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Resumo

Venenos de serpentes sao misturas complexas de proteinas e peptideos. Uma es-
tratégia analitica muito utilizada para estuda-los é a protedmica baseada em espectro-
metria de massas (EM). Trabalhos recentes utilizando clusterings para analisar dados
protedmicos produzidos por EM mostraram que ha uma relacdo entre o proteoma
dos venenos de diferentes espécies do género Bothrops e a classificagao filogenética de
tais serpentes. Todavia, a superrepresentagao de algumas espécies (e.g., B. jararaca)
no banco de dados utilizado para identificacdo computacional de peptideos potenci-
almente acarreta em vieses nessas andlises. Para mitigar isso, recentemente foram
geradas arvores filoprotéomicas a partir de sequenciamento de novo, isto é, sem o uso
de banco de dados; porém, essa abordagem gera muitos peptideos falso positivos, o
que também introduz ruido nas andlises. Neste projeto, propomos contornar esses pro-
blemas utilizando diretamente os dados brutos provenientes da EM para estimar as
arvores filoproteémicas. Para isso, utilizaremos uma estratégia multirresolugao para
construcao de matrizes a partir desses dados. Tais matrizes serao utilizadas para gerar
arvores filoprotedmicas por meio de uma abordagem de inferéncia Bayesiana, empre-
gando métodos de Monte Carlo com Cadeias de Markov. Por fim, o teste estatistico
CADM sera aplicado para comparar os cladogramas obtidos pelo método proposto
nesse projeto e os obtidos pelo uso de dados de DNA mitocondrial. Assim, sdo espera-
dos resultados mais contundentes acerca da influéncia do perfil proteémico dos venenos

na filogenia de diferentes espécies de serpentes do género Bothrops.
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1 Introducao

Venenos de serpentes sao misturas complexas de proteinas e peptideos, fundamentais para a
sobrevivéncia das espécies venenosas, podendo ser utilizados como defesa ou para imobilizar
e matar presas. Ja ha algum tempo que os proteomas dos venenos (i.e., conjunto de todas
essas proteinas) sao estudados pela protedmica, com o objetivo de identificar as composigdes
dos venenos e assim entender a relagao entre seus componentes e os efeitos que acarretam
em um outro organismo. A espectrometria de massas (EM), uma técnica analitica que mede
a massa/carga de moléculas ionizadas, vem sendo amplamente utilizada na identificagao das
proteinas presentes nos venenos de serpentes. Trabalhos recentes utilizando essa técnica
mostraram que hd uma relacao muito forte entre o proteoma dos venenos das diferentes
espécies do género Bothrops e a classificagao filogenética de tais serpentes [11, 2] [3].

As proteinas que compoe os venenos podem sofrer glicosilacoes, que sao modificacoes
pés-traducionais nas quais um glicano (i.e., um polissacarideo) é ligado a essa proteina,
formando uma glicoproteina. Os dois trabalhos de Andrade-Silva et al. [I], 2] mostraram que
as variagoes de glicanos e glicoproteinas nos venenos de diferentes espécies contribuem para a
caracterizagao dos fenétipos desses venenos. Cladogramas obtidos por meio de aglomeragoes
hierarquicas sobre os glicoproteomas se mostraram semelhantes aos obtidos com uso de DNA
mitocondrial (mtDNA). Porém, nao foram utilizadas informagdes de peptideos na construcao
dos cladogramas e nao houve nenhuma quantificagao na comparacao deles.

Com o objetivo de quantificar e melhorar esses resultados, o trabalho de Victor Ra-
poso [3] fez o uso de métodos de inferéncia Bayesiana para gerar os cladogramas a partir
de informagoes trazidas pelos peptideos identificados na espectrometria de massas. Para
identificar os peptideos, os dados provenientes da EM foram comparados aos dados tedricos
de um banco de dados. Todavia, embora esse método tenha apresentado progressos, ainda

possui alguns problemas. Para mitigar a superrepresentacao de algumas espécies no banco



de dados, foi utilizada uma estratégia de sequenciamento de novo, que dispensa o uso do
banco. Porém, tal estratégia apresenta limitacoes, principalmente porque sao gerados muitos
peptideos candidatos que sao falsos positivos, o que impacta se nao na topologia das arvores
obtidas, no tamanho dos ramos dessas arvores.

Dessa forma, uma possibilidade de contornar os problemas apresentados acima seria fazer
uso das informagoes adquiridas da espectrometria de massas sem a identificacao de peptideos.
Uma maneira seria utilizar matrizes que sao obtidas quando consideram-se as intensidades
de detecgoes da EM como uma fungao do tempo de eluicao (i.e., do tempo do experimento).
Exemplos dessas matrizes sao apresentados na Figura [l Nesses exemplos, observamos que
esse tipo de matriz é esparsa e com uma distribuicao nao-homogénea das informacgoes. Para
casos como esse, uma abordagem potencialmente adequada envolve o uso de classificadores
multirresolugao. Essa categoria de classificadores ja se mostrou adequada para esse tipo de
dado de treinamento no contexto de processamento de imagens [4]. Todavia, tal técnica

nunca foi explorada em anélises filoproteomicas.

Figura 1: Exemplo de visualizagcao de um experimento de espectrometria de mas-
sas. Neste grafico sao exibidas as intensidades de massa/carga como uma fungao do tempo
de eluigao. Figura extraida de Fox e Serrano [5].



2 Objetivos

Este projeto tem como objetivo geral desenvolver e implementar uma metodologia para
construir arvores filoprotedomicas a partir de dados protedmicos obtidos pela espectrome-
tria de massas, sem a identificacao de peptideos e aplicando a estratégia de classificadores
multirresolugao.

Mais especificamente, essa metodologia serd utilizada para construir cladogramas a partir
de informacoes proteomicas adquiridas dos venenos de serpentes do género Bothrops por meio
de EM, e comparé-los com as arvores filogenéticas obtidas com o uso de dados genomicos. A
ideia é que o método desenvolvido nesse trabalho apresente melhores resultados em relacao

aos trabalhos anteriores.

3 Metodologia

O encadeamento de processos que serd utilizado para construir e analisar os cladogramas

esta apresentado na Figura [2| e serd detalhado mais abaixo.
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Figura 2: Fluxograma do projeto proposto. O retangulos representam os processos, que
estao numerados de 1 a 5. Nos paralelogramos temos os dados que serao utilizados como
entrada no encadeamento desses processos.



Construir as matrizes de intensidade por tempo de elui¢ao (1). Para construir
as matrizes de intensidade por tempo de eluicao (MITESs) serd necessario estudar os dados
protedmicos que sao adquiridos pela espectrometria de massas e utilizar algum software para

gerar os arquivos que representam essas matrizes; uma possibilidade é o uso do Progenesis

QI (Waters Corporation, Mitford, MA, Estados Unidos).

Diminuir a resolugao das matrizes (2). As matrizes construidas no processo 1, que
contém informagoes dos peptideos presentes nos venenos, serao utilizadas para gerar as
arvores filoproteomicas. Porém, como ja foi dito, essas matrizes sao esparsas e tém uma
distribuicao nao-homogénea das informacoes; além disso, suas dimensoes podem ser extre-
mamente grandes. Isso faz com que a comparacao entre matrizes de venenos de diferentes
espécies seja inviavel. Para resolver esse problema serd utilizada uma estratégia multirre-
solugao [], a fim de diminuir a resolu¢ao das MITEs, deixando a informagao mais compac-
tada. Dai surge um problema de otimizacao, pois deseja-se obter o melhor mapeamento de
resolucao possivel sujeito a restricao de que o mapeamento precisa ser igual para todas as
matrizes, para que comparagoes possam ser feitas entre elas. Uma possibilidade para resolver
tal problema de otimizagao é utilizando o arcabougo featsel [6]. Esse arcabouco, codificado
em C++, permite a inclusao de algoritmos de otimizagao discreta para selecao de carac-
teristicas e também de funcoes custo. Dessa forma, adaptaremos ou criaremos dentro do
featsel um algoritmo de otimizacao. Como fungao custo, empregaremos alguma das fungoes

custo baseadas em informacao mutua que ja estao implementadas nesse arcabougo.

Gerar &arvores filoproteomicas e filogenéticas (3 e 4). Para gerar as arvores filo-
protedmicas e filogenéticas por meio das MITEs e dos dados de mtDNA | respectivamente,
a mesma abordagem de inferéncia Bayesiana usada no trabalho de Victor Raposo [3] serd
adotada aqui. Sera necessario adaptar o cédigo do programa que gera arquivos no formato

NEXUS, desse mesmo trabalho, para gera-los a partir dos dados obtidos no processo 2. Os ar-


https://www.waters.com/waters/en_US/Progenesis-QI-Software/nav.htm?cid=134790655&locale=en_US
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quivos NEXUS servirao como entrada para o MrBayes [7, [§], programa que utiliza inferéncia
Bayesiana para estimar arvores filogenéticas e/ou filoprotedmicas. Para isso, o programa
utiliza a estratégia de Monte Carlo com Cadeias de Markov, empregando o algoritmo de

Metropolis-Hastings.

Comparar as arvores filoprotedmicas e filogenéticas (5). Para comparar os cladogra-
mas e avaliar os resultados obtidos, sera aplicado o teste CADM, assim como no trabalho

de Victor Raposo [3].

4 Plano de trabalho e cronograma de execucao

Para a execucao deste projeto proposto, foram listadas abaixo as principais atividades pre-

vistas. O diagrama de Gantt com o cronograma é apresentado na Tabela [1]

Atividade 1: Leitura inicial dos textos que servirao de base para o projeto, o que
inclui a monografia do trabalho de Victor Raposo [3] e o artigo e dissertagdo que

descrevem a abordagem multirresolugao no projeto de W-operadores [4];
Atividade 2: Escrita do esbogo do projeto de pesquisa;

Atividade 3: Estudo dos dados protedomicos provenientes da EM que serao usados
para montar as MITEs e escolha do software que facilitaré essa tarefa [5, [9]; conclusao

do projeto de pesquisa;

Atividade 4: Estudo do MrBayes [7, 8] e do cédigo legado do trabalho de Victor
Raposo [3], incluindo o banco de dados e o programa que, a partir desse banco, gera

os arquivos no formato NEXUS utilizados pelo MrBayes;

Atividade 5: Desenhar e implementar o programa que estima a classe de equivaléncia

otima a ser utilizada nas MITEs, baseando-se na abordagem multirresolucao;
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Atividade 6: Adaptar o cédigo do trabalho de Victor Raposo [3] para gerar os arquivos

no formato NEXUS a partir dos dados do item anterior;

Atividade 7: Rodar o MrBayes com os arquivos do item anterior e também com os

dados de mtDNA que se encontram no banco de dados do trabalho de Victor Raposo [3];

Atividade 8: Comparar as arvores filoprotedmicas (obtidas com o nosso método) com

as filogenéticas (obtidas por meio de mtDNA) utilizando o teste CADM [10];
Atividade 9: Escrita da monografia do Trabalho de Formatura Supervisionado;

Atividade 10: Preparacao e apresentacao de posteres na Reuniao Cientifica Anual

do Instituto Butantan e na disciplina do Trabalho de Formatura Supervisionado.

2019

Mar I Abr I Mai I Jun I Jul I Ago I Set I Out I Nov ‘

Atividade 1 —

Atividade 2 —

Atividade 3 ——

Atividade 4 —

Atividade 5 1 ;

Atividade 6 —

Atividade 7 —

Atividade 8  —

Atividade 9 ‘
Atividade 10 \

Tabela 1: Diagrama de Gantt contendo o cronograma de execugao deste projeto proposto.
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