristica
que é restrita a apenas algumas poucas lisozimas, como a equina |Nitta et al., 1987].
Porém apesar da diferenca funcional, ambas as subfamilias compartilham uma alta
similaridade em nivel de sequéncia e de estrutura, possuindo cerca de 35% a 40% de

residuos conservados, além de quatro pontes disulfeto [Nitta & Sugai, 1989).

——— H-LALBA
B-LALBA
Em-LYZ

—— H-LYZ
—Ls-LYZ

— b—S5s-LYZ

— 'Y——————Tr-LY7Z
Ce-LY7Z

— SPACA3 (SLLP1)
LYZL6
LYZL4
LYZL2

Figura 4.2: Reconstrugao filogenética da familia dos glicolideos hidrolase 22| [Zhang
et al., 2005].

Apesar das lisozimas de tipo C serem conhecidas desde 1922 [Fleming, 1922],
a familia dos glicolideos hidrolase 22 ainda incluem varias subfamilias ainda muito
pouco caracterizadas, geralmente chamadas de LLP (Lysozyme-like proteins). Alguma
destas envolvidas na reproduc¢ao, como no caso das proteinas associadas & membrana do
acrossomo do espermatozoide (SPACA3), provavelmente envolvida na adesao e fusao

da membrana plasmatica do 6vulo pelo espermatozoide durante a fertilizacao [Mandal
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et al., 2003; Herrero et al., 2005]. A figura 4.2 mostra uma reconstrugao filogenética

com as proteinas da familia [Zhang et al., 2005].

4.2.2 Amidases

Amidases constituem de um grande grupo de enzimas encontradas na maioria dos
organismos que possuem a atividade de hidrolisar ligagoes amidas (-CO-NH-) [Ko et al.,
2010]. A familia das amidases pode ser subdivididas em subfamilias de acordo com sua
funcao molecular e afinidade por ligante, alguns exemplos incluem: amidases de pep-
tideo [Neumann & Kula, 2002], amidases de acido graxo [McKinney & Cravatt, 2005],
malonamidases [Shin et al., 2002| e a subunidade A da Glu-tRNA amidotransferases
(GATA) [Kwak et al., 2002; Ko et al., 2010]. Apesar de possuirem aproximadamente
160 residuos conservados, incluindo a triade catalitica, Ser-Ser-Lys, os membros desta

familia costumam se divergir de acordo com a especificidade pelo ligante [Valina et al.,

2004].

4.2.3 Transtirretinas e HlUases

A familia das Transtirretinas/HIUases é composta por um nimero relativamente
pequeno de sequéncias e pode ser dividida em basicamente duas subfamilias: Hidro-
lase 5-hidroxi iso-hidratada (HIUase), enzima presente desde bactérias a vertebrados,
envolvida no metabolismo do acido trico, catalisando a hidroélise do 5-hidroxiisourato
na via de degradagao do urato [Richardson, 2015; Cendron et al., 2011]; e a a transtir-
retina, uma proteina responsével pelo transporte dos hormonios tireoidianos T3 e T4
provavelmente originada durante a emergéncia dos vertebrados ap6s uma duplicacao no
gene codificante da HIUase, como pode ser observada na arvore filogenética da figura
4.4b |Richardson, 2015; Cendron et al., 2011]. Ambas as subclasses possuem uma alta
similaridade em nivel de sequéncia e estrutura, além disto, é sabido que algumas pou-
cas substituicoes na regiao do sitio ativo sao suficientes para permitir que uma HIUase
seja capaz de ligar aos hormonios tireoidianos |Zanotti et al., 2006; Romero & Arnold,
2009; Cendron et al., 2011]. A relagao evolutiva entre estas duas proteinas e o provével
efeito de neofuncionalizacao ap6s uma duplicacao génica seguida de mutacoes especifi-
cas fazem com que esta familia seja um perfeito caso de estudo para uma metodologia

de predicao de sitios determinantes de especificidade.
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Figura 4.3: Comparagao estrutural e filogenética da HIUase e Transtirretina. Em (a)
a estrutura da HIUase de Zebrafish; em (b) arvore filogenética da familia enfatizando
a provavel origem da Transtirretina a partir da HIUase; em (¢) comparagao dos sitios
ativos da HIUase de Zebrafish e da Transtirretina humana. A imagem enfatiza a
obstrucao do sitio causada pela presenca da Tyrl16 na HIUase, residuo nao presente
na transtirretina [Cendron et al., 2011].

4.2.4 Receptores acoplados a proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) consistem de componentes chaves
na comunicacao celular, geralmente associados a detecgao de sinais exd6genos, como
odores, sabores, luz e feromonios; ou na regulagao de processos fisiologicos nos sistemas
nervosos e endocrinos [Mombaerts, 2004; Munk et al., 2016]. A familia também consiste
de um dos principais alvos para desenvolvimento de farmacos, representando cerca de
19% dos alvos para as drogas disponiveis no mercado [Rask-Andersen et al., 2014; Munk
et al., 2016]. Os GPCRs sao codificadas pela maior familia do genoma humano e podem

ser divididas em seis principais classes (Figura 2.6) de acordo com similaridade entre
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as sequéncias, tipos de ligantes e arvores filogenéticas [Kolakowski, 1994; Fredriksson
et al., 2003; Munk et al., 2016; Moller et al., 2017].

Os GPCRs de classe A (Pfam: PF00001) constituem a maior classe da fami-
lia, contendo 689 membros em humanos e atualmente 1.827 sequéncias depositadas
no Swiss-Prot. Estas podem ser novamente subdivididas em mais nove subfamilias
(aminérgica, peptideo, proteina, lipidio, melatonina, nucleotideo, esteroide, 4cido car-
boxilico alifatico e sensoriais) de acordo com seu tipo de funcao e de ligante (Figura
2.6). Em um nivel mais baixo, a familia ainda possui centenas de classes de proteinas
com funcgoes e ligantes especificas. Outro fator que torna esta familia de proteinas
um caso interessante para o estudo de determinantes de especificidade é a presenca
de proteinas orfas, proteinas cuja fun¢ao ou ligante ainda sao desconhecidos. Muitas
destas sequéncias possuem baixa similaridade global com outras GPCRs ja conhecidas,

tornando-as 6timos casos para classificagdo baseada em SDSs [Song et al., 2017].

4.2.5 Correlacao entre comunidades detectadas e grupos

funcionais

Ao plotar a frequéncia média dos residuos detectados em cada comunidade em
alinhamentos formados por subgrupos funcionais de cada uma das quatro familias ana-
lisadas, é possivel observar o indicio de alguns sitios determinantes de especificidades.
Isto se deve pelo fato de serem altamente conservados dentro de uma subfamilia e quase

nulo nas outras.
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Figura 4.4: Frequéncia média dos residuos detectados nos sublinhamentos compostos
por sequéncias de LYSC, LALBA e SACA3 obtidos no Swiss-Prot.

No caso da familia dos glicolideos hidrolase 22 (LYSC/LALBA) este tipo de pa-
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drao foi detectado para as trés principais classes: LYSC, LALBA e SACA3. Comuni-
dades como a 8 e 21 sao altamente conservadas em Lisozimas de tipo C e praticamente
nao ocorrem em LALBAS e SACA3 e de forma semelhante, as comunidades 10 e 19
parecem ser especifica das alfa-lactoalbuminas. Esta hipotese fica ainda mais em evi-
déncia ao analisar os residuos que compoe estas comunidades. A comunidade 8 inclui
o par de residuos cataliticos das lisozimas: Glub3 e Asp71 (numeragao referente a Li-
sozima C humana), o que era esperado de se encontrar, uma vez que as LALBAs nao
possuem atividade bacteriolitica. Os outros 6 residuos presentes nestas duas comu-
nidade se localizam na regiao préoxima da cavidade catalitica. Padroes interessantes
também podem ser observados nas comunidades especificas das LALBAs. Dois resi-
duos da comunidade 10 possuem a mesma posicao de residuos detectados como SDPs
de lisozimas: Glu44 (nas lisozimas ocorre um Asn) e Glu68 (numeracao referente a
alfa-llactoalbumina humana), posigao referente ao Asp71 do sitio ativo das lisozimas.
Ja na comunidade 19, foi detectado uma triade de aspartatos que compoe o sitio de
ligacao a calcio nas LALBAs, caracteristica chave para sua atividade. Outro ponto
interessante pode ser observado na tabela A.2, alguns residuos da comunidade 19 ocor-
rem em algumas lisozimas, porém a tUnica a possuir a triade completa é a lisozima
de cavalo, justamente uma das poucas conhecidas por ter a capacidade de se ligar a
fons de calcio |Nitta et al., 1987|. Além disto, a comunidade 18 também parece ser
determinante de especificidade para as proteinas associadas & membrana do acrossomo

do espermatozoide.
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Figura 4.5: Frequéncia média dos residuos de cada comunidade em cada subalinha-
mento composto por sequéncias das HIUases e Transtirretinas no Swiss-Prot e a res-
pectiva rede de co-variagao com as comunidades identificadas por coloragao.

A rede de co-variagao gerada para a familia das HIUases e transtirretinas também

separou bem os residuos. Pode-se observar pela figura 4.5 que a maioria das comunida-
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des possuem uma tendéncia consideravelmente maior para uma classe do que a outra.
O principal indicativo de SDS obtido nesta analise consiste da comunidade 7, composta
por 6 residuos completamente conservados em HIUases e ausente nas transtirretinas
(tabela A.4). Outra trés comunidades podem ser consideradas possiveis determinantes
de transtirretinas: 2, 3 e 6 (tabela A.5.

Ao analisar a distribuicao espacial destas comunidades de residuos detectados
(figura 4.6) nas estruturas da HlUase e da transtirretina, é possivel observar que em
ambos os casos, os residuos tendem a estarem localizados na regiao dos sitios de ati-
vidade das mesmas. Principalmente em regioes que sofreram alteracoes na estrutura
secundaria, onde na HIUase se observa presenca de alcas, enquanto na transtirretinas
observa-se a presenca de folhas beta, fortalecendo a hipotese de que estes residuos se-
jam realmente determinantes da divergéncia funcional entre ambas as classes. Outro
ponto interessante é a Tyrll5 (numeracao referente a HIUase de camundongo), que
aparece na comunidade 7 como residuo polar. Esta tirosina é considerada um dos
principais motivos para a divergéncia funcional destas duas proteinas, uma vez que a
perda deste aminoacido pelas transtirretinas causou uma expansao da cavidade do sitio
ativo formando uma estrutura de tinel, o que provavelmente facilitou a capacidade de

interagao com o hormonio tireoidiano [Cendron et al., 2011; Lee et al., 2005].

Polar327
VAR

Transtiretina

Figura 4.6: Comparacao da cavidade do sitio ativo da HIUase de peixe-zebra (PDB:
2h1x) e da transtirretina de rato (PDB: 1gke). Os residuos da comunidade 7 estao
marcados na cor azul na estrutura da HIUase e os residuos da comunidade 6 estao
marcados na cor verde na estrutura da transtirretina.

O estudo com as amidases nao foi muito diferente, considerando as amidases que
possufam amostragem no Swiss-prot, foi identificado possiveis SDS para trés classes:

amidases de ureia, acetamidase e a GATA. Uma vez que a triade catalitica das ami-
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dases é conservada em toda a familia, é esperado que os residuos que determinem a
especificidade para cada tipo de ligante estejam no entorno da triade, na regiao da

cavidade catalitica.
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Figura 4.7: Frequéncia média dos residuos de cada comunidade em cada subalinha-
mento composto por sequéncias das amidases.

Como é possivel observar na figura 4.7, 7 comunidades demonstraram uma possi-
vel relagao de especificidade para GATA: comunidades 1, 3, 15, 17, 21, 24 e 36 (tabela
A.6 e figura 4.8). Ao mapear estas comunidades na estrutura de GATA de levedura
(PDB: 4n0h), foi possivel observar que os residuos detectados nas comunidades 1 e 3
estao concentrados na entrada da cavidade catalitica, um padrao que era esperado. As
comunidades 22 e 28 (tabela A.7) sdo aparentemente conservadas em acetamidases,
ja as comunidades 2 e 20 (tabela A.8), além de ocorrerem em acetamidases também
ocorrem em outra classe de amidases de acido carboxilicos, as amidases de acido graxo.
Atualmente nao ha nenhuma estrutura de acetamidases depositadas no PDBe, porém
ao mapear os residuos das comunidades 2 e 20 na estrutura da amidase de acido graxo
de rato (PDB: 3ppm), é possivel observar que os padroes nao estdo tao bem definidos
quanto no caso da GATA. Apesar de alguns residuos estarem interagindo com o ligante
ou proximo da interface de dimerizacao, ha também residuos mais afastados do sitio
em hélices e algas em contato com o solvente. As comunidades 8, 12 e 27 (tabela A.9)
também foram observadas estritamente conservadas em amidases de uréia, porém nao
hé estruturas disponiveis para localizar os residuos.

Nos estudos de caso realizados com a familia das GPCRs de classe A, a principio
foi procurado observar a efetividade da metodologia em detectar residuos determinan-
tes de especificidade em relacao aos tipos gerais de ligantes: aminérgicos, melatonina,

nucleotideo, acido carboxilico, lipideo, sensorial, peptideo, esteroide e proteina. Nesse
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Figura 4.8: Residuos das comunidades 1 e 3 mapeados na entrada do sitio ativo da
GATA de levedura.

sentido, é possivel observar pela figura 4.9 dois possiveis grupos: a comunidade 4,
exclusivamente conservada em GPCR’s aminérgicas e a comunidade 9, também exclu-
sivamente conservada em GPCR’s sensoriais. Os residuos da comunidade 4 (tabela
A.10) estao situados no sitio de ligagdo destas proteinas e muitos destes possuem ano-
tagoes no UniprotKb a respeito de interagao com ligantes. Em relacao a comunidade
(tabela A.11), mutagoes em residuos ja foram descritas por estarem relacionadas a
doengas hereditarias oculares, como a monocromacia de cone azul e a retinose pig-
mentar autossomica dominante [Sung et al., 1991; Nathans et al., 1993; Yang et al.,
1997; Gardner et al., 2010]. Além disto, a mutagao Lys312Glu (numeracao referente a
opsina sensivel a ondas longas humana) desnatura o sitio de ligagdo com o croméforo,

impedindo que a proteina seja ativada pela luz [Li et al., 1995].
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Figura 4.9: Frequéncia média dos residuos de cada comunidade em cada subalinha-
mento composto por sequéncias das GPCRs de classe A.

Outras comunidades nao apresentaram uma ocorréncia exclusiva para uma de-



4.2. CONJUNTO DE DADOS REAIS 53

terminado tipo de ligante, porém possuem uma conservacao local acima da média do
alinhamento, como no caso da comunidade 12 para GPCR’s que ligam a nucleotideos,
comunidade 13 para a classe dos acidos carboxilicos alifaticos, comunidade 11 para
peptideos, comunidades 5 para esteroides.

Foi avaliada também a capacidade de identificar sitios determinantes de espe-
cificidade para as subfamilias funcionais das GPCRs, isto é, referente a cada ligante
especificamente. Esta é uma tarefa nao trivial, uma vez que a familia possui cente-
nas de subclasses funcionais, muitas delas com identidade global extremamente alta,
outro fator dificultante estd na validacao, uma vez que o nimero de sequéncias de
cada subclasse depositadas no Swiss-Prot é geralmente muito baixo. Apesar disto,
como é possivel observar na figura 4.10, o método foi capaz de detectar alguns grupos

determinantes para as classes prostanoide, opsinas e hormoénios glicoproteicos.

é"rse%aor.n.ctors
i
[ace Wm
nglptensln

n‘} esin
h ¥E¥spok r]yéptide

rm Jﬁeptlde

F‘i gfgﬁf slr@g{fepllde

askqgrqssm and Oxytocin

E/cn#)ru((‘em Hormone
erin
[ fqa zg:qvﬁlng Factor
gsﬁ ﬁ i L7
F |¥ Acid
gyaosme
e
C P?ara e
% xycar oxylic Acid
Community

Figura 4.10: Frequéncia média dos residuos de cada comunidade da rede 2 em cada
subalinhamento composto pelas classes funcionais das GPCRs.

A comunidade 7, tabela A.12, é exclusivamente conservada em receptores de Pros-
tanoide. A importancia desta arginina na interacao com o ligante ja foi demonstrada
por diversos estudos de mutagéneses envolvendo receptores de prostaglandina [Huang &
Tai, 1995; Negishi et al., 1995; Chang et al., 1997; Kedzie et al., 1998]. A comunidade 9,
jé foi comentada anteriormente por se tratar de um determinante de especificidade para
GPCRs sensoriais. Porém, é possivel observar por esta figura, que este par de residuos
¢ literalmente exclusivo de receptores de opsinas. A comunidade 10 (tabela A.13), ape-
sar de possuir uma frequéncia razoavel nos receptores de relaxina, pode ser considerada

uma determinante de especificidade para os receptores de horménios glicoproteicos. A

gré‘ Dhh Releasing Hormone
sk
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comunidade é composta pelos residuos Tyr633, Glu883, Asp2832 e Pro3059 e é com-
pletamente conservada nestes receptores. Mutagoes no Asp633 ja foram associadas a
doengas nas trés subclasses de receptores de hormonios glicoproteicos: Hipogonadismo
masculino nos receptores de horménio foliculo-estimulante (FSHR) [Huhtaniemi, 2017];
puberdade precoce masculina, testotoxicose e hipogonadismo masculino nos receptores
de lutropina-coriogonadotropico (LSHR) [Kosugi et al., 1996; Siviero-Miachon et al.,
2017; Juel Mortensen et al., 2017; Huhtaniemi, 2017]; e bocio multinodular téxico nos
receptores de tirotropina (TSHR) [Tonacchera et al., 2000].

4.2.6 Validacao por classificacdo de sequéncias

Além de detectar possiveis grupos de residuos determinantes de especificidade,
a metodologia proposta é capaz de identificar grupos possivelmente proibitivos para
certas classes, sendo assim possivel criar uma espécie de assinatura para as sequéncias,
conforme a coocorréncia dos residuos detectados na rede. Caso estas assinaturas con-
tenham realmente informacgoes acerca de residuos determinantes e proibitivos para as
subclasses, é esperado que eles sejam suficientemente informativos para alimentar um
classificador de sequéncias. Portanto foi utilizado uma maquina de suporte de vetores
(SVM) alimentado pela média de frequéncia dos residuos de cada comunidade para
cada sequéncia depositada no Swiss-Prot.

E como ¢ possivel observar na tabela 4.1, o classificador conseguiu separar corre-
tamente as sequéncias de LYSC, LALBA e SACA3, bem como as transtirretinas das
HIUases. Ja no caso das amidases, devido a falta de sequéncias manualmente curadas,
nao foi possivel incluir as amidases de ureia e de indoleacetamida nesta anélise. Dentre

as classes restantes, o modelo errou apenas uma sequéncia de amidase de acido graxo.

Grupo Precisao Revocagao F1 Score Suporte
LYSC/LALBA 1,00 1,00 1,00 75
HIUase/TTR 1,00 1,00 1,00 25
Amidase 0,98 0,99 0,98 357
GPCR/General 0,87 0,87 0,85 1070
GPCR/Ligands 0,76 0,81 0,77 1049
Média/Total 0,84 0,86 0,84 2576

Tabela 4.1: Validacao da classificacao para as quatro familias analisadas.

A obtencao de uma alta taxa de acerto para a as familias da lisozimas, trans-
tirretinas e amidases j& era esperada, uma vez que foi detectado SDS para todas as

subfamilias analisadas nesta etapa. O principal desafio se trata da familia das GPCR’s,
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afinal s6 foi possivel detectar SDS para 2 classes das 9 gerais, e para 3 das dezenas
quando considerado o ligante especifico. Como é possivel observar na tabela 4.2, o
método foi capaz de determinar com precisao as sequéncias de GPCRs com ligantes
aminérgicos, esterdides, peptideos, proteicos e sensoriais. Porém nao demonstrou si-
nais de especificidade para as classes melatonina e dcidos carboxilicos alifaticos, mesmo
havendo uma comunidade 100% conservada em GPCR’s de acidos carboxilicos. Outro
fato interessante é que o classificador obteve uma alta taxa de acerto para a classe
das esteroides, mesmo esta nao demonstrando nenhum sinal de determinantes de es-
pecificidades conforme observado na figura 4.9. Isto pode ser atribuido pelo fato desta
classe possuir uma baixa frequéncia para as comunidades 1 e 2 (rede 2), que além de
serem bastante conservadas no alinhamento global, sao também conservadas em todas
as subclasses analisadas, gerando um padrao proibitivo. Estas comunidades incluem

residuos importantes para a atividade geral das GPCRs, incluindo o principal motivo
da familia, NPxxY.

Grupo Precisao Revocacao F1 Score Suporte
Acido carboxilico 0,00 0,00 0,00 12
Aminérgico 0,98 0,97 0,98 235
Esteroide 0,91 1,00 0,95 10
Lipideo 0,98 0,70 0,82 137
Melatonina 0,00 0,00 0,00 11
Nucleotideo 0,94 0,44 0,60 66
Peptideo 0,75 0,97 0,84 66
Proteina 0,94 0,84 0,89 139
Sensorial 1,00 1,00 1,00 78
Média/Total 0,87 0,87 0,85 1070

Tabela 4.2: Acuréacia da classificagao das sequéncias de GPCR, utilizando como fonte
de informagao os vetores de frequéncia média de cada sequéncia para cada comunidade
da rede 2.

Apesar da deteccao de apenas 3 comunidades com possiveis caracteristicas de
SDS, quando considerando as classes de acordo com os ligantes, a informagao gerada por
essa rede foi suficiente para que um classificador conseguisse distinguir a grande maioria
das subclasses funcionais. Como é possivel observar na tabela anexo A.1, o classificador
obteve um F'1 Score médio de 0.77, e apenas 10 das 52 subclasses nao mostraram
nenhum sinal de especificidade (Aminas de Trago, Apelina, Chemerina, Dopamina,
Galanina, Lisofosfolipideo LPA, Neuropeptideo FF, Neuropeptideo W, Neurotensina e

Urotensina).
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Como o método foi capaz de classificar corretamente a maioria das classes neste
cenario, foi buscado o entender o tanto que a informacao de residuo proibitivo foi im-
portante nesta classificacao, afinal haviam apenas trés SDS. Para isto, foi utilizado um
random forest para calcular o quanto que cada feature (neste caso comunidade) influen-
ciou na decisao do classificador. Como pode ser visto na figura 4.11, apenas uma tnica
comunidade foi completamente ignorada pelo classificador, a comunidade 3, afinal era
uma comunidade praticamente ausente em todas classes analisadas. Mas o interessante,
é que as comunidades contendo SDS (7, 9 e 10) foram as que menos influenciaram as
decisoes, afinal estas apenas influenciam os resultados de uma tnica subclasse. Isto
mostra o tanto que a informagao de residuos proibitivos (anti-correlacionados) sao in-

formativos na definicao de especificidade de sequéncias.
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Figura 4.11: Eficacia de cada comunidade detectada na classificagao de sequéncias.
O céalculo foi realizado por um algoritmo random forest. As letras A e B se referem
respectivamente as comunidades detectadas pelo método proposto e por um algoritmo
de maximizacao da modularidade por simulated annealing.

4.2.7 Correlacao entre grupos detectados e proteinas nao

caracterizadas

Uma das principais aplicacoes de métodos de detecgao de SDS consiste em auxiliar
processos de caracterizacao de proteinas. Tendo em vista que o método obteve bons
resultados na classificacao de sequéncias conhecidas e que muitas das comunidades
detectadas nao consistiam de SDS claros para grupos ja conhecidos, foram realizados
testes com proteinas 6rfas ou ainda nao caracterizadas.

No caso da familia das lisozimas de tipo C e alfa-lactoalbuminas, foi separado

5 classes de proteinas similares a lisozimas extraidas do Swiss-Prot: Lysozyme-like
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proteins 1, 2,4, 5 e 6. Ao plotar as frequéncias médias de acordo com as comunidades,
é possivel constatar que a assinatura de todas elas se assemelham mais as LYSC e
SACA3 do que as LALBA. Nenhuma das 5 classes analisadas possuem as comunidades
10, 14 e 19, determinantes de LALBA, além disto, a maioria destas classes possuem
uma série de comunidades que s@o proibitivas em LALBA. Portanto, é improvével
que estas proteinas tenham a capacidade de se interagir com fons de calcio. Outro
ponto interessante é que nenhuma das classes também possuem simultaneamente as
duas comunidades detectadas como determinantes de lisozimas, nem a comunidade
determinante de SACA3. Porém, a comunidade 8, que inclui o sitio ativo das lisozimas,
é razoavelmente conservada nas LIZL5 e LIZL6 e de fato a atividade bacteriolitica
das LIZL6 ja foi demonstrada [Wei et al., 2013; Huang et al., 2017|. LIZL4 também
possui uma caracteristica tnica, que é a auséncia de quatro comunidades conservadas
nas lisozimas. Ao incluir estas 5 novas classes, mais duas possiveis SDS aparecem:
comunidade 12 (composta por Glu64, Lys83, Non-Polar86 e Glu92,), conservada nas
LIZL4 (e frequente em algumas LIZL6) e a comunidade 37 (composta por Glub8 e um

negativamente carregado 144) conservada nas LIZL6.
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Figura 4.12: Frequéncia média dos residuos detectados nos sublinhamentos compostos
por sequéncias de subfamilias nao caracterizadas da familia dos glicolideos hidrolase 22
obtidos no Swiss-Prot.

Uma caracteristica interessante da familia dos receptores acoplados & proteina G,
é que ainda existem diversas sequéncias orfas, proteinas cujo ligante ou até mesmo sua

funcao sao desconhecidos. Tendo isto em vista, foi realizado um teste de classificacao
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das 195 sequéncias anotadas como 6rfas no GPCRdb [Munk et al., 2016]. E possivel
observar na figura 4.13, que os resultados da classificacao em relagao aos ligantes es-
pecificos obtiveram uma baixa confiabilidade. Porém tal resultado, além de esperado
é interessante, pois, dado que estas proteinas possuem ligantes/fun¢ao desconhecidas e
distinta das anotadas, seus rétulos correspondentes nao estariam disponiveis na etapa
de treinamento. J& em relagao as classes genéricas (aminérgicas, esterdides, lipidos,
etc.), a classificacdo obteve resultados instigantes. Mais de 25% das sequéncias ob-
tiveram probabilidade de estimagao acima de 80%. Além disto, o método classificou
corretamente todos os receptores de amina trago, receptores sabidamente aminérgicos,
porém com ligantes ainda desconhecidos [Zucchi et al., 2006]. A tabela anexo A.2 lista

o resultado da classificacao de todas as sequéncias orfas.

1.0

0.6

Probabilidade de Predicao

0.2

0.0
|

T T
Genéricas Ligantes

Classes

Figura 4.13: Distribuicao das probabilidades de classificacao entre classes genéricas e
ligantes especificos das GPCRs orfas

A GPR61 se trata de um caso interessante, pois ainda se sabe muito pouco a
seu respeito. E sabido que é um receptor 6rfao, expresso abundantemente no cérebro
[Toyooka et al., 2009]. Analises filogenéticas a classificaram como um receptor de me-
latonina |Bjarnadottir et al., 2006; Gloriam et al., 2007; Civelli et al., 2013|, porém um
estudo recente demonstrou sua incapacidade de interacao com ligantes de melatonina
[Oishi et al., 2017]. Esta sequéncia possui algumas comunidades determinantes de es-
pecificidade para receptores aminérgicos, e sua probabilidade de predig¢ao foi de 0.75.

Apesar de ainda ser um caso em aberto, um artigo recente de fato demonstrou a capa-
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cidade desta proteina de interagir com o 5-(Nonyloxy)Tryptamine [Kozielewicz et al.,
2019|, um ligante ja conhecido por interagir com receptores de serotonina |Glennon
et al., 1994, 1996]. Outros acertos recentemente elucidados foram a GPR151, provavel
receptor de galanina [Liu et al., 2010] e a GPR19, provavel receptor de adropina [Rao
& Herr, 2017|.

4.3 CONAN

O CONAN ¢ a ferramenta computacional desenvolvida para facilitar o uso e a
interpretacao dos resultados através da metodologia proposta. A ferramenta aceita
quatro tipos de entradas: alinhamento multiplo de sequéncias (Selex or fasta), uma
Unica sequéncia no formato fasta, um Pfam ID ou um Uniprot ID. Porém caso seja
fornecido uma sequéncia ou Uniprot ID, o método realizarda um HmmerScan |Finn
et al., 2011] para encontrar o dominio correspondente e posteriormente adquirir o ali-
nhamento diretamente do Pfam. Infelizmente, devido ao fato de ser um sistema web, o
CONAN possui uma limitagao no tamanho do alinhamento de entrada, porém caso o
usuario deseje analisar dados maiores, existe a opcao de baixar e utilizar diretamente
os scripts consumidores utilizando o terminal. A ferramenta pode ser acessada em:
http://bioinfo.ich.ufmg.br/conan/ [Fonseca et al., 2020].

As péaginas de relatorios do CONAN sao divididas em 8 abas: principal, rede, con-
servacgao, sequéncias de referéncias, estrutura, caracteristicas, aderéncia e taxonomia.
Boa parte das anélises realizadas anteriormente neste trabalho ja podem ser feitas de
forma automatizada pelo CONAN;, inclusive o cruzamento de dados com outros bancos
de dados, como Uniprot, PDBe, GO e INTERPRO.

4.3.1 Entrada

A pagina de entrada dos resultados permite que o usuario possa refinar os pa-
rametros da rede e ver como isto afeta as comunidades e as subfamilias geradas por
elas. Nesta pagina, o usuario pode selecionar um corte na rede (figura 4.14A) e para
este valor selecionado, visualizar a distribuicao de cada comunidade na sequéncia ali-
nhada, visualizar a matriz de coocorréncia de cada comunidade e para cada comunidade
visualizar os graficos de frequéncia dos residuos da comunidade em subalinhamentos
formados de acordo com termos do Gene Ontology e do INTERPRO. O valor de corte
selecionado nesta pagina é salvo em cache e seréd utilizado durante toda navegagao na

aplicagao.
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Figura 4.14: Pégina principal dos relatorios gerados pelo CONAN. A) Selecao do corte
da rede; B) Coeficiente de Coocorréncia médio por nimero de comunidades pra cada
corte da rede; C) Distribui¢ao das comunidades na sequéncia consenso; D) Selegao da
comunidade; E) Matriz de coocorréncia para comunidade selecionada; F) Distribui-
¢ao de termos (GO e INTERPRO) para subalinhamentos gerados pela presenca dos
residuos da comunidade selecionada.
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4.3.2 Rede

A aba da rede de coevolugao, como o nome ja diz, contém uma visualizacao da
rede gerada. Assim como na pagina principal, aqui também é possivel alterar o valor de
corte e ver como isso afeta a rede. Além disto, também é possivel alterar parametros
estéticos da rede, como escalar os noés de acordo com a frequéncia no alinhamento,
colorir os noés de acordo com as comunidades detectadas e escalar as arestas de acordo

com escores de coocorréncia.
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Figura 4.15: Rede de coevolugao gerada pelo CONAN

4.3.3 Conservacao

A aba de conservacao permite que o usuério interaja com o alinhamento multi-
plo de sequéncias original, filtrado e subalinhamentos compostos por sequéncias que
possuem cada padrao de comunidade. A pagina inclui uma subaplicacao incorporada
pelo MSAViewer [Yachdav et al., 2016] que permite que o usuério realize uma série
de interagbes com os alinhamentos, como: ordenar e filtrar, buscar sequéncias e colu-
nas, encontrar motivos, gerar logos, aplicar diferentes escalas de coloragao de residuos,

exportar o alinhamento, entre outras (figura 4.16).

4.3.4 Sequéncias de referéncia

Esta pagina permite que o usuario informe um conjunto de sequéncias presentes
no alinhamento de entrada. Cada residuo de cada comunidade detectada é entao
mapeado em cada sequéncia do conjunto informado. Este tipo de andlise permite
gerar automaticamente tabelas como as do apéndice deste trabalho, onde o usuério
pode incluir ortélogos e paralogos e observar quais residuos de cada comunidade sao

mantidos e quais s@o as substituigdes que ocorreram (figura 4.17).
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Figura 4.17: Comparacao entre duas comunidades detectadas utilizando um conjunto
de sequéncias de Lisozimas e um conjunto de sequéncias de alfa-lactoalbuminas.

4.3.5 Estruturas

Na aba de estruturas, o usuario pode fornecer um arquivo de estrutura para
ser alinhado com uma sequéncia do alinhamento e posteriormente mapeado com os
resultados obtidos. A estrutura pode ser fornecida pelo usuario através de um arquivo
no formato PDB ou adquirida automaticamente através da REST API do PDBe. Apés
a submissao da estrutura, sao geradas cinco visualizacoes. Uma destas visualizagoes
consiste na distribuicao das comunidades e anotagoes automaticamente adquiridas do
UniprotKb na sequéncia da estrutura fornecida (figura 4.18A). Algumas anotagdes
que sao mapeadas neste método incluem: estruturas secundarias, sitios ativos, pontes
disulfeto e dados de mutacoes. Além disto, esta pagina também permite que o usuario
interaja com a estrutura fornecida utilizando escalas de cor de acordo com a frequéncia
de cada residuo no alinhamento ou de acordo com as comunidades detectadas (figura
4.18B e D). Nesta pagina também é possivel gerar uma rede de contatos estruturais
incluindo apenas os nés detectados pelo método, assim o usuario pode comparar de
forma interativa como os contatos entre os residuos detectados mudam de acordo com
diferentes estruturas (figura 4.18C). Por fim, este método também gera uma tabela

com o mapeamento das posi¢oes no alinhamento, sequéncia e estrutura (figura 4.18E).
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Figura 4.18: Relatorio gerado pelo CONAN a partir de um arquivo de estrutura.

4.3.6 Caracteristicas

A aba de caracteristicas faz o cruzamento de todos os residuos detectados em cada

comunidade com anotacoes posicionais adquiridas automaticamente do UniprotKb.
Esta fungao pode ser bastante importante para entender o papel biol6gico de um grupo
de residuos coevoluidos, pois muitas vezes o sitio determinante de especificidade de uma
subfamilia vai estar localizado em variagoes no sitio ativo. Este tipo de padrao pode

ser facilmente observado nessa analise, como exemplificado na figura 4.19.
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Figura 4.19: Mapeamento de anotacoes do UniprotKb para dois residuos de comuni-
dades distintas da familia das lisozimas e alfa-lactoalbuminas.

4.3.7 Aderéncia

Uma das principais formas de se avaliar sitios determinantes de especificidade
consiste em plotar gréaficos de aderéncia dos grupos de residuos em subconjunto de
sequéncias agrupadas por algum critério, como os graficos e mapas de calor presentes
nas andlises com dados reais neste trabalho. CONAN permite gerar estes graficos de
forma automatica, utilizando sequéncias extraidas do Swiss-Prot (ou do TrEMBL se o
usuéario preferir) e com a possibilidade de agrupar de acordo com uma série de fato-
res, como: classificagdo enzimética (E.C. number), Gene Ontology (fungao molecular,
processo biologico e localizagao celular), INTERPRO, gene, intera¢do com proteinas e

envolvimento em doengas (figura 4.21).
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Figura 4.20: Exemplo de grafico de aderéncia de comunidades gerado pelo CONAN,
utilizando a fungao molecular (GO) como forma de agrupamento.

4.3.8 Taxonomia

A pégina de taxonomia permite uma andlise similar a da aderéncia, porém agora
em relagao a distribuigao taxonémica dos subalinhamentos baseado em comunidades.

A pégina contém duas visualizagoes no estilo sunburst, sendo uma distribuicao taxond-
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mica do alinhamento completo e a distribuicao taxondémica de acordo com a comuni-
dade selecionada. O usuario também pode navegar pelos clados e realgar um clado
especifico nos trés plots. Além da distribuicao taxonoémica, a pagina também contém
um grafico que faz a comparagao da frequéncia dos residuos da comunidade selecionada
no alinhamento e em um subalinhamento baseado no clado selecionado. Este tipo de
analise permite encontrar relagoes de especificidade taxondémica, como a descoberta de
um receptor nuclear especifico de nematodos caracterizado por uma especificidade no
seu p-box (a regiao da proteina responsavel pela seletividade por um elemento respon-
sivo) [Afonso et al., 2013]. Um exemplo pratico pode ser ser visto na figura 4.21, a
detec¢ao de uma comunidade de lisozimas nao caracterizadas (LLP’s), sem o sitio ativo

tradicional das lisozimas, e que ocorre especificamente em insetos.
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Figura 4.21: Distribui¢ao taxonémica de do alinhamento e de um subalinhamento base-
ado na comunidade 3. Nesta imagem ¢é possivel observar que os residuos da comunidade
selecionada ocorrem especificamente em insetos, em cerca de 10% das sequéncias do
alinhamento e 20% das sequéncias de insetos no alinhamento.

4.4 CEvADA

Como ja demonstrado previamente, dados de coevolucao de residuos podem au-
xiliar processos de anotagoes de sequéncias. Porém, o custo computacional desse tipo
de analise o torna praticamente impraticavel, tendo em vista que na maioria das vezes
0 usuario nao vai querer anotar uma Unica sequéncia, mas sim um proteoma inteiro.
Tendo isso em mente, desenvolvemos o CEvADA, um banco de dados de sitios deter-

minantes de especificidades preditos por analise de coevolucao de residuos. O principal
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objetivo do CEvADA é ter as correlagoes pré-calculadas e fornecer uma API para que
softwares externos adquiram esses dados de forma programatica e os incorporem em
suas analises. O banco pode ser acessado em http://bioinfo.icb.ufmg.br/cevada.

O CEvADA foi construido em cima do Pfam, utilizando o mesmo esquema de
banco de dados como base. Portanto, os dados do mesmo foram também utilizados para
calcular as correlagoes. Atualmente o banco possui dados de aproximadamente 35% dos
alinhamentos disponiveis na versao 32 do Pfam, foram incluidos todos os alinhamentos
que possuem entre 500 e 20.000 sequéncias apds o pré-processamento. A principal
dificuldade em aumentar essa taxa esta relacionado a falta de amostragem. Como é
possivel observar na figura 4.22, a maior parte dos alinhamentos do Pfam possui uma

amostragem muito baixa, insuficiente para realizar qualquer tipo de anélise estatistica.
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Figura 4.22: Distribui¢ao do tamanho dos alinhamentos do Pfam. Destacado em azul
estao as familias atualmente inseridas no CEvADA

4.4.1 REST API

O sistema possui dois pontos finais de uma API REST para fazer a comunicacao
do banco com softwares externos e internos, sendo um retornando dados relativos a
uma familia de proteinas e o outro relativo a uma tnica proteina. Ambos os pontos
fazem a comunicagao via GET com saida no formato JSON. Além disto, ambos aceitam

dois tipos de entradas, no caso de familia é aceito o Pfam ID ou o c6digo de acesso,



4.4. CEVADA 67

e de forma semelhante, no caso de proteinas, é aceito o UniProtKb ID ou o cédigo de
acesso.

Além de informagoes gerais da familia ou da proteina, os pontos retornam os
dados de coevolugao ja mapeados de acordo com o tipo de entrada, mostrando inclusive
possiveis substitui¢coes. No caso de uma familia de proteinas, os dados sao retornados
mapeados para todas as sequéncias do alinhamento Full do Pfam, no caso de uma tinica
proteina, os dados sao mapeados para todos os dominios que representem entradas no
Pfam. Exemplos de saidas podem ser visto na figura 4.23 e os esquemas completos

podem ser acessados no material suplementar, nas figuras A.16 e A.17

v object {1} v object {2}
v sequence {14} v SDB {3}
accession : Q7RTX1 v communities {3}
complete_proteome : v WAYXF8_STRPU/361-595 {2}
description : Taste receptor type 1 member 1 v matches [2]
evidence : Evidence at transcript level v o [3]
v families [4] 0 :Pa76
v o {1} 1 :(426
v pfam {4} 2 1497
accession : PFO1094 » 1 [4]
description : Receptor family ligand binding region v unmatches [2]
id  : ANF_receptor v 0o [1]
v subdomain [1] 0 :S443(W)
v 0 {4} » 1 [0]
v SDB {3} » X0C2D0_FUSOX/4-218 {2}
v communities [3] v msa_num [2]
» 0 {2} v o [4
» 1 {2} 0 :P911
v 2 {2} 1 :We33
v msa_numbering [2] 2 (583
0 G268 3 (1036
1 :C1229 > 1 4]
v seq_numbering {2} num_residues : 8
matches : G99 (238 score : 0.8
unmatches v pfam {33}
num_residues : 7 SDB :
score : 0.7 accession : PFOQ002

aligned_sequence : average_coverage : 27.34

average_length : 225
build_method : hmmbuild -o /dev/null HMM SEED

comment : This_family is known as Family B, the se
fungi or prokaryotes. Three distinct sub
cAMP-mediated signalling pathways. Subfa
receptors for latrotoxin (such as Swiss:
proteins (e.g. Swiss:P83119). Other than
and an intracellular loop (IC3) required

a) Sequéncia b) Familia

Figura 4.23: Exemplos de saida da API do CEvADA. a) ponto de saida de sequéncias
e b) ponto de saida de familia.

4.4.2 \istas

As vistas sao péaginas de entradas de um banco de dados. No caso do CEvADA,
o sistema web do banco possui duas vistas para facilitar o acesso aos dados através do
navegador: sequéncia e familia. Ambas as vistas sao alimentadas pela prépria API do
CEvADA, descrita anteriormente, além de também utilizar dados de API’s externas,
como o UniProtKb, PDBe, Gene Ontology Resource e Wikipedia.
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As paginas de entrada de sequéncias, como pode ser visto na figura 4.24a, contém
a descrigao e anotagoes gerais extraidas do UniProtKb. Além disto, todas as regices
e dominios conhecidos, incluindo dominios com entrada no Pfam, sdo mapeados e
ilustrados em uma visualizagao de dados adaptada do ProtVista [Watkins et al., 2017].
Para cada dominio Pfam, se ele é representado no CEvADA, é mostrado sua lista de
comunidades detectadas, com os residuos ja representados utilizando a numeracao da
proteina da pagina e caso o residuo nao seja conservado nesta proteina, ¢ mostrado o
aminoacido substituido.

A péagina que representa entradas de familias de proteinas, exemplificada na figura
4.24b, assim como o proprio Pfam, utiliza descrigoes automaticamente extraidas do
Wikipedia. Também é incluso links de termos GO e INTERPRO que representem a
familia e as referéncias de artigos que o Pfam utilizou para definir a familia. A pagina
também inclui visualizacoes de dados que também estao presentes no CONAN, como

a rede, localizagao das comunidades no alinhamento e as matrizes de correlacao.
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Figura 4.24: Vistas do CEvADA



Capitulo 5

Consideracoes Finais

5.1 Conclusoes

Foi demonstrado neste trabalho que a representacao de um alinhamento multiplo
de sequéncias como uma rede de afiliacao de residuos pode ser efetiva para a deteccao de
padroes de coevolucao de residuos e detecgao de sitios determinantes de especificidades.
Isto é um fator interessante, afinal abre uma a possibilidade para que esta modelagem
seja aplicada a diversos outros problemas biol6gicos. Um possivel exemplo consiste em
analisar a outra projecao da rede bipartida, gerando um agrupamento de sequéncias
de acordo com a tendencia em possuir os mesmos conjuntos de residuos.

O método apresentado aqui possui algumas caracteristicas incomuns em relagao
a literatura, como a capacidade de realizar analises exploratorias de determinantes
de especificidades e a capacidade de se trabalhar com alinhamentos com um grande
numero de sequéncias e colunas. Apesar de haver uma restricao em relagao ao tamanho
do alinhamento de entrada no CONAN, ele também abre uma nova possibilidade de se
analisar coevolucao de residuos de uma forma simples, no proprio navegador e sem a
necessidade de baixar programas e bibliotecas de terceiros. Além disto, esta restricao é
em partes compensada pelo CEVADA, que ja possui dados pré calculados para a maior
parte de familias plausiveis de serem analisadas (que possuem um nimero minimo de
sequéncias) do Pfam. Neste caso, a simplicidade é ainda maior, pois sé resta ao usuério
interpretar os resultados.

O fato de redes de afiliagoes serem cada vez mais utilizadas e nos mais variados
contextos (como pode ser visto na figura 5.1), faz com que novos métodos e aprimo-
ramentos neste tipo de anélises sejam constantemente publicados e consequentemente
podem ser utilizados para aprimorar ainda mais a eficiéncia e a complexidade desta

abordagem.
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Publicagdes relacionadas a redes de afiliagéo ao longo dos anos
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Figura 5.1: Artigos relacionados a redes bipartidas no Web of Science

Foi demonstrado que sinais de coevolugao de residuos podem ser utilizados como
estimadores para classificacao funcional de sequéncias. Porém, o custo computacional
para calcular coevolugao em tempo de execugao de uma anotagao praticamente invi-
abiliza esse tipo de abordagem. Contudo, a API presente no CEVADA permite que
ferramentas externas adquiram estes dados, ja previamente calculados, em tempo de
execucao e utilize para alimentar algoritmos de aprendizagem de méquina.

A metodologia apresentada neste trabalho contribui nao apenas com a biologia
computacional, mas com a ciéncia como um todo, uma vez que esta pode ser adaptada

e aplicada em diversos outros contextos relacionados a sistemas de afiliagao.

5.2 Trabalhos Futuros

Como a area de ciéncia das redes tem evoluido muito rapido, é importante avaliar novas
abordagens de validagao de arestas e deteccao de comunidades em redes bipartidas que
podem aprimorar a metodologia proposta neste trabalho. Além disto, um dos planos
futuros é incorporar a metodologia proposta na ferramenta PFstats [Fonseca-Junior
et al., 2018|, para que os usuarios possam analisar alinhamentos maiores no proprio
computador com auxilio de uma interface gréafica e com acesso a todas as visualizagoes
de dados geradas pelo CONAN e pelo PFstats.

Em relaggo ao CONAN, pretendemos adicionar suporte para que os usuérios
obtenham novos tipos de alinhamentos de forma automatizada, além do Full do Pfam,
como os baseados em proteomas representativos, NCBI e metagenémica. Outro ponto
a ser aprimorado é permitir o mapeamento de uma sequéncia a miltiplas cadeias de
uma estrutura.

O CEvADA ainda esta em desenvolvimento, portanto os proximos planos incluem
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adicionar uma ferramenta de busca por sequéncias (blast) utilizando apenas sequéncias
que possuem entradas no CEvADA. Adicionar uma méaquina de busca eficiente, atual-
mente o CEVADA utiliza um sistema de busca simples, utilizando apenas combinagao
perfeita com algumas chaves do banco. O plano para o futuro é utilizar a ferramenta
Solr, para indexar uma maquina de busca moderna. Criar um servidor FTP para
facilitar o acesso aos dados brutos do banco de dados.

Finalmente, ap6s a publicacao do CEvADA, planejamos desenvolver uma nova
ferramenta, baseada em técnicas de de aprendizagem de maquina, que utilize os dados

fornecidos pela API do CEvADA para realizar predi¢ao funcional de proteinas.
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Apéndice A

Material Suplementar

A.0.1 Lisozimas de tipo C/Alfa-lactoalbuminas

Community 8 Community 21
Sequence Aromaticl1l6 Very Small164 D103 E81 Non-Polar218 Pos. Charged128 N71 G126
LALB1_HORSE M59 172 E49 S33 Y103 Q65 E25 No64
LALBA_BOVIN 178 191 E68 T52 Y122 Q84 E44 D83
LALBA_HUMAN L78 191 E68 T52 Y122 Q84 E44  S83
LALBA_MOUSE 192 E69 T53 Y123 E85 E45 S84
LALBA_PIG L78 190 E68 152 Y121 Q84 E44 N83
LALBA_RABIT L78 191 E68 T52 H122 Q84 E44 K83
LALBA_RAT N78 191 E68 T52 Y122 E84 E44 S83
LALBA_SHEEP 178 191 E68 T52 Y122 Q84 E44 D83
LYSC1_HORSE N68
LYSC1_PIG
LYSC1_RAT D45
LYSC1_SHEEP
LYSC2_BOVIN
LYSC2_PIG - -
LYSC2_RAT
LYSC3_BOVIN
LYSC3_PIG
LYSC3_SHEEP
LYSC_BOVIN
LYSC_CHICK L93
LYSC_HUMAN
LYSCK_SHEEP
LYSCN_BOVIN
LYSCT_BOVIN
SACA3_BOVIN K97 L109 N87 AT0 S141
SACA3_CANLF K97 V109 N87 T70 S141 N103 D62 L102
SACA3_HUMAN R149 V161 N139 T122 Y193 - D114 L154
SACA3_MOUSE R155 L167 N145 T128 Y199 Al161 D120 L160
SACA3_PANTR R149 V161 N139 T122 Y193 - D114 L154

Figura A.1: Comunidades especificas de Lisozimas C
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Community 10 Community 19
Sequence E103 E71 V91 QE40 D181 D186 D187
LALB1 HORSE
LALBA BOVIN
LALBA_HUMAN
LALBA MOUSE
LALBA PIG
LALBA_RABIT
LALBA_ RAT
LALBA_SHEEP
LYSC1_HORSE D53 N27 N44 V2
LYSCL1 PIG D51 N27 N44 V2 Q89
LYSC1_RAT D71 D45 N62 120 |Q104 Q109 Al110
LYSC1_SHEEP D71 N45 N62 V20 |[E104 K109 Al110
LYSC2_BOVIN D71 N45 N62 V20 |[E104 K109 Al110

LYSC2_HORSE - N26 - V2 |- - -
LYSC2_PIG D69 N45 N62 V20 Q107
LYSC2_RAT D71 N45 N62 V20 Q104 Q109 Al10
LYSC3_BOVIN D71 N45 N62 V20 E104 K109 Al110
LYSC3_PIG D71 N45 N62 V20 Q109
LYSC3_SHEEP D71 N45 N62 V20 E104 K109 Al110
LYSC_BOVIN D71 N45 N62 V20 E104 K109 A110
LYSC_CHICK D70 N45 N62 V20 S103 Al108 S109

LYSC_HUMAN D71 N45 N62 V20 Q104 D109 Al110
LYSCK_SHEEP D53 N27 N44 V2 Q86 Q91 A92

LYSCN_BOVIN D71 N45 N62 V20 Q104 Q109 Al110
LYSCT_BOVIN D71 N45 N62 T20 K104 Q109 Al10

SACA3_BOVIN N87 D62 D79 V37 |N119 T125
SACA3_CANLF N87 D62 D79 V37 |N119 T125
SACA3_HUMAN | N139 D114 D131 L89 N171 T177
SACA3_MOUSE | N145 D120 D137 V95  N177 S183
SACA3_PANTR | N139 D114 D131 L89 N171 T177

Figura A.2: Comunidades especificas de Alfa-lactoalbuminas
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Community 18
Sequence E93 M192 N104
LALB1_HORSE N44 K93 Y50
LALBA_BOVIN N63 K112 Y69
LALBA_HUMAN | N63 K112 Y69
LALBA_MOUSE | D64 K113 Y70

LALBA PIG D63 K111 Y69
LALBA_RABIT N63 MI112 Y69
LALBA_RAT N63 K112 Y69

LALBA_SHEEP N63 K112 Y69
LYSC1_HORSE K46 K9% Y54
LYSC1_PIG N46 K95 Y52
LYSC1_RAT N64 K115 Y72
LYSC1_SHEEP N64 K115 Y72
LYSC2_BOVIN N64 K115 Y72
LYSC2_HORSE - - -

LYSC2_PIG N64 K113 Y70
LYSC2_RAT N64 K115 Y72
LYSC3_BOVIN N64 K115 Y72
LYSC3_PIG N64 K115 Y72

LYSC3_SHEEP N64 K115 Y72
LYSC_BOVIN N64 K115 Y72
LYSC_CHICK N64 K114 Y71
LYSC_HUMAN N64 K115 Y72
LYSCK_SHEEP | N46 K97 Y54
LYSCN_BOVIN N64 K115 Y72
LYSCT_BOVIN N64 K115 Y72
SACA3 BOVIN S88
SACA3_CANLF

SACA3_HUMAN
SACA3_MOUSE
SACA3_PANTR

Figura A.3: Comunidades especificas das proteinas associadas a membrana do acros-
somo do espermatozoide
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A.0.2 HIlUases e Transtirretinas

Community 7

Sequence Hydrophobic32 Hydroxyl33 H35 Hydrophobic296 Polar327 Pos. Charged328
HIUH1_CAEEL

HIUH1_RHIME

HIUH2_CAEEL

HIUH2_RHIME

HIUH_BACHD

HIUH_BACSU

HIUH_CAUCR

HIUH_DANRE

HIUH_DEIRA

HIUH_ECOLI

HIUH_MOUSE

HIUH_PSEAE

HIUH_RALSO

HIUH_RHILO

HIUH_SALTY

HIUH_SCHPO

TTHL_ARATH

TTHY_BOVIN - - K35 Al117 - -
TTHY_CHICK - - K38 A120 - -
TTHY_HUMAN - - K35 Al17 - -
TTHY_MONDO - - K37 A119 - -
TTHY_MOUSE - - K35 Al117 - -
TTHY_PANTR - - K35 A117 - -
TTHY_PIG - - K35 A117 - -
TTHY_PONAB - - K35 A117 - -
TTHY_RABIT - - K15 A97 - -
TTHY_RAT - - K35 A117 - -
TTHY_SHEEP - - K35 A117 - -
TTHY_XENTR - - K38 A119 - -

Figura A.4: Comunidades especificas de HIUases

Community 2 | Community 3 Community 6 Community 8
Sequence V34 V223 | T129 W233 L30 M31 K35 F107 E120 H123 H269 A296 G303 A315 T330 K222 E273
HIUH1_CAEEL |A29 L85 P74 Y93 - - H30 158 R68 D70 Y102 1111 - P121 - R84
HIUH1_RHIME |T13 L70 L58 L78 F - H14 142 R52 D54 L9 199 - P109 - E69 P94
HIUH2_CAEEL |A30 L86 P75 Y% - - H31 159 R69 D71 Y103 1112 - P122 - R85
HIUH2_RHIME |T9 L66 M54 F74 - - H10 138 R48 D50 L87 196 - P106 - E65 P91
HIUH_BACHD |T7 L65 L53 F73 - - H8 L37 R47 D49 L8 L9 - P105 - E64 P90
HIUH_BACSU |T6 M60 L48 F68 - - H7 M32 R42 D44 181 L9 - P100 - V59 T85
HIUH_CAUCR |T6 L61 - F69 F - H7 L35 R45 R47 182 Vo1 - P101 - R60 V86
HIUH_DANRE  |T30 Ms88 - - H31 161 R71 P73 Y105 1114 - P124 -
HIUH_DEIRA 9 L66 154 F74 - - H10 V38 R48 D50 L8 V95 - P105 - E65 T90
HIUH_ECOLI P76  F95 - - H32 160 R70 K72 F104 1113 - P123 - R86 P108
HIUH_MOUSE |T10 L68 F - H11 141 R51 P53 Y85 194 - P104 -
HIUH_PSEAE |T15 L72 L60 Y80 - - H16 144 R54 D56 L93 1102 - P112 - Q71 V97
HIUH_RALSO T6 L63 L51 Y71 F - H7 135 R45 E47 184 V93 - P103 - E62 T88
HIUH_RHILO T14 L71 L59 L79 - - H15 143 R53 D55 192 M101 - P110 - E70 P96
HIUH_SALTY P75  F94 - - H31 159 R69 K71 F103 1112 - P122 - R85 P107
HIUH_SCHPO |A15 F75 V63  F83 - - H16 147 R57 T59 Y92 1101 - P110 - T74
TTHL_ARATH T208 1276 D264 S284 - - H209 V248 R258 G260 F289 V298 Q302 P310 - R275 S293
TTHY_BOVIN
TTHY_CHICK R93 D115
TTHY_HUMAN
TTHY_MONDO D114
TTHY_MOUSE R90 D112
TTHY_PANTR
TTHY_PIG
TTHY_PONAB
TTHY_RABIT
TTHY_RAT R90
TTHY_SHEEP
TTHY_XENTR 193 166 S140 D114

Figura A.5: Comunidades especificas de Transtirretinas
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96 APENDICE A. MATERIAL SUPLEMENTAR

Community 22 | Community 28
Sequence E964 H2952 Q150 P1961
DURL1_YEAST V139 Q393 P47 K278
FAAH1 HUMAN | D195 L481 | K109 A341
FAAHL_MOUSE | D195 L481 | K109 A341

FAAH1_PIG D195 L1481 | R109 A341
FAAH2_HUMAN P83 D325
FAAH1_CAEEL N192 E98 A340
AMDS_ASPOR

AMDS_EMENI

HYIN1_AGRVS T127 V384 T36 H255
HYIN_BRADU F186 P443 P9O2 A330
HYIN1_AGRVS T127 V384 T36 H255
HYIN_BRADU F186 P443 P92 A330
GATA_YEAST G105 1400 S19 G251
GATA_ARATH T169 1454 P76 G319
GATA_MAIZE T174 1459 P78 G324
GATA_HUMAN G129 Y430 K35 E293
GATA_BACSU S132 1411 D38 E275
GATA_PSEAE S130 1409 P37 R273

Figura A.7: Comunidades especificas de Acetamidases

Community 2 Community 20
Sequence W1703 D3028 G1238 C186 G1541 L1174 D1909 S1254 N3010 P1940 D1722 R1987
DURL_YEAST D243  T408 1173 A51 P212 V168 1271 V174 R405 G275 | E246 V281
FAAH1_HUMAN F303 -

FAAH1_MOUSE F303

FAAHL_PIG F303 -

FAAH2 HUMAN | K292 A472 C218 G87 T213 V322 | K295  M328
FAAH1_CAEEL | F300 -

AMDS_ASPOR M212 G218

AMDS_EMENI 1211 G217

HYIN1_AGRVS T231 1402 L161 A40 P200 S156 H247 M162 T399 L252 - A258
HYIN_BRADU R296 G459 1220 A9% M265 A215 P322 G221 V456 V327 | W299  A333
HYIN1_AGRVS T231 1402 L161 A40 P200 S156 H247 M162 T399 L252 - A258
HYIN_BRADU R296 G459 1220 A% M265 A215 P322 G221 V456 V327 | W299  A333
GATA_YEAST K212 V419 L142 - A181 S137 F243 V143 1416 M248 | T215 R254
GATA_ARATH F273 1469 Q203 CB0 A242 Al198 T311 C204 A466 V316 @ T276 S322
GATA_MAIZE M278 1474 Q208 S82 A247 A203 T316 C209 A471 V321 | T281 S327
GATA_HUMAN R253 1447 T183 A39 P222 Al78 Y285 Cl184 Q444 1290 @ T256 S296
GATA_BACSU M236 1426 E166 A42 A205 Al161 Y267 V167 A423 V272 | T239 E278
GATA_PSEAE K234 1424 L164 S41 A203 A159 Y265 L165 L421 L270 | T237 D276

Figura A.8: Comunidades especificas de amidases de 4cido carboxilico



Sequence
DUR1_YEAST
FAAH1_HUMAN
FAAH1_MOUSE
FAAH1_PIG
FAAH2_HUMAN
FAAH1_CAEEL
AMDS_ASPOR
AMDS_EMENI
HYIN1_AGRVS
HYIN_BRADU
HYIN1_AGRVS
HYIN_BRADU
GATA_YEAST
GATA_ARATH
GATA_MAIZE
GATA_HUMAN
GATA_BACSU
GATA_PSEAE

C619

L156
L156
L156
L145
F153
Y144
Y143
T88
V147
T88
V147
S66
S130
S135
S90
S93
S91

C1544

E274
T274
V274
Q263
p271
E262
E261
S202
A267
S202
A267
S183
A244
A249
V224
A207
A205

Community 8
G1363 L956

1242
1242
1242
1231
V239
1230
1229
V174
L233
V174
L233
V155
V216
V221
T196
1179
1177

Y194
Y194
Y194
Y183
Y191
C182
C181

1126
G185

1126
G185
S104
S168
S173
S128
S131
S129

T933

F192
L192
F192
M181
L189
M180
M179
F124
F183
F124
F183
M102
M166
M171
M126
M129
mi27

R980

N198
N198
N198
N187
N195
N186
N185
N130
N189
N130
N189
H108
Al72
G177
D132
N135
S133

Community 12
N3069 Y683 F3075

V507
V507
V507
G475
V505
V478
VATT
D408
S465
D408
S465
V422
V472
NVATT
Q450
1429
1427

G161
G161
G161
D150

P508
P508
P508
V476
P506
P479
P478
P409
A466
P409
A466
P423
N473
N478
A451
P430
T428

G149
N148
R93
D152
R93
D152
N71
H135
G140
G95
N98
N96

Community 27
P988 T3263
L200 Q550
L200 Q550
L200 Q550
1189 Q501
L197 Q547
1188 Q521
1187 Q520
T132 Q434
L191 Q490
T132 Q434
L191 Q490

1110 Q445
Al74 Q501
Al79 Q506
V134 Q476
A137 Q454
H135 Q452

Figura A.9: Comunidades especificas de amidases de ureia
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98 APENDICE A. MATERIAL SUPLEMENTAR

A.0.4 Receptores acoplados a proteina G

Community 4
Sequence Neg. Charged827 W3030 G3055
SHT1IA _HUMAN
ACM1_HUMAN Cca07
ADA1A_HUMAN
ADRB1_HUMAN
DRD1_HUMAN
HRH1_HUMAN
TAARL_HUMAN
AGTR1_HUMAN V108 C289 A291
APJ_HUMAN 1109 C296 S298
BKRB1_HUMAN 1117 F299  A301
EDNRA_HUMAN Q165 L349 A358
GALRL_HUMAN F115 C290 A292
GNRHR_HUMAN K121 L310 A312
KISSR_HUMAN Q122 C310 8312
MCHR1_HUMAN S367
MSHR_HUMAN T124 A285 1287
NMUR1_HUMAN F141 1343 F345
NPFF1_HUMAN Q123 A318
NPSR1_HUMAN Q128 N317 P319
NPBW1_HUMAN S294  S296
NPY1R_HUMAN Q120 L307 A309
NTR1_HUMAN R148 A351 F353
OPRM_HUMAN D149 A325
OX1R_HUMAN Q126 V347
PARL_HUMAN F182 C358  S360
SSR1_HUMAN 1310
CCR1_HUMAN Y113 V288  A290
ACKR2_HUMAN Y124 S299  A301
CX3C1_HUMAN F109 T280 A282
CXCR1_HUMAN K117 1292
FSHR_HUMAN T449 L613 H615
LSHR_HUMAN T446 L610 Y612
TSHR_HUMAN T501 L665 Y667
PKR1_HUMAN R144 C329 A331
FFAR1_HUMAN H86 - -
LT4R1_HUMAN c97 A272  A274
LPAR1_HUMAN 1128 L298 A300
CNR1_HUMAN V196 M384  C386
PTAFR_HUMAN Fo7 C280 L282
PD2R_HUMAN M112 R310 L312
PE2R1_HUMAN M117 R338 A340
PE2R2_HUMAN M116 R302 L304
PE2R3_HUMAN M137 R333 A335
PE2R4_HUMAN L99 R316 A318
PF2R_HUMAN M115 R291  A293
PI2R_HUMAN M99 R279 Y281
MTR1A_HUMAN M107 Y282 A284
AAZAR_HUMAN V84 V275 8277
P2RY1_HUMAN F131 G311 A313
GPBAR_HUMAN P92 - -
GPER1_HUMAN L137 L311  A313
HCAR1_HUMAN L95 S265  T267
OXGR1_HUMAN F113 P289  A291
SUCR1_HUMAN L102 P282 A284
OPN3_HUMAN G121 L296  A298
OPN4_HUMAN G150 V337 A339
OPN5_HUMAN G113 L293 A295
OPSB_HUMAN G114 F290 S292
OPSD_HUMAN A117 F293  A295
OPSG3_HUMAN V133 F309 A31l
OPSG_HUMAN V133 F309 A3l
OPSR_HUMAN V133 Y309 A3l

Figura A.10: Comunidades especificas de GPCR’s aminérgicas



Sequence
5HT1A_HUMAN
IACM1_HUMAN
ADAIA_HUMAN
/ADRB1_HUMAN
DRD1_HUMAN
HRH1_HUMAN
TAARL_HUMAN
IAGTR1_HUMAN
APJ_HUMAN
BKRB1 HUMAN
EDNRA_HUMAN
GALR1_HUMAN
GNRHR_HUMAN
KISSR_HUMAN
MCHR1_HUMAN
MSHR_HUMAN
NMUR1L_HUMAN
NPFF1_HUMAN
NPSR1_HUMAN
NPBWL_HUMAN
NPY1R_HUMAN
NTR1_HUMAN
OPRM_HUMAN
OX1R_HUMAN
PARI_HUMAN
SSR1_HUMAN
CCR1_HUMAN
IACKR2_HUMAN
CX3C1_HUMAN
CXCR1_HUMAN
FSHR_HUMAN
LSHR_HUMAN
TSHR_HUMAN
PKR1_HUMAN
FFAR1_HUMAN
LTAR1_HUMAN
LPAR1_HUMAN
CNR1_HUMAN
PTAFR_HUMAN
PD2R_HUMAN
PE2R1_HUMAN
PE2R2_HUMAN
PE2R3_HUMAN
PE2R4_HUMAN
PF2R_HUMAN
PI2R_HUMAN
MTRI1A_HUMAN
IAAZAR_HUMAN
P2RY1_HUMAN
GPBAR_HUMAN
GPER1_HUMAN
HCAR1_HUMAN
OXGR1_HUMAN
SUCR1_HUMAN
OPN3_HUMAN
OPN4_HUMAN
OPN5_HUMAN
OPSB_HUMAN
OPSD_HUMAN
OPSG3_HUMAN
OPSG_HUMAN
OPSR_HUMAN

Community 9
Hydrophilic3025 K3059

1385
G403
V311
F362
F316
T453
L289
T287
C294
A297
A288
F308
A308
A365
F283
S341
A314

1315

1292
C305
T349
C323
5343
C356
S308
T286
T297
T278
T290
L611
L608
L663
V327
L270
F296
C382
T278
A308
A336
A300
A331
A314
A289
A277
S280
A273
T309
V309
T263
5287
T280
5294

Y390
Y408
Y316
Y367
W321
Y458
Y294
Y292
Y299
F302
T359
Y293
F313
Y313
Y370
1288
Y346
F319
A320
Y297
M310
Y354
Y328
Y348
S361
Y313
Y291
F302
F283
F295
P616
P613
P668
M332
F275
E301
L387
5283
S313
S341
5305
S336
S319
T294
A282
Y285
H278
S314
F314
Y268
A292
F285

Figura A.11: Comunidades especificas de GPCR’s sensoriais
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100 APENDICE A. MATERIAL SUPLEMENTAR

Community 7

Sequence G612 W1324 R3030
SHT1A_HUMAN V85  AlB6 w387
ACM1_HUMAN 174 Q177 w405

ADA1A_HUMAN L75 1175  W313
ADRB1_HUMAN M107 C215 W364
DRD1_HUMAN V73 G174 W318
HRH1_HUMAN V76 K179 w455
TAARLI_HUMAN L72 G181 wael
AGTR1_HUMAN F77 V179 C289
APJ_HUMAN F78 Q180 (C296
BKRB1_HUMAN F86 Al188 F299
EDNRA_HUMAN | Y129 T238  L349
GALR1_HUMAN Y84 F186 C290
GNRHR_HUMAN ES0 H199 L310
KISSR_HUMAN F91 Y190 C310
MCHR1_HUMAN | F161 G262 S367
MSHR_HUMAN V87 - A285
NMURI_HUMAN | V109 V218 1343
NPFF1_HUMAN V92 S202 W316
NPSR1_HUMAN T97 Q196 N317
NPBW1_HUMAN F86 Q187 S294
NPY1R_HUMAN V89  v197  L307
NTR1_HUMAN T115 V223 A351
OPRM_HUMAN Al119 D218 A325
OX1R_HUMAN V95 V201 W345
PARL_HUMAN F151 T253 C358
SSR1_HUMAN L107  A207 1310
CCR1_HUMAN F83 T182 v288
ACKR2_HUMAN F95 N194 5299
CX3C1_HUMAN F80 E174 T280
CXCR1_HUMAN F88 V186 1292
FSHR_HUMAN 1411 1516 L613
LSHR_HUMAN M408 1513 L610
TSHR_HUMAN M463 1568 L665
PKR1_HUMAN V111 F216 C329
FFAR1_HUMAN L55 V169 -

LT4R1_HUMAN V67 L167  A272
LPAR1_HUMAN A98 N194 L298

CNR1_HUMAN V263 M384
PTAFR_HUMAN F66 R172 C280
PD2R_HUMAN

PE2R1_HUMAN

PE2R2_HUMAN

PE2R3_HUMAN
PE2R4_HUMAN
PF2R_HUMAN
PI2R_HUMAN
MTR1A_HUMAN V76 S176 Y282
AA2AR_HUMAN V85  Al65 V275
P2RY1 HUMAN Y100 T201 G311
GPBAR_HUMAN T64  N154 -
GPER1_HUMAN L108 F206 L311
HCAR1_HUMAN L64 E166 S265
OXGR1_HUMAN Y82 Al82 P289
SUCR1_HUMAN F72  T171 P282
OPN3_HUMAN Vo0 G187 L296
OPN4_HUMAN M119 S220 V337
OPNS5_HUMAN 182 S182  L293
OPSB_HUMAN L83 S183 F290
OPSD_HUMAN M86 S186  F293
OPSG3_HUMAN | E102 S202 F309
OPSG_HUMAN E102 S202 F309
OPSR_HUMAN E102 S202 Y309

Figura A.12: Comunidades especificas de GPCR’s de prostanoides
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Community 10
Sequence Y633 ES883 D2832 P3059
SHT1A HUMAN L88 Ti121 F354 Y390
ACM1_HUMAN F77 N110 F374 Y408
ADA1A_HUMAN T78 T111 F281 Y316
ADRB1_HUMAN L110 T143 F333 Y367
DRD1_HUMAN L76 T108 F281 w321
HRH1_HUMAN V79 T112 F424 Y458
TAARL_HUMAN L75 S108 F260 Y294

AGTR1_HUMAN - Y113 F249 Y292
APJ_HUMAN - Y114 F257 Y299
BKRB1_HUMAN - F122 F259 F302

EDNRA_HUMAN 1132 G170 F315 T359
GALR1_HUMAN F87 L120 F256 Y293
GNRHR_HUMAN 193 Y126 F276 F313
KISSR_HUMAN C94 Q127 F272 Y313
MCHR1_HUMAN - F197 F334 Y370
MSHR_HUMAN S90 L129 F250 1288
NMURL HUMAN | V112 L146 F306 Y346
NPFF1_HUMAN F95 S128 F279 F319
NPSR1_HUMAN | V100 Y133 F283 A320
NPBW1_HUMAN - F121 C260 Y297
NPY1R_HUMAN M92 T125 F272 M310
NTR1_HUMAN L118 Y153 F312 Y354

OPRM_HUMAN - F154 F291 Y328
OX1R_HUMAN 198 S131 F307 Y348
PAR1_HUMAN - Y187 F322 S361
SSR1 HUMAN - F142 F280 Y313
CCR1_HUMAN - Y118 F248 Y201
ACKR2_HUMAN - Y129 F259 F302
CX3C1_HUMAN - F114 F240 F283
CXCR1_HUMAN - Y122 F251 F295
FSHR_HUMAN

LSHR_HUMAN

TSHR_HUMAN

PKR1_HUMAN V114 Y149 Y293 M332
FFAR1_HUMAN - Y91 L1233 -
LT4R1_HUMAN - Y102 F230 F275
LPAR1_HUMAN Al101 T133 F267 E301
CNR1_HUMAN 1169 T201 L352 L387
PTAFR_HUMAN - Y102 F241 S283
PD2R_HUMAN L78 L1177 F274 S313
PE2R1_HUMAN - L122 S306 S341

PE2R2_HUMAN L84 L121 F273 S305
PE2R3_HUMAN L105 L142 1291 S336
PE2R4_HUMAN L71 L104 V281 S319
PF2R_HUMAN 183 L120 S258 T294
PI2ZR_HUMAN F66 L104 M248 A282
MTR1A_HUMAN Y79 1112 F247 Y285
AA2AR_HUMAN LS8 Q89 F242 H278

P2RY1 HUMAN - Y136 F269 S314
GPBAR_HUMAN - L97 F233 -

GPER1_HUMAN D111 Y142 F268 F314
HCAR1_HUMAN - Al100 F229 Y268
OXGR1_HUMAN - Y118 F250 A292
SUCR1_HUMAN - Y107 F241 F285

OPN3_HUMAN F93 1126 F264 K299
OPN4_HUMAN T122 1155 F305 K340
OPNS5_HUMAN V85 Cl18 F261 K296
OPSB_HUMAN F86 L119 F258 K293
OPSD_HUMAN G89 F261 K296
OPSG3_HUMAN 1105 1138 F277 K312
OPSG_HUMAN 1105 1138 F277 K312
OPSR_HUMAN | 1105 1138 Y277 K312

Figura A.13: Comunidades especificas de GPCR’s de hormonios glicoproteicos
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APENDICE A. MATERIAL SUPLEMENTAR

Classe Precisao Revocagao F1 Score Suporte
5HT 0,73 0,87 0,79 76
Adenosina 1,00 0,94 0,97 31
Adrenoceptores 0,76 0,97 0,85 67
Aminas Traco 0,00 0,00 0,00 )
Angiotensina 0,59 0,71 0,65 14
Apelina 0,00 0,00 0,00 7
Bombesina 0,36 1,00 0,53 12
Bradicinina 1,00 1,00 1,00 13
Canabinoide 1,00 1,00 1,00 12
Chemerina, 0,00 0,00 0,00 5
Colecistocinina 1,00 1,00 1,00 12
Dopamina 0,00 0,00 0,00 32
Endotelina 1,00 1,00 1,00 14
Estrogénio 1,00 1,00 1,00
Fator de Ativagao de Plaquetas 1,00 0,86 0,92
Formilpeptideo 1,00 0,93 0,97 15
Galanina 0,00 0,00 0,00
GPR18, 55 ¢ 119 0,75 0,33 0,46
Grelina 1,00 1,00 1,00
Histamina 0,69 0,52 0,59 21
Hormona de Concentracao de Melanina 0,83 0,62 0,71 8
Hormona Glicoproteica 1,00 1,00 1,00 26
Hormona Liberadora de Tirotropina 1,00 1,00 1,00 6
Leucotrieno 0,75 0,35 0,48 17
Liberador de Gonadotropina 0,90 0,69 0,78 13
Lisofosfolipideo LPA 0,00 0,00 0,00 20
Lisofosfolipideo S1P 0,65 0,94 0,77 18
Melanocortina 0,97 1,00 0,99 36
Melatonina 0,67 0,73 0,70 11
Muscarinico 0,87 0,97 0,92 34
Neuromedina U 1,00 1,00 1,00
Neuropeptideo FF 0,00 0,00 0,00
Neuropeptideo W 0,00 0,00 0,00
Neuropeptideo Y 1,00 0,93 0,96 28
Neurotensina 0,00 0,00 0,00 8
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Classe Precisao Revocagao F1 Score Suporte

Opiéceo 0,83 0,91 0,87 22
Opsinas 1,00 1,00 1,00 78
Orexina 1,00 1,00 1,00 10

P2Y 0,60 0,89 0,71 35

Peptideo Complementar 0,57 0,85 0,69 27
Procineticina 1,00 1,00 1,00 8
Prostanoide 1,00 0,93 0,96 41
Proteinase Ativada 0,32 0,62 0,43 16
Quimiocinas 0,84 0,98 0,91 100
Relaxina 1,00 0,82 0,90 11
Somatostatina 0,81 0,65 0,72 20
Taquicinina 0,76 0,94 0,84 17
Urotensina 0,00 0,00 0,00 )
Vasopressina e Ocitocina 0,87 1,00 0,93 20
Acido Biliar 0,83 1,00 0,91 5
Acido Graxo Livre 0,88 0,54 0,67 13
Acido Hidroxicarboxilico 1,00 1,00 1,00 6

Média/Total 0,76 0,81 0,77 1049

Tabela A.1: Taxa de acerto da classificagao de todas as subclasses de GPCRs presentes
no Swiss-Prot. Foi utilizado como fonte de informacao os vetores de frequéncia média
de cada sequéncia para cada comunidade da rede 2.

Sequence Label Probability

TAAR3 RAT Aminérgico  0.997533387413
TAAR3 MOUSE Aminérgico  0.997533387413
TAAR4 RAT Aminérgico  0.996617104667
TAAR4 MOUSE Aminérgico  0.996532516943
TAAR2 HUMAN  Aminérgico  0.993696874697
TAAR2 MOUSE Aminérgico  0.993696874697
TAAR2 RAT Aminérgico  0.993571639625
GP151 MOUSE Peptideo 0.985223688724
GP151 RAT Peptideo 0.983866534138
GP151 HUMAN Peptideo 0.982737275931

TAAR3 HUMAN

Aminérgico

0.960967278346
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Sequence

Label

Probability

GP152 MOUSE
GP152_HUMAN
MRGRF _MOUSE
TAAR5 PANTR
TAAR5 HUMAN
TAAR6_RAT
TAAR6 MOUSE
TAAR6_PANTR
TAAR6_HUMAN
TAAR5 MOUSE
TAAR5 RAT
GPR19 MOUSE
GPR19_RAT
GPR19 HUMAN
TAARS HUMAN
GPR33_HUMAN
GPR33 PANTR
GP176_ HUMAN
GP176_MOUSE
GP176 RAT
GPR84 HUMAN
GPR84_ MOUSE
GPR1 HUMAN
GPR33 MOUSE
GPR1_MACMU
GP146_ HUMAN
GPR83 MOUSE
GPR83 CANLF
GPR83_ HUMAN
GPR25 HUMAN
GPR37 MOUSE
GPR37_ HUMAN
GPR37_RAT
TAAR9 RAT
MRGRF_HUMAN

Peptideo
Peptideo
Peptideo
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Aminérgico
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Aminérgico
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Aminérgico
Peptideo

0.960181230207
0.960181230207
0.947058386573
0.942385759924
0.942385759924
0.939949692315
0.939949692315
0.939949692315
0.939949692315
0.939224347215
0.939224347215
0.934331513268
0.934331513268
0.934331513268
0.929888963099
0.924774171689
0.924774171689
0.924235048841
0.924235048841
0.917784264991
0.917129306496
0.917129306496
0.905191504967
0.902836556708
0.877487982463
0.875796893273
0.863833496672
0.863833496672
0.863833496672
0.860537199729
0.858893898102
0.858893898102
0.858893898102
0.846804374486
0.833925217828



Sequence

Label

Probability

TAAR9 MOUSE
TAAR9 HUMAN
GPR25_MOUSE
GP183 MOUSE
GP183_BOVIN
GP183_RAT
GP183 HUMAN
GP146_ MOUSE
GP174_MOUSE
GP174 HUMAN
GP161 HUMAN
GP101_MOUSE
GPR84_BOVIN
GP101_HUMAN
GP148 HUMAN
GPR15_ MOUSE
MRGX3 MACMU
GPR78_HUMAN
GP161_BOVIN
GP161 XENTR
GP161 DANRE
GP161_MOUSE
GPR32_HUMAN
GPR61_ MOUSE
GPR34 MOUSE
GPR34_PANTR
GPR34 GORGO
GPR34 HUMAN
GP139 MOUSE
GP139 RAT
GP139 HUMAN
GP153_HUMAN
MRGX3 HUMAN
GP132 MOUSE
GPR22_ MOUSE

Aminérgico
Aminérgico
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Lipidico
Lipidico
Nucleotideo
Nucleotideo
Peptideo
Nucleotideo
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Aminérgico
Nucleotideo
Nucleotideo
Nucleotideo
Nucleotideo
Peptideo
Aminérgico
Lipidico
Lipidico
Lipidico
Lipidico
Peptideo
Peptideo
Peptideo
Esteroide
Peptideo
Peptideo
Lipidico

0.833157500148
0.833157500148
0.826117947429
0.825588937127
0.825588937127
0.825588937127
0.825588937127
0.819927918564
0.808811619796
0.808811619796
0.807973378692
0.804562098958
0.804202551712
0.790616586135
0.786075487585
0.78559620701
0.780939866911
0.776661175248
0.763832838018
0.763832838018
0.763832838018
0.763832838018
0.760928558222
0.75687384377
0.75265400862
0.75265400862
0.75265400862
0.75265400862
0.75145896163
0.75145896163
0.75145896163
0.748402551626
0.740960691031
0.718335439494
0.717984294339
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Sequence Label Probability

GPR22 HUMAN Lipidico 0.717984294339
GPR61 _HUMAN Aminérgico 0.7101900407
GPR17 _RAT Peptideo 0.703305882414
GPR17_MOUSE Peptideo 0.703305882414
GPR17_HUMAN Peptideo 0.699138751887

MAS RAT Lipidico 0.689246425888
MAS HUMAN Lipidico 0.689246425888
MAS MOUSE Lipidico 0.689246425888

GPR12 RAT Lipidico 0.689128473739
GPR12_ MOUSE Lipidico 0.689128473739
GPR12 HUMAN Lipidico 0.689128473739

LGR5 MOUSE Lipidico 0.673143539765
LGR4 DANRE Peptideo 0.670608094968

GPR75 HUMAN Peptideo 0.668971251339
GPR27 HUMAN Aminérgico  0.665148854027
GP149 MOUSE Esteroide 0.661898835987

GPR3_RAT Lipidico 0.659630940687
GPR3_ MOUSE Lipidico 0.659630940687
GPR3 HUMAN Lipidico 0.659630940687
GP162 HUMAN Lipidico 0.656293869642
GP162 MOUSE Lipidico 0.656293869642
GPR75_MOUSE Peptideo 0.647655565905

GPR1 RAT Peptideo 0.631899550148

GPR4_ PIG Nucleotideo  0.620303635806

LGR5 RAT Lipidico 0.612166970387
GPR1 MOUSE Peptideo 0.59275000976
GP150 HUMAN Peptideo 0.585956462136

LGR4 RAT Peptideo 0.581153717053

MRGX4 HUMAN Peptideo 0.574890566062
GPR4_ MOUSE Nucleotideo  0.570048080364
GPR4 RAT Nucleotideo  0.570048080364
GPR4 HUMAN Nucleotideo  0.570048080364
GPR4 BOVIN Nucleotideo  0.570048080364
GPR88 HUMAN  Aminérgico  0.569902288693
LGR4 BOVIN Peptideo 0.569615920181



Sequence

Label

Probability

LGR4_HUMAN
GPR88_MOUSE
GPR88_RAT
MRGX2 PANTR
GP182 HUMAN
GP135 HUMAN
GPR39 HUMAN
GPR15 HUMAN
GPR15 PANTR
GPR15 MACMU
GP153 MOUSE
GPR21 HUMAN
GPR21_MOUSE
GPR39 BOVIN
GPR39_PIG
MRGX2 MACMU
MRGX2 HUMAN
MRGX2 GORGO
GP150 MOUSE
GPR20 MOUSE
GPR20 HUMAN
GPR87 HUMAN
GPR87_MOUSE
GPR35 HUMAN
GP182 RAT
GP182_ MOUSE
GP135 RAT
GP135 MOUSE
MRGRD_RAT
GPR35 MOUSE
GPR85 DANRE
GP132_ HUMAN
LGR4_ MOUSE
MRGX1 HUMAN
GP171_MOUSE

Peptideo
Aminérgico
Aminérgico

Peptideo

Proteico
Aminérgico

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Esteroide

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Proteico

Proteico
Aminérgico
Aminérgico

Peptideo

Peptideo
Aminérgico

Peptideo

Peptideo

Peptideo

Lipidico

0.569615920181
0.553564324833
0.553564324833
0.548118955262
0.545154558609
0.530410032101
0.528857787482
0.525975329497
0.525975329497
0.525975329497
0.525693525402
0.512803193188
0.512803193188
0.510140959374
0.510140959374
0.509281749759
0.509281749759
0.509281749759
0.50471518039
0.497113196276
0.497113196276
0.495365348452
0.495365348452
0.495104009142
0.491034136461
0.491034136461
0.488044021463
0.488044021463
0.481448252115
0.455714027199
0.452508394219
0.451457125598
0.437049214976
0.429089300667
0.428169681431
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Sequence Label Probability

GPR39 MOUSE Peptideo 0.423264002369
GP141 HUMAN Proteico 0.41648577227
GP141 MOUSE Proteico 0.41648577227
GPR52 HUMAN  Nucleotideo  0.414489485364
GPR52 MOUSE Nucleotideo  0.414489485364
GPR52 BOVIN Nucleotideo  0.414489485364
GPR85 HUMAN Aminérgico  0.403606914764
GPR85 PONAB Aminérgico  0.403606914764
GPR85 RAT Aminérgico  0.403606914764
GPR85_ MOUSE Aminérgico  0.403606914764
GPR26 RAT Peptideo 0.395985951548
GPR26  HUMAN Peptideo 0.395985951548
GPR26 MOUSE Peptideo 0.395985951548
MRGRD MOUSE Peptideo 0.39138262033
MRGX1 MOUSE Peptideo 0.390958949058
GPR63 MOUSE Peptideo 0.388734009386
GPR63 _HUMAN Peptideo 0.388734009386

LGR4 XENTR Peptideo 0.386534083519
GP173 DANRE Peptideo 0.376036002498
GP173_RAT Lipidico 0.368553815658
GP173 _BOVIN Lipidico 0.368553815658
GP173 MOUSE Lipidico 0.368553815658
GP173 HUMAN Lipidico 0.368553815658
MRGRF_RAT Peptideo 0.365813304071
MRGX1 RAT Peptideo 0.354578041629

MRGRD HUMAN Peptideo 0.352865809966
GPR31 MOUSE Peptideo 0.352699558911
GPR31 HUMAN Peptideo 0.34234026613
GPR82 HUMAN Lipidico 0.341510774355
GPR27 MOUSE Peptideo 0.330900814045

GPR27_ RAT Peptideo 0.330900814045
GP171 HUMAN  Alicarboxilico 0.327996613116
GP171_BOVIN  Alicarboxilico 0.327996613116
GPR82 MOUSE Lipidico 0.32713106437
GPR45 MOUSE Aminérgico  0.326502940382



Sequence Label Probability

GPR45 HUMAN Aminérgico  0.326502940382
GPR6_HUMAN Esterodide 0.325850785528
GPR6_MOUSE Esteroide 0.325850785528
GPR6_RAT Esteroide 0.325850785528
GPR62 HUMAN Aminérgico  0.306593910654
GPR62 MOUSE Aminérgico  0.289288013498
GP142 MOUSE Peptideo 0.249366156799
GP142 HUMAN Peptideo 0.219596352415
LGR6 DANRE Esteroide 0.209333483894

Tabela A.2: Tabela de classificacao das GPCRs orfas.

A.0.5 CONAN

#Home [Z]Calculate *Download i About

A webserver for calculating amino acids co-
variation patterns.

Calculate

99Cite @wTeam [Contact

FAPEMIG CAPES

Figura A.14: Pégina principal do CONAN
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A.0.6 CEvADA

Specificity Determinant Database

<[> REST API & FTP server i About #® Feedback  Share

SDB is an archive of predicted specificity determinant residues by amino acids coevolution analysis. The current QUiCk Links
version is based in the Pfam 31.0 and all the data was calculated using CONAN. At the moment, SDB contains
6301 entries, comprising 35% of the protein families available in Pfam. CONAN

PFstats

Accession (Pfam or Uniprot): _ PCB Group
PROTEIN FAMILIES cEeae

PF00002 7tm_2 Family Prosite 7 transmembrane receptor (Secretin family)
PF00003 7tm_3 Family Prosite 7 transmembrane sweet-taste receptor of 3 GCPR
PFO0006  ATP-syntab  Domain Prosite ATP synthase alphajbeta family, nucleotide-binding domain
PF00010 HLH Domain Unknown Helix-loop-helix DNA-binding domain
PFO0OT! HSP20 Family Prosite Hsp20/alpha crystallin family

PF00012 HSP70 Family Prosite Hsp70 protein

PFO00T3 KH Domain  Published_alignment KH domain

PFO00T4  KunitzBPTI  Domain Prosite Kunitz/Bovine pancreatic trypsin inhibitor domain
PFO00T6  RuBisCO_large  Domain Prosite Ribulose bisphosphate carboxylase large chain, catalytic domain
PF00017 SH2 Domain  Swissprot_feature.. SH2 domain

PFO00T8 SH31 Domain Prosite SH3 domain

PFO00T9 TGF beta Domain Prosite Transforming growth factor beta like domain
PF00020 TNFR_c6 Domain  Swissprot featuret.. TNFR/NGFR cysteine-rich region
PF00021 UPARLLY6  Domain Prosite U-PAR/Ly-6 domain

PF00022 Actin Family Prosite Actin

PF00023 Ank Repeat  Swissprot feature_t. Ankyrin repeat

PF00024 PANT Domain Patthy L PAN domain

PF00025 Art Domain Swissprot ADP-ribosylation factor family

PF00026 Asp Family  Overington enriched Eukaryotic aspartyl protease

PF00029 Connexin Family Prosite Connexin

PF00030 Crystall Domain ~ Swissprot_feature_t.. Beta/Gamma crystallin

PF00031 Cystatin Domain Prosite Cystatin domain

PFO0032  Cytochrom_B.C ~ Domain Prosite Cytochrome b(C-terminal)/b6/petD
PFO0033  Cytochrome B  Domain Prosite Cytochrome b/b6/petB

PF00035 dsrm Domain  Published_alignment Double-stranded RNA binding motif

> O

G ATPESS FAPEMIG

Figura A.15: Pagina principal do CEvADA
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A.0.6.1 Rest API

© 0

©

smo—@o—=(, . J—@2

Figura A.16: Ponto final de sequéncia da REST API do CEvADA
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