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RESUMO

O alinhamento da biotecnologia moderna com a bioinformatica tem fornecido importantes
informagdes para a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos. A realizagdo de
estudos de mutagénese, a partir de abordagens computacionais, tem tentado prever os efeitos
de mutagdes missense em proteinas, que estao relacionadas a doengas graves, por meio de
suas estruturas tridimensionais. Para tal feito, preditores computacionais de estabilidade, que
avaliam os efeitos da mutagdo, precisam de um grande volume de dados termodindmicos para
serem capazes de predizer os efeitos estruturais causados a proteina. Um dos problemas
recorrentes ¢ a falta de estruturagdo e padronizacdo dos dados utilizados, que demanda muito
tempo de trabalho humano para solucionar. Sendo assim, a utiliza¢do de inteligéncia artificial
torna possivel a mineragdo e gerenciamento de dados em menor tempo, auxiliando o processo
de design de novos farmacos. Esta pesquisa apresenta o treinamento de um modelo de
machine learning, na plataforma LitSuggest, para recuperacdo de referéncias que contenham
dados termodinadmicos de proteinas, depositadas no repositorio PubMed. Um total de 14
referéncias foram classificadas pelo modelo e selecionadas em curadoria manual, totalizando

283 novas mutagoes e 2.901 novos dados adicionados no ThermoMutDB.

Palavras-chave: Mutagdes missense; Aprendizado de maquina; Curadoria de

dados; ThermoMutDB
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ABSTRACT

The alignment of modern biotechnology with bioinformatics has provided important
information for the discovery and development of new drugs. Mutagenesis studies from
computational approaches have attempted to predict the effects of missense mutations on
proteins that are related to serious diseases through their three-dimensional structures. For
this purpose, computational stability predictors which evaluate the effects of mutation need a
large volume of thermodynamic data to be able to predict the structural effects caused to the
protein. One of the recurring problems is the lack of structuring and standardization of the
data used, which takes a lot of human time to solve. Thus, the use of artificial intelligence
makes data mining and management possible in less time, assisting in the design process of
new drugs. This research presents the training of a machine learning model, on the LitSuggest
platform, to retrieve references containing thermodynamic data of proteins, deposited in the
PubMed repository. A total of 14 references were classified by the model and selected in

manual curation, totaling 283 new mutations and 2,901 new data added to ThermoMutDB.

Keywords: Missense mutations; Machine learning; Data curation; ThermoMutDB
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia tem sido crucial nos ultimos anos em diversas areas, seu carater
multidisciplinar que envolve a aplicagdo de variadas formas de vida (microrganismos, plantas
e animais), para obten¢do de processos e produtos de interesse para a sociedade, tem
permitido inUimeras conexdes e impulsionado avangos na medicina, na agricultura, na
industria e no cuidado com o meio ambiente. Ao longo do tempo, novas ferramentas e
aplicagdes foram incorporadas ao seu escopo, a partir do avangos concomitantes em genética,
microbiologia, quimica, fisiologia, biologia molecular, bioquimica e entre outras, sendo a
biotecnologia moderna o resultado de suas convergéncias (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010)

A bioinformatica ¢ uma area também multidisciplinar, que envolve computagao,
biologia, fisica, quimica e outras. O seu alinhamento com a biotecnologia tem promovido
consideraveis avangos técnico-cientificos e novos desafios ainda mais complexos. Um
exemplo das aplicagdes biotecnologicas da bioinformatica ¢ a descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos produzidos a partir de microorganismos, que se destacam em uma subarea
denominada de biologia sintética, que permite a montagem de genomas inteiros, com uma
infraestrutura minima (VERLI, 2014)

Nos ultimos anos, a biotecnologia tem aumentado a sua participagdo no
desenvolvimento e producdo de farmacos, ja representando cerca de 10 a 15% do mercado
farmacéutico, revolucionando a investigagdo e o desenvolvimento de novos medicamentos,
bem como a fabricagdo destes em escala industrial. O processo que comega com a triagem
virtual e identificagdo da proteina que deve ser regulada, passa por docking molecular e tem
seus parametros de interagdo, energia € posicionamento atdmico otimizados em softwares
especificos (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; VERLI, 2014).

Os estudos de mutagénese em proteinas fornecem muitas informagdes sobre os efeitos
de mutagdes pontuais que podem alterar a estabilidade de uma proteina e orientar as
iniciativas de design de medicamentos farmacéuticos que visam combater os efeitos das
doengas. Geralmente, as informagdes sao descritas em protocolos e artigos cientificos
depositados em repositorios, apresentados em tabelas e graficos plotados a partir de ensaios
experimentais. Dessa forma, quando surge a necessidade de acessar esses dados, como
suporte para desenvolvimento de novas drogas, ou para que os preditores computacionais de

estabilidade, que avaliam se uma mutacao € susceptivel de estabilizar ou desestabilizar uma
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proteina a partir do consumo de dados como estes, um problema ¢ evidenciado (FREITAS,
2020; TORRES-FREIRE; GOLGHER; CALLIL, 2014).

Apesar da maioria das referéncias que descrevem mutacdes e dados termodinamicos
estarem depositadas em um mesmo repositério, o grande volume de referéncias similares
dificulta o trabalho dos pesquisadores que precisam somente dos dados padronizados e
estruturados. Sendo assim, o desenvolvimento de espacos como a base de dados
ThermoMutDB, que ¢ dedicada a curadoria e gerenciamento de dados termodindmicos de
proteinas, se faz necessario. Porém, um outro problema encontrado ¢ o tempo necessario para
busca e mineragao dos textos que cont¢m os dados de interesse, que normalmente custam
meses com base no trabalho humano (ALLOT et al., 2021; DOMINGUES, 2003; XAVIER et
al., 2021).

Diante do exposto, a mineracao de textos e dados, surge como uma alternativa que
torna possivel a automatizagdo da recuperacdo de literatura que tenha os dados de interesse, a
partir da criagdo de algoritmos e técnicas computacionais, que sejam capazes de conectar um
conjunto de entradas a um resultado especifico (DOMINGUES, 2003; FREITAS, 2020).
Nessa pesquisa, a ferramenta LitSuggest, que ¢ uma plataforma que permite o treinamento de
modelos de aprendizado de maquina para recuperacao de referéncias do repositorio PubMed,
sera testada como via de recuperacdo de referéncias que contenham dados termodinamicos de

proteinas, para serem submetidos a curadoria manual e disponibilizado no ThermoMutDB.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagdo da ferramenta LitSuggest como potencial via de recuperagdo de

literatura contendo dados termodinamicos de proteinas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validagdao de um modelo para recuperacao de dados termodinamicos;
- Andlise da viabilidade de automatizagdo total da recuperagdo de literatura para
curadoria manual;

- Submeter novas referéncias ao ThermoMutDB.

12



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROTEINAS E PROTEOMA

A bioquimica moderna ¢ o resultado mais expressivo do alinhamento entre a genética,
a quimica e a fisica. Os conhecimentos gerados a partir do estudo da natureza molecular do
material genético e da caracterizagdo do processo de transmissdo da informacdo genética
tornaram-se base para o que ¢ denominado “Dogma Central da Biologia Molecular”. Foi a
partir dos anos 50 que a colaboragdo entre a biologia molecular e bioquimica se intensificou,
culminando em importantes descobertas que foram fundamentais para criar hipoteses sobre
os meios de expressdo génica e elucidar a sintese de proteinas que ocorre nas células,
processo este que se configurou como um dos grandes desafios da biologia molecular
(RIBEIRO, 2014; NELSON, COX, 2014).

O dogma, termo este que ¢ mantido por razdes historicas, se refere a uma descrigdo
concatenada do fluxo bidirecional de informagdes genéticas, no qual sua efetivagdo ocorre
sempre de 4cidos nucléicos para proteinas. O DNA codifica para a producdo de &cido
ribonucleico no processo de transcricdo € o RNA codifica para a producao de proteina no
processo de tradugdo, sendo estas o resultado expresso das informacdes traduzidas. Dessa
forma, a especificidade das fung¢des bioldgicas, por muitos anos, passaram a ser atribuidas as
proteinas por serem abundantes e mediarem todo tipo de reacdo bioquimica. Contudo, a
desconstrucdo desse entendimento moldou o fim do século XIX e comego do século XX com

profundas mudangas nas bases da genética (SOLHA, 2005; NELSON; COX, 2014)

3.2 DE MENDEL A WATSON E CRICK

As ideias fundamentais da genética comegaram a ser compiladas teoricamente por
volta de 1865, a partir dos estudos de Johann Gregor Mendel (1822-1884), que analisou
experimentalmente o desenvolvimento de hibridos a partir do cruzamento de ervilhas e
objetivou verificar a forma que as caracteristicas visiveis eram transmitidas e diferenciadas
dos genitores apoOs algumas geragdes de descendentes. Para isso, escolheu ervilhas do género
Pisum que sdo facilmente cultivadas, possuem um curto ciclo reprodutivo e apresentam muita
produtividade. Assim, Mendel postulou a existéncia de fatores herdados, caracteres
dominantes ou recessivos, que sdo determinantes para o aparecimento de alguns tragos
fenotipicos observados nas plantas. Hoje sabemos que tais fatores eram os genes (MARTINS,
2002; OLIVEIRA; SANTOS; BELTRAMINI, 2004)

Entrementes, estudos citologicos publicados por Friedrich Miescher (1844-1895) em
1869, caracterizaram a composi¢do quimica de uma substincia isolada do nucleo de glébulos

brancos que foi denominada de nucleina, sendo esta, determinante para o entendimento do
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nucleo celular como componente essencial das células, para caracterizagdo dos processos de
mitose ¢ meiose e reconhecimento das estruturas cromossomicas (OLIVEIRA; SANTOS;
BELTRAMINI, 2004). Assim, evidéncias de que um gene daria origem a uma proteina
comecaram surgir, baseados nessa pesquisa e associados aos escritos de Mendel, que pouco
mais de trés décadas apos sua publicagdo foram “redescobertos” e reconhecidos
experimentalmente em vérios organismos (RIBEIRO, 2014). Desta forma, no fim do século
XIX, surge a teoria cromossdmica da heranga, fruto da unido entre citologia e genética, que
disserta sobre o comportamento dos cromossomos durante os processos de divisdo celular
com base em previsdes mendelianas, uma vez que essas estruturas comegaram a Sser
apontadas como detentoras dos caracteres herdados (SOLHA, 2005).

Por conseguinte, pesquisas de diferentes campos da biologia foram destaques na
busca pelo entendimento da natureza dos fatores mendelianos, que acabaram sendo
fortemente propagados em eventos cientificos e introduzidos na Inglaterra pelo bidlogo
William Bateson (1861-1925) que se interessava pelo esclarecimento das andlises de Mendel
quanto aos fendmenos observaveis, mas também buscava entendimento sobre as causalidades
da hereditariedade (MARTINS, 2002). Doravante, as hipdteses sobre a natureza fisica dos
genes tornaram-se recorrentes, pois até entdo, nao se sabia qual a composicao de tal estrutura
e ndo havia entendimento sobre seus efeitos, até que os bioquimicos George Beadle e Edward
Tatum, em 1941, apresentaram uma conexao que relacionava a presenga de enzimas com o
genes, sendo eles seus “reguladores”. Essa caracteristica foi identificada por eles a partir de
experimentos realizados com a levedura Neurospora, evidenciando que havia relagdo entre
deficiéncias metabdlicas e caracteristicas genéticas, que também foi identificada em estudos
anteriores, de Archibald Garrod, em 1902. A relacdo estabelecida entre as enzimas e genes
ficou conhecida como a hipdtese “um gene - uma enzima” (CECCATTO, 2010; SOLHA,
2005).

Apbs a repercussdo dos estudos de Garrod e as contribuigdes de Beadle e Tatum, a
ideia de que um gene ¢ responsavel pela producdo de uma proteina, foi disseminada e
explorada por outros pesquisadores, que tendo poucos esclarecimentos sobre a estrutura
fisico-quimica do material genético, fizeram delas moléculas intensamente estudadas e
cogitadas como o possivel suporte quimico da hereditariedade, ja que desempenham fungdes
regulatorias e estruturais nos seres vivos (SOLHA, 2005; NELSON; COX, 2014). Contudo, a
partir de 1944, importantes estudos que caracterizaram o principio transformante nas células
eucarioticas, comegaram a teorizar que o DNA era responsavel pelo armazenamento das
informacdes herdadas e repasse das mesmas, ndo atribuindo tal ciéncia as proteinas, que
eram apontadas como feitorias de tal ciéncia. Com isso, o esclarecimento da estrutura do
acido desoxirribonucleico tomou muitissima importancia e instigou uma rede colaborativa de
grandes proporcdes que avancou em diversas frentes cientificas ao longo dos anos para

desvendar a natureza da transmissdo das informacgdes bioldgicas (THIEMAN, 2003;
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RIBEIRO, 2014).

Foi entdo que em 1952, Alfred Hershey e Martha Chase trabalhando com is6topos
radioativos, demonstraram que o componente viral utilizado como mecanismo para infectar
as células humanas ¢ o acido nucleico (ALVES; SOUZA, 2013). Nesse periodo, as evidéncias
reunidas ja apontavam inegavelmente para o DNA como sendo a estrutura central da
hereditariedade, mas a ideia contrariava a perspectiva dominante de que as proteinas
desempenhavam o papel de armazenamento e transferéncia de informacdes, de modo que
houve resisténcia dentro da comunidade académica (ARAUJO e MARTIN, 2008;
THIEMAN, 2003). Com o alvorecer dessas concepcdes, admitiu-se que elucidar a estrutura
molecular do 4cido desoxirribonucleico traria o entendimento de sua fun¢do biologica e de
como o fluxo de informagdes acontece no interior da célula.

Entdo, em 1953, por influéncia das metodologias de Linus Pauling, andlise das
medidas cristalograficas vindas principalmente de William Astbury e Rosalind Elsie Franklin
(1920-1958) e pela concatenagdo de todo o conhecimento gerado até aquele momento por
pesquisas tangenciais, os cientistas Francis Crick e James Watson em suas publicagdes,
tornam-se reconhecidos pela elucidacdo da molécula de DNA e ainda propuseram um modelo
para a estrutura fisico-quimica da molécula, onde mondémeros formariam cadeias longas
unidas por uma pentose e um grupo fosfato com a presenga de bases nitrogenadas que se
ligam ao carbono 1’ da pentose e ainda contaria com ligacdes de hidrogénio, que daria
sustento a forma helicoidal da fita dupla antiparalela, havendo ainda um pareamento restrito
entre os nucleotideos (A - T e C - G), anteriormente evidenciado por Erwin Chargaff
(1905-2002) em seus estudos da composi¢cdo do DNA que ficaram conhecidos como a regra
de Chargaff (RIBEIRO, 2014; SOLHA, 2005; OLIVEIRA; SANTOS; BELTRAMINI, 2004;
THIEMAN, 2003).

Figura 1 - Esquematizacdo do Dogma Central da Biologia Molecular

Fonte: Autoria propria (Figura criada com o BioRender.com)
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O modelo foi idealizado a partir da andlise das imagens cristalograficas, dos demais
dados obtidos das amostras de DNA e das metodologias utilizadas por Pauling. Ao analisar as
variaveis desse processo, Watson e Crick chegaram a um arranjo molecular teérico que foi
capaz de satisfazer o pareamento proposto e que correspondesse diretamente aos dados
descritos por Wilkins e Franklin. A alta densidade molecular e a proporcionalidade das bases
nitrogenadas, sugeriu que o acido nucleico deveria ser composto de uma dupla fita anti
paralela, que se mantém unida por ligagcdes fosfodiéster entre nucleotideos adjacentes e pela
sua complementaridade que permite a formacao de ligacdes de hidrogénio com o lado oposto,
estabelecendo uma distancia de 20 Angstrons entre fitas, conferindo a molécula resisténcia
quimica e possibilitando a sua continuidade (RIBEIRO, 2014; CECCATTO, 2010; NELSON;
COX, 2014). Dessa forma, a base fisico-quimica da hereditariedade foi encontrada nos acidos
nucleicos e na sua particular conformacdao sequencial, o que justifica a diversidade de
organismos existentes, uma vez que a reproducdo e os processos evolutivos atrelados a ela,
em termos gerais, depende do material genético que ¢é o responsavel por armazenar e

transmitir as informacgdes das geracdes passadas (SOLHA, 2005; THIEMAN, 2003).
3.3 DO DNA A PROTEINAS

O dogma entdo se tornou importante para o entendimento das fungdes bioldgicas por
apontar para os acidos nucleicos, que sao macromoléculas na base das informagdes genéticas.
O DNA ¢ formado por nucleotideos, composto por um grupo fosfato ligado através de uma
ligacao fosfodiéster a uma pentose (desoxirribose no DNA e ribose no RNA) que, por sua
vez, estd ligada as bases nitrogenadas (purinas: adenina (A) e guanina (G) e pirimidinas:
citosina (C) e timina (T)). A partir do DNA, temos a formagdo do RNA que ¢ composto por
uma fita simples de nucleotideos que ao chegar no citosol participa de processos tradicionais
codificando proteinas, que sdo resultantes da efetivagdo da informacao biologica (NELSON;
COX, 2014).

As proteinas sdo o produto da cadeia de reagdes que traduzem as informagdes
bioldgicas. A palavra grega protos, que pode significar “a mais importante”, ¢ a origem
etimoldgica da palavra proteina e remete ao principio de que essas grandes moléculas
bioldgicas se tornam as mais presentes e atuantes em todos os seres vivos desempenhando
diversas fung¢des. Sdo longos polimeros compostos por um esqueleto covalente, sustentado
por centenas de ligacdes que permitem multiplas angulagdes e conformagdes quase
incontaveis. Sdo essenciais a vida, constituem mais da metade da massa seca total de uma
célula e sua sintese tem uma importancia fundamental para a manutengdo e crescimento
celular, norteando praticamente todas as reagdes fisiologicas dos organismos vivos. (FOOD

INGREDIENTS BRASIL N° 28 -2014; FROTA, et al, 2021; NELSON; COX, 2014).
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Os aminoacidos s3o os mondmeros que formam uma proteina. Sendo seus menores
componentes, eles apresentam uma regido comum denominada de esqueleto peptidico,
formado por radicais organicos que se ligam ao mesmo atomo de carbono (um atomo de
hidrogénio, um grupo amina, um grupo carboxilico e a cadeia lateral). O genoma humano
codifica um total de 22 aminoécidos, sendo 20 para proteinas, os quais se diferem uns dos
outros a partir da cadeia lateral que lhes confere tamanho, cargas, solubilidade, forma e
funcionalidade diferentes (ALBERTS et al; FRANCISCO e FRANCISCO, 2002; STRYER,
1996).

Para compor uma proteina, uma sequéncia de aminoacidos ¢ formada a partir de uma
sequéncia de nucleotideos que se estabelece por uma interagdo quimica de dois aminoéacidos
a partir da ligagdo peptidica. A carboxila (COO-) de um aminoacido e o grupo amino
(NH3+) do adjacente se ligam covalentemente formando um dipeptideo e dessa forma,
cadeias polipeptidicas que apresentam quantidades variadas de residuos de aminoacidos
podem ser formadas. Com a perda de uma molécula de agua na formacdo da ligacdo
peptidica, os aminodcidos ndo se apresentam da mesma forma quando livres, por isso sdao

chamados de residuos (ALBERTS, 2017).
3.4 SINTESE DE PROTEINAS

O processamento da informagdo bioldgica também ¢ conhecido como sintese de
proteinas, onde a sequéncia nucleotidica do acido ribonucléico (RNA) ¢ traduzida em um
produto bioldgico funcional. Primeiramente, ocorre na célula a necessidade de uma proteina
especifica e neste momento o DNA, que ndo controla o processo de sintese, tem uma fragao
sua (um gene) transcrita. Essa etapa chamada de transcri¢do ocorre exatamente no nucleo e
gera uma fita de mRNA (4cido ribonucléico mensageiro) complementar que € transportada
até o citoplasma. Saindo do nucleo celular, uma segunda etapa chamada de traducdo ocorre,
onde ribossomos e tRNA (4cido ribonucléico transportador) associam-se a fita de RNAm

para gerar uma nova proteina (NELSON; COX, 2014; BERG et al., 2017).

Figura 2 - Etapa de transcri¢do do DNA na sintese proteica

Fonte: Autoria propria, 2023 (Figura criada com o BioRender.com).
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A transcricdo (Figura 2), inicia-se com a enzima RNA polimerase ao DNA. Ela se
liga a regido que antecede o gene de interesse que ¢ responsavel por guardar a informagao
biologica que codifica a proteina desejada. Ao percorrer o DNA, essa regido especifica
chamada de promotora, que ¢ reconhecida pelo cédon de iniciacdo A-U-G, indica o inicio do
gene e nesse momento pela acdo da enzima, a dupla fita é separada permitindo a utilizagao
da fita de sentido 3’5’ como molde para producdo de um pré-mRNA (5°3”). Essa nova fita ¢
sintetizada considerando a mesma logica de pareamento de bases, mas adota um diferencial
alterando as ligacdes Adenina - Timina por Adenina - Uracila. O processo ocorre até que um
codon de terminagdo (U-A-A, U-A-G ou U-G-A) seja compreendido pela enzima, indicando
o fim do gene e da etapa transcricional (ALBERTS, 2017; NELSON; COX, 2014).

O pré-mRNA permanece no nucleo para que seja submetido a um tipo de curadoria
biologica que se chama splicing, onde por¢des transcritas e ndo codificantes sdo retiradas da
sequéncia. Duas modificagdes importantes ocorrem na nova fita pela adicdo de grupos
quimicos em suas extremidades. A cap5’, que ¢ uma guanina modificada (G), ¢ adicionada na
extremidade 5’ para impedir rompimentos por agdo de fosfatases e nucleases e mais tarde
mediar a ligacdo do complexo enzimatico que codifica a proteina no citoplasma, enquanto
uma sequéncia de aproximadamente 200 adeninas chamada de cauda poli-A, ¢ adicionada na
extremidade 3’ para proteger o transcrito e conferir maior estabilidade a molécula. Apds
modificagdes em ambas as extremidades, partes da fita, chamadas de introns, sdo removidas
por ndo serem segmentos codificantes e as partes restantes que codificam aminodcidos,
chamadas de exons, sdo novamente unidas a fim de obter um mRNA maduro e funcional
(ALBERTS, 2017; NELSON; COX, 2014).

Para a producdo do pré-mRNA, uma base nitrogenada correspondia a uma outra base
seguindo o pareamento diferencial. Para a composi¢ao de uma proteina, o maquinario celular
considera trés nucleotideos (um cddon) para que um aminoacido seja codificado. As relagdes
entre codons e aminoacidos sdo chamadas de codigo genético (Figura 3) e resumem quais
sequéncias sdo necessarias para que um aminodacido seja adicionado a cadeia polipeptidica

(ALBERTS, 2017, NELSON; COX, 2014).
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Figura 3 - Codigo genético

Fonte: Autoria propria, 2023 (Figura criada com o BioRender.com).

Considerando que esse processo ocorre milhdes de vezes nas células eucaridticas,
durante toda a vida de um individuo, a ocorréncia de falhas ¢ uma realidade. Acrescer ou
remover um unico nucleotideo de um éxon pode acarretar mutagdes nas proteinas de
interesse, tornando-as disfuncionais na maioria das vezes. Para esse trabalho especializado,
um grupo de enzimas ¢ encarregado de clivar os introns e unir novamente a sequéncia,
garantindo sempre que as etapas descritas sejam efetuadas (NELSON; COX, 2014).

A compreensdao do codigo genético foi imprescindivel para o entendimento da etapa
de tradug¢do que ocorre pela ligacdo do ribossomo a fita de mRNA para traduzir os codons.
Essa etapa tem uma alta demanda energética, assim como a sintese proteica como um todo. E
por isso, ao longo da evolucdo dos genomas, mutacdes que reduzem o custo energético do
processo de traducdo devem ter sido favorecidas. O gasto de ATPs e de outras moléculas
desde a adenilacdo dos aminoécidos, na formacdo do complexo aminoacido-tRNA e as

ligacdes peptidicas demonstram  necessidade de vias especializadas em sintetizar e

metabolizar proteinas em um curto periodo (ALBERTS, 2017; ENCINAS PONCE, 2014).
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Quando o mRNA maduro sai do ntcleo para o citoplasma e se associa ao ribossomo
que inicia a leitura dos codons no sentido 5’3’ mediando a ligagdo dos anticddons que se
encontram na extremidade da molécula de tRNA, que por sua vez desempenha uma fung¢ado
adaptadora ao reconhecer a enzima que se liga ao aminoécido para carregé-lo e conectar o
anticodon ao codon do mRNA. Todas as moléculas transportadoras t€ém muitas caracteristicas
estruturais comuns e devem ser capazes de interagir quase do mesmo modo com ribossomos
e fitas de mRNA. Os aminoacidos que se ligam geralmente na extremidade 3’ (brago aceptor)
do tRNA sdo carregados e recebidos em um dos sitios do ribossomo (NELSON; COX, 2014;
ALBERTS, 2017).

Figura 4 - Etapa de tradugdo do mRNA na sintese proteica

Fonte: Autoria propria, 2023 (Figura criada com o BioRender.com).

A tradugdo (Figura 4) comega a partir do cddon de iniciacdo, A-U-G, que de acordo
com o codigo genético codifica a metionina. Logoa apds, um segundo tRNA ¢ recebido no
sitio ribossomal, carregando o préoximo aminoacido que serd adicionado a sequéncia. A
ligacdo peptidica ¢ estabelecida entre os dois e o primeiro tRNA ¢ liberado, fazendo o
segundo ser transferido para outro sitio e o ribossomo se deslocar na fita para receber o
proximo. Dessa forma a fita € percorrida mediante a leitura e o processo continua até que um
codon de terminagdo seja reconhecido pelo complexo para que haja a liberagcdo da proteina, a

separacao do ribossomo e o fim da etapa de traducao (NELSON; COX, 2014; ALBERTS,
2017).
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Assim como a sintese de proteinas, a duplicacdo do DNA ¢ um processo que ocorre
até¢ o fim da vida dos organismos vivos. E por se repetir incontdveis vezes, mutagdes a nivel
molecular podem surgir na sequéncia de nucleotideos e acarretar consequéncias as proteinas.
Elas ocorrem aleatoriamente e podem ser deletérias, neutras ou benéficas. Resultantes de
danos ambientais e enddgenas ao DNA, sdo alteragdes passiveis de serem herdadas que
garantiram toda a variabilidade genética existente (ALBERTS, 2017).

Com relagao as proteinas, a alteracdo de um Unico nucleotideo do DNA ¢ chamada de
mutacdo molecular (ALBERTS, 2017). Diferentes efeitos podem ser ocasionados por esse
tipo de mudanca, que pode ser de carater silencioso, ndo silencioso (“Missense”) ou sem

sentido (“nonsense’) como descrito na Figura 5.

Figura 5 - Tipos de mutagdes moleculares

Fonte: Autoria propria, 2023 (Figura criada com o BioRender.com).

Em caréter silencioso (Figura 5), hd uma alteragdo de um nucleotideo no cdédon, mas
que codifica 0 mesmo aminoacido para compor a proteina. Isso se da pela caracteristica
degenerada do codigo genético, que permite que um aminodcido seja codificado por mais de
um cédon (Figura 3). Em carater nonsense (Figura 5), ocorre quando ha alteracao pontual de
um nucleotideo, de tal forma que o cddon resultante serd um dos trés que indicam o término
da sequéncia codificante. Nesses casos, a alteragdo impede com que a proteina nascente seja

finalizada, interrompendo sua producdo prematuramente, podendo ou ndo, preservar sua
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funcdo de acordo com o local em que a mutagao foi inserida (DEHGHANPOOR et al., 2018;
GERASIMAVICIUS; LIU; MARSH, 2020).

Em carater missense (Figura 5), o cédon para um aminoécido ¢ trocado por outro
cédon que, consequentemente, codifica um aminodcido diferente. Em casos que o
aminoacido substituto for quimicamente similar ao substituido, pode-se identificar essa
mutacdo como missense de carater conservativo, ja que ¢ menos provavel que a alteracio
afete significativamente a estrutura e funcdo da proteina. Porém, um aminoacido pode ser
substituido por outro quimicamente diferente, evidenciando uma muta¢ao missense de carater
ndo conservativo, que pode acarretar sérios danos a estrutura e perda total de suas fungdes.
Assim, esse tipo de mutagdo tém sido alvo de importantes pesquisas com variantes de um
unico nucleotideo, ja que essa alteragdo leva a substituicdes de aminoacidos no nivel proteina
e estdo associadas a mais da metade de todas as doencas hereditarias conhecidas
(DEHGHANPOOR et al., 2018; GERASIMAVICIUS; LIU; MARSH, 2020). As mutagdes no

geral, causam alteracdes estruturais que podem s
3.5 ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DE PROTEINAS

Ao serem sintetizadas, as proteinas passam a ser classificadas quanto ao nivel
conformacional adquirido, uma vez que a conformacao se refere as diversas formas que elas
podem tomar devido suas ligagdes, assumindo diferentes estruturas moleculares, variando sua

complexidade e consequentemente o desempenho de suas fungdes especificas.

Figura 6 - Niveis de organizacdo das cadeias polipeptidicas
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Legenda: Estrutura primaria: representada por uma sequéncia de residuos de
aminoacido; Estrutura secundéria: representada pelo arranjo [1- hélice;
Estrutura tercidria: representada por um conjunto de arranjos secundarios;
Estrutura quaternaria: formada por um conjunto de estruturas terciarias.

Fonte: NELSON; COX, 2014.

A estrutura primaria, como pode ser visto na Figura 6 a esquerda, ¢ o nivel mais
basico de organizagdo estrutural das proteinas, caracterizada por uma sequéncia de residuos
de aminoacidos que ¢ quimicamente estabilizada pela ligacdo peptidica, oferece um . Uma
modificagdo substitutiva nos residuos pode gerar mudangas conformacionais, resultando em
prejuizo do desempenho de sua fungdo biologica ( NELSON; COX, 2014; VERLI, 2014).

Arranjos regulares, formados pelo enovelamento da cadeia principal da estrutura
primdria, constituem a estrutura secundaria (Figura 6). Dentre os dobramentos mais
recorrentes estdo as [1-hélices, conformagdes e voltas [], que apresentam-se nas
formas helicoidal, pregueada e espiral randOomica, respectivamente. Essa classificagdo se
refere a disposicdo espacial dos residuos de aminoacidos, e consequentemente, a qualquer
segmento da cadeia polipeptidica, sem considerar a posicdo das cadeias laterais e relagdes
com outras partes. Existem ainda estruturas secundéarias que fogem a regra, ndo
apresentando um padrdo definido, impossibilitando a descricdo adequada dos
segmentos por apresentarem aleatoriedade espacial (NELSON; COX, 2014; ALBERTS,
2017; VERLI, 2014).

A estrutura tercidria (Figura 6), que ¢ conhecida como forma nativa, considera o
arranjo tridimensional total dos atomos da proteina. Os residuos que estavam distantes na
sequéncia polipeptidica, ou em diferentes estruturas secundarias, com o dobramento da
proteina podem interagir covalentemente mantendo suas posicdes terciarias por diferentes
tipos de interagdes fracas. O arranjo formado por subunidades terciarias constituem as
estruturas quaterndrias, que sdo duas ou vdarias proteinas aglomeradas, por forgas
eletrostaticas, para formag¢do de um complexo funcional maior, como pode ser visto ainda na
Figura 6, a direita. Nesse quarto e ultimo nivel de organizagdo, elas podem se dividir em
fibrosas, com a cadeia polipeptidica arranjada como longos filamentos ou folheada, ou
globulares, apresentando cadeias esféricas ou globulares. Os dois grupos divergem
estruturalmente e funcionalmente (NELSON; COX, 2014; ALBERTS, 2017; VERLI, 2014).

As proteinas globulares apresentam maior complexidade estrutural por geralmente
apresentarem mais de um tipo de estrutura secundéria. Ao longo da cadeia dobrada, padrdes

estruturais ndo hierdrquicos também podem ser encontrados e identificados em outras
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proteinas. Motivo ¢ o nome dado as por¢des enoveladas que podem envolver apenas dois
segmentos secundarios sobrepostos, ou pode ser uma estrutura bem elaborada que envolve
uma grande quantidade de segmentos (NELSON; COX, 2014).

Outro termo que ¢ utilizado para descrever padrdes estruturais mais arranjados em
proteinas globulares ¢ o dominio. Nao se tratando apenas de segmentos, mas agora de uma
parte da cadeia polipeptidica, as estruturas que sdo compostas por centenas de residuos de
aminoacidos se dobram em um ou multiplos dominios, cada qual como uma por¢ao globular
distinta que pode se movimentar independente do todo. Diferentemente de proteinas
pequenas, que normalmente tem somente um dominio, proteinas maiores podem conservar
sua estrutura quando separadas do resto. Assim, a comparacao de varios dominios recorrentes
ou motivos em diversas proteinas, revela que padrdes estruturais sao conservados ao longo da
evolucao do genoma, evidenciando que estado nativo pode fornecer muita informacao sobre a
evolugdo concomitante do proteoma do que apenas a sequéncia de aminoacidos (ALBERTS,
2017; VERLI, 2014).

As subestruturas tornaram-se importantes para os estudos de homologia, onde
segmentos ultra conservados de uma proteina sdo utilizados para analisar outra que tem uma
semelhanca estrutural. Essas relagdes sdo possiveis e permitem o agrupamento de proteinas
em familias e superfamilias, baseando-se no grau de semelhanga estrutural e funcional, que
corroboram com as hipoteses de relagdes evolutivas.Ainda que muitas estruturas nativas de
proteinas sejam resolvidas, as semelhancgas evolutivas e os principios fisico-quimicos de
organizagdo como também as forcas que as estabilizam no espaco, ndo sdo claramente
definidas, mas resultantes importantes como as interagdes polares e apolares sao de grande
importancia para chegar ao entendimento dos processos necessarios para se ter o proteoma
atual (PRIVALOV; KHECHINASHVILI, 1974; NELSON; COX, 2014).

Além de todos os padrdes ja conhecidos e das interagdes que foram possiveis de
mapear, o entendimento do enovelamento de polipeptideos ¢ um desafio de alta
complexidade. As limitacdes fisicas e quimicas sdo vencidas a passos curtos pelo
esclarecimento da arquitetura proteica com ajuda de softwares criados para processar os
dados biologicos e gerar modelos estruturais que se aproximem das estruturas nativas. As
subestruturas (dominios e motivos) tém ajudado na identificagao funcional e estrutural das
classes que compdem o proteoma, permitindo que semelhangas sejam estabelecidas a partir
das regides conservadas para chegar ao conhecimento de tais fatores evolutivos (PRIVALOV;

KHECHINASHVILI, 1974; NELSON; COX, 2014).
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3.6 TECNICAS DE DETERMINACAO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS

Diante da necessidade de obter estruturas proteicas em seu estado nativo, a fim de
compreender sua funcionalidade, métodos experimentais e computacionais estdo sendo
desenvolvidos e aperfeicoados ao passo que uma grande quantidade de dados ¢ gerada e

armazenada em bancos.
3.6.1 Técnicas experimentais

Dentre as técnicas experimentais que vém sendo aplicadas para a obtencdo de
informacdes sobre as estruturas proteicas, destacam-se a difracdo de raios-X, a calorimetria
de varredura diferencial (DSC), a ressonancia magnética nuclear (RMN) e o dicroismo

circular (CD).

A difragdo de raios-X permite que a estrutura de proteinas seja determinada em uma
escala quase atomica. O ensaio ¢ baseado na geragdo de cristais contendo proteinas que
recebe radiacdo incidente de um comprimento de onda especifico. O raio-X ¢ difratado pelos
elétrons que estdo distribuidos no cristal e assim, ¢ possivel inferir da posi¢cao dos proprios
nucleos, que também podem ser determinados por difragdo com feixe de néutrons (DEVLIN,

2011).

A Calorimetria de varredura diferencial (DSC) ¢ uma técnica usada para caracterizar a
estabilidade de proteinas ou outras biomoléculas diretamente em sua forma nativa. Elas sao
aquecidas a uma taxa de varredura constante, que causa a absor¢dao de calor a partir do
desdobramento da estrutura, resultando em um gradiente térmico (AT) entre as células.
Ainda, os modelos termodinamicos podem ser ajustados aos dados para obter a energia livre
de Gibbs (AG), a entalpia calorimétrica (AH,,), a entalpia de van't Hoff (AH,;), a entropia
(AS) e a mudanca da capacidade de calor (AC,) associada a transi¢do (DEVLIN, 2011).

Ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ um ensaio realizado com macromoléculas
em solucao sob influéncia de um campo eletromagnético estatico potente e baseia-se na
libera¢do de um pulso de energia eletromagnética, em diferentes angulos, na solucdo. Parte da
energia ¢ absorvida, a medida que o nticleo das moléculas muda do estado de menor energia,
que corresponde a orientagdo paralela do dipolo magnético gerado pelo momento angular do
spin nuclear, para o estado de maior energia, com orientacdo antiparalela ao campo. O

espectro resultante apresenta informagdes sobre a identidade do nucleo e o ambiente quimico
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das imediacdes. A RMN torna-se vantajosa por também esclarecer mudancas

conformacionais, no enovelamento e interagcdes com outras moléculas (DEVLIN, 2011).

Dicroismo Circular (CD) ¢ utilizado para mensurar a quantidade e tipo de estruturas
secundarias presentes em solu¢do, pois tem se mostrado um ensaio sensivel, principalmente a
estruturas alfa-hélice e folhas-beta e desordenadas, em virtude dos diferentes espectros
gerados em uma faixa de comprimentos de onda. O CD ¢ causado por diferencas na absor¢ao
de luz entre os componentes em sentido horario e anti-horario de um feixe de luz polarizada

que atravessa uma solugdo opticamente ativa (DEVLIN, 2011).
3.6.2 Métodos computacionais

Os métodos computacionais para predi¢ao de estruturas tridimensionais de proteinas
podem ser separados em quatro categorias: Modelagem comparativa por homologia, métodos

de reconhecimento de padrdes de enovelamento, métodos ab initio e de novo.
3.6.2.1 Métodos de modelagem comparativa por homologia

Tabela 1 - Principais preditores de de estrutura por modelagem comparativa

PREDITOR DESCRICAO LINK

Modelagem comparativa de estrutura de
proteina por satisfacdo de restrigoes
espaciais. O usuario fornece um
alinhamento de wuma sequéncia a ser

Modeller https://salilab.org/modeller/
modelada com estruturas

relacionada
S
conhecidas e o MODELLER calcula
automaticamente um
model
0
conten

do todos os atomos
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PREDITOR

SWISS-
MODEL

27

DESCRICAO LINK

E um servigo web dedicado a modelagem de
homologia de estruturas de proteinas. O
servidor constroi modelos a partir da (1) '
) ) ~ https://swissmodel.expasy.
identificagdo do(s) modelo(s) estrutural(is), )
or
do (2) alinhamento da sequéncia alvo e s
estrutura(s) do modelo, da (3) construgao do

modelo e avaliacao da qualidade.

Fonte: adaptado de MARQUES, 2021.

3.6.2.2 Métodos de reconhecimento de padrdes de enovelamento

Tabela 2 - Principais preditores de estrutura por reconhecimento de padroes

PREDITOR

HHpred

SPARKS-X:

DESCRICAO LINK

Utiliza sequéncias ou alinhamento de

sequéncia multipla como entrada e procura ‘ .
https://toolkit.tuebingen.mp

por homologos remotos em uma variedade
g.de/tools/hhpred

de bancos de dados, como PDB, SMART e
Pfam.

¢ um aprimoramento do reconhecimento de

dobramento de proteina, empregando
https://sparks-lab.org/serve
correspondéncia baseada em probabilistica
) ) ] r/sparks-x/
entre propriedades estruturais nativas e dos

modelos gerados.

Fonte: adaptado de MARQUES, 2021.
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3.6.2.3 Métodos de novo

Tabela 3 - Principais preditores de estrutura por métodos de novo

PREDITOR

I-TASSER

ROSETTA
interagdes

DESCRICAO LINK

E uma abordagem hierarquica para previsio

da estrutura de proteinas e anotacdo de

fun¢dao baseada em estrutura. Ele identifica

modelos estruturais do PDB pela abordagem https://zhanggroup.org/I-T
de segmentacdo multipla LOMETS, com ASSER/

modelos atobmicos completos construidos por

simulagdes interativas de montagem de

fragmentos baseadas em modelos.

E um software utilizado para prever e
projetar estruturas de proteinas, mecanismos
https://www.rosettacommo

de dobramento de proteinas e
ns.org/software

proteina-proteina, a partir de estruturas

depositadas em bases de dados.

Fonte: adaptado de MARQUES, 2021.

3.6.2.4 Métodos ab initio

Tabela 4 - Principais preditores de estrutura por método ab initio

PREDITOR

Amber

CHARMM

DESCRICAO LINK

¢ um conjunto de programas de simulagao,
que utiliza um conjunto de campos de forga

. ‘ ‘ https://ambermd.org/
mecanico molecularar, de dominio publico,

para a simulagdo de biomoléculas.

E um programa de simulagio molecular que
visa, principalmente, sistemas bioldgicos. https://www.charmm.org/

Disponibiliza um conjunto abrangente de



funcdes de energia, uma variedade de
métodos de amostragem aprimorados, para

analise e construgdo de modelos.

E um pacote desenvolvido para a
modelagem dindmica de biomoléculas

GROMOS usando os métodos de dinamica molecular, https://www.gromos.net/
dinamica estocastica e minimizacdo de

energia.

Fonte: adaptado de MARQUES, 2021.

3.6.2.5 AlphaFold

Quando em 2018, os resultados da Avaliagao Critica de Predi¢do de Estruturas
(CASP) foram anunciados, o DeepMind, grupo de pesquisa de aprendizado de maquina do
Google, recebeu o primeiro lugar, pelo desenvolvimento do AlphaFold, um algoritmo
baseado em redes neurais profundas, no qual modelos estruturais de proteinas foram gerados
por meio do uso de previsdes de distancia ou contato entre pares de residuos de aminoacidos
(MARQUES, 2021).

O AlphaFold, foi treinado a partir de um conjunto de dados publicos de proteinas
com estruturas tridimensionais conhecidas e um banco de dados de sequéncias sem estruturas
conhecidas. Como os modelos gerados apresentaram alta precisdo, considerou-se um grande
passo para solucionar o problema de entendimento sobre o enovelamento de proteinas

(SENIOR et al, 2019).

3.7 DINAMICA DE ENOVELAMENTO E DESNATURACAO

Proteinas tém um tempo de vida habil muito curto e constantemente precisam de
manutengdes. Com a evolucdo do proteoma humano, as estruturas proteicas adaptaram-se
para trabalhar no ambiente celular e ndo toleram mudangas abruptas. Diante de condigdes
diferentes, elas podem desnaturar e por isso, vias de verificagdo formadas por centenas de

enzimas € outras proteinas especializadas, estdo presentes no interior da célula e contribuem
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para o equilibrio entre a sintese e a degradacdo de proteinas que estejam mal dobradas,
desnaturadas e mutadas (NELSON; COX, 2014).

O estado desnaturado ¢ caracterizado pelo desdobramento da estrutura tridimensional,
de forma parcial ou completa, e consequentemente, perda de sua fun¢do. A desnaturacdo
pode ser induzida em diversas condi¢des e pela agdo de agentes como calor, mudancas de pH
e solventes organicos, que suscitam a exposicdo das regides mais hidrofobicas da proteina,
permitindo a formagao de agregados (NELSON; COX, 2014).

Algumas proteinas globulares desnaturadas podem reassumir sua conformagao nativa
e funcao se forem postas novamente em condi¢des ideais. Esse processo, chamado de
renaturacdo, foi demonstrado por (ANFINSEN, 1973), enquanto estudava o enovelamento da
ribonuclease A, que possui uma unica cadeia principal e quatro pontes dissulfeto, propondo

que a estrutura tridimensional de uma proteina seria consequéncia direta de sua estrutura

primaria.

Figura 7 - Experimento de Anfinsen: Renaturagdo da ribonuclease desnaturada e

desenovelada

(1 2) 3)
Legenda: RNase, PDB: 1KF5. A ureia desnatura a ribonuclease A, e o beta-mercaptoetanol a
reduz, rompendo as ligagdes dissulfeto. A renaturacido acontece com a retirada dos reagentes

¢ a volta da conformagao nativa.

Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2014.

Por ser uma enzima, o estado dobrado da RNase A pode ser atestado pela mensuragao
de sua atividade enzimdtica. E partindo do principio posposto, Anfinsen preparou amostras
enzimaticas usando combinagdes de dois reagentes diferentes, uréia 8M (CO(NH,),) e
beta-mercaptoetanol (BME). O BME promoveu a quebra das quatro pontes dissulfeto,
resultando em oito residuos de cys, enquanto a uréia induziu o desenovelamento da enzima

por interagir com o esqueleto peptidico rompendo as ligagdes hidrofobicas de estabilizagao.
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Anfinsen atestou a perda total de atividade catalitica e entdo removeu a ureia e o BME, por
didlise, e adicionou concentracdes de um agente oxidante para catalisar a volta das ligagdes
dissulfeto (ANFINSEN, 1973; HUA et al., 2008).

Quando a ureia e o BME foram removidos, a RNase A desnaturada, voltou a estrutura
nativa correta de modo que as ligacdes dissulfeto se estabelecem nos mesmos lugares e
consequentemente, a atividade catalitica foi restaurada. Dessa forma, ele concluiu que a
informacao necessaria para enovelar uma proteina estd contida em sua sequéncia de
aminoacidos. Estudos posteriores, demonstraram que apenas um grupo de proteinas pequenas
e estaveis, enovelam-se espontaneamente (ANFINSEN, 1973; TANOUYE, 2017; NELSON;
COX, 2014).

O enovelamento de proteinas sendo determinado pela sequéncia de aminoacidos,
como ja descrito, ¢ tido como dogma para a maioria das proteinas. Mas, entender como
ocorre o dobramento da estrutura em pouco tempo, levou Cyrus Levinthal a postular que as
milhares conformacdes possiveis de dobramento de uma estrutura proteica ndo sdo testadas
aleatoriamente até que se ache a melhor estabilidade (TANOUYE, 2017). O paradoxo de
Levinthal considera a sequéncia temporal dos eventos intermediarios que ocorrem entre os
estados desenovelado e nativo. O pressuposto de que aleatoriamente as possiveis
conformagdes vao sendo testadas a medida que a proteina emerge do ribossomo, foi
contraposto com o tempo necessario para validar todas essas posi¢gdes como nao nativas.
Considerando que a cada ~10" segundos (tempo de uma vibragdo molecular)
uma conformacao fosse assumida, para uma proteina formada por 100 residuos de
aminoacidos, seria necessario, aproximadamente, 107" anos para que todas as posigdes
fossem testadas (NELSON; COX, 2014). Levinthal entdo sugeriu que o enovelamento das
estruturas devia ser acelerado e guiado pela rdpida formagdo de interacdes locais de
curto e longo alcance (TANOUYE, 2017).

As interagdes de curto e longo alcance submetem a estrutura a vias de enovelamento
que limitam o acesso da proteina a determinadas conformagdes nao favoraveis,
consequentemente direcionando o dobramento da cadeia para as posi¢des mais favoraveis e
de menor energia livre. As [-hélices e conformagdes [] locais sdo formadas primeiro devido a
uma série de restricdes que norteiam seus surgimentos. Em seguida, interacdes idnicas de
grupos carregados e ligacdes de longo alcance sdo estabelecidas, além das interacdes
hidrofébicas que promovem a agregagao das partes apolares dos residuos, conferindo uma
estabilidade entrdpica a formas enoveladas intermediarias. O processo continua até que os

dominios sejam completamente formados e estabilizados. A formacdo de estados
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intermedidrios ndo nativos com alto grau de entropia conformacional e energia livre
relativamente alta ocorre nas vias de enovelamento. Um intermedidrio bem descrito é o
globulo fundido. Nesse estado, a estrutura se apresenta condensada, contendo muitas
estruturas secundarias favoraveis a conformacdo nativa, mas ainda muitas interacoes
desfavoraveis a estrutura terciaria (NELSON; COX, 2014; TANOUYE, 2017; HUA et al.,
2008).

Anos de trabalho experimental e teorico forneceram uma compreensao mecanicista
detalhada das for¢as que governam o dobramento das proteinas. A dindmica de enovelamento
pode ser visualizada com um funil (Figura 8) que descreve a tendéncia termodindmica da
estrutura de assumir uma conformacdo de menor variagdo energética, que ¢ expressa em
kcal/mol (variagdo da energia livre de Gibbs, AAG). O inicio do dobramento ¢ representado
pela area superior do funil onde a energia livre se encontra em maior grau € com a formacao
dos estados intermedidrios semi estaveis, depressdes ao longo das paredes do funil
representam as variagdes conformacionais e energéticas que ocorrem durante todo o
processo. Convergindo para o fundo do funil, o ponto de menor variagdo de energia livre
conformacional ¢ encontrado e o conjunto de intermediarios ¢ reduzido a uma tUnica

conformagao nativa estavel (GERSHENSON et al., 2020; NELSON; COX, 2014).

Figura 8 - Paisagem termodinamica de energia livre em forma de funil

Legenda: paisagem de energia em forma de funil onde as estruturas nativas em seu minimo
global guiam cada molécula de um conjunto heterogéneo de cadeias polipeptidicas
desdobradas de alta energia através de diferentes vias de enovelamento até o fundo do funil,
onde a estrutura estara condensada em uma forma que apresente a menor variagao de energia

livre de Gibbs
Fonte: Adaptado de (GERSHENSON et al., 2020).

O estudo da estabilidade do estado nativo e desnaturado das proteinas sdo temas de
grande interesse biotecnologico, onde o controle desses estados configuram uma importante

estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos, por exemplo. E a medida que o
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conhecimento avancga, a necessidade de novas metodologias biofisicas e de softwares cada
vez mais especificos também cresce, visando a predi¢do de estruturas tridimensionais a partir
dos métodos de determinagdo e anélise do impacto de mudangas termodinamicas e cinéticas
de proteinas mutantes (MCGUINNESS et al., 2018; PAL; PAPP; LERCHER, 2006).

A termoestabilidade tem sido um alvo importante para a biotecnologia, pois sua
mensuragdo por meio das técnicas experimentais, tem sido base para a selegdo de mutantes
que permane¢am funcionais em ambientes ndo nativos (MCGUINNESS et al., 2018; PAL;
PAPP; LERCHER, 2006). Ela pode ser definida pela temperatura na qual metade da
populagdo de proteinas esta em um estado dobrado, ou seja, temperatura de fusao (Tm). A
analise da variacao dessa temperatura de fusdo ¢ um objetivo importante em biotecnologia ao
projetar proteinas, pois mutagdes missenses podem favorecer o aumento da estabilidade
térmica, reduzir agregagdes indesejadas e permitir a manutengdo das funcdes em diferentes
condigdes. Dessa forma, tem havido grande interesse no desenvolvimento e aplicagao de
métodos computacionais, gerando dados termodindmicos para ajudar a orientar

experimentalmente o processo de selecao.
3.7.1 Preditores de efeito de mutacoes

Ferramentas computacionais para predicdo de efeitos causados por mutacdes na
estrutura e estabilidade de proteinas, estdo periodicamente sendo desenvolvidas ou
aperfeicoadas. Vérias destas alcangaram altas taxas de previsdo e precisdo na faixa de 70 a
80% ao gerar modelos que se aproximam das estruturas nativas identificadas a partir das
técnicas experimentais. (DEHGHANPOOR et al.,, 2018; GERASIMAVICIUS; LIU;
MARSH, 2020) Os principais preditores estao descritos na Tabela 1.

Tabela 5 - Principais preditores de estabilidade de proteinas

PREDITOR DESCRICAO LINK

DynaMut Preditor que utiliza os resultados de trés https://biosig.lab.uq.edu.au
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ENCoM

DUET

SDM

FoldX

Rosetta
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outros programas: Bio3D, ENCoM e DUET, /dynamut/
para avaliar o impacto das mutagdes na
estabilidade das proteinas. Devido a sua
natureza, o  preditor

utiliza

varias
metodologias, como a andlise de modo

normal e potenciais estatisticos.

Um método de previsdo baseado na analise

que relaciona as alteracdes na entropia

vibracional apds a mutagdo com as alteragdes )
http://biophys.umontreal.c

na estabilidade da proteina.
Utiliza a/nrg/resources.html

representacdes proteicas de granularidade
que levam em conta as propriedades dos

residuos.

Um preditor baseado em aprendizado de
maquina que aproveita os resultados dos https://biosig.unimelb.edu.
preditores SDM e mCSM au/duet/stability
integrados,
utilizando méquinas de vetores como suporte.
Um  potencial servidor baseado no _ ) o )
] ) » Nao estd mais disponivel
conhecimento derivado da utilizacdo de
‘ o como um
propensdes evolutivas de substituicdo de .
servidor
residuos especificos. X
autonomo
Consiste em interacdo baseada na fisica ¢
termos entropicos, parametrizados em dados
de treino empirico. Permite executar ‘
) L ) . https://foldxsuite.crg.eu/
facilmente previsdes em conjuntos de varias

cadeias.

Conjunto de software de modelagem
macromolecular  Rosetta, que  inclui https://www.rosettacommo

algoritmos para a previsdo de impacto na ns.org’home
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estabilidade de biomoléculas. Acionado por
uma funcdo de pontuacdo que ¢é uma
combinagdo linear de termos energéticos,

estatisticos e empiricos.

Baseia-se na sequéncia e na conservagao

fisico-quimica, empregando caracteristicas

) o https://inpsmd.biocomp.un
derivadas da estrutura, como a acessibilidade

INPS3D ) ) ~ ibo.it/inpsSuite/default/ind
do solvente e as diferencas de energia locais.
. L , . ex3D
O preditor ¢ treinado através de regressao
com vetores de suporte.
Uma abordagem de aprendizagem automatica
que avalia as alteracoes de assinatura
estrutural conferidas por mutagdes. Deriva o '
https://biosig.unimelb.edu.
mCSM uma representagdo grafica das -
. au/mcsm/stability
caracteristicas
fisico-quimicas e geométricas do ambiente
dos residuos
Versdao atualizada do SDM, €é baseado no
conhecimento de tabelas de substituicdo de
residuos especificos, informacdes sobre a
conformagdo suas interagdes, bem como a o
) https://marid.bioc.cam.ac.u
SDM2 densidade =~ de  empacotamento e a o
) ) ) k/sdm2/prediction
profundidade dos residuos, para avaliar as
alteracdes de estabilidade das proteinas.
M¢étodo de previsao que utiliza os angulos de
CUPSAT torcdo de residuos e pares de atomos https://cupsat.tu-bs.de/

especificos do ambiente para avaliar as



alteragoes de estabilidade.

Consiste em 13 termos estatisticos que

consideram a diferengca de volume entre os

residuos do tipo selvagem e mutante, bem

‘ o https://soft.dezyme.com/qu
PoPMuSiC como a acessibilidade do solvente do
ery/create/pop

residuo

original para diferenciar as substituigoes do

nucleo e da superficie.

Combina 3 func¢des de pontuacdo estatistica
de exposicdo ao solvente e distancias de
pares de residuos, bem como 6 propriedades
_ _ https://pbwww.che.sbg.ac.
proteicas, num quadro de aprendizagem
MAESTRO ) at/maestro/web
automatica para obter uma
previsao

consensual do impacto na estabilidade

Um método derivado de aprendizagem
automatica que considera o ambiente espacial https://gpcr2.biocomp.unib

[-Mutant 3.0 do residuo mutado em termos de tipos  o.it/cgi/predictors/[-Mutant
de

residuos circundantes e acessibilidade de 3.0/I-Mutant3.0.cgi

superficie.

Fonte: adaptado de (GERASIMAVICIUS; LIU; MARSH, 2020).

3.8 THERMOMUTDB E A CURADORIA DE BASES BIOLOGICOS

Desde as primeiras postulagdes sobre a hereditariedade e a importancia dos acidos
nucléicos e seus derivados, a biologia molecular ascendeu na escala de geracdo de dados
relacionados a processos ou sistemas bioldgicos, que podem ser chamados de dados

biologicos. As abordagens informatizadas que tentaram explicar processos bidticos, por meio
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das emergentes tecnologias, em meados de 1970, aliadas ao desenvolvimento das tecnologias
de sequenciamento de DNA, apontaram para o surgimento de um ramo interdisciplinar de
estudos, que envolvia a intensa utilizagdo de recursos computacionais para solucionar os
problemas evidenciados pelos dados. Dessa forma, a Bioinformatica, surgia como uma
subdrea que deveria coletar, organizar, armazenar e analisar os dados biologicos, mediando
sua interpretacdo (MELGACO,2021; NELSON; COX, 2014).

Com o constante aumento do poder tecnoldgico, desde o inicio das abordagens
computacionais, a bioinformatica tornou-se complexa e abrangente, deixando de ser apenas
um suporte, tornou-se um brago imprescindivel para a ciéncia, combinando técnicas de
computacdo e teoria da informagdo aplicada a biologia, para ndo sé gerenciar dados, mas
tratar, interpretar e disponibilizar suas demandas. A andlise desses dados a partir do
desenvolvimento de sistemas computacionais, converge na implementag¢do de bases de dados
bioldgicos. Sdo enormes bibliotecas virtuais que retine dados relacionados e categorizados
que possuem significado implicito e finalidade especifica requerida por usuarios reais
(LIBORIO; RESENDE, 2021).

A bioinformatica se vale de bancos primarios para gerir os dados recuperados dos
ensaios € métodos experimentais que podem ser depositados em bancos especializados como
o PDB (Protein Data Bank), que armazena milhares de estruturas tridimensionais de proteinas
e acidos nucléicos, ou seguir para bancos também especializados, mas que recebem os dados
a partir dos niveis e métodos de curadoria que precisam ser submetidos (LIBORIO;
RESENDE, 2021), como o ThermoMutDB que se propde a solucionar o problema de
recuperagao ¢ curadoria de dados termodindmicos de mutagdes missenses de proteinas
(XAVIER et al., 2021).

No que diz respeito a curadoria de dados bioldgicos, grandes problemas podem ser
encontrados quando se trabalha com dados experimentais brutos. Etapas de tratamento
estatistico sdo recorrentes antes de quaisquer publicacdes cientificas serem submetidas a
repositorios, como o PubMed, por exemplo. Ainda assim, os dados presentes no imenso
volume de contetido precisam ser sujeitos a uma curadoria manual, para a qual, o trabalho
humano se faz necessario. Geralmente, pessoas especializadas agrupam publicacdes de
interesse e extraem as informagdes relevantes para a base de dados aplicando técnicas de
padronizacdo e garantindo que toda a informacdo seja preservada e de facil recuperacao
(Melgaco 2021; ALLOT et al., 2021; XAVIER et al., 2021).

A busca por referéncias que contenham os dados desejados para alimentar as bases

também configura um importante problema a ser solucionado. Pois, o tempo gasto na
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pesquisa, identificacdo, checagem e curadoria ¢ um inconveniente que pode tornar as
atualizagdes e depdsito de novos dados infrequentes. Para superar isso, a ThermoMutDB
conta com duas frentes para aquisicdo dos dados. A primeira estratégia ¢ a disponibiliza¢dao
de um espacgo de contribuicdo para os usudrios submeterem as suas proprias contribuigcdes
referentes a publicacdo, a proteina, protocolo experimental e informagdes termodindmicas
para uma ou mais mutagdes. Ao serem enviadas, as informagdes sdo selecionadas
manualmente e incorporadas na base. A segunda estratégia de aquisicdo € pela recuperacao
de referéncias depositadas em repositorios. Esta é a principal via de obtengdo de dados
termodindmicos para a base e também a forma mais ardua, pois ainda utiliza de recursos
humanos para tal. O alinhamento dessas duas estratégias garantem a melhoria significativa na
quantidade e na qualidade dos dados, permitindo ndo apenas o desenvolvimento de uma nova
geracdo de métodos, mas também uma avaliagdo imparcial dos métodos propostos

anteriormente(Melgaco 2021; XAVIER et al., 2021).

Figura 9 - Fluxo de Aquisi¢do e processamento de dados para desenvolvimento do
ThermoMutDB

Fonte: Adaptado de (XAVIER et al., 2021).
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Relacionado a curadoria manual de dados bioldgicos, o ThermoMutDB ¢ uma base de
dados publica desenvolvida para armazenar dados termodindmicos, incluindo o DDG de
proteinas ap6s mutacdes missense, além de conter informagdes da proteina, informagdes
mutacionais, métodos e condi¢des experimentais (IQBAL et al., 2021; XAVIER et al., 2021).
E com >14.669 dados experimentais de parametros termodinamicos para proteinas de tipo

selvagem e mutantes, essa base publica ¢ uma das maiores no ambito proposto.

3.8.1 Processamento de linguagem natural

O Processamento de Linguagem Natural (PLN) compreende o desenvolvimento de
modelos computacionais dedicados a analisar e criar uma linguagem para os seres humanos,
de forma que seja possivel a comunicacdo entre pessoa € maquina. O processamento da
linguagem torna-se possivel, a partir da extragdo de atributos, que sdo variaveis presentes no
conjunto de dados e sdo fundamentais no reconhecimento de padrdes (H. A. MALIA;

ANTONIO R. L. KUROIVA, 2019).
3.8.2 Aprendizado de maquina e mineracio de textos e dados

O aprendizado de mdaquina vem sendo utilizado para diversas finalidades, por
compreender estudos estatisticos e aplicacdes de algoritmos computacionais para aquisicao
de novos saberes e modos diferenciais de gerir conhecimentos ja existentes. De acordo com
os tipos de dados recebidos, retornados e pelo problemas propostos, pode-se dividir o
aprendizado em aprendizado supervisionado/semi-supervisionado, ndo supervisionado e por
reforco (MARQUES, 2021; DALL'AGNO, 2012).

O aprendizado supervisionado, compreende algoritmos que geram um modelo
matematico a partir de dados recebidos, fornecidos em grupos distintos, o conjunto de treino
e conjunto de teste. Esse tipo de aprendizado ¢ indicado para finalidade de predig¢do e
classificacdo, assim como o aprendizado semi-supervisionado. Porém, uma diferenga entre
esses dois tipos de aprendizado, ¢ a rotulagem (saida), uma vez que para o
semi-supervisionado, nem todos os dados possuem rotulos (MARQUES, 2021;
DALL'AGNO, 2012)

O aprendizado ndo supervisionado utiliza dados de de entrada sem rotulos. A ideia
desse tipo de aprendizado ¢ encontrar um agrupamento (cluster) de dados que expressem
caracteristicas comuns ( (MARQUES, 2021; DALL'AGNO, 2012)).

O aprendizado por reforco, ¢ uma abordagem que implica na realizagdo de ac¢des por
um aprendizado que ¢ recompensado. A tomada de decisdo, que gera acdes, objetivam uma

maior recompensa, alcancada pela exploragdo do ambiente em que se encontra. Esse tipo de

39


https://sciwheel.com/work/citation?ids=11156683,13723697&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0

r

aprendizado ¢ comumente usado quando um computador aprende um jogo (MARQUES,
2021; DALL'AGNO, 2012).

O data mining ou minera¢do de dados, tem sido comumente utilizada nas areas
educacionais, financeiras e medicina, por permitir a extracdo de informagdes que antes da sua
aplicacdo ndo era possivel. A partir das técnicas de aprendizado de méaquina, que ¢ uma area
da inteligéncia artificial voltada para o desenvolvimento de algoritmos e técnicas
computacionais que possibilitam que computadores aprendam, a mineragdo se tornou
possivel e esta relacionada a criagdo de modelos que sejam capazes de conectar um conjunto
de entrada a um resultado especifico (MARQUES, 2021; DALL'AGNO, 2012).

Dentre as tarefas mais comuns desempenhadas por esses modelos de aprendizado de
maquina; classificacdo, estimagdo, predicdo, agrupamento e associacdo s3ao as mais
destacadas e funcionalmente utilizadas. O agrupamento e a associagdo de dados sdo
considerados como aprendizagem ndo supervisionada. A classificagdo, estimagdo e predicdo
estdo associadas ao método de aprendizagem supervisionado (MARQUES, 2021;
DALL'AGNO, 2012).

A mineracdo de textos, que ¢ uma busca de informagdes relevantes a partir de um
grande volume de textos, escritos na linguagem natural. Semelhante a mineragao de textos,
algoritmos de aprendizagem de maquina sdo utilizados a fim de promover a coleta de dados,
pré-processamento, indexacdo, mineragdo e analise dos resultados contidos nos textos.
Enquanto a minera¢do dos dados a informacao extraida estd implicita, a mineracdo de texto
capta informagdes explicitas ndo estruturas (ALLOT et al., 2021; LIBORIO; RESENDE,
2021). Para melhoria quantitativa dos dados minerados em textos e otimizacdo do tempo
gasto com as etapas de busca e curadoria, sistemas web de recomendacdo e de curadoria de
literatura, foram propostos como uma alternativa de automatizar a recomendagdo de

literatura.
3.8.3 LitSuggest

O LitSuggest surge como uma alternativa que alia técnicas avangadas de aprendizado
de maquina para gerenciamento e recomendagdo de literatura do repositério PubMed. A
ferramenta, de modo geral, treina modelos de aprendizagem de maquina com base num
conjunto de artigos fornecidos pelo usudrio. O modelo depois de treinado € entdo utilizado
para ordenar e classificar novas publicagdes que seguem para etapa de curadoria. A interface
de curadoria atribui um score probabilistico para cada referéncia recuperada a partir do

conjunto de treinamento ¢ dispde as informagdes bibliograficas de cada uma permitindo ao
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usudrio classifica-las como referéncias positivas (de interesse e que possivelmente tenha os
dados buscados) e negativas (nd3o sdo de interesse e possivelmente ndo tenham os dados
buscados). A automatizagdo dessa busca pode ser feita na propria ferramenta, de modo que
semanalmente novas referéncias sdo adicionadas ao repertério do usuario, tornando-se uma
potencial estratégia a ser utilizada para reduzir o tempo de busca de literatura que contenha

dados bioldgicos e assim otimizar o tempo de atualizagdo das bases de dados (ALLOT et al.,

2021; LIBORIO; RESENDE, 2021).
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4 MATERIAS E METODO
4.1 METODO

A busca por referéncias foi automatizada na plataforma do LitSuggest, a partir de um
modelo, treinado previamente com um conjunto de PMIDs (identificador PubMed) positivos,
e um conjunto de PMIDs negativos. Ambos os conjuntos, foram resultantes da metodologia
aplicada para criagdo do ThermoMutDB. O modelo recuperou novos PMIDs e listou todos
para serem submetidos a curadoria manual. Em seguida, os selecionados manualmente,
tiveram seus dados minerados e preparados para submissdo na base de dados. O fluxograma
de aquisi¢do dos dados est4 descrito na Figura 10.

Entre 24 de maio de 2021 e 11 de setembro de 2022, a ferramenta sugeriu
semanalmente novas referéncias recuperadas do repositorio PubMed, baseada no aprendizado
oferecido anteriormente. Um total de 466 referéncias foram classificadas e receberam o score.

Dentro da base, sdo captadas informagdes termodinamicas, condigdes experimentais e
citagdes da literatura. Também ocorre a padronizagao das medicdes e calculos nas entradas de
dados, incluindo temperatura em Kelvin, energia em kcal/mol e energia livre de Gibbs (AAG)

como na Equacdo 1:

AAG = AG ( selvagem ) — AG ( mutante ) Equagdo
1

Na qual, valores AAG negativos indicam que a mutagdo desestabilizou a proteina e valores
AAG positivos indicam que a proteina mutante ¢ mais estavel.

Durante a curadoria, as referéncias tiveram as sessdes de resumo, introdugao,
metodologia e resultados explorados. As que ndo continham dados sobre mutagdes missenses
foram retiradas do repertdrio, enquanto as que continham, tiveram seus dados minerados. As

corregoes de AAG foram efetuadas de acordo com a equagdo 1 e temperaturas convertidas



para valores em Kelvin, quando os dados se apresentavam fora da padronizacao estabelecida
pela base de dados.

Para que uma referéncia fosse classificada e selecionada para submissdo no
ThermoMutDB, foram utilizados como requisitos a descri¢do sobre a proteina selvagem e as

proteinas mutantes e valores de AAG ou ATm, bem como as condi¢cdes experimentais

estabelecidas.

Figura 10 - Fluxograma de etapas de aquisicao de referéncias por A e processamento

de dados para o ThermoMutDB

Fonte: Autoria propria, 2023.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 466 referéncias foram recuperadas e classificadas pelo LitSuggest com
score > 0,5. Dentre as classificadas, ao fim da curadoria manual, 452 foram descartadas (ndo
selecionadas) por ndo apresentarem os dados requeridos e 14 foram selecionadas por
apresentarem os dados. No grafico 1-A, estdo apresentadas as quantidades de referéncias
selecionadas por faixa de score atribuido pelo LitSuggest, assim como no grafico 1-B, estdo

apresentadas as quantidades de referéncias nao selecionadas para cada faixa.

Grafico 1 - Quantidade de referéncias selecionadas e ndo selecionadas por faixa de score
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Fonte: Autoria propria, 2023.

O comportamento descrito pelos graficos mostra que ndo héd relacdo entre os
classificados e seus respectivos scores. Esperava-se que o comportamento fosse crescente, de
modo que em faixas mais altas tivessem com as maiores quantidades de referéncias
selecionadas. E de forma inversa, as faixas mais baixas deveriam apresentar maiores
quantidades de referéncias nao selecionadas.

A utilizacdo do score para selecdo das referéncias ¢ de suma importancia para redugao
do tempo gasto no processo de busca. E para que esse critério possa ser aplicado, uma analise
do perfil dos dados que foram minerados nessa pesquisa pode ser suficiente para identificar
termos-chaves, tags e caracteristicas que sendo adicionadas na etapa de treinamento do
modelo de ML, podem contribuir para que os classificados e selecionados sejam restritos a
faixas mais altas de score.

Explorando o perfil dos dados minerados a partir do Grafico 2, que apresenta as
mutagdes missenses separadas filogeneticamente, ¢ importante notar que a observancia das
tendéncias e demandas cientificas, s3o uma varidvel imprescindivel para a adapta¢do do
modelo e atualizagdo dos termos de busca, pois das mutagdes mineradas pela ferramenta,
cerca de 23% partem de uma proteina selvagem de origem animal, com destaque para Homo

sapiens como organismo mais frequente, porém estdo presentes também varias descrigdes de
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mutagdes pontuais de origem viral, que correspondem a 5,5% do total. Considerando o
periodo pandémico vivenciado a pouco tempo pela humanidade, as referéncias selecionadas
que descrevem mutacdes de origem viral, sdo todas relacionadas a proteina Spike do
SARS-CoV-2, enquanto parte das mutantes animais, sdo relacionadas ao receptor humano

ACE2, que ¢ uma proteina de membrana com dominio catalitico que se liga a Spike.

Grafico 2 - Distribuicao taxondmica dos organismos de origem das proteinas selvagens e

mutantes mineradas pela ferramenta LitSuggest

Fonte: Autoria propria, 2023.

Portanto, ¢ necessario que consideragdes sejam feitas para que os filtros que dio
suporte a selecdo de referéncias sejam regularmente atualizados, para que a recuperagao
corresponda também as tendéncias do momento.

A outra parcela das mutantes de origem animal e também as mutantes de origem
sintética (8,8%) apresentadas no grafico 2, se relacionam por estarem atreladas a pesquisas
que buscam o desenvolvimento de terapias génicas, principalmente para doencas
contemporaneas resultantes de alteracdes nos genes e retardo de consequéncias
morfofuncionais. As bactérias que estdo representadas pela E. coli, correspondem a maior
parcela das mutantes mineradas (50,7%) e também se relacionam com a parcela de mutantes
de origem animal e sintéticos, uma vez que ela ¢ utilizada como cell factory (organismo
utilizado para produzir proteinas) para expressar proteinas humanas, como a insulina. E uma
outra parcela de 12% do total representa os protozoarios e retinem descrigdes sobre mutagdes

em proteinas especificas utilizadas em pesquisas sobre microgravidade espacial.
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Com relagdo aos dados de estabilidade termodinamica que foram minerados, a fim de
identificar assimetrias e descontinuidades, histogramas foram plotados separadamente para os
conjuntos AAG e ATm, resultando nas distribuigdes apresentadas nos Graficos 3 e 4,
respectivamente. Ambas as distribuicdes sdo unimodais, apresentando apenas um pico
proeminente. Isso indicou que o comportamento dos valores plotados se assemelha com a
distribuicdo normal, por isso uma fun¢do de densidade foi utilizada junto ao histograma para
gerar uma curva de distribuicdo para andlise das medidas de centro. A média aritmética dos

valores de AAG ¢ igual a 0,95 e dos valores de ATm ¢ igual a -1,05.

Grifico 3 - Distribuigdo dos efeitos termodindmicos em mutantes pela variagao da

Energia Livre de Gibbs (AAG)

Fonte: Autoria propria, 2023.

A dispersdo de 111 valores de AAG plotados no Grafico 3, demonstra uma assimetria
com pico entre -1 e 2, tendo a maior frequéncia de dados descritos entre o intervalo -1 ¢ 11.
Esse tipo de distribuicdo mostra que valores positivos sdo descritos e melhor representados,
uma vez que eles significam a quantidade de proteinas mutantes estaveis. E ja que a maior
parte das referéncias mineradas estdo relacionados a busca de alteragdes favoraveis a
aplicagdes na saude, as mutacdes desestabilizadoras (AAG < 0) estdo descritas em menor
quantidade (valores abaixo da média), pois a baixa estabilidade resulta em moléculas

desdobradas e pouco funcionais e consequentemente, de menor interesse, enquanto a alta
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estabilidade resulta em moléculas com estruturas mais dobradas, rigidas e de maior

resisténcia.

Grafico 4 - Distribuicao dos efeitos termodinamicos em mutantes pela variacao da

temperatura de fusao (ATm)

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os 185 valores de ATm plotados no Grafico 4, apresentam uma distribuicdo de
comportamento assimétrico com relagdo a normalidade, com pico proeminente entre -1,6 ¢
4,5. E possivel observar que ha uma diferenca na distribuigdo dos valores de variagio de
temperatura com relagdo aos valores de variacdo de energia, enquanto o relato da estabilidade
dos mutantes por AAG ¢ mais atraente para as aplicacdes que relacionam biotecnologia e
satde, a descricdo de mutantes a partir da termoestabilidade tem oferecido melhores
evidéncias para selecdo de proteinas mais estaveis. E apesar dessas mutagdes mineradas
também estarem associadas a doencas e patogenicidades, a estabilizacdo térmica de mutantes
para aplicacao em processos industriais ¢ um dos grandes interesses da biotecnologia.

Uma andlise quantitativa do efeito das mutagdes mineradas (Grafico 5) ¢ de suma
importancia para métodos computacionais construidos com base nessas informagdes, que
predizem efeitos de mutacdes estabilizadoras, as quais correspondem a 60%, nesta pesquisa.
No Gréafico 5 também verifica-se um percentual de 40% de mutagdes desestabilizadoras que
foram mineradas e que evidenciam a necessidade de flexibilidade ao ajustar o modelo de ML,

adicionando mais referéncias ao conjunto de treino positivo, que considerem a pluralidade
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mutacdes missenses, uma vez que valores de estabilidade termodinamica podem envolver
assuntos aparentemente opostos e ocasionar a atribuicdo de um score probabilistico nio

condizente.

Grafico 5 - Efeitos das mutagdes mineradas pela ferramenta LitSuggest

Fonte: Autoria propria, 2023.

Assim, foi possivel recuperar 283 novas descrigdes de mutagcdes missenses que
correspondem a um aumento de 1,94% no numero de mutacdes que estardo disponiveis na
base de dados e em termos unitarios, foram um total 2.901 novos dados minerados,

correspondendo a um aumento de 19,8%.
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6 CONCLUSOES

A analise do perfil dos dados, permite inferir que a ferramenta LitSuggest pode ser
utilizada como meio de recuperacdo de literatura que contenha dados termodindmicos de
proteinas. Também, mostra a necessidade de calibracdo do modelo de ML que foi treinado,
considerando que os conjuntos de treino devem ser aprimorados.

Com a recuperacdo de referéncias selecionadas correspondendo a 3,14% de todas as
classificadas, outra curadoria deve ser aplicada apds a calibracdo do modelo, para que a
automatizagao da busca seja confirmada.

Apesar de um baixa recuperacdo de referéncias pelo atual modelo, as 283 novas
mutacdes que foram mineradas, serdo submetidas ao ThermoMutDB, promovem um
aumento no numero de mutagdes missenses, dados experimentais e literarios. Estes podem

ser acessados atualmente pelo link: https://biosig.lab.uqg.edu.au/thermomutdb/

6.1 TRABALHOS FUTUROS

Dentre as possibilidades de estudo que podem ser realizados futuramente, temos:

1. Apos a validagdo da ferramenta para selecionar as referéncias que contenha os dados
termodinamicos, uma nova IA pode ser desenvolvida para
processamento de linguagem natural, com o intuito de automatizar a
minera¢do dos dados e avaliando a possibilidade de automatizar o processo de
mineracdo e curadoria de dados termodinamicos;

2. Com a base de dados ThemoMutDB sendo atualizada e se configurando a maior do
seu nicho, o aproveitamento das informagdes para desenvolvimento de novos

preditores mais assertivos seria intuitivo, para 0S proximos passos.
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