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Resumo

O reconhecimento molecular € um processo chave em sistemas biolégicos. A
replicacdo e transcricdo do ADN, a adeséo celular, as cascatas de sinalizagdo e ciclos
metabdlicos sdo alguns dos processos que tém por base o reconhecimento molecular. A
compreensdo destes processos exige que se conhecam as interaccdes de proteinas que
estédo na base dos mesmos.

O modo como duas proteinas interagem pode ser dificil de prever, sobretudo se
estas estabelecerem interacgdes transientes. O Docking € um método computacional que
permite prever o modo de ligacao entre duas moléculas e que tem potencial na previsdo da
interaccdo de complexos transientes.

Os métodos para prever interface de proteinas podem ser baseados unicamente nas
propriedades geométricas, fisico-quimicas e estatisticas da superficie ou podem incorporar
também informacé&o evolucionaria na forma de certas medidas de conservacéo derivadas de
alinhamentos de mdltiplas sequéncias (MSA). Ao longo do tempo ocorrem substituicbes de
aminoacidos nas proteinas. Substituicdes que estabilizem a interface entre monémeros séo
favorecidas por seleccao natural. Se uma mutacdo num mondémero induz uma mutagao
noutro monémero do mesmo complexo, diz-se que as mutacbes estdo correlacionadas.
Estas mutacdes podem ser determinadas analisando as correlacbes entre alteracbes em
pares de posicdes em MSA. J4 foi demonstrado que pares de aminodcidos correlacionados
estdo significativamente mais perto uns dos outros do que pares nao correlacionados e que
estes podem ser usados para descriminar entre solucdes correctas e incorrectas em
métodos de docking.

Neste trabalho desenvolveu-se um sistema automatizado constituido por ferramentas
em Python que integraram software disponivel online, tal como o BLAST, o ClustalW e
algoritmos de determinacdo de covariacdes, com o objectivo de determinar dados de

coevolucéo que permitissem filtrar solu¢cdes de docking de complexos transientes.

Palavras-Chave: Coevolugdo; Docking; Mutacdes Correlacionadas; Interacgdo de
Proteinas; MSA.



Abstract

Molecular recognition is a key process in biological systems. DNA replication and
transcription, cellular adhesion, signaling cascades and metabolic cycles are some of the
processes that underlie molecular recognition. In order to understand these processes it is of
utmost importance to know the protein interactions that are on their origin.

The way in which two proteins interact might be difficult to predict, especially if they
establish transient interactions. Docking is a computational method that allows the prediction
of the binding mode between two molecules and has potential in predicting transient
complexes.

Methods that predict protein interfaces can be based solely on geometric, statistical
and physical-chemical properties of the surface or they can also incorporate evolutionary
data related to amino acid conservation that is extracted from multiple sequence alignment
(MSA). Throughout time amino acid substitutions occur. Substitutions that stabilize the
interface between monomers are favored by natural selection. If a mutation within a
monomer induces a mutation on another monomer of the same complex, it is considered that
these mutations are correlated. These mutations can be determined by analysis of the
correlations between a pair of amino acids in MSA. It has been demonstrated that pairs of
amino acids that are correlated are significantly closer together in the structure when
compared to pairs that are not correlated and correlated pairs can be used to distinguish
right from wrong solutions in docking methods.

In this project, an automated system was developed that uses Python tools to
integrate software available online such as BLAST, ClustalW and algorithms to determine co-
variation with the objective of determining co-evolution data that allow the filtering of docking

solutions of transient complexes.

Keywords: Co-evolution; Docking; Correlated Mutations; Protein Interactions; MSA.



Abreviaturas

MSA — Multiple Sequence Aligments

Pdb — Protein Data Bank

UniProt — Universal Protein Resource

PSI-BLAST — Position-Specific Iterated BLAST

ELSC — Perturbation, Explicit Likelihood of Subset Covariation
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1 Objectivo

Automatizar a identificacdo de coevolucdo em proteinas visando o uso desta
informacéo na filtracdo de solu¢des de docking aplicado a complexos transientes.

2 Introducéo

Actualmente hd uma grande quantidade informacao sobre genes e proteinas. Extrair
conhecimento do enorme volume de dados existente é uma tarefa extensa e complexa.
Portanto, € necessario criar-se ferramentas informaticas que permitam lidar com este
problema.

O reconhecimento molecular € um processo chave em sistemas biolégicos. A
replicacdo e transcricdo do DNA, a adesé@o celular, as cascatas de sinalizacdo e ciclos
metabdlicos sdo alguns dos multiplos processos que tém por base o reconhecimento
molecular.! A compreenséo destes processos exige que se compreendam as interacgdes de
proteinas que estdo na base dos mesmos.

Muitas proteinas desempenham as suas funcées metabodlicas como componentes de
complexos estaveis ou através de interaccdes transientes com outras proteinas. A
informacédo experimental mais detalhada sobre estrutura de proteinas provém de estruturas
raio-X de alta resolucdo. Todos os dias se conhecem mais estruturas de proteinas, com isto
aumenta a necessidade de compreender e caracterizar o papel dessas proteinas e das vias
metabdlicas em que as mesmas participam® Estas estruturas fornecem pistas do
mecanismo através do qual os complexos desempenham as suas fun¢des, permitem obter
informacédo sobre principios evolucionarios das interac¢cdes proteina-proteina e podem ser

usadas na previsdo de interaccdes proteina-proteina utilizando docking.®*

1.1 Docking

O Docking € um método computacional para prever o modo de ligagdo entre duas
moléculas. O problema que o docking molecular tenta resolver pode ser definido da seguinte
forma: Dadas as coordenadas dos atomos de duas moléculas, prever o seu modo correcto
de associagdo. Esta forma geral ndo entra em consideracdo com quaisquer dados
adicionais. Na pratica, os programas de docking utilizam outras informacdes para melhor
prever o modo de ligacdo entre as duas moléculas.®

Ha trés elementos chave no docking, que sdo a representacdo das estruturas, a
procura no espacgo conformacional e o ranking das possiveis solugdes. O docking simula a

interaccdo entre a superficie das moléculas, portanto, o primeiro problema € a



representacdo da superficie das mesmas. A superficie pode ser descrita através de modelos
matematicos, tais como descritores de formas geométricas, ou através de uma grelha. Pode
também envolver tratamento estético ou dindmico da estrutura da proteina, podendo ser
rigido ou flexivel.®

O docking ocorre em duas fases, na primeira é executado um procedimento de
pesquisa e na segunda uma funcdo de avaliagdo. Os dois factores criticos na fase de
pesquisa sdo a velocidade e a eficiéncia em cobrir 0 espaco conformacional relevante. A
funcdo de avaliacdo deve ser rapida o suficiente para permitir a sua aplicagdo num grande
namero de potenciais solu¢des e deve ser capaz de discriminar entre conformacgfes nativas
e nao nativas. Esta funcdo deve ainda ter em conta todos 0os componentes energéticos. O
ideal € combinar os melhores algoritmos de pesquisa com as melhores funcdes de
avaliacdo. Os trés aspectos do docking estdo interrelacionados, na medida em que o
sistema de representacao da superficie afecta o tipo de algoritmo de pesquisa e a forma de
ranking das potenciais solucdes.®

A forma mais basica para descrever a superficie de uma proteina é a representacao
atomica dos residuos expostos. Porém, uma representacéo deste tipo sé é usada quando a
funcdo de avaliagcdo se baseia em funcdes de energia potencial, como por exemplo, a
funcdo de energia do CHARMM. O programa de docking DARWIN é um exemplo de
programa que usa este tipo de funcdo de avaliacdo.® Na abordagem que usa uma grelha
para descrever a superficie das moléculas, apenas os detalhes atémicos do local de ligacdo
do ligando e do receptor sdo simulados explicitamente.’

Na maior parte dos casos, a superficie é representada pelas suas propriedades
geométricas. A base da analise da geometria das proteinas foi desenvolvida por Connoly. A
designada superficie de Connoly consiste em parte da superficie de van der Waals dos
atomos, que esta acessivel a uma esfera sonda. A superficie no seu todo esta conectada
por uma rede de faces convexas, cOncavas e em forma de sela, que suavizam as fendas os
atomos.® Por exemplo, no programa de docking ESCHER, a area acessivel ao solvente
proveniente da andlise Conolly é cortada em fatias de 1.5A. De seguida, cada fatia é
transformada num poligono que é usado para encontrar a correspondéncia entre as
superficies.’

Alinhar a superficie de duas moléculas de forma complementar € um processo que
exige que seja feita a sobreposicdo das superficies sem permitir que uma molécula se
sobreponha a outra. Para construir hipoteses de tais transformacdes € necessério alinhar
conjuntos de trés pontos ordenados e n&o colineares das duas moléculas.’® O programa
MS-DOT, criado por Connolly, distribuia pontos discretos ao longo dos trés tipos de

superficies que representam a forma da molécula e para cada face calculava um ponto de



interesse e uma normal. Cada ponto pertencia a uma face de forma cbncava, convexa ou

toroidal.**

1.1.1 Problemas em Docking

O problema mais simples em docking é conhecido como “bound” docking. Neste
problema, separam-se as estruturas das moléculas constituintes do complexo, o receptor e
o ligando, e utiliza-se docking para tentar reconstruir o complexo. No entanto, a principal
aplicacdo do docking é a previsdo de complexos cuja estrutura seja desconhecida —
“unbound” docking ou docking de previsdo. Para este tipo de problema podem ser usadas
estruturas nativas, pseudo-nativas ou estruturas obtidas por modelacdo. Sendo que uma
estrutura nativa é a estrutura da molécula livre em solugédo e uma estrutura pseudo-nativa é
a estrutura da molécula num complexo com uma molécula diferente da usada no docking.*?

O docking de previsdo é bastante mais complexo que o bound docking. A
complexidade adicional provém do facto de ocorrerem alteracdes conformacionais na
formacdo dos complexos. Estas mudancas conformacionais podem ser de trés tipos. Podem
resultar de movimentos rapidos em pequena escala, movimentos lentos em larga escala ou
desordem na proteina. No dltimo caso, a molécula pode apresentar desordem local ou
global, que estabiliza da estrutura da proteina, fazendo o equilibrio deslocar-se nessa
direccdo. Em geral nestes casos, 0 estado nativo tem um nucleo hidrofébico ou contém
cargas descompensadas no seu interior.*?

Os movimentos na zona da interface podem ser maiores do que noutras zonas
expostas da proteina. O que € consistente com o facto das proteinas apresentarem
frequentemente regides de instabilidade a volta dos locais de ligacdo, sendo que os estes
locais apresentam zonas rigidas e zonas flexiveis. E mais provavel existirem diferencas
conformacionais pronunciadas entre estruturas bound e unbound do que entre duas

estruturas unbound.**

1.1.2 Docking Proteina-Proteina

O docking proteina-proteina tem imensas aplicagbes. E particularmente importante
na previsdo de vias metabdlicas, interaccbes macromoleculares e assemblies
macromoleculares. Devido a dificuldade em determinar assemblies macromoleculares
experimentalmente, a previsdo computacional dos possiveis modos de ligacdo é um dos
principais objectivos deste tipo de docking.*

O docking proteina-proteina simula o reconhecimento molecular e é a tarefa mais

complexa do docking. Isto porque o numero de graus de liberdade € enorme, ndo sendo
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uma possibilidade fazer uma pesquisa exaustiva do espaco conformacional. E por esta
razdo que muitos algoritmos de docking tratam as proteinas como corpos rigidos. Apesar
destes algoritmos geralmente ndo conseguirem prever a verdadeira estrutura nativa dos
complexos, em alguns casos funcionam relativamente bem. O principal problema é
conseguir uma funcao de avaliacdo suficientemente rapida para avaliar um grande nimero
de solugdes.™

No caso dos algoritmos que tratam a proteina como um corpo rigido, a flexibilidade é
tipicamente conseguida fazendo a superficie variar, até mesmo permitindo penetracéo
atomica intermolecular. Apés a previsdo da forma de associacdo, seguem-se alguns
procedimentos de optimizacéo de interac¢des. No entanto, devido a dificuldade no ranking
de solucdes, em muitos casos tal procedimento ndo é pratico. Grande parte dos estudos de
docking rigido assume que o local de ligacdo é conhecido e sdo poucos 0s programas que
fazem procura em toda a superficie das moléculas. Entre os que fazem, podem-se destacar
os métodos FFT (Fast Fourier Transform-based matching)*, o0 método Geometric Hashing®®
e o software BIGGER''. Mesmo entre estes, embora inicialmente seja pesquisado todo o
espaco conformacional, as solu¢des sdo de seguida filtradas. Em termos de velocidade dos
algoritmos, de uma forma geral o Geometric Hashing leva alguns minutos a executar 0s
célculos, o BIGGER leva algumas horas e o FFT/FTDOCK leva alguns dias. Estes valores
servem apenas como modo de comparacao, sendo que variam consoante o problema e a
velocidade do CPU. Enquanto que o FTDOCK é um algoritmo baseado nas transformadas
de Fourier, o BIGGER utiliza uma série de regras heuristicas que reduzem o espaco de
pesquisa e, como consequéncia, o tempo de computacéo.®

Os resultados obtidos com algoritmos de docking proteina-proteina sdo geralmente
satisfatérios quando se tenta reconstruir complexos conhecidos. Porém, quando aplicados a
problemas de unbound docking, os resultados dependem da extensdo das mudancas
conformacionais que ocorrem no momento da ligacdo. A qualidade das previsbes sera tanto
pior, quanto maiores forem os rearranjos na estrutura das proteinas para a formagdo do
complexo. O movimento das cadeias laterais e atomos a superficie é tratado de forma
implicita por alguns algoritmos, permitindo penetragdo molecular dos atomos das moléculas
na zona da interface. Existem outras abordagens para a resolugédo deste problema, uma
delas consiste em fazer o docking usando apenas os carbonos o da cadeia principal, é
portanto um docking de baixa resolucéo.'® Esta implementacdo tem em conta 0 movimento
dos atomos das cadeias laterais a superficie, tratando-o também de forma implicita. Esta
abordagem tem a vantagem de aumentar a performance do processo mas tem como
resultado uma deterioragdo da qualidade das solugfes, sendo que pode ser melhorada
utilizando uma fungéo de avaliacdo mais eficiente. Outro problema desta abordagem é que

apenas lida com movimentos das cadeias laterais e ignora movimentos da cadeia principal.®
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Existem também algoritmos que podem ser aplicados apés a realizagcdo do docking
por outros algoritmos, para melhorar as solugbes. Entre eles, o algoritmo pseudo-
Browniano®®, que tem facilidade em atravessar barreiras energéticas, e o método Internal
Coordinate  Mechanics®. Estes ja4 mostraram ser bastante bem sucedidos quando
optimizados, porém tém o mesmo problema que a primeira estratégia apresentada: ndo tém
em conta possiveis movimentos da cadeia principal.

Ha ainda um terceiro modo de tratar a flexibilidade da proteina, que permite
movimentos tipo dobradica.”* Nesta abordagem, os ligandos podem sofrer movimentos de
translacdo e rotacdo para melhor se ligarem ao receptor. Esta abordagem é rapida e, ao
contrario das anteriores, permite movimentos da cadeia principal. Porém, ha semelhanca de
métodos ja mencionados, tem o problema de considerar receptor e ligando como corpos
rigidos. Além disso, necessita que sejam definidos os locais que funcionam como

» 22

“dobradicas”.

1.1.3 FuncOes de Avaliagao

Um algoritmo de pesquisa pode produzir um enorme numero de solugfes, na ordem
de 10° portanto é necessario usar uma funcdo de avaliacdo para filtrar as solugdes.'” As
simulacdes de energia livre sdo métodos eficientes para este tipo de problema, no entanto,
nao é pratico usa-las numa pesquisa de docking. O objectivo das funcdes de avaliacdo é
discernir entre solugBes nativas correctas e as incorrectas, num tempo razoavel.> Embora
algumas funcbes de avaliacdo, em alguns casos, sejam capazes de colocar solucbes
correctas no top 100 ou até no top 10 do ranking, na maior parte dos casos as estruturas de
maior ranking séo falsos positivos.

Apesar de existirem funcbes de avaliacdo sofisticadas, ainda ndo existe nenhum
método eficiente que discrimine entre solu¢des correctas e falsos positivos gerados pelos
algoritmos de previsdo. A falta de um método eficiente para rapidamente localizar solu¢des
correctas, nomeadamente em casos em que o local de ligagdo é desconhecido, € o principal

obstéaculo ao uso do docking em aplicagbes préaticas.?

1.2 Informagéo Evolucionaria

Os métodos para prever interface de proteinas podem ser baseados unicamente nas
propriedades geométricas, fisico-quimicas e estatisticas da superficie ou podem incorporar
também informacéo evolucionéaria na forma de certas medidas de conservacédo derivadas de

alinhamentos de mdltiplas sequéncias (MSA — Multiple Sequence Aligments).*
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Ao longo do tempo ocorrem substituicbes de aminoacidos nas proteinas.
Substituicdes que estabilizem a interface entre mondmoros sao favorecidas por selecgdo
natural. Se uma mutacdo num mondmero induz uma mutagédo noutro monémero do mesmo
complexo, diz-se que as mutacbes estdo correlacionadas. Portanto, mutacdes
correlacionadas sao tendéncias de posi¢cbes de aminoacidos mutarem coordenadamente.
Esta tendéncia pode ser medida analisando as correlagfes entre alteracbes em pares de
posicbes em MSA.! Quanto ao significado bioldgico das mutacdes compensatérias, ha
evidéncias experimentais que apoiam a ideia de que as muta¢cbes compensatérias tém um
papel estabilizador.?

Ja foi previamente demonstrado que os métodos de previsdo de interaccdes
proteina-proteina baseados nas sequéncias de aminoacidos sédo fiaveis. No mesmo estudo
foi demonstrado que pares de aminoacidos correlacionados estdo significativamente mais
perto uns dos outros do que pares nao correlacionados e que estes podem ser usados para
descriminar entre solucdes correctas e incorrectas em métodos de docking.' No entanto, o
processo para o calculo de covariacdes é complexo e apresenta varias dificuldades, como
sdo exemplo, 0 modo de seleccionar as sequéncias, 0 alinhamento das mesmas, assim
como, a integracdo de informagdo de vérias fontes. Portanto, este trabalho teve como
objectivo automatizar este processo e testar varias possibilidades em algumas das etapas

do processo.

1.2.1 Fonte de Sequéncias — Base de Dados UniProt

As sequéncias sdo a base de muitos estudos em bioinformatica, portanto é
necessario assegurar a validade das mesmas para que ndo comprometam os resultados.
Actualmente existem varias bases de dados de sequéncias de proteinas, uma delas € a
UniProt. A UniProt é uma fonte fiavel e centralizada de informacdo funcional e de
sequéncias de proteinas. Esta base de dados foi criada juntando as bases de dados Swiss-
Prot, a TrEMBL e a PIR, fornecendo trés niveis de bases de dados: o UniParc (UniProt
Archive), o UniProt (UniProt Knowledgebase) e o UniRef (UniProt Reference). A UniParc
fornece um conjunto estavel de sequéncias ndo redundantes, armazenando todas as
sequéncias de proteinas de acesso publico. A UniProt Knowledgebase é uma base de
dados centralizada de sequéncias de proteinas e informagéo funcional com consisténcia e
dados fidveis devidamente validados. A UniRef disponibiliza um conjunto de dados néo
redundantes com base na UniParc e UniProt Knowledgebase de modo a abranger toda
informacao de sequéncias com varias resolucgées.?®

Apesar da maior parte da informacgéo desta base de dados ter origem em sequéncias

provenientes da associagdo DDBJ/EMBL/GenBank, também contém sequéncias submetidas
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directamente a UniProt, sequéncias que aparecem em aplicacbes patenteadas ou
sequéncias provenientes da base de dados PDB. A UniParc contém uma enorme
guantidade de sequéncias provenientes ndo s6 das bases de dados ja mencionadas mas
também da Ensembl, International Protein Index (IPI), RefSeq, FlyBase e WormBase. Esta
combinacdo de fontes faz da UniParc a base de dados de sequéncias de proteinas, ndo
redundante e de livre acesso, mais completa. H& ainda a acrescentar que, ao contrario de
outras bases de dados, a UniProt ndo contém diferentes entradas para a mesma proteina
mencionada em diferentes fontes bibliograficas. Nesta base de dados, os dados sdo

combinados de modo a minimizar a redundancia.?®

1.2.2 Multiple Sequence Aligments

Actualmente, a comparacéo e alinhamento de sequéncias de proteinas tem um papel
preponderante em bioinformética. Os alinhamentos de multiplas sequéncias permitem, entre
outras coisas, detectar padrdes conservados ao longo da evolucédo e determinar relactes
ancestrais entre diversos organismos. Podem-se realizar dois tipos de alinhamentos:
globais, que tém em conta a sequéncia no seu todo, ou locais, que tém em conta apenas
com segmentos em que a correspondéncia é melhor.?’

Os programas mais utilizados para realizar MSA séo o ClustalW, ClustalX, T-Coffee,
MAFFT e MUSCLE. O Clustal foi lancado em 1980, sendo o mais antigo dos programas
referidos?®, assim como, o mais utilizado para realizar alinhamentos globais.?” Os programas
da série Clustal actuais derivam todos do ClustalW?® que incorporava um novo esquema de
avaliacdo posicao-especifico e um sistema de penalizacdo de grupos de sequéncias
representados em excesso. Desde a data em que o Clustal foi lancado, os programas da
série Clustal tém sido refinados, havendo inclusivamente uma interface grafica designada
ClustalX. Os ultimos melhoramentos dos programas da série Clustal incluem ajustamentos
nos algoritmos de alinhamento e utilizacdo de um novo método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) para gerar arvores guia. Estes aperfeicoamentos
aumentam a velocidade do alinhamento em problemas com dezenas de milhares de
sequéncias. Houve também a adicdo de um novo método iterativo para realizar o
alinhamento, o que veio aumentar a exactiddo do mesmo. %

O T-Coffee foi lancado depois do Clustal e tinha como caracteristica efectuar
alinhamentos precisos de proteinas muito divergentes, mas tinha desvantagem ter um custo
computacional elevado. O programa foi sendo optimizado e, actualmente, € um programa
pratico adequado a problemas de média dimensdo. Mais recentemente, apareceram 0S
programas MAFFT e MUSCLE. Estes demonstraram executar alinhamentos pelo menos tédo

precisos quanto o Clustal e com a vantagem de serem mais rapidos e capazes de alinhar
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milhares de sequéncias. Apesar disso, 0s programas da série Clustal continuam ser muito
usados, especialmente no suporte web.?®

Para se realizar MSA é necessario haver um conjunto de sequéncias homadlogas
para alinhar. Estas sequéncias podem ser obtidas utilizando o software BLAST e a
sequéncia de interesse como query.

1.2.3 BLAST

Actualmente, o BLAST® é a ferramenta standard de procura e alinhamento. O
algoritmo do BLAST est4d em continuo desenvolvimento e é um dos mais citados no em
biologia. Muitos investigadores usam o BLAST para fazer uma pesquisa inicial usando
sequéncias de dados experimentais, de forma terem uma ideia das sequéncias em que
estdo a trabalhar. Porém, as potencialidades do BLAST vao muito além disto. O BLAST esta
longe de ser um algoritmo basico. De facto € um algoritmo muito avancado que se tornou
muito popular devido a sua disponibilidade, velocidade e fidelidade. Basicamente, o BLAST
procura sequéncias homadlogas a sequéncia de interesse em uma ou mais bases de dados
da NCBI.*

O BLAST é um programa open source, qualquer pessoa pode fazer o download do
mesmo e alterar o0 seu codigo. Isto originou o aparecimento de derivados do BLAST, sendo
gque o WU-BLAST é provavelmente o mais usado. O BLAST ¢é altamente escalavel e existe
num grande numero de plataformas, o que torna possivel usa-lo em pequenos
computadores pessoais, assim como, em grandes clusters de computadores.®> O BLAST
pode ser usado com diferentes objectivos. Por exemplo, quando se sequencia DNA de
espécies desconhecidas, o BLAST pode ser usado como ponto de partida para identificar as
espécies em questdo ou espécies homodlogas. Pode também servir para identificar dominios
numa sequéncia, assim como, construir arvores filogenéticas. O BLAST é também usado
identificar a que cromossoma pertence uma dada sequéncia de DNA. Outra das suas
aplicacdes € mapear anotagfes de um organismo para outro ou procurar genes comuns em
duas espécies diferentes.®

O BLAST identifica sequéncias homdlogas usando um método heuristico que
inicialmente encontra pequenas correspondéncias entre duas sequéncias, deste modo nao
tem toda a sequéncia em conta. Depois de encontrar a primeira correspondéncia, tenta
iniciar alinhamento local destas correspondéncias. O que significa que o BLAST nao garante
um alinhamento 6ptimo. Para se obter um alinhamento 6ptimo, deve-se usar um algoritmo

de alinhamento global.*?
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1.2.4 PSI-BLAST

O BLAST possui uma variante que se designa PSI-BLAST (Position specific iterative
BLAST) que permite correr o blastp de forma iterativa. Em cada iteracdo do PSI-BLAST é
construido um perfil a partir do alinhamento das sequéncias mais semelhantes a query.
Apenas sao utilizadas as sequéncias que tém uma pontuagdo superior a um determinado
limite que pode ser ajustado. O perfil referido é basicamente uma matriz com uma
pontuacdo especifica para cada posicdo do alinhamento (Position Specific Scoring Matrix —
PSSM). Posicbes muito conservadas recebem pontuacdes elevadas e posi¢cdes pouco
conservadas recebem pontuacdes préximas de zero. Este perfil € usado para realizar a
pesquisa do BLAST seguinte e os resultados da mesma sdo usados para refinar o perfil
anterior. Deste modo, a sensibilidade da pesquisa vai aumentando em cada iteracdo.** No
gue toca a deteccao de similaridades entre sequéncias distantes, o PSI-BLAST é muito
superior ao blastp porque combina a informacdo de conservacdo de varias sequéncias,
numa unica matriz. Seja como for, é preciso ter em mente que nem todas as sequéncias

encontradas PSI-BLAST estéo relacionadas com a query.®

1.2.5 Biopython

O projecto Biopython é uma associacao internacional que desenvolve ferramentas
em Python para biologia computacional. Estas ferramentas sdo de acesso livre e incluem
modulos, scripts e links de péaginas web, tornando mais simples o uso do Python em
bioinformatica.®

Entre as multiplas funcionalidades do Biopython pode-se destacar a capacidade de
extrair dados de diversos tipos de ficheiros, transformando-os em estruturas de dados
utilizadas pelo Python. Sendo facil depois fazer iteracbes sobre esses dados. O Biopython
possui também interfaces para programas de bioinformatica conhecidos, tais como, o
BLAST, o ClustalW e o EMBOSS. Contém também classes para lidar com sequéncias e
executar operacdes sobre as mesmas, tais como transcricdo e tradugdo. O Biopython
contém também implementac¢Bes de algoritmos de classificagdo, como sdo exemplo o k-
vizinhos mais préximos, Naive Bayes e Support Vector Machines. Existem também classes
para trabalhar com alinhamentos, que incluem métodos para criar e usar matrizes de
substituicdo. Para ser mais féacil utilizar todas estas ferramentas, o Biopython possui um

tutorial e documentaco wiki on-line muito completa e de facil compreensao.***’
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1.2.6 Determinacado de Correlacdes

A deteccéo de correlagdes da-se em dois passos. O primeiro € 0 MSA da sequéncia
da proteina e das sequéncias dos seus homdlogos. O segundo € o célculo de covariagcbes
para todos os pares de residuos. Uma das maiores dificuldades deste processo é a escolha
da funcao que determina as covariagdes, pois, existem em grande numero e tém diferencas
significantes. Outro problema é que as analises de coevolu¢cdo podem nao lidar bem com
representacdes desiguais de sequéncias, divergéncia evolucionéria insuficiente e presenca
de gaps no MSA. Para tentar resolver estes problemas foi desenvolvido pelo laboratério de
Gerstein® um programa que integra uma série de ferramentas e algoritmos para fazer
estudos de covariacdo. Este programa tem a disposicdo uma série de filtros de pré-
processamento, algoritmos de coevoluc&o e ferramentas para analise dos resultados.*®

As opcdes de pré-processamento tém como objectivo filtrar os dados de modo
aumentar a sensibilidade e especificidade das fungbes de covariagdo. E possivel filtrar as
sequéncias, removendo as que contém demasiados gaps ou que sdo muito similares umas
as outras, especificando-se para isso o limite de gaps e o limite de similaridade. Também
pode ser especificado o nimero minimo de sequéncias no MSA. E ainda possivel utilizar um
sistema de pesos baseado na topologia da arvore filogenética, caso esta seja fornecida, ou
baseado no método Markov random walk. Ambos os métodos retiram peso a sequéncias
muito semelhantes.®

Depois de filtrar as sequéncias, também ¢é possivel filtrar posicdes do alinhamento
gue contenham demasiadas gaps ou que sejam muito conservadas. Sendo que, no primeiro
caso, as posicbes ndo contém informacdo e, no segundo caso, as posicdes podem
influenciar de forma artificial as pontuac@es de coevolucdo. Também se podem filtrar pares
de posicdes, pois posi¢cdes que estejam préximas na sequéncia podem levar a producao de
resultados triviais que ocultem eventos de coevolucdo mais importantes. Estes pares de
posicdes podem ser filtrados, especificando o minimo de separacdo entre posicdes. Ja foi
demonstrado que insercdes e delecdes de mdltiplos residuos podem criar falsos positivos.
Por isso, € possivel filtrar pares de posi¢des que participem nas mesmas gaps em muitas
sequéncias.®

Existem outras op¢des disponiveis como agrupamento de residuos similares num
alfabeto de menor dimensdao com o objectivo de aumentar a sensibilidade. Ja foi também
demonstrado que as gaps podem fornecer sinais evolucionarios importantes, portanto, é
possivel tratar as gaps como ruido ou como um residuo.®

Em algumas proteinas, residuos correlacionados tendem a estar perto uns dos
outros. O que sugere que uma mutacdo num residuo pode criar instabilidade que é de certa

forma compensada com uma mutagcdo num residuo proximo. Por isso, sao disponibilizadas
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fungbes para analisar as pontuacfes de coevolugcdo em relacdo as distancias entre
residuos, assim como, técnicas de aprendizagem automatica para avaliar a eficiéncia de
vérias fungbes de coevolugdo. Também é fornecido um sistema para avaliar a significancia

das pontuacdes, mas apenas se o programa for utilizado localmente.®

1.2.7 Métodos de Determinacdo de Covariagdes

Existem muitos métodos para determinar covariacdes, alguns seguem estratégias
muito diferentes e outros sdo apenas variagcbes de métodos criados anteriormente. De
seguida, sao apresentados alguns deles, s6 séo referidos aqueles que sao disponibilizados

pelo software referido na seccgéo anterior.®®

1.2.7.1 Correlacéo de Pearson

Este método procura co-ocorréncia de mutacbes de similaridades comparaveis e
baseia-se na definicdo matematica de coeficiente de correlacédo r. Este método utiliza uma
matriz de similaridade que fornece uma pontuacdo para cada mutacdo. Esta pontuacao
indica quédo radical ou conservada € a mutacdo em relacdo a alteracdo das propriedades
fisico-quimicas dos aminoéacidos. E esperado que uma mutacdo radical num residuo seja
acompanhada por uma mudanca radical na posicdo complementar. Para cada posicao i,
todos os possiveis pares de sequéncias k, | sdo comparados, havendo portanto N2

comparagcbes para cada posicdo. A pontuacdo € atribuida a pares de posicdes de

correlacdo, comparando as pontuacées de similaridade da seguinte forma:*

1 EWM{S;'H - '(Sr'}}{sﬂzé' - ‘:Sj}}

=
Y N'” 0,0,
T

CM; =1 (1)

Na expressdo anterior, (S)) é a pontuacéo de similaridade média de N? comparacdes
na posicao i; Sy é a pontuacdo de similaridade entre o residuo na posigéo i na sequéncia k
e o residuo i na sequéncia I; o € o desvio padrdo de N? similaridades na posicéo i; Wy é a
fraccdo de posi¢cOes ndo idénticas do MSA nas sequéncias k, | normalizadas. O objectivo é
atribuir menos peso a informacdo de sequéncias similares. Além disso, colunas totalmente
conservadas com um desvio padréode zero sdo removidas da andlise.*

Existem algumas modificagbes ao método béasico de correlacdo de Pearson. Uma

delas é anular a utilizagio de pesos e outra é ndo comparar a identidade dos residuos. *
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O software ja mencionado disponibiliza varias fungbes de correlacdo opcionais.
Também disponibiliza varias matrizes de similaridade para diferentes propriedades dos

amino&cidos, tais como, volume, pl e hidrofobicidade.®

1.2.7.2 Observed Minus Expected Squared — OMES

Este método foi criado com base no teste estatistico ndo paramétrico chi-
guadrado. O que ele faz é comparar a co-ocorréncia de cada dois residuos em cada duas
colunas com a sua co-ocorréncia esperada [Eq.2 (B)]. A co-ocorréncia esperada € baseada
na ocorréncia de cada residuo na coluna, assumindo que ndo ha dependéncia entre os dois

residuos distribuidos nas duas colunas [Eq.2 (A)].*°

L 2
{No 5 _Nex}
(B) }"!'j: z k}\r i (2)
7 val

A N = Nely
(£ ex — EY
N valid

Nas equacdes anteriores, L é o tamanho da lista de pares distintos de residuos nas
colunas i e j; Nuyig € a sequéncia sem gaps nas colunas i, j; Nops € 0 nimero de vezes que
cada par distinto aparece; Nex € 0 numero de vezes que se espera que 0s residuos x e y
aparecam nas colunas i e j, respectivamente, dadas as suas ocorréncias singulares nas
colunas i e j; Ny € o numero de vezes que o residuo x aparece na coluna i; Ny;é o nimero de

vezes que o residuo y aparece na coluna j.*

1.2.7.3 Informacéo Mutua

Neste método, cada posicdo é de facto uma coluna ordenada de residuos. Para
executar o calculo para cada par é construida uma matriz triangular com dimensées n por n-
1, sendo n o comprimento da sequéncia. De seguida, é atribuido um valor a cada célula da
matriz e é apresentada uma lista dos valores como output.*°

O método de informacdo muatua (MI — Mutual Information), muito utilizado em
bioinformatica, ganhou muita importancia com o desenvolvimento da teoria da informacao.
Este mede a quantidade de informacgdo que uma variavel aleatdria contém acerca de outra

variavel aleatéria:*°

Plx.y)

].Ogm, (3)

MI; = > P(x.y)

xy
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P(x) é a probabilidade de encontrar o residuo x na coluna i; P(y) € a probabilidade de
encontrar o residuo y na coluna j e P(x,y) é a probabilidade de encontrar os residuos X,y nas
colunas i,j respectivamente. As probabilidades sdo calculadas a partir da distribuicdo de
aminoAcidos nas respectivas colunas do MSA.*

A estatistica Ml escala até um méaximo de 1. O valor de informac&o atinge 1 quando
se verificam 3 condi¢cdes. Em primeiro lugar, tem de haver uma covariacao perfeita entre os
residuos presentes nas duas posi¢cdes. Em segundo lugar, todos os 20 aminoéacidos tém
gue aparecer nas duas posicdes. E em terceiro lugar, todos os aminoacidos tém que estar
presentes na mesma frequéncia. Destas propriedades, apenas a primeira é desejavel para
medir coevolucao, as outras duas podem levar ao aparecimento de falsos positivos.*°

Sao disponibilizadas varias op¢des de normalizacao que permitem lidar melhor com

efeitos de amostras de tamanho reduzido e efeitos de influéncia filogenética.*

1.2.7.4 Quartets

Este método usa o conceito base da correlacdo de Pearson mas nao utiliza a matriz
de similaridade das propriedades fisico-quimicas. Uma das raz6es para negligenciar o uso
desta matriz € o facto de em algumas familias de proteinas, a alteracdo de aminoacidos
similares em certas posicées, induzir alteracdes dramaticas noutras posicdes.*

O método quartets tem este nome porque utiliza conjuntos de quatro residuos
compostos por dois pares de aminoacidos de duas colunas (Xi, Yi, X’ Y7j). Para cada par
de colunas é construida uma matriz 20 x 20 e é somada a contribuicdo de todos os
conjuntos de residuos. Um conjunto contribui 1 se cumprir todas as condi¢cdes da equacéao

seguinte, caso contrario contribui 0:%

[{Pi.r:E:Pﬁ':}:}Pr}'::-:R.l'x} ﬂlld {(Pfa' = Dmin} or {Pj}' = Dmi:z”] or ]

[I[Pf.r::-:PJ}"::{PP}':E:P}I) and “Pn > Dmin) or {PJ’.J. > Dmm”] I

and {[iu?» =D ) or [ P

Jx

PyPe o\
pap. > Do)[ @

J¥Y !

D%, € o numero de sequéncias que evidenciam correlacdo de um par de
aminodcidos, dividido pelo numero de sequéncias evidenciam o contrario € D, € 0 numero

absoluto de sequéncias que evidenciam correlagéo.*

1.2.7.5 Statistical Coupling Analysis — SCA

O método SCA é baseado na perturbacdo de um MSA. O residuo mais presente na

coluna j define um sub-alinhamento. O sub-alinhamento é composto apenas por sequéncias
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em que esse residuo aparece na coluna j. A pontuacdo da mutagdo correlacionada é
expressada por um termo energético, AAG;;, que expressa a diferenca entre o parametro AG;

do alinhamento completo e do sub-alinhamento.*

I| / P: \ 2
(A) AG™ = T ,'Z[lnF' ) (5)
T\ Lusa/
(B)AAGE — LT :Z(I Py POy
= ¥ Il n— — ln—
! \. N Phisags; Prysa/

(C) AAG; = 'IZ(lnPﬁhj — P}’

x

P* é a probabilidade de encontrar um aminoacido x na coluna i; P'ysa € a
probabilidade de encontrar o aminoacido x no MSA; P*; € a probabilidade de encontrar o
aminoécido x na coluna i do sub-alinhamento perturbado em relacéo a coluna j.*

O método SCA foi introduzido na forma da equacao (A), sendo que a constante kT s6
era utilizada para a equacao aparecer como termo energético e ndo tinha qualquer efeito no
célculo da correlacdo. Além disso, como a ligacdo entre a pontuacdo SCA e 0 termo
energético foi contestada, ndo é apropriado utilizar este termo. Depois disso, 0 termo Pysa

foi também removido, utilizando-se agora na forma da equacéo (C).*

1.2.7.6 Perturbation, Explicit Likelihood of Subset Covariation — ELSC

O método de perturbacdo em esséncia é similar ao SCA. A principal diferenca entre
os dois é o modo de medir os desvios da composi¢cdo aminoacidica entre o sub-alinhamento
e o alinhamento completo. ELSC mede quantas possibilidades de sub-alinhamentos de

tamanho n teriam a composic¢do encontrada no alinhamento j.*

x 1[ xj )
5 ?H_U- |

[ N,
Cn )

La]

(6)

Ny; € 0 numero de residuos do tipo x na posi¢do j no MSA néo perturbado; ny;é o
namero de residuos do tipo x na posi¢do j no sub-alinhamento definido pela perturbag¢éo na
coluna i; my é o numero de residuos do tipo x na posi¢do j no sub-alinhamento

idealizado.**
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2 Materiais e Métodos

Este trabalho teve como finalidade utilizar informacéo de coevolucédo para determinar
pontos de contacto ou zonas de contacto em complexos proteicos transientes. Esta
informacgdo pode ser util para resolver o problema do docking molecular, permitindo filtrar
solugbes geradas pelo algoritmo de pesquisa ou restringindo as solugbes geradas pelo
mesmo.

O procedimento deste trabalho foi concebido com base em outros trabalhos que
mostraram ser eficientes.***> O trabalho foi desenvolvido de forma a ser o mais
automatizado possivel para que o utilizador interviesse apenas quando fosse imperativo e
para que 0 mesmo nao necessitasse de ter muitos conhecimentos de informatica. No
entanto, devido a complexidade do problema, ndo foi conseguido automatizar todas as
etapas. Neste trabalho foi utilizado o Biopython sempre que possivel por facilitar a leitura de
ficheiros fasta, a execucédo do psi-blast e do ClustalW, entre outros.

Este método parte das sequéncias das subunidades dos complexos e termina com a

obtencéo de informacéo de coevolucdo. Em tracos gerais, estes sdo 0s passos:

* asequéncia de cada subunidade é utilizada como query no blastp ou psi-blast;
= o resultado do psi-blast € um conjunto de sequéncias homologas a query;

= cada conjunto de sequéncias € alinhado utilizando o ClustalWw;

» junta-se o alinhamento das subunidades do mesmo complexo;

= executam-se os calculos de covariacdo para cada complexo.

Foi criado um modulo separado para cada fase do etapa, sendo possivel utilizar cada
um individualmente ou em conjunto de modo sequencial, executando um script batch. Neste
trabalho, as ferramentas foram criadas de modo a sé utilizarem informacéo local sendo
unicamente necessario ter o devido software instalado (Python, Biopython, BLAST, etc.), um
ficheiro fasta que funciona como “base de dados”, um ficheiro com os identificadores dos
complexos que se pretendem estudar e um ficheiro que contenha as sequéncias das
proteinas que compdem os complexos. O ficheiro que funciona como “base de dados” pode
conter sequéncias retiradas de uma ou mais bases de dados da web e pode ser concebido
pelo utilizador com sequéncias de interesse para o0 estudo que esta a realizar. Além destes
ficheiros, existe outro onde o utilizador especifica que tipo de pesquisa pretende usar, blastp
ou psi-blast.

A medida que o procedimento foi construido, foi sendo testado num conjunto de
sequéncias de complexos cujas estruturas sdo conhecidas. Portanto, a primeira fase foi

encontrar e seleccionar estes complexos proteicos.
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2.1 Criagdo do Conjunto de Teste

Pesquisar numa base de dados complexos proteicos que possam ser utilizados
nesta situacdo € uma tarefa complexa. Em estudos ja realizados, a pesquisa e filtracdo dos
dados teve de ser feita manualmente.*? No estudo referenciado foi usado um conjunto de
dados que ja tinha sido construido pelos autores num trabalho anterior, no qual tinham
separado manualmente complexos transientes e complexos estaveis.? Este conjunto foi
filtrado de forma a ndo ter informacdo redundante e foi constituido por 212 complexos
transientes e 115 complexos estaveis ou obrigatérios. Dois complexos foram considerados
ndo redundantes se 0s dominios em contacto tivessem uma classificagdo estrutural
diferente. E de notar que a mesma proteina pode estar representada multiplas vezes como
parte de diferentes complexos ndo redundantes.* Decidiu-se portanto utilizar este conjunto
de dados no trabalho realizado por ter varias vantagens. Em primeiro lugar, evitou a
construcdo de um conjunto de dados de inicio, poupando tempo. Em segundo lugar, a
classificacdo dos complexos em transientes e obrigatérios ja foi validada, permitindo fazer
estudos comparativos. Como o objectivo era aplicar o método a complexos transientes,
foram seleccionados alguns destes complexos. Na primeira fase da seleccdo foram
seleccionados apenas os complexos diméricos, pondo de lado todos os complexos com

mais de duas subunidades. Posteriormente, este conjunto de complexos foi filtrado de novo.

2.2 Pesquisa de Sequéncias

Para se obterem as sequéncias para realizar os MSAs foi utilizado o psi-blast. Este
foi utilizado para procurar sequéncias homologas as sequéncias de cada uma das
subunidades dos complexos seleccionados. A base de dados utilizada para procurar as
sequéncias foi a UniProt?®®. Na pesquisa das sequéncias foram usadas duas iteracbes e os
parametro default do blastp com excepcdo do e-value que foi alterado para 1x10°. Foi
usado este valor de e-value porque, para o problema em questéo, as sequéncias a utilizar
tém de ser semelhantes, mas por outro lado tém de ser diferentes o suficiente para
apresentarem covariagfes. Apo0s a pesquisa pelo psi-blast, obteve-se um conjunto de
sequéncias para cada sequéncia inicial. Nesta fase houve outra filtragem, sendo que foram
postos de lado complexos cujas subunidades possuissem conjuntos de sequéncias
pequenos, inutilizaveis em estudos de coevolucdo. Portanto, foram eliminados todos os
complexos que tivessem pelo menos uma subunidade cujo conjunto de sequéncias tivesse
dimensao inferior a dez. Dos complexos que restaram, foram seleccionados 8 complexos

aleatoriamente, ou seja, 16 conjuntos de sequéncias, para utilizar no restante trabalho.
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Tabela 1 Complexos proteicos do conjunto de teste.

PDB ID | Descricao

1buh®*® | CDK2 kinase complex with cell cycle-regulatory protein CKSHS1

leuv* | ULP1 protease domain in complex with SMT3

1grn® CDC42/CDC42GAP/ALF3 complex

1h59%° | Complex of IGFBP-5 with IGF-|

1itb*’ Type-1 interleukin-1 receptor complexed with interleukin-1 beta

1m10*® | Complex of glycoprotein Ib alpha and the von Willebrand Factor A1 Domain

1ycs® P53-53BP2 complex

1zbd*® Small G Protein RAB3A complexed with the efector domain of Rabphilin-3A

Estes conjuntos de sequéncias foram verificados manualmente e constatou-se que
algumas sequéncias se encontravam em duplicado, portanto as sequéncias foram filtradas
de modo a eliminar a redundancia.

Portanto, existe um médulo que executa o que foi referenciado nesta seccédo. Além
disso, como o output do blastp e psi-blast é gerado em formato xml, este médulo também o

converte o para formato fasta.

2.3 Seleccao das Sequéncias

O que se segue a obtencdo dos conjuntos de sequéncias é a realizacdo dos MSAs,
no entanto, nem todas as sequéncias do conjunto devem ser utilizadas. Portanto, antes de
alinhar as sequéncias foi necessario selecciona-las. Este processo de selecc¢éo foi feito por
outro mddulo que 1€ as sequéncias do ficheiro fasta gerado anteriormente, filtra-as e guarda-
as noutro ficheiro. Uma das razdes que torna necessaria a seleccdo das sequéncias é que,
para realizar estes calculos de covariagfes, as sequéncias das subunidades dos complexos
tém de estar organizadas de acordo com a espécie. Ou seja, cada sequéncia no conjunto de
sequéncias da subunidade A tem que emparelhar com uma sequéncia da mesma espécie
do conjunto de sequéncias da subunidade B. O que acontece é que nem sempre 0S
conjuntos de sequéncias de A e B possuem sequéncias das mesmas espécies, 0 que
significa que ha sequéncias que nao tém par, logo, ndo podem ser usadas em estudos deste

tipo. Portanto, estas sequéncias tiveram de ser identificadas e eliminadas.
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Para executar a tarefa de selec¢cdo e emparelhamento de sequéncias foi criada uma
classe para armazenar a informacao relativa as sequéncias. Até esta etapa, a informacgéo
relativa as sequéncias tinha sido tratada, utilizando a classe SeqRecord do Biopython.
Porém, esta classe nédo permite aceder directamente a parte da informacéo necessaria para
resolver o problema referido. A informacao sobre a espécie, e até sobre o nome da proteina,
esta contida numa string que € o atributo description da classe SeqRecord. Para se aceder
directamente a esta informacdo e para se conseguir filtrar as sequéncias foi necessario
implementar uma nova classe, semelhante a SeqRecord mas que armazenasse mais

informac&o. Foi criada a classe SegPlus que possui 0s seguintes atributos:

Tabela 2 Atributos da classe SeqPlus.

Atributo Descricéo
segRec O objecto SegRecord de onde é extraida a informacgéo
description O atributo description do objecto SeqRecord original
id O atributo id do objecto SegRecord original
theSeq A sequéncia da proteina
specie A espécie a que pertence a proteina
proteinName O nome da proteina
proteinid O identificador da proteina na base de dados UniProt
subunit A subunidade da proteina

A informacao contida nestes novos atributos é extraida do atributo description do
objecto SegRecord original através de métodos desenvolvidos para isso. SO é garantido o
correcto funcionamento destes métodos para atributos description de sequéncias
provenientes da base de dados UniProt.

Os atributos desta nova classe permitem aceder directamente a informacao
importante que pode ter varias aplicacdes. Neste caso particular, o facto de se poder aceder
directamente a espécie é importante. Foi também criada outra classe designada Subunit que
guarda todas as sequéncias de uma subunidade, num dicionario cujas chaves sdo 0os homes
das espécies. Assim, é possivel procurar sequéncias da mesma espécie em subunidades
diferentes com facilidade.

O numero de sequéncias nos conjuntos varia e pode ser muito diferente em
subunidades do mesmo complexo. Por exemplo, o complexo 1buh é o da cinase CDK2 com
a proteina CKsHsl. O gue acontece neste caso e em casos semelhante é que para a
CKsHsl existem poucas sequéncias por espécie. No entanto, para no conjunto de
sequéncias da CDK2 existem muitas sequéncias por espécie, pois ha outras cinases que

partilham motivos com esta. Aqui a questao foi como seleccionar as sequéncias, do conjunto
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de sequéncias da CDK2, para emparelhar com as sequéncias da CKsHs1. Existem varios
critérios que podem ser usados para seleccionar as sequéncias. Podem ser seleccionadas
todas as sequéncias da proteina, pode ser seleccionada a sequéncia melhor de cada
espécie, ou uma sequéncia ao acaso de cada espécie, entre outras. Qualquer que seja o
critério, hd sempre um compromisso. Um critério muito alargado pode incluir sequéncias que
vao ocultar a covariagdo e um critério muito rigoroso pode reduzir demasiado o nimero de
sequéncias, que é importante no calculo de correlacdes. Neste caso particular, optou-se por
testar dois tipos de seleccao, seleccionar o0 maximo de sequéncias do conjunto de CDK2 e
seleccionar apenas uma sequéncia da CDK2 de cada espécie. A primeira forma de selec¢éo
mencionada implica que se repitam sequéncias do conjunto de sequéncias da CKsHs1, pois
este é de menor dimensdo. Esta opcdo tem o problema de poder alterar a frequéncia
relativa dos aminoéacidos e de no fundo se estar a assumir que certas proteinas formam
complexos que podem n&o existir na realidade, pois se esté a utilizar sequéncias que séo de
outras proteinas. O segundo modo de seleccdo tem o problema de implicar que se
comparem nomes de proteinas. Apesar da classe ja mencionada permitir aceder
directamente ao nome das proteinas, este nhome é representado por uma string que nao
pode ser comparada directamente porque sequéncias da mesma proteina mas de espécies
diferentes podem ter nomenclaturas ligeiramente diferentes, mesmo se sequéncias forem
provenientes da mesma base de dados. Portanto, para contornar este problema utilizou-se
um sistema que utiliza uma palavra-chave. Caso a palavra-chave esteja presente no home
da proteina, esta é seleccionada, caso contrario, ndo é. Neste caso, definindo a palavra
passe como “CDK2” permite seleccionar apenas sequéncias de proteinas CDK2. A escolha

da palavra-chave tem que ser definida pelo utilizador e é especifica de cada conjunto.

2.4 Alinhamento dos Conjuntos de Sequéncias

Apos ter sido feito o emparelhamento das sequéncias, obteve-se um conjunto de
sequéncias para cada complexo. Cada sequéncia neste conjunto corresponde a jungéo das
sequéncias das duas subunidades. Nesta fase, cada conjunto de sequéncias foi alinhado
utilizando o ClustalW com os parametros default. Existe um moddulo que executa 0s

alinhamentos e converte o output do ClustalW para formato fasta.

2.5 Calculos de Determinacéo de Covariagfes

Os célculos de covariacdes foram executados utilizando o programa ja mencionado
na seccado 1.2.5. Este programa, embora seja facil de utilizar no suporte web, quando

utilizado localmente € de utilizagdo um pouco mais complexa, sendo que, a sua
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documentacdo ndo € pormenorizada e para que possa ser utilizado tem que ser instalado
outro software denominado apache ant.”* Este software serve para compilar o source code
do programa anterior e utiliza a linguagem de programacdo Java. Depois de instalado o
programa, o problema foi determinar em que forma especifica tinham de estar os ficheiros
de input. A pouca documentagdo disponivel ndo contém qualquer informacdo sobre este
aspecto. O problema foi solucionado submetendo um calculo na interface web e utilizando o
ficheiro de input que é fornecido no final dos calculos. Este ficheiro foi depois modificado
para ser utilizado localmente com diversos algoritmos para determinar de covariagfes. A
execucao deste programa implica ainda que seja utilizada a linha de comandos e que sejam
definidas trés variaveis locais antes de ser executado, portanto, foi feito um script batch que
realiza estas operacbes. Desta forma, € possivel utilizar o programa sem recorrer
directamente a linha de comandos, o que pode ser vantajoso para alguns utilizadores.

Foram feitos testes utilizando varios algoritmos implementados no programa:
informagdo mutua, ELSC, quartets e método de correlacdo de Pearson. No que toca a

opcOes de filtracdo de sequéncias foram utilizados os seguintes valores:

Tabela 3 Filtros utilizados na selec¢é@o de sequéncias para calcular covari¢fes.

Filtro Valor
Maximo de similaridade entre sequéncias 0.9
N° minimo de sequéncias 10
N° maximo de gaps por posi¢ao 0.1
Maximo caracter mais frequente 0.9
Separagdo minima entre posicbes 3

Foi criado um maddulo que cria ficheiros especificos para que cada um dos conjuntos
de sequéncias possa ser utilizado pelo programa que determina covariacbes. Sao criados
dois ficheiros para cada conjunto de sequéncias e além disso é copiado o ficheiro fasta com
0 MSA para o directério apropriado. Seguidamente o mesmo médulo executa os calculos de

covariagdo para todos os conjuntos de sequéncias.

2.6 Extraccao da Informacgédo de Covari¢cdes

Apos a realizacdo dos calculos de covari¢cbes € gerado um ficheiro de output que
contem um valor para cada par de aminoacidos no complexo. O valor varia de 0 a 1 e
guanto maior for, maior € a probabilidade de esses aminoacidos terem sofrido coevolugao.
Para se conseguir extrair alguma informagédo do ficheiro de output foram desenvolvidos

alguns métodos que extraem as solugbes com maior valor de covariacdo. Neste caso,
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comecou-se por analisar as dez solu¢gdes com maiores valores de covariacdo. Além disso,
foram filtradas as solugbes que correspondiam a relacdes entre aminoacidos da mesma
subunidade para ficarem apenas as solugbes que correspondiam a relacbes entre
amino&cidos de subunidades diferentes, que eram as que interessavam para o problema em
guestao. De seguida, as posi¢cdes dos aminoacidos foram corrigidas. Em muitos casos as
proteinas nos ficheiros pdb ndo se encontram completas, portanto foi necessario fazer a
conversao das posi¢cdes dos aminoacidos do output do programa que determina as
covariagbes, para as posi¢cdes dos mesmos no ficherio pdb. Para tal, as duas sequéncias
foram alinhadas utilizando uma vez mais o ClustalWw.

De seguida, foi calculada a distancia entre residuos para todos os pares dos
mesmos. Por fim, foi criado um ficheiro contendo o simbolo e posi¢cdo de cada par de

residuos, assim como, a sua pontuacao de covariacao e a distancia entre 0s mesmos.

2.7 Visualizacéo

Ap6s a extraccdo das solucdes foi utilizado o software DS Visualizer® para visualizar
0s aminoacidos na proteina e verificar se estes se encontravam proOXimos ou em contacto
um com outro. Caso se encontrassem, significaria que este método permitiria prever pontos

de contacto e zonas de interface.

3 Resultados e Discusséao

Foram realizados varios testes sobre as proteinas dos 16 conjuntos de sequéncias,
correspondentes aos oito complexos. Recorreu-se varios algoritmos para determinar as
covariacbes, com a finalidade de verificar se o0s resultados dos algoritmos seriam
concordantes e avaliar a eficiéncia dos mesmos. No que toca a determinacdo de
correlagBes entre subunidades de um complexo, os testes ndo chegaram a ser completados
porque surgiram alguns problemas logo de inicio.

Comecgou-se por utilizar o complexo 1buh, mencionado anteriormente, e o algoritmo
de informacdo muatua para determinar as covariagbes. Depois, foram extraidas as 10
melhores solugBes e foi utilizado o software ja referido para observar os aminoacidos em
guestdo na estrutura da proteina. Ai verificou-se que as solu¢des ndo correspondiam a
aminoacidos proximos. Foram testados os dois métodos de selecgdo de sequéncias e
nenhum deles detectou um Unico ponto de contacto. Posteriormente, testaram-se outros
complexos e verificou-se 0 mesmo: ndo existia um Unico par de residuos que estivessem
proximos. Quando se testaram outros algoritmos para determinar covariagdes, tais como o

guartets e método de correlacdo de Pearson, o melhor que se obteve foi um par de residuos
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em contacto no top 10. Portanto, o problema podia ser causado por baixa qualidade dos
MSAs, assim como do processo de seleccdo de sequéncias. O problema também poderia
ser resultado dos calculos para determinar covariacfes estarem a ser feitos com as
sequéncias completas das duas subunidades, em vez de se utilizar apenas os aminoacidos
a superficie da proteina. Além disso, este processo calcula relagcbes ndo sé entre
aminoacidos de subunidades diferentes, mas também, entre aminoacidos da mesma
subunidade. Estes dois ultimos factores contribuem para que correlagcées entre aminoacidos
a superficie das duas subunidades aparecam pouco evidenciadas.

A maior parte dos estudos de coevolucdo realizados sdo de determinacdo de
correlagbes intramoleculares. O facto de se estar a determinar correlacbes entre duas
subunidades, torna o problema mais complexo. Portanto, nesta fase decidiu-se simplificar o
problema, utilizando apenas uma subunidade para executar os calculos de covariacéo.
Deste modo, efectuaram-se célculos para determinar apenas correlacdes intramoleculares,
com o objectivo de eliminar hip6teses que pudessem estar na origem dos resultados acima
referidos. Além disso, o top 10 das solucdes foi aumentado para top 20 e o método de
seleccdo de sequéncias também foi alterado. O método de seleccao anterior requeria a
utilizacdo de uma palavra-chave escolhida pelo utilizador, 0 que ndo era pratico e se
mostrou pouco eficiente. Portanto, adoptou-se outro método mais simples e automatico que
consiste simplesmente na escolha na sequéncia mais semelhante de cada espécie.

Nesta nova fase de testes foram utilizadas as proteinas pertencentes aos oito
complexos seleccionados anteriormente. O que significa que se utilizaram 16 proteinas.
Fizeram-se 0s mesmos testes, 0 psi-blast para efectuar a procura inicial de sequéncias e
foram utilizados os quatro métodos para determinar covariacbes ja mencionados
anteriormente. O conjunto de proteinas, apesar de inicialmente ser composto por 16
proteinas, ficou reduzido a 12. Devido a filtracdo de sequéncias que é feita pelo programa
gue calcula as covariacdes, alguns dos conjuntos de sequéncias ficaram reduzidos a menos
de 10 sequéncias, portanto ndo foram usados nos calculos.

Apos a realizagdo dos calculos de covariagao, verificou-se que a simplificacdo do
problema, assim como as alteracdes efectuadas permitiram detectar mais pontos de
contacto. Os resultados apresentados sdo bem mais consistentes do que os obtidos
anteriormente, em que no maximo se obtia um ponto de contacto. Em baixo esta uma tabela
com o0 numero de contactos no top 20, por método de determinacdo de covariagBes para

cada complexo.
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Tabela 4 Nomero de amino&cidos em contacto por método de determinacéo de correlagdes.
Proteinas MI C. Pearson ELSC Quartets

1BUH_A
1BUH_B
1GRN_A
1GRN_B
1H59 A
1ITB_A
1ITB_B
1IM10_A
1M10_B
1YCS_A
1YCS B
1ZBD_A

0
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o

O| O N O] N| | | k| O W N| O
Nl W| k| W O] k|l O O] k| N O] O
O| O O O] | FP| P O O | N

Nao ha nenhum método que detecte contactos em todos os casos mas o método de
correlacdo de Pearson detecta contactos em dez das vinte proteinas. Além disso, de uma
maneira geral, € o método que detecta mais contactos. Apesar de existirem muitos falsos
positivos em quase todos 0s casos, ho caso particular da proteina 1IM10_B, o método de
correlacdo de Pearson apresentou uma grande eficiéncia, apresentando apenas 5 falsos
positivos.

Em alguns casos, como sdo exemplo a proteina 1BUH_A e a 1H59 A, foram
detectados poucos contactos ou até mesmo nenhuns. Isto deve-se ao facto de terem sido
seleccionadas demasiadas sequéncias, algumas das quais ja sdo muito diferentes da
proteina e tornam impossivel obter dados de covariacdo. Portanto, o principal ponto a
melhorar é a seleccao das sequéncias.

Este procedimento apesar de se encontrar numa fase preliminar, foi seguidamente
testado em alguns complexos, para tentar determinar covariagfes intermoleculares, que era
o objectivo do trabalho. Foram usados apenas 0s complexos cujas subunidades estivessem
ambas presentes nos resultados finais dos testes anteriores. Ou seja, foram utilizados os
complexos 1BUH, 1GRN, 1ITB, 1M10 e 1YCS. Os resultados foram filtrados de forma a se
obterem apenas valores de covariagdo para pares de residuos pertencentes a aminoacidos

de subunidades diferentes. Os resultados obtidos foram os seguintes:
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Tabela 5 Nimero de aminoacidos em contacto por método de determinacado de correlacdes.

Proteinas Mi C. Pearson ELSC Quartets
1BUH 1 0 0 1
1GRN 2 2 1 0
11TB 1 2 0 1
1M10 1 3 1 0
1YCS 0 1 1 0

Nestes testes, o0 método de correlacdo de Pearson mostrou ser o mais eficiente na
maior parte dos casos mas mesmo assim, o nimero de contactos foi em todos os casos
bastante baixo, variando geralmente entre 0 e 2. Apenas num dos casos foram detectados 3
pontos de contacto. No entanto, ha que ter em conta que foram considerados todos os pares
de residuos entre as duas subunidades. Para se tentar obter melhores resultados pode-se
considerar apenas residuos a superficie das subunidades. Desta forma, apareceram mais
correlacbes de aminoacidos a superficie no top 20 de solugdes pois € filtrado um grande
numero de falsos positivos.

Apesar dos pontos de contacto variarem entre O e 2 na maioria dos casos, como 0
objectivo deste trabalho é aplicar este procedimento no docking para diminuir o espaco de
solucBes a explorar, este método tem potencialidades. Mesmo que em 20 solu¢des, uma ou
duas sejam verdadeiras, jA € possivel diminuir muito o nimero de solu¢des geradas pelo
algoritmo de pesquisa, assim como filtrar solu¢bes ja geradas pelo mesmo.

Para se poder passar a aplicacdo deste tipo de procedimento a deteccdo de pontos
de contacto para utilizar em docking, € necessério refinar os métodos, testando-os primeiro
em casos simples, como os apresentados anteriormente. A fase mais critica deste tipo de
método € a selecgdo de sequéncias, assim como, os MSAs, portanto tentar melhorar ambos
€ um bom ponto de partida. Além disso, o conjunto de teste utilizado foi perdendo dimenséo
a medida que os varios passos foram executados, portanto, este conjunto deve ser alargado
para testar a robustez do procedimento. Podem-se ainda variar os parametros utilizados
para filtrar as sequéncias para os calculos de covariagfes, assim como, fazer variar o valor
limite do e-value e outros parametros na pesquisa inicial de sequéncias para tornar a
pesquisa mais rigorosa.

Apesar deste método mostrar ter potencialidades, é precoce utilizar os dados
produzidos neste trabalho para filtrar solugdes de docking ou restringir as solugfes geradas

pelo mesmo porque ainda ha varios aspectos a melhorar.
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4 Conclusao

Durante a fase de constru¢do do conjunto de teste ficou evidente que métodos deste
tipo ndo sdo generalistas, ndo podem ser aplicados a qualquer proteina, sé sédo aplicaveis
em situacBes em que existam sequéncias homologas suficientes para realizar os célculos de
covariacdes. No que toca ao desenvolvimento do método, h4 ainda a referir que o Biopython
foi uma ferramenta base na sua concepcdo e que facilita a utilizacdo dos algoritmos de
pesquisa e alinhamento de sequéncias. Esta ferramenta, embora n&o tenha permitido
responder aos problemas mais complexos e especificos do trabalho, foi um bom ponto de
partida.

O método utilizado ainda estd em fase de desenvolvimento e ainda tem de ser
melhorado para se aplicar a determinagéo coevolugao entre proteinas e se obter resultados
robustos. Apesar do trabalho mostrar que tem potencialidades, a seleccdo das sequéncias
para realizar o MSA tem de ser melhorada. Noutros estudos que mostraram ter bons
resultados, cada sequéncia foi analisada e seleccionada manual e individualmente. O que
significa que a complexidade do problema néo permite que esta seleccdo seja baseada em
critérios tao simples como os utilizados.

Apesar do método na globalidade ainda ter de ser aperfeicoado, devido a forma
como foi planeado e concebido, permite que modulos individuais e independentes possam
ser utilizados. Por exemplo, o utilizador pode facilmente executar o BLAST sobre uma base
de dados diferente das disponibilizadas no suporte web. Além disso, pode executar varias
pesquisas consecutivas do BLAST para varias proteinas, bastando para isso colocar o
identificador das sequéncias no ficheiro designado para isso. Da mesma maneira, 0
utilizador pode executar varios MSAs consecutivos utilizando o ClustalW. Outro médulo que
pode ser usado independentemente é o que |é e filtra os resultados do programa que
determina covariacdes. O utilizador pode executar um calculo localmente, ou utilizando o
suporte web, e utilizar este médulo para ler o ficheiro e lhe retornar os N melhores
resultados. Além dos modulos independentes, pode ainda ser usada a classe SeqPlus
individual, ou juntamente com a classe Subunit. Apesar destas classes terem sido criadas
de forma a facilitar a resolugéo deste problema particular, elas tém mais potencialidades e, a
semelhangca da classe SeqRecord do Biopython, podem ser utilizadas na analise e
extraccdo de informacgdo de conjuntos de sequéncias, desde que estes provenham da base

de dados UniProt ou cujas descrigbes sigam as mesmas regras desta base de dados.
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