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Introducio

O Genetic Active Site Search (GASS) (IZIDORO;
MELO-MINARDI; PAPPA, 2015) foi modelado para
utilizar informacdes estruturais de um sitio ativo
template (modelo) na busca de proteinas com sitios
ativos similares. O método pode encontrar sitios ativos
com residuos em cadeias diferentes e € capaz de lidar
com mutagdes conservativas, além de ndo impor
quaisquer restrigdes quanto ao numero de residuos no
sitio ativo e a distancia entre eles.

Posteriormente, o GASS foi disponibilizado na forma de
um servidor web (GASS-WEB') (MORAES et al.,
2017) quando, além de utilizar templates baseados em
informacdes do Catalytic Site Atlas (CSA) (PORTER;
BARTLETT; THORNTON, 2004) e dados do
NCBI-VAST (GIBRAT; MADEJ; BRYANT, 1996;
PANCHENKO; MADEJ,2004), apresentou uma
novidade em relagdo ao original: busca por sitios de
ligacdo.

O GASS-WEB utiliza de templates de sitios ativos para
encontrar proteinas com sitios ativos similares. Supondo
uma dada proteina com um sitio ativo formado por trés
residuos de aminoacidos: HIS, 57, E; ASP, 102, E; SER,
195, E (nome do residuo de aminoacido, posi¢do na
sequéncia e cadeia). O GASS-WEB utiliza essa
informagdo para encontrar um sitio ativo similar em uma
outra proteina alvo. Mutacdes conservativas podem
aparecer (e.g., serina por alanina), ¢ GASS-WEB pode
lidar com essa situagdo utilizando uma matriz de
substitui¢do que lhe informa quando pode trocar um
residuo de aminoacido por outro para efetuar a busca.
Essa matriz de substitui¢do é montada com base nas
mutacdes conservativas observadas nas proteinas
homologas a proteina usada como template.

Este projeto pretende utilizar a nova versdo do CSA
(RIBEIRO et al., 2017), agora M-CSA, e também a

! https://gass.unifei.edu.br/

nova versao do Biolip (base de dados de sitios de
ligagdo - binding) (ZHANG et al., 2023) para atualizar
os templates e a matriz de substitui¢io do GASS-WEB.
Além disso, outras melhorias no servidor serdo
implementadas, como a otimiza¢do da exibi¢do dos
resultados.

Para a execucdo do projeto serdo necessarias novas
implementacdes em Python para filtrar e atualizar os
novos templates, gerar uma nova matriz de substituigao,
bem como otimizar as paginas de resultados do servidor.

Metodologia

A atualizagdo dos templates do GASS-WEB sera feita
conforme as novas versdes do M-CSA, BioLip ¢ PDB
(BERMAN, 2000). Durante a atualizagdo dos templates,
serdo gerados dados utilizando informagdes do Carbono
Alfa (CA) e Last Heavy Atom (LHA) de cada residuo de
aminodcido do template. As mutagdes conservativas
encontradas nos sitios ativos das proteinas homoélogas
serdo adicionadas na matriz de substituicdo que o
GASS-WEB utiliza nas buscas por sitios similares. A
escolha dessas mutagdes sera baseada na matriz
Blosum62 (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992). A Figura 1
ilustra o procedimento de atualizagdo dos templates ¢ da
matriz de substituigdo, para a geracdo de uma base de
dados que sera utilizada pelo GASS-WEB..

Inicialmente, procedemos com a coleta dos nomes das
proteinas LIT presentes no M-CSA, bem como de seus
homologos, que sdo proteinas compartilhando
caracteristicas semelhantes com aquelas de interesse. As
proteinas LIT s3o aquelas que possuem ampla
notoriedade na literatura cientifica, sendo alvo de
numerosos estudos e analises, conferindo-lhes, portanto,
uma maior confiabilidade.

Posteriormente, realizamos a interse¢do entre as bases
de dados do BioLip e as proteinas previamente obtidas
do M-CSA. Isso resultou na geragdo dos templates por
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meio de uma pesquisa na extensa base de dados
redundante do BioLip, visando identificar os ligantes de
interesse. Adicionalmente, promovemos a criagdo das
mutacdes conservativas, comparando as ligagdes
presentes nas proteinas do M-CSA com aquelas
encontradas em suas contrapartes homologas. Nesse
processo, empregamos a matriz Blosum62 (Matriz de
Substituicdo de Blocos de Aminoacidos) para validar as
mutagdes. Essa etapa culminou na elabora¢dao da matriz
de substituicdo, a qual foi utilizada para a busca por
sitios cataliticos e de ligagdo.

Figura 1 — Procedimentos de conferéncia e atualizagao
dos templates e da matriz de substituigao.
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Cada busca no GASS-WEB reporta uma populacgdo final
de respostas, uma vez que ¢ baseado em um algoritmo
genético. Essa caracteristica resulta em um problema no
GASS, no qual resultados redundantes podem ser
gerados. Para solucionar essa questao, adicionamos uma
rotina ao algoritmo, a qual € executada apds a geragdo
dos resultados. Essa rotina tem como objetivo eliminar
permutagdes que possam prejudicar a busca, otimizando,
assim, o algoritmo e aumentando as chances de que o
resultado desejado esteja entre os 10 primeiros
resultados na populacao final.

Todos os procedimentos serdo executados utilizando as
linguagens C/C++ e Python.

Resultados e discussao

A Tabela 1 mostra a quantidade de femplates antes e
depois das operagdes de atualizagdo. Quanto aos
templates de sitios cataliticos, a nova versdo tem menos
templates € menos mutagdes. Isso acontece pois o
M-CSA atualizou sua base de dados, retirando muitos
templates redundantes. Em relagdo aos templates de sitio
de liga¢do, o numero aumentou pois o BioLip adicionou

muitas estruturas homologas na sua nova versdo. As
mutagdes conservativas tiveram seu nimero diminuido
pois nessa versao o critério de corte utilizado com base
na matriz Blosum62 foi 0 (zero).

Tabela 1 - Numero de templates e mutacdes
conservativas do GASS-WEB e do GASS-WEB 2.0.

GASS-WEB GASS-WEB 2.0
Templates de 1691 863
sitios cataliticos
Mutagoes 1520 514
conservativas
Templates de 1158 2734
sitios de ligacdo
Mutagdes 567 180

conservativas

Para a nova versdao do GASS, um novo servidor web foi
montado e configurado®. A Figura 2 mostra a tela de
busca de sitios cataliticos.

Figura 2 — Tela da busca por sitios cataliticos.
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A Figura 3 mostra a tela de resultados para uma busca
por sitios cataliticos Os resultados agora estdo sem as
duplicagdes de sitios em cadeias diferentes. Isso faz com
que mais resultados diferentes e significativos aparecam
logo nas primeiras posi¢des da populacdo final. Além
disso, 0 GASS-WEB agora conta com uma nova pagina
de visualizacdo dos resultados na estrutura proteica. A
Figura 5 mostra uma estrutura proteica com os residuos

2 https://gass2.unifei.edu.br/
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de aminoacidos encontrados (destacados em vermelho) e
uma lista de resultados na parte inferior da janela. Dessa
forma, o usuario do GASS-WEB pode escolher e
visualizar todos os resultados para a busca efetuada.

Figura 3 — Tela de resultados.
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10 ARG 187 AGLU 361ATRP 356 3NOS ARG 187 AGLU 361ATRP 356 1.14.13.39 P29474 240
ACYS 1B4A ACYS 184 A

2 373  SER455BHIS 420 AGLU 316 oTW SER162AHIS291AGLUT6 1244 P21953 270
ASER 359 A ASER 292 A

3 404  SER453BHIS420AGLU316 DTW SER162AHIS 291AGLUT6 1244 P21953 270
AASN 403 A ASER 262 A

4 455 HIS420BASP419BGLN247  5SDOR HIS 417 D:ASP 237 DIGLN 332 1.17.7.2 Q8GSE0 270
BGLU 381 B DGLU 262D

5 518 ASP 396 BHIS 420 AHIS 421 GPs ASP234AHIS28BAHIS 232 1141119 Q96323 22
ALYS 3958 ALYS 213A

6 533 ARG 1B7AGLU 361 ATRP 447 ARG 187 AGLU 361 ATRP 356 1.14.13.39 P29474 240
ACYS 1844 ACYS 184 A

7 537  SER455BHIS 420AGLU 316 SER162AHIS 201AGLUTE 1244 P21953 270
AASN 403 A ASER 202 A

8 548  ARGIGSBASNI66BIGLUTS  2GaM ARG 114 AASN 996 AGLU B4 1271 P34692 184
ATHR 364 B ATHR 31 A

Ao comparar a figura 4 com a figura 3 podemos ver que
o template SDQR estava com o mesmo sitio porém em
cadeias diferentes, portanto o algoritmo que trata os
resultados ap6s a execucdo do GASS retirou a linha com
o maior fitness.

Figura 4 — Tela de resultados antes do tratamento.
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Index Fitness Found active site on query PDB 1D Matched template on CSA Number Resolution
10 ARG 187 AGLU 361 ATRE 356 3NOS ARG 187 AGLU 361 ATRP 356 1141330 P20474 240
ACYS 184A ACYS 184A

2 373 SER455BHIS420AGLU3MS SER 162AHIS201AGLUTE 1244 P21053 270
ASER350A ASER202A

3 404 SER4SIBHIS420AGLU3IE  1DTW SER 162AHIS201AGLUTE 1244 270
ASN 4034 ASER202A

4 455  HISM0BASPA19BGINZAT DGR HIS 417 DASP 237 DGLN332 11772 Q8GS60 270
BGLU1E D.GLU262D

5 487  HIS420AASP419AGLN247  SDOR HIS417DASP237DGLN3E 11772 270
AGLU361A D.GLU262D

6 513 ASP308BHIS 420 AHIS 421 ASP2MAHIS28BAHIS232 1141118 22
ALYS 3955 ALYS213A

7 521 ASPIUBAHISA0BHISA21  1GPS ASP23MAHISZBBAHIS232 1141119 Q96323 22
BLYS305A ALYS213A

8 533 ARGISTAGLUSBIATRE447  3NOS ARG 187 AGLU 361 ATRP 356 1141330 P20474 240
ACYS 184A ACYS184A

9 537 SER4S5BHIS420AGLU3E  1DTW SER 162AHIS201AGLUTE 1244 P21053 270
AASN 403 A ASER202A

Figura 5 — Visualizagdo dos resultados na estrutura da
proteina.
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Conclusoes

O projeto de atualizagdo do Genetic Active Site Search
(GASS-WEB) representa um avanco significativo na
pesquisa de identificacdo de sitios ativos e de ligagdo em
proteinas. Ao incorporar as novas versdes do M-CSA e
do BioLip, bem como otimizar o servidor web, a equipe
demonstrou um compromisso em manter o GASS-WEB
relevante e eficaz para a comunidade cientifica.

A metodologia empregada na atualiza¢do dos templates
e na geragdo da matriz de substituicdo, baseada em
informagdes do Carbono Alfa (CA) e Last Heavy Atom
(LHA) de residuos de aminodacidos, juntamente com a
validacdo de mutagOes conservativas usando a matriz
Blosum62, demonstra um rigor cientifico na seleg@o e
atualizacdo dos dados. Isso garante a precisdo e a
confiabilidade das buscas por sitios ativos e de ligagdo
em proteinas.

A implementacdo de uma rotina para eliminar resultados
redundantes, melhorando a eficiéncia do algoritmo
genético, ¢ uma adicdo valiosa que aprimora a
experiéncia do usuario e reduz a permutacao de residuos
nos resultados obtidos.

As melhorias na interface do usuario, com a eliminagao
de duplicagdes de sitios em cadeias diferentes e a
introducdo de uma nova pagina de visualizacdo de
resultados na estrutura proteica, tornam o GASS-WEB
mais acessivel e util para os pesquisadores que desejam
explorar os resultados de suas buscas de forma mais
eficiente.

No geral, as melhorias na metodologia, na base de dados
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e na interface do usuario garantem que o GASS-WEB
continue a desempenhar um papel importante na
pesquisa biomolecular e na descoberta de alvos
terapéuticos.
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