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RESUMO

LUCIANA, M.C. SimAffling — um ambiente computacional para suporte e simulagdao do
processo de DNA shuffling. 2008. 252 folhas. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduagao em Biotecnologia, Universidade Federal de Sio Carlos, Sio Carlos - SP, 2008.

A Evolugao Molecular dos organismos vivos é um processo lento que ocorre ao longo dos anos e
diz respeito as mutagoes e recombinagoes sofridas por um determinado organismo em seu
material genético, ou seja, em seu DNA. As mutagoes ocorrem na forma de remogdes, inser¢oes
e/ou substituicdes de nucleotideos ao logo da cadeia de DNA. A Evolu¢io Molecular Direta é
um processo laboratorial, ou seja, # vitro, que visa melhorar fungdes bioldgicas especificas de
moléculas por meio de mutagdes/recombinacoes em seu material genético, imitando o processo
natural de evolugao. Diversas técnicas que simulam a evolugao molecular em laboratério, entre
elas a técnica de DNA shuffling, tém sido amplamente utilizadas na tentativa de melhorar
determinadas propriedades de uma variedade de produtos comercialmente importantes como
vacinas, enzimas industriais e substancias de interesse famacoldgico. A metodologia original de
DNA shuffling pode ser sumarizada pelas seguintes etapas: 1) selecdo dos genes de interesse, dito
parentais; 2) fragmentagao enzimatica dos genes; 3) ciclos de PCR (Polymerase Chain Reaction), para
que ocorra a remontagem dos fragmentos; 4) amplificacio das sequéncias remontadas cujo
tamanho ¢ igual a dos parentais. O sucesso ou nao da técnica de DNA shuffling pode ser medido
pelo numero de moléculas recombinantes encontradas na biblioteca de DNA shuffling obtida, uma
vez que estas podem apresentar melhorias funcionais em relagdo aos parentais pelo fato de,
possivelmente, acumularem em sua seqiiéncia mutagoes benéficas presentes em parentais
distintos. Atualmente podem ser encontradas na literatura algumas poucas modelagens
computacionais capazes de sugerir otimizagdes para O Processo, com vistas em aumentar a
diversidade genética da biblioteca resultante. O presente trabalho apresenta um estudo
comparativo de quatros modelos para predicio/estimativa de resultados de experimentos de
DNA  shuffling encontrados na literatura bem como a proposta e implementacio de uma
ferramenta computacional de simulagdo para o processo de DNA shuffling. A terramenta de
simulagdo foi implementada em um ambiente que disponibiliza outras funcionalidades referentes
a analise das sequiéncias a serem submetidas ao shuffling bem como ferramentas para analise das

sequéncias resultantes do processo.

Palavras-chave: Simulagio computacional. Evolugao 7z wvitro. DNA  shuffling. Modelos de
predicao. Biologia Computacional. Bioinformatica.
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ABSTRACT

LUCIANA, M.C. SimAffling — um ambiente computacional para suporte e simulagido do
processo de DNA shuffling. 2008. 252 folhas. Thesis (Doctoral) — Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos - SP, 2008.

The Molecular Evolution of the living organisms is a slow process that occurs over the years
producing mutations and recombinations at the genetic material, i.e. at the DNA. The mutations
can occur as nucleotide remotion, insertion and/or substitution at the DNA chain. The Directed
Molecular Evolution is an iz vitro process that tries to improve biological functions of specific
molecules producing mutations at the molecule’s genetic material, mimicking the natural process
of evolution. Many technics that simulate 7z vifro molecular evolution, among them the DNA
shuffling, have been used aiming to improve specific properties of a variety of commercially
important products as pharmaceutical proteins, vaccines and enzymes used in industries. The
original DNA shuffling methodology can be sumarized by the following steps: 1) selection of the
parental sequences; 2) random fragmentation of the parental sequences by an enzyme; 3)
repeated cycles of PCR (Polymerase Chain Reaction), in order to reassemble the DNA fragments
produced in the previous step; 4) PCR amplification of the reassembled sequences obtained in
step 3). The DNA shuffling technic success can be measured by the number of recombinat
molecules found at the DNA shuffling library obtained, since these recombinant molecules
potentially have improved functionalities in relation to their parent since their sequence may
accumulate beneficial mutations originated from distinct parent sequences. Nowadays some few
models can be found in the literature whose purpose is to suggest optimization to this process
aiming the increase of the genetic diversity of the DNA shuffling library obtained. This research
work presents a comparative study of four models used to predict/estimate the DNA shuffling
results. In addition a computational tool for simulating the DNA shuffling proccess is proposed
and implemented in an environment where other functionalities related to the analyses of the
parental sequences and the resulting sequences from the DNA shuffling library is also

implemented.

Keywords: Computational simulation. Iz witro evolution. DNA shuffling. Predicting models.

Computational Biology. Bioinformatics.
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Introducao

“Adyersidades sao grandes oportunidades.”
Provérbio Arabe

O DNA shuffling é uma técnica de Evolugao Molecular Direta, ou simplesmente, Evolucao  vitro,
que objetiva a produgio de moléculas de DNA recombinates em laboratério por meio da
recombinagio entre fragmentos de DNA de diferentes origens. Espera-se que as recombinagdes
entre fragmentos de diferentes origens, ditos parentais, déem origem a moléculas recombinates,
que podem representar novos genes, por exemplo, com funcionalidades melhoradas ou novas em

relagdao aos parentais.

O protocolo de DNA shuffling envolve diversas etapas que requerem tempo, além de
investimento em recursos humanos e materiais. Neste sentido, o presente trabalho de pesquisa
apresenta um estudo de algums modelos que podem ser utilizados na estimativa de resultados de
experimentos desse tipo, bem como ferramentas auxiliares para que otimizagoes sejam
implementadas antes que o experimento de DNA shuffling seja realizado em laboratério. Além do
estudo e da descricio dos quatro modelos encontrados na literatura, foi proposto e
implementado como um software, outro modelo para que o processo de DNA shuffling possa ser
simulado #z silico e os resultados utilizados para sugerir otimazag¢bes para o processo i vitro. O

simulador de DNA shuffling implementado foi disponibilizado em um ambiente computacional



que implementa outras funcionalidades destinadas ao apoio e suporte a algumas etapas

envolvidas no processo de DNA shuffling.

Uma medida de similaridade entre seqiiéncias de DNA foi proposta para permitir a
andlise/avaliacio de um conjunto de sequéncias candidatas, duas-a-duas, a patentais em
experimentos de DNA shuffling com o objetivo de determinar qual par, ou quais pares de

sequéncias, se utilizadas como parentais, produziriam melhores resultados.

Adicionalmente, foi proposta e implementada uma modelagem baseada no algoritmo de
Simulated Annealing para o problema de projeto de primers. A modelagem apresentada tem especial
importancia visto que primers sao utilizados em duas etapas distintas do processo de DNA shuffling

e desempenham papel fundamental nessas etapas.



Capitulo

Biologia Molecular —
Conceitos e Processos Basicos

“Uma longa viagem comega com um iinico passo.”

Lao Tse (604 a.C.)

1.1 Introducao

No que segue sao apresentados os principais conceitos de Biologia Celular e Molecular
necessarios para a contextualizacao do trabalho realizado e compreensao dos modelos, processos
e algoritmos apresentados e discutidos ao longo desta tese. O objetivo deste capitulo é também o
de estabelecer e padronizar a nomenclatura, ser um referencial aos conceitos fundamentais
utilizados e tornar o trabalho auto-contido. O contetdo deste capitulo foi compilado de varias
referéncias, entre elas: (ALBERTS et al., 2002), (SNUSTAD; SIMMONS, 2001), (LODISH et al.,
2001), (BROWN, 1999) e (WATSON et al., 1992).

As células sio as unidades formadoras dos seres vivos. Sio estruturas delimitadas por
membranas cujo conteudo interno ¢ formado por uma variedade de substancias quimicas em
solucao aquosa que interagem para garantir a ocorréncia de fungdes basicas necessarias a vida,
como por exemplo, aquisicio e uso de energia, realizagio de diversas reagdes quimicas,

manutenc¢ao do ambiente interno constante e capacidade de reprodugao.
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Existem dois tipos principais de células, as procariontes e as eucariontes, que diferem entre
si pelas estruturas internas que as compodem. As células procariontes sio consideradas mais
simples e sdo constituidas basicamente por parede celular, membrana plasmatica e citoplasma.
No citoplasma estdo o material genético (DNA ou RNA), as proteinas e outras pequenas
moléculas. Ja as células eucariontes sio mais complexas em termos de estrutura e fungdes. A
principal diferenca entre esses dois tipos de células é a presenca de um nucleo nas células

eucariontes, o qual armazena o material genético.

1.2 DNA e RNA

As informagdes genéticas de todos os organismos vivos estao armazenadas em suas células em
macromoléculas chamadas acidos nucleicos. Os acidos nucleicos estio presentes em todos 0s
organismos vivos em duas formas distintas: acido desoxirribonucleico (DNA) e acido
ribonucleico (RNA). As moléculas de DNA e RNA sio compostas por unidades menores,

chamadas nucleotideos, ligados entre si. Os nucleotideos sao formados por trés unidades basicas:

— uma molécula chamada base nitrogenada;
— um acucar; e

— um grupo fosfato.

As bases nitrogenadas encontradas em moléculas de DNA sdo quatro: Adenina (A), Timina
(T), Citosina (C) e Guanina (G), enquanto que em moléculas de RNA as bases nitrogenadas sao:
Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) e Uracila (U). Além de diferenciar em relagdo a presenca

das bases T e U, as moléculas de RNA e DNA diferem em basicamente dois aspectos:

— uma molécula de RNA é composta por uma unica fita de nucleotideos, enquanto que
uma molécula de DNA ¢é composta por 2 fitas; e
— o acgucar presente no RNA ¢ a ribose, enquanto que o agucar presente no DNA ¢é a

desoxirribose.

As bases nitrogenadas sio formadas por anéis contendo nitrogénio (N) e carbono (C). As

estruturas das cinco bases nitrogenadas sao apresentadas na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Estrutura das quatro bases nitrogenadas Adenina, Timina, Citosina e Guanina presentes na
molécula de DNA e da base Uracila que substitui a Timina na molécula de RNA.

O acucar presente na molécula de DNA (deoxirribose) é composto por uma cadeia de
cinco atomos de carbono e, por isso, é chamado de pentose. Os cinco atomos sao referenciados

por C,, C,, C;, C, e C; e se dispébem como mostrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Pentose presente na molécula de DNA. (a) Visualizacdo linear. (b) Visualizacio estrutural.

O grupo fosfato (P) presente no nucleotideo encontra-se ligado ao carbono C,. A

representacao de um nucleotideo é mostrada na Figura 1.3.

Diversos nucleotideos se unem para formar uma molécula de DNA (ou RNA) por meio de
ligagoes fosfodiésteres. Essas ligacdes ocorrem entre o grupo OH do carbono C; da pentose de
um nucleotideo e o grupo fosfato, ligado ao carbono C; do nucleotideo seguinte e é catalisada
pela enzima DNA Polimerase, que participa da sintese da molécula de DNA. A Figura 1.4

apresenta dois nucleotideos ligados por ligacao fosfodiéster.
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(3 (b)

Figura 1.3. Um nucleotideo, o qual é composto por um grupo fosfato, um acgicar e uma base nitrogenada.
(a) Representacio simplificada. (b) Representacio nio simplificada.

@)

Ligagao fosfodiéster

Figura 1.4. Ligacdo fosfodiéster que une dois nucleotideos.

O modelo da estrutura do DNA proposto por Crick e Watson (1953), estabelece que a
molécula de DNA consiste de duas cadeias (fitas) de nucleotideos que interagem e formam uma
estrutura descrita como dupla hélice. A estrutura de dupla hélice é mantida principalmente devido
a dois tipos de ligagoes existentes entre os nucleotideos: as ligagoes fosfodiésteres, que ocorrem
entre nucleotideos de uma mesma cadeia, ¢ as pontes de hidrogénio. As pontes de hidrogénio sao
ligacbes formadas entre pares especificos de bases, sendo que cada uma das bases deste par
pertence a uma das fitas da molécula de DNA. A base Timina liga-se com a base Adenina por

meio da formagao de duas pontes de hidrogeénio, e a Citosina liga-se com a Guanina por trés

25



Capitulo 1 — Biologia Molecular — Conceitos e Processos Basicos

pontes de hidrogénio. Desta forma, os pares de bases A—T ¢ C-G sio ditos complementares e,
adicionalmente, podem ser representados por A=T e C=G, respectivamente. A Figura 1.5

mostra as pontes de hidrogénio entre os pares de bases (pb).
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Figura 1.5. Pontes de hidrogénio entre os pares de bases (a) A-T e (b) C-G.

E importante notar que, devido a forma como as cadeias de nucleotideos se combinam,
cada uma delas tera em uma de suas extremidades um carbono C; livre' e, na outra, um carbono
C, livre. As extremidades livtes de uma cadeia determinam a orientagao da cadeia. Por
convengao, a cadeia de nucleotideos ¢ representada segundo a orientagao dita 5>— 3, ou seja, 0s
nucleotideos de uma cadeia sao descritos iniciando pelo nucleotideo que possui o carbono 5’ livre

e finalizando no nucleotideo que possui o carbono 3’ livre. A cadeia de nucleotideos com
otientagao 5’— 3’ é também chamada de fita + da molécula de DNA; a fita complementar, de

otientagao 3™— 5’, ¢ dita fita — . As fitas + e — sao ditas antiparalelas. A Figura 1.6 representa um

fragmento de molécula de DNA.

Como comentado anteriormente, o que diferencia um nucleotideo de outro ¢ o tipo de
base nitrogenada presente na molécula. Desta forma, uma cadeia de nucleotideos pode ser
representada apenas pelas suas bases. Adicionalmente, uma molécula de DNA pode ser
representada apenas pelas bases que compéem uma de suas fitas, uma vez que as fitas sdo
complementares. Assim, a molécula de DNA apresentada na Figura 1.6 pode ser representada

simplesmente por: 5> AGCTA 3.

No ciclo de vida de uma célula, antes que a célula se divida (reproduza), ela deve duplicar o
seu material genético. O mecanismo de duplicagio do DNA, também chamado de replicagao ou

copla, tem como principio a complementaridade entre os pares de bases que compdem a dupla

! Neste contexto, diz-se que um nucleotideo tem um carbono livre se ele pode vit a se ligat com outro nucleotideo.
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fita dessa molécula. Nesse processo, cada uma das fitas serve como molde para a sintese de uma

nova cadeia de nucleotideos, complementar a fita molde.

Figura 1.6. Representagio de um fragmento de molécula de DNA.

Para que a duplicacdo seja possivel, as fitas que formam a dupla hélice da molécula de
DNA devem se separar, a0 menos temporariamente, para que possam ser utilizadas como molde
para a sintese da nova fita. A sintese de uma nova fita de DNA a partir de um molde ¢ viabilizada
por enzimas do tipo DNA Polimerase, as quais catalisam a adi¢ao de nucleotideos a cadeia sendo
sintetizada. A polimerase s6 ¢é capaz de ligar um novo nucleotideo ao carbono C; de outro
nucleotideo e, por isso, diz-se que a sintese s6 acontece no sentido 5— 3’. A Figura 1.7 mostra

de maneira simplificada como ocorre a duplicagao de uma molécula de DNA.

Como pode ser observado na Figura 1.7, cada uma das duas moléculas de DNA resultantes
da duplicagao é composta por uma fita “velha” (molde) e uma fita recém sintetizada. Por esse
motivo, o processo de duplicagao é chamado semiconservativo. A replicagdo ocorre apenas no
sentido 5— 3’ em cada uma das fitas da molécula; ele se inicia em pontos especificos de cada

uma das fitas chamados de origens de replicacao (ori). Quando o processo de duplicagao termina,
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duas moléculas de DNA, idénticas entre si (e idénticas a molécula de DNA original) foram

produzidas.

Figura 1.7. Representagdo simplificada do mecanismo de duplicagio do DNA.

1.3 Genes, proteinas e sintese de proteinas

As informagoes genéticas de um individuo encontram-se organizadas ao longo da molécula de
DNA em unidades chamadas genes. Os genes sao as unidades responsaveis pela produgao de um
grupo especial de macromoléculas, as proteinas, que estdo envolvidas em diversas fungdes vitais
tais como metabolismo, fungao estrutural das células, catilise de reagdes quimicas (as enzimas),

mecanismo de contra¢gao muscular, sistema imunolégico, entre outros.

A sintese de proteinas a partir dos genes envolve também a participacio do acido
ribonucleico, ou RNA. O mecanismo que rege a sintese de proteinas é conhecido como Dogma
Central da Biologia Celular e estabelece que o fluxo de informagao genética é “DNA para RNA
para proteina”, ou, de forma simplista “DNA faz RNA, que faz proteina que, por sua vez, facilita
os dois passos prévios bem como a replicagao do DNA”. Com poucas excegoes, todas as células
biolégicas obedecem essa regra. A relacio entre DNA, RNA e proteinas, estabelecida pelo

Dogma Central da Biologia Celular é sumarizada no diagrama da Figura 1.8.

Replicagio

D Transctigdo Tradugdo
DA > RMNA » Proteinas

Figura 1.8. Dogma Central da Biologia Celular.
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Como identificado na Figura 1.8, a sintese de proteinas envolve dois processos distintos:
Transcricao e Tradugdo. As enzimas que atuam no processo de transcricio do DNA em RNA
sao chamadas de RNA polimerases. Essas enzimas sao capazes de identificar a posi¢io de um
gene dentro da molécula de DNA e iniciar sua transcri¢ao a partir do ponto identificado. A
sintese da molécula de RNA também segue o principio da complementaridade entre os pares de
bases; porém ¢ a base Uracila, e ndo a Timina, que forma par com a base Adenina neste tipo de
molécula. A Figura 1.9 exemplifica como ocorre a transcricio de DNA em RNA por meio da

acao do complexo de enzimas RNA polimerases.

RINA
RMNA poli_mercse

o .. >

DMA (

Figura 1.9. Transcricdio de DNA em RNA.

Uma vez sintetizada a molécula de RNA, ela deve ser ‘traduzida’ para que uma proteina seja
produzida. O processo de tradugdo segue o cédigo genético o qual estabelece uma relagao entre
triplas de bases consecutivas, chamadas cédons, e outro tipo de molécula chamada aminoacido
(ver Tabela 1.1). Os aminoacidos sido, desta forma, as unidades basicas constituintes de uma
proteina. Considerando que para cada uma das trés unidades de um cddon, existem quatro
possiveis bases distintas (A, U, C e G), espera-se um total de 4 = 64 cédons distintos. A tabela
do cédigo genético, porém, é composta por vinte aminoacidos distintos e nao 64, uma vez que
alguns cédons distintos codificam para um mesmo aminoacido, como pode ser visto na Tabela
1.2. Existem ainda dois grupos especiais de codons, sao eles o start codon (AUG) e os stp cédons
(UAA, UAG e UGA), os quais sinalizam o inicio e o final do gene a ser transcrito,
respectivamente. Os nomes e as abreviaturas utilizadas para representar cada um dos vinte
aminoacidos, bem como os cédons correspondentes, sao apresentados na Tabela 1.1. A Tabela

1.2 apresenta o codigo genético.
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Tabela 1.1. Cédigo, nome e cédons dos vinte aminoacidos.

Codigo de  Codigo de tres  Nome do Codons correspondentes
uma letra letras aminoacido
A Ala Alanina GCU, GCC, GCA, GCG
C Cys Cisteina UGU, UGC
D Asp Acido Aspartico GAU, GAC
E Glu Acido Glutimico GAA, GAG
F Phe Fenilalanina UuU, UUuC
G Gly Glicina GGU, GGC, GGA, GGG
H His Histidina CAU, CAC
I Tle Isoleucina AUU, AUC, AUA
K Lys Lisina AAA, AAG
L Leu Leucina UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
M Met Metionina AUG
N Asn Asparagina AAU, AAC
P Pro Prolina CCU, CCC, CCA, CCG
Q Gln Glutamina CAA, CAG
R Arg Arginina CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
S Ser Serina UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
T Thr Treonina ACU, ACC, ACA, ACG
A% Val Valina GUU, GUC, GUA, GUG
W Trp Triptofano UGG
Y Tyr Tirosina UAU, UAC

O processo de transcri¢ao segue o principio de complementaridade entre os pares de bases

e o processo de tradugdo segue o codigo genético. A Figura 1.10 ilustra, de uma maneira

simplificada, como ocorre a sintese de uma proteina a partir de uma regiao do DNA

COIICSpOI‘ldCl’ltC a um gene.
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Tabela 1.2. Cédigo Genético.

1° posicao (5) 2° posicao 3° posicao (3)
U C A G
UUU — Phe UCU — Ser UAU — Tyt UGU — Cys U
U UUC — Phe UCC — Ser UAC — Tyr UGC — Cys C
UUA — Leu UCA — Ser UAA — stop** UGA — szgp** A
UUG — Leu UCG — Ser UAG — stop** UGG — Ttp G
CUU — Leu CCU — Pro CAU — His CGU — Arg U
C CUC — Leu CCC —Pro CAC — His CGC — Arg C
CUA — Leu CCA — Pro CAA —Gln CGA — Arg A
CUG — Leu CCG —Pro CAG —Gln CGG — Arg G
AUU — Ile ACU — Thr AAU — Asn AGU — Ser U
A AUC — Ile ACC — Thr AAC — Asn AGC — Ser C
AUA —1le ACA — Thr AAA — Lys AGA — Arg A
AUG — Met* ACG — Thr AAG — Lys AGG — Arg G
GUU — Val GCU — Ala GAU — Asp GGU — Gly U
G GUC — Val GCC — Ala GAC — Asp GGC —Gly C
GUA — Val GCA — Ala GAA — Glu GGA —Gly A
GUG — Val GCG — Ala GAG — Glu GGG —Gly G
*start codon
*¥stop codon
DNA 3 ... TTAC[TAd|cCcT|[aAGcdlccT|[aAcdlcTdAaTTC.. 5

\L transcricao

RNA [AuglccAlucdlccAlucdlcad

Proteina Mt  Arg

\L traducao

Arg Cys

dn

Figura 1.10. Sintese de uma proteina a partir de uma regido do DNA correspondente a um gene.

O mecanismo de sintese de proteinas, como ocorre nas células, é um processo bem mais

complexo do que o esquema apresentado na Figura 1.10 e envolve outras macromoléculas. De

fato, existem trés tipos de RNAs envolvidos nesse processo de sintese:

— RINA mensageiro (mRNA): ¢ a forma como as informagdes contidas no gene saem do

nucleo da célula (para o caso de células eucariontes) para que a sintese protéica ocorra no

citoplasma. Esta molécula ¢ sintetizada a partit do DNA por um mecanismo complexo

do qual participam as enzimas do tipo RNA polimerases;
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— RNA transportador (tRNA): esse tipo de RNA armazena a “chave” para que os cdédons
contidos no mRNA sejam decifrados, ou seja, traduzidos em aminoacidos. Cada tRNA
contém um aminoacido e um anticédon especifico para este aminoacido. Por exemplo, o
tRNA correspondente ao aminoacido serina contém, além desta molécula, o anticédon
UCA, o qual é complementar ao cédon AGU, cédon correspondente ao aminoacido
serina (ver Tabela 1.2). No momento da sintese de uma proteina, os anticodons dos
tRNAs ligam-se aos cédons do mRNA por complementaridade entre as bases e a cadeia
polipeptidica (protéica) vai sendo formada. Esta associagao entre mRNA e tRNA ¢
estabilizada por moléculas chamadas ribossomos; e

— RINA ribossémico ({IRNA): os tRNAs associados a um conjunto de proteinas formam os
ribossomos. Os ribossomos movem-se a0 logo do mRNA catalizando a unido dos

aminodcidos a fim de produzir a proteina.

A Figura 1.11 mostra como o ribossomo utiliza-se do mRNA e dos tRNAs para que uma

proteina seja sintetizada.

ribossomo
(rRNA + proteinas)

< 1RNA

Uucaha

/

mRNA 5" RUGUGCGAUCBGSEAUCGARGA URAR 3

cadeia de polipeptidios

~ /

movimento do ribossomo

Figura 1.11. Sintese de protefna pelo ribossomo. Os anticodons dos tRNAs ligam-se aos cédons do
mRNA dentro do ribossomo e a cadeia polipeptidica vai sendo formada pela unido dos aminodacidos.

Como visto, uma proteina ¢ composta por uma cadeia de aminoacidos. Todos os vinte
aminoacidos sio compostos por um carbono alfa (Cy), ligado a quatro diferentes grupos

quimicos:

— um grupo amino (NH,);
— um grupo carboxil (COOH);

— um atomo de hidrogénio (H); e
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— um grupo variavel, chamado de cadeia lateral ou grupo R, que ¢ diferente em cada um

dos aminoacidos.

A representac¢ao geral de um aminoacido ¢ mostrada na Figura 1.12.

grupo variavel
e grupo carboxil

hidrogénio

Figura 1.12. Estrutura geral de um aminoacido.

Estruturalmente, as proteinas podem se organizar em até quatro niveis, denominados
estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. A organizagdo espacial de uma proteina
esta fortemente relacionada a funcdo que ela desempenha no organismo. A estrutura primaria de
uma protefna corresponde a sequéncia linear dos aminoacidos que constituem sua cadeia
polipeptidica. A estrutura secundaria refere-se a localizagao de partes da cadeia polipeptidica que
assumem as conformacgdes espaciais de alfa hélice (em forma de espiral) ou folhas beta (estrutura
planar). O terceiro nivel de organizacdo estrutural se refere ao arranjo tridimensional de todos os
aminoacidos da cadeia. A estrutura quaternaria ocorre em um grupo especial de proteinas
chamadas multiméricas, as quais sdo formadas pela uniao de duas ou mais cadeias de
polipeptidios, também chamadas de subunidades, e descreve o nimero e as posi¢des relativas

dessas subunidades na proteina.

1.4 Sintese i vitro de DNA e reacio de PCR

Muitas técnicas utilizadas na analise laboratorial de moléculas de DNA requerem que a sequéncia
esteja disponivel em quantidades significativas para viabilizar a realizagio de diversos
experimentos. Considere, por exemplo, uma sequéncia de DNA que codifica para um gene e que

essa sequéncia deva ser submetida a uma gama de experimentos que permitam a investigacao de
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sua func¢ao e estrutura, entre outros. Para viabilizar tais experimentos, quantidade suficiente dessa
seqiiencia deve estar disponivel. A possibilidade de se criar inimeras copias de uma molécula de
DNA em laboratério otimiza este trabalho, uma vez que a molécula em questao nao precisa ser

extraida diretamente do organismo ao qual pertence.

O processo conhecido como sintese 7z vitro de DNA se refere a produgao, em laboratério,
de diversas copias de uma molécula de DNA original. Em 1957 foi realizada a primeira sintese i
vitro de DNA, por Arthur Kornberg, Uriel Littauer e sua equipe (LITTAUER; KORNBERG,
1957). A descoberta da enzima DNA polimerase 1, isolada da bactéria Escherichia coli, viabilizou o

desenvolvimento da técnica, uma vez que essa enzima atua na replicagao do DNA.

Para que as enzimas do tipo polimerase atuem na replicacio ou copia de moléculas de
DNA, ¢é necessario a presenga de trés componentes basicos: primers, moldes e os quatro
nucleotideos. Primers sao sequéncias iniciadoras do processo de sintese e correspondem a curtas
cadeias de nucleotideos complementares a regiao inicial (primer forward) e regiao final (primer reverse)
da seqiiéncia que se deseja copiar, dita seqiiéncia alvo. Em uma mesma reacao, primers e seqiiéncia
alvo (a qual deve estar na forma desnaturada, ou seja, fita simples) se unem por
complementaridade entre suas bases. Uma vez formado o complexo — primer e seqiiéncia alvo —
as enzimas do tipo polimerase ligam-se ao grupo OH da extremidade do carbono C, do primer
(extremidade 3’ OH) para dar inicio ao processo de sintese. Para que a nova molécula seja
sintetizada, a DNA polimerase utiliza a seqiiéncia alvo como molde e, segundo o principio da
complementariedade entre as bases, adiciona novos nucleotideos aos primers, sendo estes
nucleotideos complementares aos nucleotideos da fita molde. Este processo recebe o nome de
extensdo. Ao final da extensio, uma nova molécula, complementar a sequéncia molde, é
produzida. Este tipo de reacdo ¢é denominado Reag¢do de Extensio por Polimerase ou
simplesmente PCR (Pohmerase Chain Reaction). Devido a necessidade do grupo 3° OH livre na
sequéncia do primer para que a enzima DNA polimerase se acople, a sintese de uma nova
molécula s6 ocorre no sentido 5— 3°. Caso o primer pareie’ com a seqiiéncia de DNA molde de
forma que o sentido de extensao seja 3’>— 5’, a polimerase nio atua e, portanto, a extensio nao

ocorre. O esquema de atuagao de enzimas do tipo polimerase é representado na Figura 1.13.

2 O termo annealing ¢ também utilizado para denominar o pareamento ou a unido de fragmentos de DNA por
complementaridade entre suas bases.
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primerl
/ estende
T TTTTTTT I
(@) ATCG adic&o de polimerase ATCGGGCTACCG
TAGCCCGATGGC v TAGCCCGATGGC
S I Y - S I I I )
seqliéncia molde
primer2
/ ndo estende
5 3 5 3
. .
(b) ACCG adigdo de polimerase ACCG
TAGCCCGATGGC > ., TAGCCCGATGGC
S I I I - S S I I O -
sequéncia molde

Figura 1.13. Atuacdo da enzima DNA polimerase na replicacio do DNA. (a) A polimerase ¢ capaz de
estender o primer! criando uma fita complementar ao molde. (b) A polimerase ndo é capaz de estender o
primer2 — uma extensio ndo ocorre a partir da extremidade 5.

O termo amplificagao ¢ utilizado para caracterizar experimentos com vistas a0 aumento
(em numero) de uma molécula. A amplificagao de uma molécula de DNA em laboratério ocorre
por meio de diversos ciclos de extensdo por polimerase. No primeiro ciclo, a molécula de DNA
alvo é desnaturada’ resultando em duas seqiiéncias molde, as quais, ap6s se parearem com 0s
primers, sao estendidas pela polimerase e resultam em duas novas moléculas de DNA idénticas a
molécula original. No segundo ciclo, as duas moléculas resultantes do ciclo anterior sao
desnaturadas, dando origem a quatro moldes que, apés o pareamento com 0s primers € a extensao,
dao origem a quatro novas moléculas de DNA idénticas a molécula original. Assim, ap6s um
niamero n de ciclos de PCR (desnaturagao, pareamento e extensdao) tem-se, idealmente, 2"
moléculas de DNA idénticas a molécula original. A Figura 1.14 ilustra as trés etapas do ciclo de

PCR.

Diversas variaveis e parametros, tais como o niumero de ciclos, a temperatura e o tempo de
duragdo de cada ciclo, bem como a qualidade e a quantidade de primers utilizados podem interferir
na reagao de PCR e, conseqiientemente, o nimero 2" de seqiiéncias de DNA resultantes pode

nao ser obtido apds a execuc¢ao de n ciclos de PCR. A reacio de PCR volta a ser abordada em

3 O processo de desnaturagao de uma molécula de DNA faz com que a fita dupla desta molécula se separe em duas
fitas simples. A desnaturagio de uma molécula é obtida pelo aquecimento da molécula a temperaturas proximas de
94°C.
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maiores detalhes no Capitulo 2, como parte do processo de DNA shuffling, um dos focos desta

pesquisa.

Etapa 1: Desnaturacéo
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Figura 1.14. Ciclos de PCR com primers. A cada ciclo, uma molécula de DNA da origem a duas novas
moléculas idénticas a2 molécula original.

Outro fator importante a ser considerado no processo de sintese 7 vitro de DNA sao as
mutag¢ées que uma reacao de PCR pode introduzir nas sequéncias produzidas. Nucleotideos nao
complementares a0 molde podem ser inseridos durante a sintese da nova fita de DNA, e estes
erros serdo propagados nos ciclos seguintes da reagio, resultando em seqiiéncias distintas das
originais. Os erros ou mutag¢oes ocorridos durante a sintese de DNA sio também chamados
substitui¢des. Estudos realizados 7z vitro com a enzima Tag polimerase revelam que esses erros
sdo introduzidos a uma taxa aproximada de 1 em cada 2 x 10* nucleotideos inseridos. Contudo, a
fidelidade da sintese de DNA pela utilizagaio da Tag polimerase pode variar significantemente
com mudangas na concentragio de Mg”" e variagdes de pH da solucio utilizada como buffer da

reagao, entre outros (METZKER; CASKEY, 2001).

36



Capitulo 1 — Biologia Molecular — Conceitos e Processos Basicos

Se por um lado a ocorréncia de substituicoes de nucleotideos durante a amplificagao de
uma seqiéncia alvo ¢ indesejada, em experimentos de Evolu¢io Molecular Direta tais
substitui¢bes sao, muitas vezes, o principal objetivo destes experimentos, como discutido no
Capitulo 2, que apresenta um conjunto de técnicas de Evolucao Molecular Direta, abordando

detalhes dos processos envolvidos.

1.5 Clonagem e tecnologia do DNA recombinante

A clonagem de uma molécula de DNA consiste em seu isolamento e sua propaga¢iao
(multiplicagao) em moléculas idénticas em um organismo vivo. O procedimento de clonagem

envolve basicamente trés etapas essenciais:

— Isolamento do fragmento de DNA de interesse (chamado de inserto ou DNA alvo);
— Incorporagao do fragmento isolado em um fragmento genético auto-replicante (por
exemplo, um virus ou um plasmideo), denominado vetor de clonagem. Como resultado,

tem-se uma molécula de DNA recombinante®.

— Incorporagiao da molécula recombinante (vetor + inserto) em uma célula hospedeira para
que ocorra sua amplificacdo. Cada célula hospedeira, ao se reproduzir, resulta em um
conjunto de células idénticas, denominado colonia. Caso a célula hospedeira, que deu
origem a uma colonia, tenha recebido a molécula de DNA recombinante, cada uma das
células desta colonia carrega varias copias da molécula recombinante. A colegao de todas
as colonias é chamada de Biblioteca. Durante este processo, a molécula recombinante
também se duplica dentro da célula hospedeira, aumentando ainda mais o numero de

copias do DNA alvo produzidas.

O isolamento e a incorpora¢iao do fragmento de interesse em um vetor de clonagem sao
viabilizados, entre outros, pela existéncia de uma classe especifica de enzimas chamadas
endonucleases. Essas enzimas fragmentam moléculas de DNA, realizando cortes internos ao
longo da molécula. Esses cortes podem ocorrer em posi¢coes aleatérias ou especificas ao longo da

sequencia de DNA, dependendo do tipo de endonuclease utilizada.

4 O avanco das técnicas envolvidas na criagio de uma molécula de DNA recombinante influenciou diretamente na
popularizagio das técnicas de clonagem.
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As endonucleases que cortam o DNA em posi¢coes especificas sao chamadas de sitio-
especificas, uma vez que localizam seqiiéncias de nucleotideos na molécula de DNA, os
chamados sitios de restrigao, e realizam o corte (ou clivagem) da molécula apenas nesses pontos.
A maioria das endonucleases produz cortes desencontrados nas duas fitas complementares da
molécula de DNA, ou seja, os cortes acontecem em posig¢oes distintas em cada uma das fitas. Na
maioria dos casos, as sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricio sao palindromas,
isto €, sdo seqiiéncias de pares de nucleotideos que tém a mesma leitura em ambos os sentidos,
partindo-se de um ponto central da mesma, ou ponto de simetria. A Tabela 1.3 apresenta as
sequéncias de reconhecimento de algumas endonucleases de restricao, indicando os respectivos
sitios de clivagem e pontos de simetria. Uma vasta colecao de informacdes sobre enzimas de
restri¢ao e protefnas relacionadas pode ser encontrada na base de dados REBASE (The Restriction

Engyme Database (ROBERTS et al., 2007)).

Além das enzimas de restricdao, ou sitio-especificas, existe também outra classe de enzimas,
como por exemplo, a enzima DNase I, que produz cortes em posigoes aleatorias em cada uma
das fitas de uma molécula de DNA, ou seja, sdo enzimas ndo sitio-especificas. Este tipo de
enzima, bem como as sitio-especificas, sio muito utilizadas em experimentos de Evolugao

Molecular Direta, como sera visto no Capitulo 2.

> http://trebase.neb.com
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Tabela 1.3. Seqiiéncias de reconhecimento de algumas endonucleases de restricao, com indica¢do dos
respectivos sitios de clivagem (—) e pontos de simetria (®).

Seqiiéncia de Fragmentos resultantes
Enzima Fonte reconhecimento e da clivagem
sitio de clivagem

EcwRI Escherichia col

5 ... GAATTC...3’ 5...G AATTC...3’
. [}
linhagem RY13 3 ...CITAAG .. 5’ 3...CTTAA G..5
HindlIl ~ Haemophilus influenzae , , , ,
| 5' ... AAGCTT...3 5...A AGCTT...3
linhagem Rd 3 ... TTCGAA. .. 5’ 3...TTCGA A ..5

Pst Providencia stuarti 5 CTGCAG .. 3 5  CTGCA G 3
[ ]

. GACGTC. . . 5 3...G ACGIC...5%

Alul Avrthobacter lutes 5  AGCT. .. 3 5 AG

.TCAA. .. 5’ 3 ...TC

2 9

Tagl Thermus aquaticus 5 \l’ Y 5 T CCA 3
3 ...AGCT...5 3 ...ACGC T...5

O corte desencontrado produzido por algumas enzimas de restricdo, somado ao fato de
suas sequéncias de reconhecimento serem palindromas, sdao caracteristicas muito importantes que
permitem que dois ou mais fragmentos de DNA digeridos (fragmentados) com uma mesma
enzima de restricdo possam ser combinados (remontados) em uma mesma molécula. A Figura
1.15, adaptada de Snustad e Simmons (2001), mostra esquematicamente como dois fragmentos
de DNA de origens distintas podem ser remontados em um unico fragmento. Observe que apds
o pareamento entre as bases complementares (e, consequientemente, da formacao de ligacdes de
hidrogénio entre elas) resta ainda uma ultima ligagio fosfodiéster a ser formada entre as

moléculas. A formacao de tal ligacao ¢ catalizada pela agao de enzimas do tipo DNA ligase.
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Figura 1.15. Esquema da construcdo iz vitro de moléculas de DNA recombinante. (a) As seqiiéncias sio
fragmentadas por uma mesma enzima de restricdo. (b) Os fragmentos resultantes sio incubados sob
condicOes de pareamento entre fragmentos complementares. (c) A enzima DNA ligase ¢ adicionada para
garantir a formacao de ligacbes fosfodiésteres entre os fragmentos remontados.

Existem diversos tipos de vetores que podem ser utilizados em experimentos de clonagem,
cada um deles com caracteristicas especificas e mais adequados a determinado tipo de
experimento dependendo, entre outros, do tamanho do fragmento de DNA que se deseja ligar ao
vetor e do tipo de célula que sera utilizada como hospedeira para a multiplicagao deste fragmento.
Dentre os vetores comumente utilizados estao os plasmideos, fagos, cosmideos, bacmideos e
YAC’s (Yeast Artificial Chromosome). Vetores de clonagem tipicos possuem as seguintes

caracteristicas:
— capacidade de auto-replicacao;
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— gene(s) de resisténcia a determinada(s) droga(s) como, por exemplo, o gene que confere
a resisténcia a ampicilina ou a tetraciclina. Sdo esses genes que irdo permitir a

identificagdo das céculas que contém ou nao o fragmento de DNA sendo clonado. Estes

genes sao chamados marcadores;

— sitios de reconhecimento unicos para enzimas de restricdo, o que ira permitir que o

DNA de interesse seja nele inserido.

As caracteristicas especificas de um vetor de clonagem siao representadas por esquemas
denominados mapas de restricaio. Um exemplo de vetor de clonagem comumente utilizado é o
plasmideo pUCS. Este vetor contém 2.700 pares de bases (2,7kb) e sitios de reconhecimento
unicos para uma variedades de enzimas de restricdo. Um esquema de seu mapa de restricao ¢é
mostrado na Figura 1.16 (adaptada de (BROWN, 1999)). O plasmideo pUC8 possui dois
marcadores, o gene que confere resisténcia a ampicilina, o qual ¢ utilizado para a determinagao

das células que contém o vetor e o gene lacZ” que codifica patra parte da enzima 3 -galactosidade.

Note que, nos vetores que recebem o inserto, o gene lacZ” se torna inativo, uma vez que o

inserto sera inserido na regiao correspondente a este gene.

pUC8

Sitio de reconhecimento
para as enzimas:

— Hinaill
— Pstl
— Safl, Accl, Hincll

Gene lacZ’

— BoarmHI
— Srnal, Xmal
b ECORI

Figura 1.16. Mapa de restricdo do vetor pUCS.

Uma vez que o fragmento de DNA a ser clonado foi inserido no vetor de clonagem, este
fragmento recombinante deve entio ser inserido em uma célula hospedeira para que as
replicagdes, tanto do vetor quanto da célula hospedeira ocorram e, assim, a molécula

recombinante seja clonada. A Figura 1.17, adaptada de Lodish et al. (2001), mostra um esquema

geral do procedimento de clonagem de um fragmento de DNA.
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Figura 1.17. Esquema do procedimento geral para a clonagem de um fragmento de DNA utilizando um
plasmideo como vetor. (a) Fragmentagao do plasmideo e da molécula de DNA por uma mesma enzima de
restricao (Enzl) e inser¢do do fragmento a ser clonado no plasmideo, resultando em uma molécula de
DNA recombinante. (b) Inser¢do da molécula de DNA recombinate na célula hospedeira. (c) Crescimento
(multiplicacio) da célula hospedeira, bem como da molécula de DNA recombinante.

1.6 Consideracoes finais

O entendimento e a familiarizagdo com os conceitos basicos de Biologia Molecular apresentados
neste capitulo sao de fundamental importancia para a leitura e compreensiao dos demais capitulos
desta Tese. A justificativa para que alguns topicos terem sido abordados de uma maneira simples
e superficial, como o caso do tépico sobre genes, proteinas e sintese de proteinas, apresentados

na Secao 1.4, é que a descricao foi feita focando os aspectos mais relevantes necessarios a
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compreensao do trabalho de pesquisa realizado e deve servir como uma leitura inicial sobre o

assunto.
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Capitulo

Técnicas de Evolucao
Molecular Direta

“Aquilo que sabemos, saber que sabemos; aquilo que nao sabemos, saber que nao sabemos; isto que ¢é,
verdadeiramente, saber." Confiicio (551-479 a.C)

2.1 Introducao

Por mutagénese entende-se a produgdo de uma mudanca na seqiéncia de DNA. Este capitulo
apresenta os principais conceitos e elementos envolvidos na mutagénese, bem como uma revisao
bibliografica das principais técnicas de mutagénese e recombinacdo existentes, eventos que
desempenham um papel fundamental em experimentos de Evolugao Molecular Direta. O
objetivo deste capitulo é fornecer um panorama de uma subarea especifica da Biologia Molecular,
i.e., Evolugao Molecular Direta, ou Evolugio z vitro, dentro do qual este trabalho se insere, com

foco em uma técnica particular conhecida como DNA shuffling.

A evolugao molecular dos organismos vivos ¢ um processo lento que ocorre ao longo do
tempo e diz respeito as mutagoes ou alteragoes sofridas por um determinado organismo em seu
material genético, ou seja, em seu DNA. Essas mutagdes ocorrem na forma de remogoes,
insercOes, substitui¢bes ou recombinagdes de nucleotideos ao logo da cadeia de DNA. A
Evolugao Molecular Direta, por sua vez, ¢ um processo laboratorial utilizado para melhorar
funcionalidades de seqiiéncias biologicas especificas por meio de diversificagido génica e selegio,

num processo que imita a evolucao natural das espécies (MAHESHRI; SCHAFFER, 2003).
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2.2 Evolucao 7 vitro e o processo de mutageneses

Diversas técnicas de evolugdao 7z witro tém sido propostas e utilizadas nos ultimos anos na
tentativa de melhorar determinadas propriedades, tais como atividade, estabilidade e
especificidade de uma variedade de produtos comercialmente importantes tais como proteinas de
interesse farmacéutico, vacinas e enzimas ((PATNAIK et al., 2002), (CHANG et al.,, 1999),
(NESS et al.,, 1999), (STEMMER 1994a), (STEMMER 1994b)). De uma maneira geral, estas
técnicas utilizam seqiiéncias genicas com propriedades de interesse, que sio modificadas em
laboratério com o objetivo de gerar novas seqiiéncias quiméricas que, possivelmente, codificam
para proteinas hibridas com novas funcionalidades ou funcionalidades melhoradas

(STEVENSON; BENKOVIC, 2002).

O principio que direciona a maioria dos protocolos de evolugao 7 vitro é a produgao de
diversidade molecular por meio de técnicas de mutagénese e recombinagao. Muitas destas
técnicas tém sido desenvolvidas para introduzir diversidade em seqiiéncias génicas codificadoras
de protefnas, sendo muitas delas baseadas na reagdo polimerase em cadeia — PCR (Polymerase
Chain Reaction). Uma cole¢do de técnicas que implementam o processo de mutagénese e
recombinagao ¢é apresentada nas préximas segdes, com o objetivo de evidenciar tanto o processo

e metodologia adotados quanto evidenciar o modelo conceitual subjacente.

O principio basico dos processos de evolugao z vitro, tal como descrito em Sun (1999),
esta representado na Figura 2.1 e pode ser sumarizado como segue. Inicialmente, uma biblioteca
de moléculas — DNA, RNA ou proteinas — ¢ construida. Essa biblioteca de moléculas pode ser
construida utilizando-se moléculas randomicas de peptideos ou oligonucleotideos, ou variantes de
uma ou mais moléculas iniciais (parentais) obtidas por técnicas de mutagénese (Pool 1 da Figura

2.1).

A utilizagdo de moléculas randomicas para a constru¢do de uma biblioteca inicial de
moléculas pode, entretanto, nao ser uma boa escolha uma vez que o potencial de diversidade de
uma biblioteca completamente randomica pode ser tao grande que as chances de que essa
biblioteca contenha moléculas de DNA com propriedades de interesse podem ser minimas. Por
exemplo, a construgio de moléculas de DNA rand6micas de tamanho N pode resultar em até 4™
moléculas distintas. Ja a construcao de bibliotecas utilizando-se processos de mutagénese a partir

de alguma(s) molécula(s) inicial, a qual ja possui propriedades de interesse, pode ser mais util.
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IMoléculas Parentais

mutagéneses

o—.q—

Fool 1- Biblioteca Molecular

—_—

selegio

‘_.'_

FPoolZ — Biblioteca contenndo molémalas
oot propriedades de interesse

fnutagéneses

._.‘_

Poold - Molémalas com
maicy diversidade

amplificagio

._.'_

Pool4d

|

lalémalas

coin propriedades
desejadasy

Sﬁn@

Figura 2.1. Representagao esquematica geral do processo de evolugao 7z vitro.

Uma vez contruida a biblioteca inicial, é possivel selecionar moléculas com caracteristicas
desejadas para dar continuidade ao processo, as quais sao agrupadas em uma nova biblioteca
(Pool 2 da Figura 2.1). Apos a selegdo, as moléculas passam novamente pelo processo de
muta¢ao para que o numero ¢ a diversidade das moléculas aumente ainda mais, sendo criado
assim o agrupamento Pool 3 da Figura 2.1. As moléculas sao entio submetidas a um processo de
amplificagdao para que aumentem em ndimero. Os trés processos descritos anteriormente (selecao,
mutagénese e amplificagdao) correspondem a um ciclo do experimento de evolugao 7 vitro. Esses

ciclos sao repetidos até que moléculas com propriedades desejadas sejam obtidas.

O esquema representado na Figura 2.1 é tedrico e corresponde a uma generalizagdo da
técnica de Evolugao Molecular Direta, incluindo fases e processos que, eventualmente, nao sao

contemplados por algumas das técnicas existentes, como discutido na revisao que segue.

A mutagénese é um passo fundamental nos experimentos de evolucao 7 vitro. Como pode

ser inferido do diagrama apresentado na Figura 2.1, a mutagénese pode ser utilizada tanto para
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gerar moléculas iniciais para compor uma biblioteca molecular (formagao do Pool 1) quanto para
aumentar a diversidade molecular depois do processo de selecio (formacio do Pool 3). E de
primordial importancia que técnicas de evolugdo 7z vitro implementem a geragao de diversidade
molecular por meio de mutagénese. Experimentos de evolugao 7 vitro que nao implementam
mutagénese estdo restritos apenas a selecdo de moléculas que se encontram na biblioteca
construida inicialmente. A Figura 2.2 apresenta uma linha cronolégica com trabalhos relevantes
que propdem/descrevem técnicas de Evolugao 7 vitro. As se¢oes de 2.3 a 2.13 descrevem aqueles
que, de uma maneira ou outra, forneceram algum subsidio para a pesquisa realizada e discutida
nesta tese, ¢ sao apresentadas em uma ordem que buscou priorizar o didatismo. Os nomes

originais das técnicas/métodos foram mantidos com vistas a torna-los facilmente identificados na

literatura.
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Figura 2.2. Apresentacio cronologica de diversas técnicas de evolucio # vitro.

2.3 Site-Directed Mutagenesis

Técnicas de Site-Directed Mutagenesis (SDM), ou mutagao sitio-dirigida, permitem que nucleotideos
especificos (escolhidos por especialistas humanos) de uma seqiiéncia sejam substituidos. Tais

técnicas tém sido empregadas principalmente em estudos que exploram a relagao

estrutura—funcao de proteinas e acidos nucleicos.

O papel estrutural e funcional de residuos de aminoacidos em uma proteina de interesse
pode ser investigado por meio da comparagdo entre proteinas mutantes que possuem alguns
residuos de aminodcidos mutados e a proteina na sua forma original (wild-type) (HERMES et al.,
1989). Considere como exemplo o caso da interacao enzima-substrato e o problema de identificar

os aminoacidos diretamente responsaveis pela ligacio entre a enzima e o substrato. A substitui¢ao
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de um ou mais desses aminoacidos resultaria no nao-reconhecimento do substrato pela enzimar
A realizagdo de experimentos para responder a essa pergunta requer que a sequéncia de
nucleotideos (e aminoacidos) seja conhecida. Além disso, é necessario também que se tenha um
conhecimento prévio dos nucleotideos que estao diretamente relacionados com a fungao ou

atividade em estudo, para poder muta-los.

Existem diferentes protocolos definidos para SDM. A grande maioria desses protocolos
tem por base a reagao de PCR (ver Se¢ao 1.4). De uma maneira geral, para se fazer a SDM, primers
com a mutacao desejada sao utilizados para a amplificacdo da seqiiéncia wild-tpe, resultando assim
em sequéncias com mutacOes especificas. Segundo Hermes et al. (1989), os métodos ou
protocolos utilizados para SDM podem ser classificados de acordo com a localiza¢ido da mutagao

desejada, se no inicio, no meio ou no final do produto da PCR, ou seja, da seqiiéncia resultante.

Para que mutagoes sejam introduzidas no inicio ou no final de uma seqiiéncia, a mutagao
desejada deve ser introduzida no primer forward (F) ou no primer reverse (R), respectivamente, e uma
reacio de PCR executada. A Figura 2.3 representa a criacio de sequéncias cuja mutagao ¢é
introduzida no inicio pela utilizagao de primer forward “carregando” a mutagiao desejada (apenas a
fita 3’— 5’ da seqiiéncia a ser amplificada esta sendo representada na figura). Note na Figura 2.3
que ocorrem pareamentos entre bases nao complementares da seqiiéncia original e do primer e sao
eles os responsaveis pela introduciao da mutagao desejada nas seqiiéncias resultantes. Este tipo de

pareamento é chamado de mzsmatch.

Devido 2 limitagdes quanto ao tamanho dos primers’, a insercio de mutacdes em regides
distantes das extremidades da seqiiéncia é realizada por meio de duas rea¢oes de PCR distintas,
seguida pela ligagio dos produtos resultantes. Nesses casos, além dos primers forward (F) e reverse
(R) correspondentes, respectivamente, ao inicio e ao final da seqiiéncia que se deseja amplificar,
outros dois primers, um forward (F_) e um reverse (R.), devem ser construidos contendo as
mutacOes desejadas. Em uma das reagoes de PCR sao utilizados os primers F, R, e a sequéncia
original a ser mutada. Tal reagdo resulta na amplificacio da primeira metade dessa seqiiéncia, ja
incluindo a mutagao desejada. Na outra reagdo de PCR, sdo utilizados os primers R e F_,
juntamente com a seqiiéncia original, resultando na amplificacao da segunda metade da seqiiéncia
contendo a mutagdao desejada. Ambos os produtos sio em seguida submetidos a uma mesma
reagao de PCR sem a adigao de primers para que ocorra a remontagem dos fragmentos resultantes

de cada uma das reagdes anteriores. A remontagem das seqiiéncias ocorre devido a existéncia de

6 Primers de tamanho entre 15 e 20 nucleotideos sio comumente utilizados.
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regides complementares entre os primers F e R . A Figura 2.4 representa esquematicamente as

reagoes envolvidas no processo de SDM, para um caso particular (SDM no meio da seqliéncia).

sequéncia original , primer F ,
[TITTLTTTITTITTTITd [TTTTITT]
CGAGJATCGGGACTGATT GCTCdgAGC
pareamento extensao 5 desnaturagao 3 10
, 35 3 [TITTLTTTITITTTTIT] c
[T T I T TTTTTTTTITT CACCRTCCERACTGATT | p
CGAGORITCGGGACTGATT CGAGRTCGGCGACTGATT ¢ d
IAGC GCT GCCCTGACTAA | R
3 5 F_LITIIIANIIL S gered8AGOOCTGACTAA | o
ST s
pareamento extensao 5 desnaturagéo 3’
' 35 3 [TITTLTTITTITTTITd 20
III(IIWIIIIIIIIIII [TITTLTTITTITTTITd CGAGUATCGGGACTGATT c
CGAGOQTCGGGACTGATT CGAGORITCGGGACTGATT i P
GCTCEEAGC ’GCT GCCCTGACT. ‘ c G
3 5 S_LULLITLEEIL LI 5 CCTCGEAGCCCTGACTAA
LTl s | R
o
GCTCGEAGCCCTGACTAA GCTCGEAGCCCTGACTAA GCTCGEAGCCCTGACTAA
s_treres s s 3 s
pareamento extenséo 5 desnaturagao 3
’ 35 3 [TITTLTTTITTITTTITd
[T TTTTTTTTTTT] [TITITTTTTTTTTIT] CGAGURTCGGGACTGATT 30
CGAGORTCGGGACTGATT CGAGORTCGGGACTGATT c
GCTCEEAGC GCT GCCCTGACTAA
3 5 LTI 5, GCTCGEAGCCCTGACTAA PP
ST 5 |C g
CCTCGEAGCCCTGACTAA GCTCCEAGCCCTGACTAA GCTCCEAGCCCTGACTAA o
g_Lprprr s e i s e il s
GCTCCEAGCCCTGACTAA GCTCCEAGCCCTGACTAA GCT GCCCTGACTAA
gt s e e s g s

Figura 2.3. Representagdo esquematica da SDM no inicio da seqiiéncia. A mutagdo ocorre pela
substituicio da Adenina, localizada na sexta posicdo da seqiiéncia original, pela Guanina nas seqiiéncias
resultantes (bases sombreadas de preto). Note que apenas uma das fitas da molécula original é utilizada
durante a PCR e que, a cada ciclo, novas seqiiéncias mutantes (fita simples) sdo produzidas.

Diversos métodos para a realizagao de mutagoes sitio-dirigida foram propostos (ZHENG
et al., 2004), (URBAN et al., 1997), (KUIPERS et al., 1991) e (LANDT et al., 1990). Um dos mais

rapidos e econdémicos é o descrito por Landt et al. (1990), e consiste dos seguintes passos:

— Primeira reagdo de PCR (PCR 1);
— Purificagdo do produto obtido da PCR 1;
— Segunda reagao de PCR (PCR 2);

— Clonagem dos fragmentos obtidos.
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Figura 2.4. Representacdo esquematica da SDM no meio da seqiiéncia. A mutag¢io ird ocorrer devido ao
pareamento incorreto (mismatch) entre uma base da molécula de fita simples (representada pelo retaingulo
branco) e uma base do primer (tepresentado pelo retangulo preto). (a) Reagdo PCR 1 para amplificacio da
primeira metade da seqiiéncia original resultando em moléculas de fita simples com a mutagdo desejada.
(b) Reacdo PCR 2 para amplificacio da segunda metade da seqliéncia original resultando em moléculas de
fita simples com a mutacdo desejada. (c) e (d) Produtos resultantes das reagdes PCR 1 e PCR 2,
respectivamente. Os produtos resultantes de ambas as reacGes sdo submetidos a uma mesma reacdo de
PCR, sem a adicdo de primers. (€) Recombinacio entre os produtos das reagdes de PCR 1 e PCR 2, por
meio do pareamento entre regides complementares. (f) Extensio dos fragmentos recombinados,
resultando nas seqiiéncias com a muta¢io desejada.

A Figura 2.5, adaptada de Landt et al. (1990), mostra esquematicamente como uma
mutagao ¢ inserida em um gene a ser clonado. A primeira rea¢io de PCR ¢ utilizada para que
sejam produzidos primers intermediarios, os quais, apdés um processo de purificagao
(isolamento/selecio), serdo utilizados na segunda reacio de PCR. Na primeira reacio, apenas um
dos dois primers, (neste caso o primer 1 da Figura 2.5), carrega a mutagdo desejada e juntos (primer 1
e primer 2) amplificam apenas o trecho inicial do gene a ser clonado. O produto da primeira
reacdo ¢ entdo purificado e os primers intermediarios isolados (primer 3 e primer 4 da Figura 2.5).
Para a segunda reag¢ao de PCR sdo utilizados os primers isolados da reagao anterior juntamente

com um novo primer (primer 5 da Figura 2.5) complementar a regido final do gene. Apds a
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fragmentagao enzimatica do produto da segunda reacio de PCR, dois tipos de fragmentos sao
obtidos, sendo eles representados na Figura 2.5 (e) e (f). Apenas os fragmentos do tipo (e) podem

ser clonados apropriadamente.

{a) PCR1 Sitio de reconhacimento
de uma determinada
primer 1 enzima
4 u e
==y
primer 2
l {b) Produto da PCR1
primer 3
] - 11]
[ | LB |
primer 4
[ (c) PCR2
[ .
primer 4 primer 5
L —
|3 [T
primer 3
l (d) Produto da PCR2
[ ] L1 L |
- > F ]
[ ] L0 |
[ 1
l Tratamento com enzima de restricio
| [T ]
&) B L1 i"
] 1
(f) | 11

Figura 2.5. Representagiao esquematica do método de mutagio sitio-dirigida. (a) Na primeira reacido de
PCR a mutagdo desejada ¢ introduzida (representada pelo pequeno trecho branco no primer 1), porém
apenas uma porcdo do gene é amplificada, como mostrado em (b). (c) Na segunda reacio de PCR, o
produto da primeira reagéio ¢ utilizado como primer juntamente com um novo primer para amplificar o gene
por inteiro ja com a mutacdo desejada. (d) Como resultado da segunda reagdo tém-se o gene, bem como
uma fragio deste amplificados. Apds o tratamento do produto desta ultima reacdo pela enzima de
restricdo apropriada, os fragmentos que correspondem ao gene original, agora com a muta¢io desejada (e),
podem ser clonados em vetores apropriados.

2.4 Oligonucleotide-directed random mutagenesis

Como visto na Segao 2.3, em experimentos de SDM ¢é necessario um conhecimento prévio da
relagdo estrutura—funcdo da proteina sendo investigada para que se possa direcionar a mutagao
para os residuos de aminoacidos que, provavelmente, desempenham um papel fundamental nessa

relagdo. Porém, em muitos casos essa relagdo pode nio ser conhecida ou nao estar bem definida,
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ou ainda, a sequéncia de nucleotideos da molécula de DNA em estudo pode nao ser conhecida, o
que limita o uso da técnica de site-directed mutagenesis, ou mutagao sitio dirigida. Uma alternativa a
utilizagdo da mutagao sitio-dirigida é a mutagdo randomica de nucleotideos. Ao invés de
introduzir nas sequéncias génicas mutagdes previamente estipuladas, uma biblioteca de
seqiéncias randomicamente mutadas é construida. Apds a construgdo dessa biblioteca, as
proteinas associadas as seqiiéncias génicas resultantes podem ser expressas em vetores
apropriados e suas respectivas fun¢des analisadas e, em seguida, um estudo da rela¢ao seqiiéncia-

funcio feito.

Em experimentos de mutagao sitio-dirigida é o pesquisador quem decide qual (ou quais)
aminoacido(s) possivelmente desempenha(m) um papel importante na relagao estrutura—fungao e
esta escolha ¢é (ou ndo) confirmada por experimentos realizados posteriormente. Em
experimentos de mutacdo randomica, espera-se que o proprio experimento revele quais
substitui¢des sao mais importantes. Segundo Hermes et al. (1989), um protocolo de mutagénese

randomica deve obedecer aos seguintes critérios:

— a regiao da seqliéncia génica a ser mutada deve ser delimitada;

— todas as bases dentro da regido delimitada devem ter a mesma probabilidade de sofrer
mutacao;

— a probabilidade de substitui¢ao de uma determinada base por qualquer uma das quatro
bases deve ser a mesma;

— deve ser possivel a definicio de posi¢oes na regido delimitada nas quais nio devem
ocorrer mutagoes;

— a frequéncia de mutacao dentro da regiao delimitada deve ser controlada;

— idealmente, toda sequiéncia da biblioteca resultante deve conter mutagoes.

Diversos protocolos para realizar esse tipo de mutagio sio encontrados na literatura
(JONES, 2005), MURAKAMI et al., 2002), (SPEE et al., 1993), (CADWELL et al., 1992),
(ZHOU et al, 1991), e (LEUNG et al, 1989)). Um dos métodos de mutacdo randomica
comumente utilizado ¢é o emor-prone PCR (CADWELL et al, 1992), o qual introduz
randomicamente mutagdes durante a reacdo de PCR por meio da redugdo da fidelidade da DNA

polimerase.
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2.5 Staggered Extension Processes (StEP)

O método definido como StEP (S7agerred Extension Process), proposto por Zhao et al. (1998),
consiste basicamente da extensao de primers os quais utilizam como molde as seqiiéncias parentais
por meio de repetidos ciclos de desnaturagdo, pareamento e extensao por polimerase. Este
método de evolugao i vitro é visto pelos seus criadores como “um método simples e eficiente

para a recombinac¢ao e mutagénese 7 vitro de seqiiéncias polinucleotidicas”.

Em cada um dos ciclos da reacio de PCR, o primer sendo estendido pode se parear a
diferentes sequéncias parentais, de forma que, ao final dos ciclos de desnaturagio, pareamento e
extensio, a seqiiéncia resultante sera composta de fragmentos originarios dos diferentes parentais.
Na passagem do ciclo 1 para o ciclo i+1, a possivel troca de molde pelo primer em extensio é
chamada de switch. Ciclos curtos de desnaturacdo, pareamento e extensio sio repetidos até que

seqiieéncias com o mesmo tamanho dos parentais sejam obtidas.

O sucesso do método, ou seja, a obtencao de seqiiéncias recombinantes em relagdo aos
parentais esta basicamente relacionado ao rigido controle da etapa de extensao por polimerase.
Longos perfodos de extensiao durante cada ciclo limitam a ocorréncia de recombinagdes entre 0s
parentais, principalmente quando as mutagdes entre estes se encontram proximas umas das

outras, uma vez que um numero menor de switches tende a ocorrer.

Além de ser um método de simples execugido, outra vantagem ¢é a eliminagao da etapa de
fragmentagao dos parentais por DNase I ou por enzimas de restricdo — etapa essa necessaria em
diversos experimentos de evolug¢do molecular direta, como o DNA shuffling (que sera visto na
sec¢ao seguinte), por exemplo — além de utilizar pequenas quantidades de DNA. A Figura 2.6,

adaptada de Zhao et al. (1998), representa esquematicamente as etapas do StEP.

A utilizacao do protocolo StEP, contudo, requer um alto grau de similaridade entre as
sequéncias parentais bem como um rigido controle dos parametros envolvidos na reagao de
extensao por polimerase como, por exemplo, tempo e temperatura, uma vez que o evento de

switch é dependente desses dois fatores.
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Figura 2.6. Representacdo esquematica da produgao de seqiiéncias recombinantes seguindo a metodologia
StEP. Apenas uma das fitas de cada seqliéncia, e seus respectivos primers, sio mostrados para simplificar a
representacdo. (a) Pareamento entre os primers e as seqiiéncias molde. (b) Extensdo dos primers. (c) A
temperatura da reagdo é elevada para que os primers se soltem dos moldes (desnaturacido) e a extensdo seja
interrompida. (d) VariagSes de temperatura favorecem o switch entre primers e seqiéncia molde. (e) Apos a
execugao ciclica das etapas (b), (c) e (d), tem-se as seqiiéncias resultantes.

2.6 DNA shuffling

A técnica de DNA shuffling foi desenvolvida inicialmente por Stemmer em 1994 (STEMMER,
1994a) ¢ (STEMMER, 1994b)) para estudar a evolu¢do molecular dos genes codificadores de -
lactamase. Apos seu desenvolvimento, diversas adapta¢des da metodologia original tém surgido
com o objetivo de superar algumas deficiéncias observadas e aumentar o grau de diversidade das

seqiiéncias resultantes.

Um dos pré-requisitos para a aplicagao da técnica de DNA shuffling é a disponibilidade de
seqiiéncias homologas’, as quais servirdo de base para a construcdo de um conjunto de moléculas

recombinantes, denominado Biblioteca de DNA sh#ffling. Na descriciao das etapas do processo de

7 O termo seqiiéncias homoélogas ou homologia é utilizado para referenciar genes que compartilham um ancestral
evolucionario em comum revelado pela similaridade de suas seqiiéncias (BROWN, 1999).
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shuffling, a homologia entre as seqiéncias iniciais ¢ fundamental para garantir que fragmentos
originarios de sequéncias distintas recombinem, formando assim um fragmento hibrido que,
espera-se, tenha sua funcionalidade melhorada com relacdo a seus parentais. O método original

do DNA shuffling pode ser sumarizado pelas seguintes etapas:

1. Selegao dos genes de interesse, ditos parentais;
Fragmentagao enzimatica dos genes;

Ciclos de PCR, sem a adi¢ao de primers, para que ocorra a remontagem dos fragmentos;

>

Amplificagdo das sequéncias remontadas na etapa anterior por meio de PCR com

primers, a fim de selecionar as seqiiéncias cujo tamanho seja igual a dos parentais.

A Figura 2.7 mostra um esquema geral da metodologia de DNA shuffling. Cada uma das
quatro etapas deste processo, selecao, fragmentagao, ciclos de PCR e amplifica¢ao sao detalhadas

nas subseg¢des 2.60.1, 2.6.2, 2.6.3 e 2.6.4, respectivamente.
2.6.1 Selecao dos genes de interesse

A selegio dos genes de interesse” a partir dos quais sera construida a biblioteca de DNA shuffling é
um fator importante o qual, somado a outros fatores envolvidos no processo como, por
exemplo, tamanho dos fragmentos, temperatura de pareamento e numero de ciclos do PCR, ira

influenciar na taxa de diversidade génica obtida.

As sequiéncias parentais selecionadas devem ser homologas, ou seja, devem compartilhar
alguma similaridade, para que a técnica de DNA shuffling possa ser aplicada com sucesso. Essa
exigéncia decorre da maneira como ocorrem as recombinagoes entre os fragmentos N0 pProcesso
de remontagem durante os ciclos de PCR. Se por um lado o fator homologia (ou similaridade) ¢é
de grande importancia para que a técnica de DNA shuffling seja empregada, por outro, pode ser

responsavel por uma baixa taxa de recombinantes na biblioteca resultante.

8 Também referenciada como selegio dos patentais.
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Figura 2.7. Representagdo esquematica do processo de DNA shuffling entre dois parentais. (a)
Fragmentacio enzimitica das seqiiéncias parentais. (b) Desnaturacdo dos fragmentos resultando em
fragmentos de fita simples. (c) Pareamento entre fragmentos de fita simples que compartilham regides de
bases complementares. (d) Extensdo por polimerase dos fragmentos pareados. (¢) Exemplo de uma
sequiéncia resultante do processo de shuffling, a qual é composta pela unido de fragmentos originarios de
ambos os parentais.

2.6.2 Fragmentacao

Uma vez escolhidos os genes parentais, eles devem ser fragmentados. A fragmentagao pode ser
um processo randomico ou nao. Para a fragmentacio randomica, utiliza-se principalmente a
enzima DNase I, a qual produz cortes em posi¢gdes randomicas em cada uma das fitas que
compdem uma molécula de DNA. Nio se tem um controle exato sobre o tamanho dos
fragmentos produzidos por esse tipo de fragmentagdo, porém sabe-se que quanto maior o tempo
de atuagdao da enzima sobre o substrato (DNA), maior sera o numero de cortes produzidos e,
desta forma, menores serdo os fragmentos resultantes. A fragmentacao nao randomica pode ser
feita através da utilizacdo de enzimas de restricio, de forma que apenas regides especificas da
sequéncia de DNA sejam cortadas (ver Capitulo 1, Se¢ao 1.5), sendo possivel assim prever o

tamanho e o numero de fragmentos resultantes desse tipo de fragmentacao.

Os fragmentos resultantes deste processo sao entdo purificados por meio de eletroforese

em gel de agarose para que aqueles cujo tamanho medido em pares de bases, esteja
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compreendido em um intervalo de interesse, sejam selecionados para dar continuidade ao
processo. Stemmer (1994a e 1994b) sugere que fragmentos entre 10 e 50 pb sejam utilizados.

Contudo, diferentes experimentos relatam a utilizacao de diferentes tamanhos de fragmentos.
2.6.3 Ciclos de PCR

E nesta etapa que ocorrem as recombinagdes génicas, ou seja, fragmentos originarios de parentais
distintos podem se unir (recombinar) em um unico fragmento originando um fragmento hibrido.
A obtencgio de fragmentos hibridos é o que garante a diversidade da biblioteca sendo construida.
Esta etapa corresponde a execugdo ciclica dos eventos de desnaturagiao, pareamento e extensao
dos fragmentos. A rea¢ao de PCR ¢é dependente de parametros como tamanho e concentragao
dos fragmentos, temperatura de pareamento e desnaturagao, entre outros. Metzker e Caskey
(2001) apresentam um estudo detalhado sobre a reacio de PCR incluindo discussées sobre os
seus resultados, dependéncias e limitagGes. A seguir, sao descritos cada um dos trés eventos

envolvidos na reacio de PCR.

Desnaturagao

Como a molécula de DNA ¢ composta por duas fitas de nucleotideos unidas entre si por meio
das pontes de hidrogénio formadas entre os pares de bases complementares, os fragmentos
resultantes da acao da endonuclease (ap6s a etapa de fragmentagao) sao fragmentos de fita dupla.
Depois de selecionados por meio de eletroforese em gel de agarose, os fragmentos de tamanho
desejado sio entido aquecidos para que as pontes de hidrogénio existentes entre as bases
complementares se quebrem, de forma que as fitas duplas se separem em fitas simples; a partir
deste ponto os fragmentos de DNA sao fitas simples. Este processo é chamado desnaturagio e
ocorre sob temperaturas proximas de 94°C, uma vez que, sob essa temperatura, as pontes de
hidrogénio das moléculas de DNA sao quebradas e a enzima polimerase, que sera utilizada

posteriormente durante a extensao, ainda mantém sua atividade.

Pareamento

Nesta fase, os fragmentos resultantes da desnaturagao irdo se parear, ou seja, espera-se que O
pareamento entre trechos de bases complementares dos fragmentos ocorra, possibilitando assim
que eles sejam novamente transformados em fragmentos de fita dupla, devido sua extensio pela

acao de uma polimerase, como descrito na subse¢ao seguinte.
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Para que o pareamento entre as bases complementares ocorra, a temperatura ¢ diminuida
para valores em torno de 55°C uma vez que, sob essas temperaturas, o pareamento entre bases
complementares é favorecido devido a tendéncia das moléculas voltarem a sua conformagao

original, e mais estavel, de dupla fita.

As moléculas resultantes do pareamento podem ser de dois tipos: homoduplex, quando os
fragmentos que se unem sio provenientes do mesmo parental e heteroduplex, quando os
fragmentos unidos sdo provenientes de parentais distintos. Quanto maior for o nimero de
moléculas heteroduplexes formadas, maior serd a taxa de recombina¢ao alcancada pelo
experimento. A verificagao da taxa de homoduplex e heteroduplex gerada pelo shuffling pode ser
realizada por meio de ferramentas computacionais, como por exemplo, as que realizam o
alinhamento entre seqiiéncias resultantes e seqiiéncias parentais. F importante notar que quanto
maior a taxa de heteroduplex gerada, maior a diversidade génica obtida pelo processo e, por
conseqiiéncia, maiores sio as chances de se obter moléculas com funcionalidades melhoradas,
mais especificas ou, ainda, moléculas que apresentam novas funcionalidades em relagao as

moléculas parentais.

A importancia do fator similaridade entre as seqiiéncias escolhidas como parentais na
criacao da biblioteca de shuffling fica evidente nesta etapa, uma vez que a escolha de seqiiéncias
pouco similares diminui as chances de formacao de moléculas heteroduplexes, pelo fato de seus
fragmentos compartilharem pouca complementaridade, dificultando assim o pareamento entre

eles.

Extensao

Diversas situagoes distintas podem ser verificadas como resultado do pareamento entre dois
fragmentos. Considere dois fragmentos de DNA de tamanhos m e n quaisquer. De uma maneira

geral, sem considerar sua composi¢ao, os fragmentos podem assumir uma dentre todas as

configuracOes de pareamento apresentadas na Figura 2.8, sendo (a) n = m e (b) m # n.

Exceto no caso em que ambos os fragmentos possuem o mesmo tamanho e, além disso,
sejam totalmente complementares entre si, como ilustrado na Figura 2.8 (a.1), todas as demais
configuracbes de pareamento entre dois fragmentos necessitam ser estendidas para que se
tornem, de fato, um fragmento de fita dupla. A extensdo ¢ obtida por meio da atuagao de
enzimas do tipo DNA polimerase. Como foi visto na Sec¢ao 1.4 do Capitulo 1, para que a

polimerase atue na extensao dos fragmentos de fita simples, sio necessarios, além da temperatura
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adequada, o molde e o primer. Apos o pareamento, um dos fragmentos desempenhara o papel de
primer e o outro o papel de molde para a produgdo da fita complementar. A extensdo, portanto,

pode ocorrer sem a adigao de primers. Por esta razio, esta etapa é também referenciada como

PCR sem primers.
(@m=n
5 3 5 3 5 3
T T T T T FT T T T T T T T T T
P T DYV o
(a.1) (a:2) (a:3)
(b)m#n
5 35 3 5 3
T T T T T T T T T T T T T T
3 5 < I - I -3
(b.1) (b.2) (b.3)
5 3 5’ 3
T T T T T T T T T
3 5 3 5
(b.4) (b.5)

Figura 2.8. Representagao dos possiveis pareamentos entre dois fragmentos de tamanhos m e n.

E importante lembrar que a extensio por polimerase s6 ocorre no sentido 5— 3’, de
forma que, possivelmente, nem todos os fragmentos pareados serdo estendidos. Sempre que o
pareamento entre dois fragmentos de tamanhos distintos assume a configuracao ilustrada na
Figura 2.8 (b.1), apenas uma extensao parcial sera possivel, pois, nestes casos existe somente uma
extremidade 3’ disponivel para a extensao, de forma que um fragmento completo de fita dupla

nunca serd obtido para este tipo de pareamento. A Figura 2.9 ilustra esta situa¢do de extensao

parcial.
3 5 3 5
[TTTTTTTTTTI ; [ TTTTTTTTTTI
extenséo
S N N s 11l s
5 3 5 3
[TTTTTTTTTTI } [TTTTTTTTTTI
extenséo
P A I i I I I I

Figura 2.9. Representacio de possiveis configuracdes de pareamento entre dois fragmentos para o qual é
possivel apenas uma extensao parcial pela polimerase. Para este tipo de configurac¢iao, a extensiao nunca ira
resultar em uma molécula de fita dupla completa.
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(a) Selegao dos Parentais
5 Parental A s 5 Parental B 3
[ ] [ TTI:] [ TTTTT:IT T [ [ T T T:1 [ TTTTTTTTI
ACEBTACTTEGCTGCATCCA ACHNTACTTINGCTGCATCCA
TGEATGAAEGCGACGTAGGT TGMATGAANCGACGTAGGT
< S I - 1 S S0 [ 1 3
(b) Fragmentacéo dos Parentais
5 3 5 3 5 3
[Eé¥[£¥ | II#III
T@GCTGCA TCCA
TGEA TGAAGCGC ACGTAGGT
3 5 _ 11l IT11s R I A O I O
5 3 5 3
[ [TTTTTTTTI
ACHNTACT TMHGCTGCATCCA
TG A TGAABNCGACGTAGGT
3 5 R I Y I
— (c) Desnaturacéo , s
, , TGA 5 3
5 3 3 ! 5 TIT T
é TCCA
GTAGGT ACGTAGGT
C TGEA 3 5 < S I O I Y
! s d TITTTITTITT
[ TTTTTTLT
f T@EGCTGCA TMHGCTGCATCCA
TGAARNCGAC 5 .
0 - E—— Sy If RS,
s ACANTACT 3 5
de (d) Pareamento
5 3 5’ 3 5. 3
A, [T T LT LI A,
P T@GCTGCA TCCA A,
C TGAARCGAC ACGTAGGT GTAGGT :
R L I I I I e N R O _1 Il 1 I11llls 3 5
3 5 5 3
A, :Fgé[ A
ACHTACT
TﬁGCTGCATCCA TGAAECG
L Y 3 5
— (e) Extenséo
R s T y TT1T°
AcéTACTTﬁGCTG %ééé#GCA#ééL TCCA
TG?ATGAA@CGAC T%CGACGTAGGT GTAGGT
< S 1 T ) T 5 N I = o
3 5 5 3
ARCEREETAELETEgA T T
il
sITETITTATCTATRT o TellaTcangCo
3 I 1 e D O I R A

Figura 2.10. Representacio esquematica detalhada das etapas do processo de DNA shuffling sem a etapa
final de amplificacio: (a) Selecio dos Parentais. (b) Fragmentacido. (c) Desnaturagdo. (d) Pareamento. ()
Extensdo. Os pareamentos indicados por A1, A3, A4 e As correspondem a heteroduplexes, enquanto que
em A; é formado um homoduplex.

Os pareamentos entre os fragmentos A, A,, A;, A, e A; mostrados na figura nio sio
unicos, porém permitem visualizar como os homoduplexes e heteroduplexes sio formados e
quais fragmentos resultam em diversidade génica em relacio aos parentais. A extensao do

heteroduplex formado pelo pareamento A, indicado na Figura 2.10 resulta em um fragmento
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recombinante de fita dupla no qual a diversidade génica foi obtida, uma vez que este fragmento
contém em sua seqiiéncia dois pares de bases, no caso os pares de bases G-C e T-A
(correspondentes as mutagdes), 0s quais inicialmente se encontravam separados nos parentais A e
B, respectivamente. Situagao aniloga ocorre com os pareamentos A, ¢ A;. O heteroduplex
resultante do pareamento indicado por A; na Figura 2.10 ndo é estendido, uma vez que a
extremidade livre tem orientacao 5°. Supondo que a extensao deste pareamento A; fosse possivel,
apesar do fragmento estendido resultante ser um heteroduplex, este nao contribuiria na geracao
de diversidade, uma vez que nio ira conter em sua seqiéncia, pares de bases distintos existentes
entre as seqiiéncias parentais, como acontece, por exemplo, quando o pareamento A, é estendido.
Este tipo de heteroduplex (ou cruzamento) é chamado silencioso. O pareamento A, ¢ resultante
da unido de dois fragmentos originarios de um mesmo parental, ou seja, ¢ um homoduplex e,

desta forma, nio introduz diversidade.
2.6.4 Amplificacao

Apbs a execucao dos ciclos de PCR, os fragmentos resultantes sao submetidos novamente a uma
reagao de PCR, agora com a adicao de primers. Os primers utilizados correspondem a
oligonucleotideos contendo trechos das extremidades 5’— 3’ e 3’ — 5’ das sequéncias parentais. O
objetivo de finalizar o processo de DNA shuffling realizando uma PCR com primers ¢ amplificar os
fragmentos recombinados que, possivelmente, possuem o mesmo tamanho dos genes parentais
(chamados fill-length) para que estes possam, postetiormente, ter sua seqiéncia determinada e/ou

Serem exXpressos em vetores de CXptCSSﬁO.

Ap6s a amplificagao e selecao dos full-length, estes fragmentos sao clonados, resultando na
biblioteca de DNA shuffling ou biblioteca de recombinantes. O processo de clonagem foi
apresentado do Capitulo 1, Se¢ao 1.5. Os clones da biblioteca serdo posteriormente expressos em
vetores de expressio, que podem ser, por exemplo, bactérias ou leveduras, para que o produto

protéico correspondente seja obtido e ensaios de suas atividades possam ser realizados.

2.7 Family shuffling

Diferentemente do DNA shuffling, o qual originalmente utiliza apenas genes de uma mesma
progénie’, Crameri e colaboradores (CRAMERI et al., 1998) foram os pioneiros em utilizar a

técnica com genes homologos de diversas espécies; tal aplicagdo recebeu o nome de Family

? Geragio, prole.
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shuffling, porém muitas vezes ela é simplesmente chamada de DNA shuffling. A utilizacdo de genes
homoélogos de diversas espécies aumenta a diversidade funcional inicial do processo, uma vez que
os parentais ja acumulam em suas sequéncias mutagdes benéficas ocorridas naturalmente ao
longo dos anos, e a recombinacdo destes, por sua vez, pode acelerar ainda mais o processo de

evolucao i vitro.

Nos experimentos descritos por Crameri et al. (1998) foram utilizados quatro genes
codificadores de cefalosporinases C originarios de quatro espécies microbianas distintas
(Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e Yersinia enterocolitica). Para avaliar se a
diversidade natural presente nas seqiéncias parentais poderia acelerar ainda mais o processo de
evolugao 7 wvitro, foram realizados experimentos de shuffling com cada um dos quatro genes
separadamente, bem como outro experimento utilizando todos os quatro genes como parentais.
O melhor clone selecionado da biblioteca resultante do shuffling dos quatro genes codificadores de
cefalosporinases apresentou uma melhora de 540-fo/d de resisténcia ao antibiético moxalactam em
relacdo aos parentais Klebsiellae e Yersinia e uma melhora de 270-fo/d em relagao aos parentais
Enterobacter e Citrobacter, enquanto que uma melhora de apenas 8-fo/d foi observada nos
experimentos considerando cada uma dos parentais separadamente. Desta forma, os
experimentos descritos comprovaram que o Family shuffling acelera a evolugao i vitro de uma

maneira mais acentuada do que o shuffling como proposto originalmente.

2.8 Random-priming recombination

Proposto por Shao et al. (1998), a metodologia do processo descrito como random-priming
recombination (RPR) utiliza pequenos primers randomicos para gerar um grande numero de
pequenos fragmentos de DNA complementares a diversas regioes das seqiiéncias parentais. Esses
fragmentos siao entdo submetidos a etapa de remontagem. Fragmentos que compartilham regides
complementares podem se parear uns aos outros e, em seguida, ser estendidos por uma
polimerase. Assim, ap6és um determinado numero de ciclos, fragmentos completamente
remontados, ou seja, com o mesmo tamanho dos parentais (fu//-length), podem ser obtidos. Os
autores afirmam ainda que a RPR apresenta diversas vantagens quando comparada com a técnica

de DNA shuffling, tais como:

— a possibilidade de utilizagao de moléculas de fita simples, sem que seja necessario uma

etapa intermediaria ao processo para a sintese da fita complementar;
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— a técnica de DNA shuffling requer a fragmentacao de moléculas de fita dupla de DNA, o
que ¢, na maioria das vezes, feito com a enzima DNase I. Apés a fragmentagio, tal
enzima deve ser completamente inativada para que nao interfira nas etapas seguintes do
processo;

— os primers utilizados sdo randomicos e possuem tamanho uniforme; é possivel pois, dizer
que os primers nao tém “preferéncia” por uma regido especifica da seqiiéncia parental, de
forma que irdo se ligar a seqliencia parental em diversas posi¢oes, garantindo, a0 menos
em principio, que todo nucleotideo da seqiiéncia parental sera copiado em uma mesma
freqiiéncia durante a extensao;

— a aplicagdo desta técnica niao é dependente do tamanho da sequiéncia de DNA parental.
Fragmentos de DNA menores que 200 bases podem ser utilizados como parentais bem
como fragmentos longos, como por exemplo, plasmideos linearizados e DNAs de fago
A

— uma quantia de 10 a 20 vezes menor de moléculas iniciais ¢ utilizada pela RPR uma vez
que a molécula de DNA sera utilizada somente como molde para a extensdao dos primers

randomicos.

A Figura 2.11, adaptada de Shao et al. (1998), mostra uma representacio esquematica da

metodologia de RPR.

2.9 Restriction fragment shuffling

O método de DNA shuffling foi utilizado por Kikuchi et al. (1999) para obter recombinantes a
partir dos genes xy/E e nabH, cujas seqiéncias sao 84% idénticas. Porém a taxa observada de
recombinantes presentes na biblioteca resultante foi menor que 1%, ou seja, a maioria das
sequiéncias remontadas era composta apenas por fragmentos originarios de um mesmo parental.
Na tentativa de aumentar a taxa de recombinacao, um conjunto de enzimas de restricio foi

utilizado na fragmentagdo dos genes parentais ao invés da fragmenta¢ao randémica com a enzima

DNase 1.

Em um primeiro experimento, as enzimas de restricdo Aval e Ddel foram utilizadas para
fragmentar o gene nahH e a enzima Ned utilizada para fragmentar o gene xy/E. Apods a realizagao
do experimento de DNA shuffling, uma amostra de dez sequéncias resultantes foi seqiienciada e

todas elas apresentaram fragmentos originarios de ambos os parentais, resultando assim em uma
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freqiiencia de 100% de recombinantes na amostra avaliada. Foram realizados ainda outros
experimentos similares, utilizando outras enzimas de restri¢do, e a taxa de recombinantes obtida

mostrou-se elevada novamente.

Parentais
5 3 5’I |3Y
|
| [ ]
3 5 3 5
l (a) Sintese randémica de primers
5 3 5'I |3,
|
<« -——-
N — T e
—Y < ¢ — R e —
D <— —_— «x— -
>> ® —p
3 5 3 5

Re—Y - == s -— — -
- — - Ay
-« -
«— T — —— — -
........... > > s ——-
l (c) Apbds ciclos de remontagem e amplificagdo
5 o 3 5 x> 3
3’ — -t —-€—<+ %- 5 33— X bl -— — X 5

Figura 2.11. Esquema geral da metodologia Random-priming recombination. (a) Sintese de pequenos
fragmentos de fita simples complementares aos parentais a partir de primers randoémicos. As posi¢oes
matcadas com X’s representam novas mutacdes introduzidas pela reagdo de PCR. (b) Remocdo das
sequiéncias parentais. (¢) Remontagem e amplificacao dos fragmentos resultantes da reagio (b).

Apesar do sucesso nos experimentos realizados, a principal limitagdo desta técnica é a
possibilidade de ocorréncia de cruzamentos'’ apenas nos locais onde existem os sitios de restrico

para as enzimas utilizadas, de forma que a diversidade da biblioteca resultante fica limitada.

10O termo crossover ¢ também empregado para indicar que houve uma recombinacio (cruzamento) entre parentais
distintos.
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2.10ITCHY

Como comentado anteriormente, a utilizacio da metodologia do DNA shuffling ou de alguma de
suas variantes ((CRAMERTI et al., 1998), (ZHAO et al., 1998), (SHAO et al., 1998)), requer que as
seqiiéncias a serem recombinadas apresentem alto grau de similaridade (ver Segdao 2.6.1). Apesar
de tais técnicas terem sido utilizadas com sucesso em diversos experimentos descritos na
literatura, elas deixam de explorar uma grande por¢io do espago total de recombinagdes
possiveis, devido ao fato de que cruzamentos s6 podem ocorrer em regides de homologia entre
os parentais. F preciso considerar, entretanto, que cruzamentos localizados em regides nio

homologas entre os parentais podem ser igualmente benéficos.

A metodologia denominada ITCHY (Incremental Truncation for the Creation of Hybrid enzgymes),
desenvolvida por Ostermeier et al. (1999) pode ser utilizada para a criacio de biblioteca de
seqiiencias hibridas originarias de duas seqiiéncias parentais independentemente da homologia
existente entre elas. A principal etapa dessa metodologia envolve a fragmentagao dos parentais
com a enzima Exonuclease III (Exo III). Uma das atividades da enzima Exo III é remover
nucleotideos a partir da extremidade 3> OH de uma molécula de fita dupla de DNA, resultando
em moléculas com extremidades 5 nao pareadas. A Figura 2.12 apresenta uma representagao
esquematica da atividade da enzima Exo III. Como visto no Capitulo 1, a extremidade 5’ da

molecula de DNA possui um grupo fosfato, representado por P na Figura 2.12.

5P OH3’

L >
L 4]
L 4>
> —_]
o 0O—!

[ [ T 1

G TCG

C AGC

| | I 1 ,
5

\L adicao de Exo lll

5P OH 3’

[ 11
GGC
17Y

[T ]
GGC
CCGTAGCTTAG
I Y
3 5

Figura 2.12. Representacio da atividade da enzima Exo III, que remove nucleotideos a partir da
extremidade 3’ OH.

Outra enzima que desempenha um papel importante na implementacio do ITCHY ¢ a
Nuclease S1. Tal enzima degrada moléculas de fita simples de DNA ou RNA a partir da

extremidade 5°. Desta forma, ¢ possivel remover as extremidades de fita simples de fragmentos
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tratados com Exo 111, para produzir fragmentos blunt end, ou seja, fragmentos com extremidades
pareadas. Na Figura 2.13 ¢ representada a agao da enzima Nuclease S1 sobre o fragmento tratado

com Exo III, mostrado anteriormente na Figura 2.12.

ladigén de Muclease 51

3P oH ¥

Figura 2.13. Atuacdo da enzima Nuclease S1, que remove nucleotideos a partir da extremidade 5’
resultando em fragmento blunt end.

De uma maneira geral, a metodologia ITCHY envolve a producao de fragmentos
truncados em direcGes opostas e originarios de parentais distintos, ou seja, dado o parental 1, os
fragmentos produzidos a partir deste parental serdo resultantes da remocao de nucleotideos da
sua sequéncia na direcao 5— 3’; enquanto que os fragmentos originarios do parental 2 serdo
resultantes da remogao de nucleotideos da seqiiéncia na diregdo 3’— 5. Para que a remogao dos
nucleotideos ocorra em apenas um das fitas da molécula parental, apenas uma de suas
extremidades 3’ deve estar livre para sofrer a agdo da enzima Exo III. Para tal, os parentais sao
inseridos em vetores de clonagem apropriados, que contém sitios especificos para determinadas
enzimas de restri¢ao, o que ira permitir a “liberacao” apenas da extremidade desejada para que a

fragmentacgdo de cada parental ocorra.

Sem considerar a inser¢ao dos parentais em vetores, a Figura 2.14 representa
esquematicamente a fragmentacdo de dois parentais, ditos 1 e 2, pela Exo III, seguida do
tratamento por Nuclease I e da ligagio dos fragmentos resultantes pela enzima Ligase. O
fragmento resultante é um hibrido que representa a ocorréncia de um cruzamento entre as

seqiiéncias parentais.
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Parental 1 Parental 2
5 3 5 3
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' ' 3 5

l (b) Adigao de Nuclease S1
5 3 5 3
1 I
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5 3 5
l (c) Adicao de Ligase
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[ 200 0 0 |
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Figura 2.14. Representacio esquematica da fragmentacio de dois patentais pela enzima Exo III, seguida
por tratamento com Nuclease S1 e ligacao dos fragmentos por Ligase. (a) Os parentais sdo tratados com
Exo III. (b) Pela agdo da Nuclease S1 as extremidades nio pareadas sdo eliminadas. (¢) Os fragmentos
resultantes da acdo da Exo III e da Nuclease S1 sio ligados pela enzima Ligase, resultando em um
fragmento hibrido.

Para que fragmentos de diversos tamanhos sejam obtidos, a rea¢do de fragmentacao dos
parentais é controlada e pequenos volumes de material submetido a reacio (DNA) sio removidos
em intervalos de tempo determinados de tal forma que sejam produzidos, teoricamente,

fragmentos que diferem em tamanho de apenas um par de bases.

Note que essa metodologia é capaz de produzir sequéncias resultantes da ocorréncia de
apenas um cruzamento entre os parentais, enquanto que outras, como o DNA shuffling, por
exemplo, podem produzir seqiéncias com multiplos pontos de cruzamentos. Porém, ITCHY ¢
capaz de produzir, independente de homologia, um cruzamento em qualquer posi¢ao entre duas
seqiéncias parentais. A Figura 2.15, adaptada de Ostermeier et al. (1999), apresenta
esquematicamente a criagdo de uma biblioteca hibrida originaria de dois parentais por meio da

metodologia ITCHY.
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(a.1) Parental 1 (a.2) Parental 2
E E
E, E, 1 2
Vetor 1 Vetor 2
(b.1) Fragmentagao Enzimatica (b.2) Fragmentacdao Enzimatica
pela enzima E, pela enzima E,
(c.1) Fragmentos Rfsultantes (c.2) Fragmentos Resultantes

COOU =

(d) Unido enzimatica dos fragmentos

OO00

Figura 2.15. Representa¢do esquematica da metodologia ITCHY. (a.1) e (a.2) As seqiiéncias parentais siao
inseridas em vetores apropriados. (b.1) Os vetores do tipo 1 sdo fragmentados pela enzima de restricdo
que reconhece o sitio Ei. (b.2) Os vetores do tipo 2 sdo fragmentados pela enzima de restricio que
reconhece o sitio Ea. Nas rea¢oes (b.1) e (b.2) as enzimas Exo III e Nuclease S1 também sdo adicionadas,
e aliquotas de ambas as reacGes sdo retiradas em intervalos de tempo determinado para que sejam obtidos
fragmentos de diferentes tamanhos. (c.1) e (c.2) Os fragmentos resultantes de ambas as reagdes sio
purificados. (d) Unido dos fragmentos resultantes.

Observe no esquema apresentado na Figura 2.15 (¢) e (d) que, devido as enzimas de
restricao utilizadas para cada um dos vetores 1 e 2, enzimas que reconhecem os sitios E; e E,,
respectivamente, todas as sequéncias resultantes (Figura 2.15 (d)) terdo em sua extremidade 5’
fragmentos originarios do Parental 1, e na extremidade 3’ fragmentos originarios do Parental 2. A
utilizacdo das enzimas reconhecedoras dos sitios E, e E; nos vetores 1 e 2 respectivamente,

resultaria em seqiiéncias remontadas em ordem inversa.

Para evidenciar a eficiéncia da metodologia e comparar seus resultados com os resultados
produzidos pelo DNA shuffling, foram utilizados fragmentos dos genes purN e GART, originarios
de Escherichia coli e humano, respectivamente, que codificam para a enzima GAR transformilase.
Esses fragmentos apresentam apenas 50% de identidade. Dois experimentos foram realizados

com essas duas seqiiéncias, um segundo o protocolo ITCHY e outro segundo o DNA shuffling.
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Uma amostra dos clones ativos de ambas as bibliotecas foi selecionada e analisada. Na
amostra originaria do I'TCHY, foram encontrados cruzamentos em regioes de alta e baixa
homologia, enquanto nos clones resultantes do DNA shuffling foram encontrados cruzamentos

apenas na regiao de alta homologia entre os parentais, como era de se esperar.

2.11 Single-stranded DN A

Nas bibliotecas resultantes de experimentos de DNA shuffling, bem como nas resultantes de
Family shuffling, observa-se a tendéncia da remontagem dos fragmentos (durante os ciclos de PCR
sem primers) resultarem em seqiiéncias iguais as parentais. Essa tendéncia esta principalmente
relacionada ao fato de que, para que o pareamento entre dois fragmentos ocorra, estes devem
compartilhar uma regiao de complementaridade, o que, por sua vez, favorece a formagao de

homoduplexes em detrimento a formagiao de heteroduplexes.

Na tentativa de minimizar a formagao de homoduplexes observada no seu trabalho anterior
(KIKUCHI et al., 1999), Kikuchi e sua equipe, no trabalho descrito em (KIKUCHI et al., 2000),
utilizaram apenas moléculas de fita simples de DNA, denominadas ssSDNA (single-stranded DNA),
de dois genes relacionados (0s mesmos genes utilizados em seu trabalho anterior (KIKUCHI et
al., 1999) — xy/E e nabH) para realizar o Family shuffling e conseguiram verificar uma redu¢ao na

formacao de homoduplexes.

No experimento em questdo, apenas uma das fitas do DNA de cada parental foi utilizada,
sendo ambas complementares, ou seja, de um dos parentais utilizou-se a fita 5’— 3’ enquanto que
do outro se utilizou a fita complementar (3’— 5°). A Figura 2.16, adaptada de Silva et al. (2003),
mostra um esquema simplificado da técnica de Family shuffling entre ssDNA de dois parentais

distintos.

Paralelamente ao experimento utilizando ssSDNA, os autores realizaram outro experimento,
com os mesmos genes, utilizando agora moléculas de fita dupla, denominadas dsDNA (double-
stranded DNA). A unica diferenca entre os dois experimentos realizados foi a utilizagao de
moléculas de ssSDNA ou dsDNA. Uma amostra de cinqiienta seqiiéncias foi randomicamente
selecionada da biblioteca resultante de ambos os experimentos e seqiienciada'’. A analise dessas

sequiencias revelou que nio havia nenhuma seqiiéncia recombinante dentre as resultantes do

11 Diz-se que uma seqiiéncia foi seqlienciada quando sua composicio de bases tiver sido determinada por um
processo chamado seqiienciamento.
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dsDNA  shuffling, enquanto que no experimento utilizando ssDNA foram encontradas 14

recombinantes, evidenciando que a utilizagdo de ssSDNA favorece a formagao de heteroduplexes.

(a) (b)

Parental 1

5 [ ] 3 5 13
' ' ssDNA Parental 1
5 Parental 2
I
3 5 3 ssDNA Parental 2 5
(c) fragmentagéo (d) pareamento
’ 3! 3’ b ’ ’ 3y tl ]
e e s R — 503 50
1 I O y- gy . R

(e) extenséo

Figura 2.16. Representacdo esquematica da técnica de Fawily shuffling utilizando apenas ssDNA
complementares dos parentais. (a) Moléculas de fita dupla de DNA dos parentais 1 e 2. (b) Fitas simples
de DNA (ssDNA) de orientagdes opostas correspondentes aos parentais. (c) Fragmentacio enzimatica das
ssDNA. (d) Pareamento entre fragmentos originarios de parentais distintos. () Extensdo por polimerase
resultando em fragmentos heteroduplexes.

212 Heteroduplex recombination

Os métodos de recombinagio baseados na reacio de PCR requerem que quantidades
significativas de DNA (ou fragmentos de DNA) estejam disponiveis para a etapa de remontagem
e/ou recombinac¢ao. Embora, teoricamente, a reagdo de PCR possa ser utilizada para amplificar
até mesmo sequéncias muito longas, na pratica, a eficiéncia da amplificagdio diminui
significantemente para este tipo de seqiéncia, além do numero de pontos de mutacdo

introduzidos nesse tipo de amplificagao ser potencialmente maior.

Volkov e sua equipe descreveram em Volkov et al. (1999) um método simples para a
criagao de bibliotecas de sequéncias quiméricas de DNA que utiliza a capacidade 7z vivo que
algumas células possuem de reparar regides de nao complementaridade (mzsmatch) entre duas
sequencias de DNA pareadas para criar novas seqiiéncias compostas por fragmentos de cada um
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dos parentais. Essa metodologia, chamada de formacao 7 vitro de heteroduplex e reparo i vivo,
ou simplesmente recombinagao de heteroduplex (heteroduplex: recombination), combina as vantagens
dos métodos i vitro e in vivo de recombinagao e nao requer amplificagio por PCR do produto
recombinado, sendo desta forma, um método mais apropriado para a recombina¢ao de longas

sequencias de DNA.

O mecanismo de reparo independente utilizado por algumas células em regides de
mismatches esta representado esquematicamente na Figura 2.17. O reparo independente de cada
um dos mismatches pode originar seqiéncias idénticas as originais (Figura 2.17 (f)) ou seqiiéncias
recombinadas (Figura 2.17 (g)) as quais podem ser vistas como o resultado da ocorréncia de

cruzamento entre os parentais.

Volkov et al. (1999) descrevem duas variantes do método para a recombinagio de
sequéncias parentais homologas, referenciadas aqui por variante A e B. Ambas iniciam-se com a

inser¢ao dos fragmentos parentais (Parental 1 e 2) em vetores de expressio iguais.

Na variante A, os vetores com os insertos referentes aos parentais 1 e 2 sdo linearizados
pelo tratamento com enzimas de restricdo especificas e logo apds desnaturados. Em seguida, o
produto resultante de ambas as reagdes (reagdo contendo vetor + parental 1 e reagdo contendo
vetor + parental 2) sio misturados e submetidos a temperatura adequada para que ocorra o
pareamento entre os fragmentos'”. A recombinacio ird ocorrer quando moléculas originarias de
reacOes distintas se parearem. Note que o pareamento entre moléculas originarias de uma mesma
reagdo ira resultar em moléculas lineares enquanto que o pareamento entre moléculas originarias
de reagbes distintas resultara em moléculas circulares. A Figura 2.18, adaptada de Volkov et al.

(1999), representa esquematicamente como ocorre a recombinag¢ao entre parentais na variante A.

Uma vez obtidas as moléculas circulares heteroduplexes, estas siao utilizadas para a
transformacio de bactérias”. Uma vez transformadas, as bactérias irdo crescer em colonias e o

reparo das mutagdes, como apresentado pela Figura 2.17, podera ocorrer.

Como comentado pelos autores, as primeiras tentativas de geracdo de bibliotecas de
sequéncias recombinantes a partir desta metodologia (variante A) resultaram em um baixo
namero de cruzamentos entre os parentais, ou seja, em uma baixa eficiéncia de remontagem. Um
dos fatores responsaveis por essa baixa eficiéncia na recombinagdo pode estar relacionado a

presenca de nicks (regiodes de fita simples, ou simplesmente gaps) nos heteroduplexes circulares

12 Temperatura de annealing ou temperatura de pareamento.
13 Apés a inser¢do de um vetor (recombinante ou nio) em uma bactéria, diz-se que a bactéria foi transformada.
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resultantes (veja Figura 2.18 (c)), os quais sao devido a fragmentacao enzimatica. Na tentativa de

minimizar este problema, os heteroduplexes resultantes podem ser tratados com DNA ligase.

Parental 1 (a) Parental 2
My M. M M2
[ [ ] || ] [ O 1 |
[ ® | | ] [ O T ]
l (b) Amplificagéo
[ ® || ] [ O 1 |
[ [ ) || | [ (@) 1 ]
[ [ ) || | [ O 1 ]
[ [ ) || | [ Q 1 |
Desnaturagao
e pareamento
(c) (d)
[ [ ) || | [ [ ] | | ]
[ (@) 1 ] [ ® || ]
[ (@) 1 | [ QO 1 |
[ ® || ] [ O 1 ]
l (e) Reparo independente
[ (@) 1 ] )
[ (@) 1 |
> (f)
[ ® || ]
[ [ ) || l
[ ® 1 ] )
[ [ ) 1 |
> (9)
[ (@) || ]
[ (@) || | J

Figura 2.17. Mecanismo de reparo independente. (a) As seqiiéncias parentais 1 e 2 diferem em dois pares
de bases Mi e Mz os quais estdo representados, respectivamente, por circulos e quadrados pretos no
Parental 1 e por circulos e quadrados brancos no Parental 2. (b) Amplificacio dos parentais. (c) e (d)
Seqiiéncias resultantes apds a desnaturagdo e o pareamento. (c) Seqiiéncias pareadas com mismatches. (d)
Seqiiéncias perfeitamente pareadas. (¢) Reparo independente das seqiéncias com wmismatches ((c)). (f)
Seqiiéncias resultantes do reparo que se tornaram idénticas aos parentais. (g) Sequiéncias resultantes do
reparo, as quais podem ser vistas como o resultado de um cruzamento entre os parentais.

72



Capitulo 2 — Técnicas de Evolucio Molecular Direta

(a.1) Vetor + Parental 1 (a.2) Vetor + Parental 2
Sitio de Sitio de Sitio de Sitio de
restrigdo restricdo restricao restrigao
para Enz 1 para Enz 2 para Enz 1 para Enz 2
(b.1) Fragmentagéo com Enz 1 (b.2) Fragmentagéo com Enz 2
— } —
—{ } T —

Desnaturagao Desnaturacao

Pareamento

Heteroduplex B

(c) Heteroduplex A

Homoduplex

11

Figura 2.18. Heteroduplex: recombination, variante A. (a.1) e (a.2) As seqiiéncias parentais sdo inseridas em
vetores de clonagem iguais em duas reacdes distintas. (b.1) e (b.2) Cada uma das reacdes é tratada com
uma enzima de restricdo especifica; Enz 1 para reacdo (a.1) e Enz 2 para a reacdo (a.2), resultando na
lineatizacdo das moléculas inicialmente circulares. Em seguida, o produto de ambas as reacdes ¢é
misturado, desnaturado e submetido a temperaturas ideais para que ocorra o pareamento entre Os
fragmentos. Como resultando deste pareamento, quatro moléculas distintas podem ocorrer, sendo estas:
(c) Heteroduplexes e circulares ou (d) Homoduplexes e lineares. Apenas moléculas circulares podem ser
eficientemente utilizadas para transformar bactérias.

Uma segunda variante (B) foi descrita com o objetivo de aumentar a eficiéncia na formagao
de heteroduplexes remontados e eliminar os possiveis problemas causados pela presenca dos
nicks. Nesta variante, apenas as seqiéncias parentais sao amplificadas por reacio de PCR. O
produto da amplificagdo é entio desnaturado, remontado e novamente inseridos em vetores de
clonagem. Note que nessa variante, a remontagem depende apenas do tamanho das sequéncias
parentais e de sua identidade, ¢ nao mais do pareamento entre as seqiéncias originarias dos

vetores, como na variante A e, além disso, desta forma nao é mais possivel a ocorréncia de nicks
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nas sequéncias circulares resultantes. A Figura 2.19, adaptada de Volkov et al. (1999), ilustra esta

variante (denominada variante B) da metodologia de beteroduplex recombination.

(a.1) Vetor + Parental 1 (a.2) Vetor + Parental 2
Sitio de Sitio de Sitio de Sitio de
restricao restrigao restricao restricao
para Enz 1 para Enz 2 para Enz 1 para Enz 2
(b.1) Amplificagéo por PCR (b.1) Amplificagao por PCR
— — —
— — — -

Desnaturagdo e Pareamento

l

— —

—
(€)

— . —

— b—

l (d) Ligagdo com o vetor

Heteroduplex A Heteroduplex B

Figura 2.19. Heteroduplex: recombination, variante B. (a.1) e (a.2) Os fragmentos parentais sao inseridos em
vetores de expressdo iguais em duas reagdes distintas. (b.1) e (b.2) Rea¢des de amplificacio por PCR sio
executadas para que apenas as seqiiéncias parentais aumentem em nimero. Em seguida, apenas os
fragmentos amplificados sio selecionados. (c) Os fragmentos purificados sdo desnaturados e remontados,
resultando, possivelmente, em fragmentos heteroduplexes. (d) Os fragmentos remontados, assim como 0s
vetores que irdo receber estes fragmentos, sdo digeridos com enzimas de restri¢ao e remontados em uma
mesma molécula. Os heteroduplexes circulares estio prontos para serem utilizados na transformacio de
bactérias.

E certo que a variante B também produzira grandes quantidades de fragmentos
remontados idénticos aos fragmentos originais (homoduplexes). A fim de minimizar a ocorréncia
deste tipo de fragmentos, ¢ possivel amplificar apenas fitas opostas de cada um dos complexos
(vetor + parental) antes de dar inicio ao processo de fragmentacdo enzimatica, assim o

pareamento ocorrera necessariamente entre fitas originarias de parentais distintos.
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2.13 SCRATCHY

A principal limitagao dos métodos de recombina¢ao que nio levam em considera¢ao a homologia
entre parentais, como, por exemplo, o ITCHY ¢é que eles sio capazes apenas de produzir
sequéncias hibridas contendo um unico cruzamento entre os parentais. Este fato limita o
potencial de diversidade das seqiiéncias resultantes. Na maioria dos casos de DNA shuffling
reportados na literatura, multiplos cruzamentos entre dois ou mais parentais foram necessarios
para que seqiéncias com propriedades melhoradas em relacio aos parentais fossem obtidas

(STEVENSON; BENKOVIC, 2002).

A fim de eliminar as limitagdes da metodologia ITCHY, ou seja, com o objetivo de
produzir sequiéncias resultantes de multiplos cruzamentos entre os parentais sem que O processo
seja totalmente dependente da homologia entre estes, Lutz e coraboradores (LUTZ et al., 2001)
utilizaram sequiencialmente as metodologias ITCHY e DNA shuffling a fim de criar seqiiéncias
com multiplos cruzamentos entre dois parentais que possuem baixa homologia entre suas

sequéncias de DNA. Esta nova metodologia ¢ chamada SCRATCHY.

Inicialmente, as duas sequéncias parentais sio submetidas ao ITCHY para que um
conjunto de seqiiéncias resultantes de um unico cruzamento entre elas e independente de
homologia seja obtido. Note que esses cruzamentos podem ocorrer em qualquer posi¢ao entre as
seqiéncias e que os fragmentos resultantes podem ser de qualquer tamanho. As seqiiéncias
resultantes sio em seguida submetidas ao shuffling para que os cruzamentos pré-existentes sejam
recombinados, resultando assim em sequéncias com multiplos cruzamentos. A Figura 2.20,
adaptada de Stevenson e Benkovic (2002), representa esquematicamente a metodologia

SCRATCHY.

Segundo os autores, a unido dessas duas técnicas resulta em uma biblioteca de hibridos cuja
diversidade de suas seqiiéncias é bem maior do que a diversidade gerada apenas pelo ITCHY ou

pelo DNA shuffling.
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Figura 2.20. Representagdo esquematica da metodologia SCRATCHY. (a) Seqiiéncia Parental 1 e Parental
2. (b) Fragmentos truncados em ambas as dire¢oes dos parentais (5— 3’ ¢ 3’— 5’) resultantes do ITCHY.
(c) Ligagdo randomica entre os fragmentos resultantes. (d) Fragmentacio e desnaturagdo dos fragmentos.
(e) Remontagem dos fragmentos segundo o protocolo de DNA shuffling.

2.14 Consideracoes finais

Ao longo dos anos, diversas técnicas de Evolugao Molecular Direta (EMD) foram desenvolvidas
como, por exemplo, as descritas neste capitulo. Algumas técnicas surgiram na tentativa de
aumentar a eficiéncia de técnicas anteriores, como ¢ o caso, por exemplo, da técnica Single
Stranded DNA que, por meio da utilizacdo de apenas uma das fitas da molécula de DNA, tenta
diminuir a forma¢ao de moléculas do tipo homoduplex em relacio a experimentos de DNA
shuffling e Family shuffling. Outras técnicas, entretanto, sao especificas para moléculas com
determinadas caracteristicas como ¢é o caso do Restriction fragment shuffling, uma vez que, em

experimentos deste tipo, a molécula de DNA sera fragmentada por enzimas de restricio apenas
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em pontos determinados (sitios de restricdo para as enzimas utilizadas). Se as moléculas a serem
submetidas a experimentos de Evolu¢ao Molecular Direta compartilham alto grau de similaridade
entre suas sequéncias, técnicas cuja recombinagdo entre os parentais ¢ baseada na homologia
entre os fragmentos, como o caso do DNA shuffling, Randon-priming recombination, StEP e ITCHY
sao mais adequadas. Caso contrario, isto é, se as seqiéncias a serem recombinadas sio pouco

similares, técnicas de recombina¢ao como ITCHY sao mais adequadas.

Devido a grande aplicabilidade das técnicas de Evolucao Molecular Direta em diversas
areas, como por exemplo, famacéutica, médica e industrial, técnicas de EMD estdo em constante
evolucao (BRANNIGAN; WILKINSON, 2002). Dentre algumas das técnicas mais recentes
podem ser citadas: TriNEx (BALDWIN et al., 2008) que gera diversidade molecular por meio da
substituicio randémica de triplas de nucleotideos; NexT DNA shuffling (MULLER et al., 2005)
que, a0 invés de realizar a fragmentagao das sequiéncias parentais utilizando-se de enzimas como a
DNase I, descreve a amplificagio de trechos randomicos das seqiiéncias parentais para originar
os fragmentos a serem submetidos aos ciclos de PCR; Site-saturation  mutagenesis
(CHELLISERRYKATTIL; ELLINGTON, 2004), que permite a criagdo de bibliotecas de
sequéncias contendo todas as possiveis mutacdes em uma ou mais posigdes especificas de uma
sequéncia; e Genome Shuffling (ZHANG et al., 2002), que descreve a utilizagdo de genomas inteiros
ao invés de genes ou fragmentos de DNA em experimentos de DNA shuffling. Lutz e Patrick
(2004) apresentam uma revisio de um conjunto de outras novas técnicas de Evolu¢ao Molecular

Direta

Rubin-Pitel e Zhao (20006) apresentam uma revisio de diversos trabalhos que utilizaram
diferentes técnicas de evolugdo molecular direta a fim de alterar propriedades de enzimas de

interesse industrial tais como atividade, seletividade, especificidade, estabilidade e solubilidade.
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Capitulo

Revisao de Quatro Modelos para
o Processo de DNA shuffling

“Siga os bons e aprenda com eles.”
Provérbio Chinés

3.1 Introducao

Como comentado anteriormente, a técnica de DNA shuffling tem se mostrado uma
ferramenta eficiente para a evolu¢ao molecular direta de organismos de interesses comerciais,
industriais, farmacologicos, agricolas entre outros (ROSIC et al., 2007), (GAFVELIN et al., 2007),
(LOCHER et al,, 2005), (KEENAN, et al., 2004), (CASTLE, et al., 2004), (COSTA, 2004),
(STEMMER; HOLLAND, 2003)). Embora haja um maior esfor¢o no sentido de mudar a
atividade, especificidade e a estabilidade de enzimas importantes para diversos processos
industriais, esta técnica também vem sendo utilizada para melhorar a estabilidade de vetores virais

e de anticorpos.

Em seu trabalho, Costa (2004) descreve o shuffling entre as proteinas Canacistatina I
(proveniente da cana-de-agucar) e Orizacistatina I (proveniente do arroz). Essas proteinas atuam
como inibidoras de protease, participando assim do mecanismo de defesa da planta. O objetivo
do DNA shuffling foi o de produzir genes recombinantes que codificassem para um inibidor de
protease mais eficaz do que os parentais. Um clone recombinante, denominado A10PL3, foi

identificado e os testes de atividade inibitéria mostraram que o clone A10PL3 teve um aumento
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de aproximadamente 8 vezes na sua atividade inibitoria com relagdo a uma protease humana, a

catepsina B, quando comparado com os parentais.

O sucesso ou nao da técnica de DNA shuffling pode ser medido pelo numero de moléculas
heteroduplexes encontradas na biblioteca resultante, uma vez que estas podem representar
moléculas cuja funcionalidade é melhorada em relagio aos parentais. Propor otimizag¢Ges para o
DNA shuffling ¢ uma tarefa desafiadora devido as dificuldades praticas inerentes bem como a
complexidade das reacbes envolvidas no processo, as quais, segundo Maheshri e Schaffer (2003),

dependem de inimeros parametros, tais como:

— concentragdo, composicio e complexidade das seqiiéncias a serem remontadas;

— condigdes de fragmentagao e tamanho dos fragmentos obtidos;

— condig¢bes da reacao de PCR, onde ocorre a remontagem dos fragmentos, incluindo a
temperatura de pareamento, tempo de extensao pela DNA polimerase e numero de

ciclos da reaciao de PCR.

Otimizagoes para as condi¢oes das reagoes envolvidas no DNA shuffling sao, na maioria das
vezes, determinadas empiricamente, envolvendo grande dispéndio de recursos humanos e
materiais. Em contrapartida, podem ser encontradas na literatura propostas para a modelagem do
processo, subsidiadas por conceitos estatisticos e fisicos voltadas para a implementagao
computacional, com vistas a prover apoio e promover maior eficiéncia do processo.
Particularmente, quatro modelos encontrados na literatura tém se mostrado eficientes sob certos
aspectos e tém sido aceitos como possiveis modelos que fornecem informagdes sobre o processo

e sobre o sucesso (ou nao) de seus resultados:

— O modelo DRIVeR (proposto por Patrick et al. (2003));

— O moldelo Shufflt (proposto por Maheshri e Schaffer (2003));
— O modelo eShuffle (proposto por Moore et al. (2001));

— O modelo proposto por Sun (1999).

Esses quatro modelos sdao revistos nas proximas subse¢ées com o objetivo de evidenciar
suas principais caracteristicas, abrangéncia, adequabilidade, facilidade de implementagao e,
principalmente, as contribui¢des de cada um quanto a modelagem do DNA shuffling. As
informagdes apresentadas e discutidas fornecem contexto e subsidio para a ferramenta/modelo

propostos nesta Tese, e discutidos nos capitulos 4 ¢ 5.

79



Capitulo 3 — Revisdao de Quatro Modelos para o Processo de DNA shuffling

3.2 O modelo DRIVeR

O principal objetivo desta subsecao é apresentar, descrever e discutir em detalhes o modelo
DRIVeR (PATRICK et al., 2003), o qual utiliza um ferramental estatistico para estimar o nimero
de variantes distintas em bibliotecas resultantes de um processo de DNA shuffling, bem como o

numero médio de cruzamentos existentes nestas variantes.
3.2.1 Introducio

O modelo DRIVeR foi implementado como um programa em Fortran 77 e esta disponivel para
download*, juntamente com dois outros programas GLUE e PEDEL. Muito embora esta segio
focalize apenas o DRIVeR, a descrigao do tipo de problema que cada um dos modelos (e sua

respectiva implementa¢ao) busca resolver é dada a seguir.

GLUE

Problema: Dada uma biblioteca I. de tamanho L, que compreende seqiiéncias de
comprimento N pares de bases, tal que cada sequéncia é escolhida aleatoriamente de um
conjunto I de tamanho V de variantes equiprovaveis, deseja-se calcular o nimero esperado de
sequéncias distintas em L, ou seja, qual a completudo de L. GLUE calcula também o tamanho

que uma biblioteca deve ter para garantir uma desejada completude.

PEDEL (Program for Estimating Diversity in Error-prone PCR Libraries)

Problema: Dada uma biblioteca I de tamanho L, compreendendo variantes de uma
sequéncia de N pares de base, nas quais pontos de mutagao foram introduzidos, deseja-se calcular

o numero esperado de seqiiéncias distintas em L.

DRIVeR (Diversity Resulting from In Vitro Recombination)

Problema: Dada uma biblioteca L. de tamanho L, gerada por recombinacdes aleatérias de
dois genes quase idénticos, que diferem em apenas um pequeno nimero conhecido de posi¢des
de pares de bases (ou codons), deseja-se calcular o nimero esperado de variantes distintas em L e

o numero médio de cruzamentos nas variantes.

14 no endereco www.bio.cam.ac.uk/~blackburn/stats.html
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3.2.2 Contextualizacao

O DRIVeR ¢ um modelo com base estatistica, utilizado para estimar a diversidade representada
em bibliotecas geradas por meio da recombinagao de duas seqiiéncias parentais altamente
homologas, que diferem em apenas poucas (no maximo 20) posi¢oes de base ou aminoacidos,

caso as seqiiéncias em questao sejam de DNA ou proteinas, respectivamente.

Como discutido no Capitulo 2, o uso de recombinagdo de seqiiéncias de DNA para
evolucdo direta teve inicio com o desenvolvimento da técnica de DNA sbuffling (STEMMER,
1994a) e (STEMMER, 1994b)), que se baseia em uma reagao similar a reagio de PCR para a
remontagem de sequiéncias parentais randomicamente fragmentadas. A técnica fol estendida para
lidar com uma familia de genes de diversas espécies simultaneamente (ver (CRAMERI et al,
1998)). Podem ser encontrados na literatura outros protocolos para evolug¢ao molecular direta tais
como o RACHITT (ver (COCO et al., 2001)), shuffling de fitas simples de DNA (ver (KIKUCHI
et al.,, 2000)) e StEP (ver (ZHAO et al., 1998)). Como comentado por Moore e Maranas (2004, p.
264), “Em todos esses métodos, a geragao de cruzamento ¢ dependente do pareamento e da
extensao de fragmentos complementares de fita simples, originarias de sequéncias parentais
distintas (i.e., formagdo heteroduplex), processo que é tendencioso com relagdo as posi¢ées do
cruzamento, que promovem extensoes de modo a restabelecer seqiiéncias originais. Isso, por sua
vez, tende a promover o desenvolvimento de bibliotecas de DNA combinatoriamente
tendenciosas ou, até mesmo, bibliotecas sem qualquer diversidade adicional sobre os parentais.
Geralmente, uma severa tendéncia a remontagem das seqiéncias parentais (i.e., seqiéncias
remontadas sem a ocorréncia de recombinagoes) é observada quando sequiéncias com menos de

60% de identidade sio recombinadas por meio de protocolos baseados em pareamento”.

No modelo DRIVeR, a formagao de fragmentos heteroduplex, ou seja, o pareamento entre
fragmentos originarios de parentais distintos, é descrito como um evento de cruzamento
(crossovers) entre os parentais, e uma sequéncia ¢ dita variante caso ela seja formada como

consequéncia da ocorréncia de um ou mais cruzamentos.

Lembrando o que foi descrito na Segao 2.6.3, no processo de shuffling, apos a selegao e
fragmentagao dos parentais, o conjunto de fragmentos resultantes é submetido aos ciclos de PCR
sem a adigdo de primers para que os fragmentos sejam remontados e seqiiéncias com o mesmo
tamanho dos parentais sejam obtidas. Um ciclo de PCR consiste de trés etapas: desnaturagao,

pareamento e extensio. O evento de cruzamento ¢é verificado na etapa de pareamento, pois ¢é
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neste momento que os fragmentos que compartilham regides complementares se unem para dar

origem, ap0ds a extensio, a um unico fragmento.
3.2.3 O cruzamento no modelo DRIVeR

No que segue, ¢ discutido, por meio de um exemplo, como o DRIVeR aborda, conceitualiza e
modela o evento de cruzamento. Sejam as duas sequéncias parentais A e B apresentadas na
Figura 3.1 (a), que diferem entre si em dois pares de bases. Vale lembrar que esses pontos de
diferenca entre as seqiiéncias sdo também chamados de pontos de mutagao entre elas. Sejam os
fragmentos resultantes da fragmentacao enzimatica pela enzima DNase I os mostrados na Figura
3.1 (b) os quais, depois de desnaturados, resultam em fragmentos de fita simples (Figura 3.1 (c)).
Para exemplificar a ocorréncia de um evento de cruzamento, considere o pareamento
apresentado na Figura 3.1 (d) no qual um dos fragmentos ¢ originario do Parental A e o outro do

Parental B. Ap6ds a extensao dos fragmentos pareados tem-se um fragmento heteroduplex (Figura

3.1 ().

A sequéncia resultante da extensao (Figura 3.1 (e)) acumula dois pares de bases, destacados
em preto e branco, que se encontravam originalmente nos parentais A e B, respectivamente. Este
evento caractetiza a ocorréncia de um cruzamento entre os parentais. I importante observar
também que a possibilidade desse cruzamento (ou recombinagao) ocorrer esta relacionada ao fato
que as mutagoes entre os parentais foram separadas em fragmentos distintos, pela acao da enzima

DNase 1.

Como visto no Capitulo 1, uma vez que as duas fitas de uma molécula de DNA sio
complementares, a molécula pode ser representada apenas por uma das fitas e, por convengao,
utiliza-se a fita de orientagao 5— 3’. Para simplificar ainda mais a notag¢ao utilizada nesta segao,
considere as duas sequéncias parentais A e B da Figura 3.1. Elas serdo, deste ponto em diante,
representadas apenas por uma de suas fitas; além disso, as bases idénticas entre as seqiiéncias
serao omitidas da representacao e a localizacio das mutagoes entre os parentais serd assinalada

por simbolos distintos em cada um dos parentais, como mostra a Figura 3.2.
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(a)fragmentagdo enzimatica

l Farental A l Farental B
51 BN
[T I TTTT [T
a0 GECT aMCET
TRCCGAT G CoA
< N T I o O -1
(b fragmentas resultantes
57 a2 5 o a2
AEEEGGE Ta@MCET G T
TR ceaTfEeEcea Coa
e £ ar 5 5
(c) desnaturagio
- -
5 F1 ar 4 g T el ceAT[H e A
TTLTTT AL 0 o mmimim
ACHEGC
5* ae 5 ar
=T
CFacT G CoA &€ FECT £ ar
3 5

() extansio

Figura 3.1. Representagdo do evento de cruzamento entre dois parentais. (a) Parentais A e B que diferem

entre si em dois pares de bases identificados no Parental A com fundo preto e no Parental B com fundo

branco. Em (a) as setas indicam as posi¢bes onde a molécula de DNA serd cortada pela enzima de
fragmentacdo. (b) Fragmentos resultantes da agdo da enzima. (c) Desnaturacio dos fragmentos. (d)
Pareamento entre os fragmentos Fi e Fa, os quais sdo originarios de parentais distintos. (e) Extensdo dos

fragmentos pareados resultando em um fragmento heteroduplex.

(a) (b)
5 3
II%IIIII&III
ACIIGGCTAECGT
TGECCGATEGCA = =
S S N =3
5 3
Ilélllllélll
ACGGGCTAMCGT ~ ~
TGQCCGATHGCA > >
< I A )

Figura 3.2. Seqliéncias parentais que diferem em dois pares de bases. (a) Representacio por fita dupla. (b)
Representacao simplificada contendo apenas uma fita e as bases que diferenciam uma seqiiéncia da outra,

representadas pelos simbolos B e o.
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A fragmentacao pela enzima DNase I é um processo randomico, de forma que nio ¢
possivel prever em qual posicdo, de cada uma das fitas de DNA, ocorrera o corte. Contudo,
considerando duas mutagdes consecutivas de um parental, apenas duas situagoes distintas podem
resultar da fragmenta¢ao randoémica: ou o corte produzido pela enzima ira se localizar entre essas
duas mutagdes, ou em um ponto qualquer fora deste intervalo. Apenas quando o corte produzido
se localiza entre as duas mutagbes consecutivas é que se caracteriza a situagdo em que as
mutagoes poderdo ser recombinadas em um unico fragmento. A Figura 3.3 ilustra as duas
situagoes descritas, considerando que as moléculas parentais diferem em apenas dois pares de

bases.

é possivel que um
cruzamento ocorra
i i i O
— _
O O
N 7

(a) moléculas parentais

O
[ |

~ )
ponto de corte da enzima

(b) moléculas parentais nao ocorre cruzamento
i i L i
ha Y _—
O O O) O)
S S S
ponto de corte da enzima ponto de corte da enzima

Figura 3.3. Possiveis pontos de corte da enzima DNase 1. (a) Caso a enzima produza cortes entre as duas
mutacoes consecutivas, ha chance do evento de cruzamento ocorrer entre os fragmentos resultantes. (b)
Caso os cortes produzidos pela enzima nio estejam localizados entre as mutagdes, a possivel
recombina¢do dos fragmentos nio ird gerar um heteroduplex, uma vez que as bases distintas entre as
moléculas parentais permaneceram em um mesmo fragmento.

3.2.4 Descricao do modelo DRIVeR

Como discutido previamente, o objetivo da evolucao molecular 7z vitro pela técnica de DNA
shuffling é a producao de moléculas variantes resultantes de um ou mais cruzamentos, as quais
podem representar moléculas com caracteristicas novas ou melhoradas em relacio as moléculas
parentais. O modelo DRIVeR considera dois fatores como criticos para a obtenc¢ao de seqiiencias

variantes na biblioteca de DNA shuffling:

— numero de heteroduplexes formados durante o processo de pareamento entre Os

fragmentos;
— distancia entre os pares de bases distintos e consecutivos em uma seqiiéncia, uma vez

que pares de bases distintos proximos uns dos outros sao menos provaveis de se
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recombinarem durante o shuffling quando comparados aqueles que se encontram mais

distantes.

Esses dois fatores estao fortemente relacionados entre si, uma vez que a formacio de
heteroduplex depende dos cortes realizados pela fragmentacao enzimatica. Como ilustrado na
Figura 3.3, os cortes realizados pela DNase I devem se localizar entre os pares de bases distintos
para que esses possam ser remontados em um unico fragmento maior. Como a fragmentagao ¢é
um evento randomico, o modelo DRIVeR avalia qual a probabilidade de que o corte produzido
pela enzima se localize na regido compreendida entre duas muta¢Ses consecutivas. O modelo
assume que os pontos de cortes da enzima estao distribuidos ao longo das moléculas parentais
segundo a Distribuicdo de Poisson (FELLER, 1957). No que segue é apresentada a descrigao

formal do modelo, como feita em Patrick et al. (2003).

Sejam duas seqiiéncias parentais homologas S, e S,, ambas de tamanho N, que diferem
1
entre si em M pares de bases, representadas respectivamente por Aj e Ay, paral < i< M.

Ambas as sequiéncias podem ser representadas apenas pelas bases distintas existentes entre elas,
' Al '

ou seja, Sy =AA,..Ay e S, =AA,.. Ay, uma vez que as demais bases sdo iguais. Se

considerarmos a ocorréncia de todos os possiveis cruzamentos entre os pares de bases distintos e

. N . . M . P , .
consecutivos das seqiiéncias parentais, tem-se um total de 2" — 2 variantes distintas possiveis,

sendo que cada uma das variantes distintas k pode ser representada por Dy = A}fA};...Alg/[ tal

que Ali( = A, ou A;. A Figura 3.4 mostra um exemplo considerando duas sequéncias parentais

A e B, que diferem em M = 5 pares de bases. A figura mostra também a representagao da forma

geral de toda variante k, resultante da ocorréncia de todos os possiveis cruzamentos entre A e B.

Essa forma de representacdo de uma variante k (D = Alng...Alﬂ,[) ¢ descrita em termos
das posi¢oes onde ocorrem as mutagoes entre os parentais. Porém, como o modelo pretende
estimar a probabilidade de ocorréncia de cruzamento em uma determinada regiao, no caso a
regiao compreendida entre duas muta¢Oes consecutivas, uma forma de representacio mais

conveniente é necessatia.
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A, Az A3 A4 As
Parental A = = = . .

IAI1 Az A3 A4 As
Parental B A A A O O

S S -
Dy representagao
da variante k \ . ! 1 1

T T T T T

A ou A A, ou A, A ou A A, ou A, A, ou A,

Figura 3.4. Parentais A e B, nos quais cada uma das M = 5 bases distintas entre eles estdo assinaladas com
um quadrado preto no Parental A e com um circulo branco no Parental B e a representacio da forma
geral de uma variante k do total de 2M — 2 variantes possiveis, resultante da ocorréncia de todos os
possiveis cruzamentos entre os parentais A e B.

A variante k (D,) sera entdo representada por uma seqiiéncia binaria B, = blfblg...bii_1 na
qual b%( =0 ou blf =1,1=1, 2.., M—1, caso tenha ocorrido um nimero par ou impar de

k k : A ..
cruzamentos entre as bases A; e Aj,;, respectivamente. Note que a ocorréncia de um unico

cruzamento entre duas bases distintas e consecutivas resulta exatamente na mesma variante caso
aconte¢am 3, 5, 7, 9,... cruzamentos nesta mesma posi¢ao; 0 mesmo ocorre para qualquer
namero par de cruzamentos entre duas bases variantes consecutivas. A Figura 3.5 mostra um
exemplo de uma variante k resultante da ocorréncia de diversos cruzamentos entre duas
sequéncias parentais A e B, que diferem em M = 6 pares de bases. A figura apresenta também a

representacao binaria B, da variante resultante.

A, A, A, A, A, A,
Parental A | | | n—u u
A A A A, A Al
Parental B O O O O—0O O

Dy representagao
da variante k

@)
@)
||
@)

> W
>

>
>
o)
>

N
I

Bx=10110

Figura 3.5. Duas seqiiéncias parentais A e B e uma variante k resultante de cruzamentos entre os parentais.
By ¢ a representagao binaria da seqiéncia variante k e é fun¢io do numero de cruzamentos entre as bases
consecutivas que diferem entre si nos parentais.
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E importante observar que algumas variantes podem ser representadas por uma mesma
sequéncia binaria B,. Considere por exemplo a variante D, = AlAZAgA4A'5A'6A'7 representada
pela seqiiéncia binaria B, =011100. Seja D'k a seqiiéncia variante inversa a Dy, isto é,
D‘k = A;A‘2A3A‘4A5A6A7; sua representacao binaria é B'k =011100. Tem-se que By e B'k
sao idénticas e equiprovaveis, apesar de representarem variantes distintas. Essa observa¢ao ¢
importante e sera considerada quando do calculo da probabilidade de ocorréncia de todas as
possiveis variantes em uma dada biblioteca. A Tabela 3.1 apresenta um exemplo de todas as 2° —
2 = 30 wvariantes distintas possiveis resultantes dos cruzamentos entre dois parentais
S =AAA5A A e S, = A;A'ZA;A;A; , bem como a representacdao binaria de cada uma

delas, incluindo os parentais S, e S,.

Suponha que o nimero de cruzamentos por sequéncia resultante do shuffling seja
representado pelo valor A, e que A << N (Ié-se: A ¢ muito menor do que N, onde N ¢ o tamanho
das sequiéncias parentais). Assumindo que o nimero de cruzamentos por seqiiéncia resultante
segue a Distribuicao de Poisson, a probabilidade P(x) de que uma sequéncia resultante tenha
exatamente x cruzamentos ¢ dada pela eq. (3.1).

—Aqx

P(x)=— x=0

x!

1o 3.1)

slyLyeee

O modelo assume também que cruzamentos nao ocorrem na posicdo imediatamente
seguinte a uma muta¢ao, uma vez que esse ponto nio favorece o pareamento entre dois
fragmentos, j4 que este acontece apenas entre fragmentos que compartilham trechos
complementares os quais servem para unir dois fragmentos (veja Figura 3.1 (d)). Desta forma,

existem -M - ontos possiveis de ocorrer cruzamentos entre as sequéncias originais.
ist M-1 t iveis d t t 1 iginai

A notacido n, parai = 0, 1, ..., M, representa o numero de ligacGes base—base entre duas
mutagoes consecutivas A; e A,;; n, e ny representam o numero de ligagdes base—base antes da
mutacio A, e depois de A, respectivamente. Dessa forma, o valor n, representa o nimero
potencial de pontos em que cruzamentos podem ocorrer entre duas muta¢Oes consecutivas A, e

Ay

Sejam os parentais:
A = GCGCTAGGAGATCAGTTGAGCTATCGG e
B = GCGTTAGGAGGTCAGTTGCGCTATAGG,
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ambos de tamanho N = 27 e que diferem de M = 4 pares de bases. A Figura 3.6 apresenta os
valores de n; para os parentais A e B. Nesta figura, as bases distintas entre ambos os parentais

foram substituidas pelo caractere A;; 1 <1< M.

Tabela 3.1. Representacido de todas as possiveis variantes do

cruzamento entre S; = AjA,A3A A5 e S, = A;A'ZAéA;A;.

Seqiiéncia Representacao binaria Seqiiéncia Representagao binaria
S,= AA,A A, As 0000 ATALALA LA, 0100
S,= AjA,A5A L As 111 AjALASA LA 0100
ALALASA AL 0001 ALALALALAL 1110
ALALASALA. 0011 ALALALALAL 1010
AL AL AL A 0110 A AL ASALA. 1001
AL ALASAL A 1100 ALALASALA, 1101
ALALASAL A 1000 ALALALAL A, 0010
ALALASAL AL 0010 AL AL ALALAL 1000
ALALALA AL 0111 ALALALAL AL 1100
A ALAA A 1101 AALASA LA, 0001
AJALAA A 1001 AJALASA AL 0011
AAL,ASA LA, 0101 AJALAZA A 0101
AALALA LA, 1 AALALA LA, 0111
AALALALA, 1011 AJALALA A 0101
A ASASA AL 1010 AALASA LA, 0111
AJALASA AL 1110 AJALALALAL 0110
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GCGA, TAGGAGA, TCAGT TGA;GCTATA, GG
<> > < > > &

no=3 n=7 n2=8 n3=6 n4=2

Figura 3.6. Valores de n; para os parentais A e B.

M
Da Figura 3.6 tem-se que Zni =3+7+8+6+2=26=N-1.
i=0

A probabilidade de existirem exatamente x cruzamentos (P(x)) entre as bases variantes A e
Ay, segue também a Distribuicao de Poisson, sendo o nimero esperado de cruzamentos entre

duas bases distintas e consecutivas dado por:

(n; —DA
N-M-1

A probabilidade de ocorrer um nimero qualquer de cruzamentos entre A; e A;,, ¢ dada pela
multiplicagao das probabilidades P(b, = 0) ¢ P(b, = 1), as quais representam a probabilidade de
ocorrer um numero par ou impar de cruzamentos entre essas duas muta¢Oes consecutivas,

. 15
respectivamente. Desta forma, tem-se :

— Probabilidade de ocorrer um numero par de cruzamentos entre duas mutagdes

consecutivas A; e A,

P(b; =0) = P(x=0)+P(x=2)+P(x=4)+..

(n,=D)A 3.2
— o N-M-1 % cosh(ﬂj o2
N-M-1

— Probabilidade de ocorrer um numero impar de cruzamentos entre duas mutagdes

consecutivas A; e A,

P(b; =1) = Px=1)+PEx=3)+P(x=5)+..
_(n;=Dr (3.3)
= e N-M-1*ginh (ni =DA — DA
N-M-1
— Probabilidade de ocorrer um numero qualquer de cruzamentos entre duas mutagoes

consecutivas A, e A, :

15 cosh e sinh nas equagdes (3.2) e (3.3) representam, respectivamente, o cosseno e o seno hiperbolico, medidos em
radianos.
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P(b;) = P(b; =0)*P(b; =1) (3-4)

Assim, a probabilidade de uma dada variante k, representada pela sequéncia binaria By
ocorrer, corresponde ao produtério dos valores P(b; = 0)*P(b; = 1) para todo par A; e A, para i

=1, 2, .., M—1. Este produtorio é representado na eq. (3.5).

P(By) = T} P(by) (3.5)

Pelo fato de duas seqiiéncias inversas e equiprovaveis serem mapeadas para um mesmo
codigo binario, a divisio do produtério P(B,) por 2 fornece a probabilidade relativa, representada

por Q,, da ocorréncia de cada uma das 2" possiveis variantes k.

Qp = @ (3.6)

Desta forma, é possivel calcular:

— A probabilidade de que uma dada seqiiéncia da biblioteca nao seja uma variante:
1-Q,

— A probabilidade de nio existir nenhuma seqiiéncia variante em uma biblioteca de

tamanho L:
(1-Q"
— A probabilidade de que uma variante k ocorra em uma biblioteca de tamanho L:
1-(1-Q)"

Para uma biblioteca de tamanho L. construida pelo shuffling entre duas seqiiéncias parentais

de comprimento N que diferem em M posi¢des e uma taxa média de cruzamento A, do total de
M . z : , A . . . oqe

2" variantes possiveis, o numero de seqiiéncias variantes esperadas nessa biblioteca, representado

por C, ¢ dada pela eq. (3.7).

21\1
c=S1-a-q" 67

k=1

Uma consideragao importante deve ser feita a respeito do valor de L. Até o momento, foi
assumido que o valor A corresponde ao nimero real médio de cruzamentos observados em uma
amostra de clones da biblioteca de shuffling, que foram seqiienciados e analisados. O numero

médio de cruzamentos observado em uma amostra, porém, pode nio corresponder a0 numero
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real de cruzamentos presentes na amostra. Esse fato se deve a ocorréncia dos chamados
cruzamentos silenciosos. Como comentado no Capitulo 2, um cruzamento ¢ dito silencioso
quando a sequéncia resultante ¢ idéntica a uma das seqiiéncias parentais, mesmo que ela tenha
sofrido um evento de cruzamento, ou seja, mesmo que essa sequéncia seja formada por
fragmentos de parentais distintos. Os cruzamentos silenciosos ocorrem quando o ponto de
cruzamento esta localizado em um intervalo no qual nao existem bases variantes consecutivas. A
Figura 3.7 mostra dois exemplos de possiveis pontos de cruzamentos que nao produzem
sequencias diferentes das originais e, por isso, caso ocorram, serdo chamados de cruzamentos

silenciosos.

Parental A = = =
O0—O

Parental B O

f f

Figura 3.7. Exemplos de pontos de cruzamentos que podem gerar cruzamentos silenciosos.

Devido a potencialidade de ocorréncia de cruzamentos silenciosos, o valor A obtido do
sequenciamento e andlise de uma amostra da biblioteca representa um valor observado, denotado
por A", Porém, o valor utilizado para os calculos descritos anteriormente deve, necessariamente,
ser o valor real de A, denotado por A™. Uma vez informado o valor de A", o modelo calcula o
valor de A°™. O valor de A°™ é aproximado pela somatéria, para todas as possiveis variantes
distintas, da probabilidade de cada variante k ocorrer (P(B,)) vezes o nimero de cruzamentos

existentes nesta variante (num_cros(B,)), como mostra a eq. (3.8).

A% =3 P(B,)* num _ cros(B) (3.8)
k

2

Deve-se, por tentativa e erro, descobrir qual o valor de A™ que resultard no valor A°*, e s6

entdo utilizar este valor A" para dar continuidade 2 utilizagdio do DRIVeR.

Considere duas seqiiéncias ficticias de tamanho N = 1.500 que diferem em M = 9 pares de
bases, as quais estdo distantes uma da outra por um intervalo fixo n; = 100 pares de bases. A
execugio do programa DRIVeR para tamanhos crescentes de L. e A permite verificar a
influéncia destes dois parametros no nimero C de variantes esperadas na biblioteca resultante.

Tais simulagoes sio apresentadas no Grafico 3.1.
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Observa-se no Grafico 3.1 que o numero esperado de seqiiéncias distintas C cresce com o
aumento de L e \°™, e que, para valores suficientes grandes de L. e A°™, o niimero de seqiiéncias
distintas esperadas alcanga o nimero total de possiveis variantes na biblioteca que, para o caso do
exemplo utilizado, é de 2 = 2” = 512. Porém, valores grandes para L. ¢ A°> nem sempre podem
ser alcancados na pratica, devido a limitagdes experimentais relativas ao numero de cruzamentos

observados na maioria dos experimentos de shuffling.

Utilizando o mesmo exemplo anterior, considere um experimento que evidencia a
influéncia das distancias que separam os pares de bases distintos e consecutivos existentes entre
as duas sequéncias a serem submetidas ao shuffling, no nimero de variantes esperadas na
biblioteca. Sejam N = 1.500, M = 9, A™ = 8 e os seguintes valores para os intervalos n; entre os 9
pares de bases variantes: 100, 50, 25, 15, 10, 5, 2. A influéncia do parametro n; sobre o numero de

variantes esperadas na biblioteca pode ser observada no Grafico 3.2.

G600

& - =100
—a =000
—-m-—=400
o [ TR S R
500 {—e— L=s00 x**)ﬁx' XSRS
<o- - L1600 WX et _
Y . 2 ¥ '3 =
oA 1=3200 e & s
- L=5400 x%* &
---@--- |L=12800 S
C % L=51200

200 A

100 |

0 T T T T T T T r
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000

A‘obs

Grafico 3.1. Influéncia dos parametros L e A°bs no nimero C de seqiiémcias variantes esperadas em uma
biblioteca resultante do sbuffling de duas seqiiéncias, ambas de tamanho N = 1.500, que diferem em M = 9
pares de bases.
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Grafico 3.2. Influéncia dos valores do pardmetro n; no numero total C de variantes esperadas em uma
biblioteca de shuffling, para valores fixos de N = 1.500, M = 9 e Amue = 8,

Pode-se concluir que quanto maior o intervalo n; que separa duas bases distintas e
consecutivas entre as duas seqiiéncias parentais, maior sera o nimero esperado de variantes na
biblioteca resultante uma vez que a probabilidade de um cruzamento ocorrer neste intervalo
também aumenta. Contudo, na pratica, além do tamanho do intervalo n, o tamanho dos
fragmentos utilizados para dar inicio aos ciclos de PCR é um fator determinante na producao de
diversidade. Fragmentos com tamanhos superiores a0 tamanho minimo entre todos os valores de

n,; limitam a ocorréncia de cruzamentos, como discutido mais adiante na Se¢ao 3.5.3.

InformacGes relevantes sobre o software DRIVeR, principalmente informacdes
relacionadas a sua execugao estio descritos no Apéndice A, Secao A.1. A Secao A.2 do Apéndice
apresenta o pseudo-coédigo do algoritmo que subsidia o software DRIVeR devidamente

comentado para viabilizar o seu completo entendimento.
3.2.5 Usando o DRIVeR

Esta se¢do condensa os resultados apresentados e discutidos em Montera et al. (2006) na
avaliaciao de trés seqiiéncias como candidatas a pares de parentais em experimentos de DNA
shuffling. O nimero esperado de variantes distintas presentes na biblioteca de DNA shuffling —
representado por C — foi utilizado para avaliar a adequabilidade de trés seqiiéncias as quais, duas-

a-duas, foram testadas como possiveis parentais em experimentos de DNA  shuffling. As
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seqiiéncias utilizadas correspondem a proteinas da familia das cistatinas'® que codificam para

inibidores de cisteino protease. Sao elas:

— Onza sativa, proveniente do arroz (nimero de acesso no GenBank'" NM_190953),
referenciada apenas como Oryza;

— Saccharum officinarum, proveniente da cana-de-agicar (numero de acesso no GenBank
AY119689), referenciada apenas como Cane; e

— Sorghum bicolor, proveniente de mudas de sorgo (nimero de acesso no GenBank X87168),

referenciada apenas como Sorghum.

A fim de verificar qual par de parentais, potencialmente, resultaria em uma biblioteca de
DNA shuffling com um maior nimero de recombinantes e cujas seqiiéncias apresentem um maior
nimero de cruzamentos entre os parentais, diferentes condi¢bes de experimentos de DNA
shuffling foram simulados utilizando o DRIVeR para os pares de parentais Cane—Oryza, Cane—

Sorghum e Oryza— Sorghum.

Primeiramente, o alinhamento entre cada um dos trés pares de sequiéncias foi construido,
as mutagoes entre elas identificadas (segundo o procedimento descrito no Capitulo 4, Se¢ao
4.2.2.1) e a distancia entre as mutag¢oes consecutivas determinadas, para que o arquivo de entrada
necessario a execu¢ao do DRIVeR (ver Apéndice A, Seciao A.1) fosse gerado para cada caso. O
tamanho do alinhamento, o nimero de muta¢oes, bem como a distancia média entre mutacoes

consecutivas para cada um dos pares de seqiiéncia estio sumarizados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Estatisticas do alinhamento entre os pares de seqiiéncias

Cane—Oryza, Cane—Sorghum e Oryza—Sorghum.

. Tamanho do Nuamero de Distancia média entre
Par de parentais . - . .
alinhamento (pb) mutacoes mutacOes consecutivas (pb)
Cane—Oryza 118 11 8,9
Cane—Sorghum 122 12 8,5
Oryza— Sorghum 189 13 12,0

Foram realizadas simulagoes considerando bibliotecas de DNA shuffling de tamanhos L =

1.000, I. = 5.000 e I. = 10.000, e nimero real de cruzamentos (\"™) variando de 1 até 10. Os

16 Cistatinas sdo proteinas que inibem especificamente cisteino proteases. Elas ocorrem naturalmente em diversas
espécies de vegetais e acredita-se que fazem parte do mecanismo de defesa das plantas contra certos patégenos
(COSTA, 2004).

17O GenBank ¢ uma base de dados que armazena, entre outros, seqiéncias de nucleotideos. As seqiiéncias
armazenadas no GenBank s3o de dominio publico. Seu endereco ¢ www.ncbi.nlm.nih.gov.
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resultados das simula¢Ges para cada um dos trés pares de parentais sao apresentados na Tabela
3.3. Quanto ao nimero de cruzamentos observados (\**), os resultados nio apresentaram
variacOes significativas, como poder ser visto na Tabela 3.3 e, por este motivo, a analise da
adequabilidade das seqiiéncias parentais foi feita apenas considerando-se o numero esperado de
variantes em cada um dos casos. Os resultados das simulagdes apresentados na Tabela 3.3 foram
agrupados segundo o tamanho da biblioteca de DNA shuffling para as quais as simula¢oes foram

realizadas e estdo graficamente representadas nos graficos 3.3, 3.4, e 3.5.

Tabela 3.3. Resultados estimados pelo DRIVeR considerando o sbuffling

entre os parentais Oryza—Sorgum, Cane—Sorghum e Cane—Oryza.

Oryza—Sorghum Cane—Sorghum Cane—Oryza
L )\ true obs C )\0bs C obs C
1 0,76 1354 0,79 1345 0,77 1203
2 1,40 261,1 1,45 2573 1,40 2253
3 1,95 381,6 2,00 374,0 1,93 3244
4 242 489.0 2,48 4770 237 41,8
1,000 5 2,83 580,1 287 563,7 274 4862
6 318 654.9 321 6343 3,06 547.9
7 348 714,7 3,50 6904 332 598,0
8 374 7618 375 7342 3,54 638,1
9 3,97 798,4 3,96 767,9 3,73 669,9
10 417 826,7 415 793,8 3,89 694.9
1 0,76 291,5 0,79 279.7 0,77 2381
2 1,40 610,0 1,45 575,9 1,40 469,3
3 1,95 940,2 2,01 872,3 1,93 688,6
4 2,42 1.261,5 2,48 1.152,2 2,37 886,0
5 2,83 1.561,5 2,87 1.406,2 274  1.0573
5.000 6 318 1.834,4 321 1.631,1 305 1.2024
7 3,48 2.078,6 3,50 1.926,9 3,32 1.323,5
8 374 2.294.6 375 1.995,6 354 14237
9 3,97 2.484.4 3,96 2.139,8 373 1.5059
10 4,17 2.650,1 4,15 2.262,3 3,89 1.573,1
1 0,76 9343 0,79 3745 0,77 312
2 1,40 838,1 1,45 771,6 1,40 607,3
3 1,95 1.305,3 2,01 1.171,8 1,93 884.,0
4 242 1.765,0 248 1.547,0 237 11243
10,000 5 2,83 2.198,8 2,87 1.884,2 274 1.3242
6 3,18 2.598.2 321 2.179,5 305 14856
7 3,48 2.960,6 3,50 2.4337 3,32 1.613,2
8 3,74 3.285,0 3,75 2.649,6 3,54 1.712,4
9 3,97 3.574,6 3,96 2.832.4 373 17886
10 4,17 3.831,9 4,15 2.935,6 3,89 1.846,7
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Biblioteca de DNA shuffling de tamanho 1.000
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Grafico 3.3. Numero observado de cruzamentos versus numero esperando de variantes distintas estimados
pelo DRIVeR considerando bibliotecas de DNA shuffling de tamanho 1.000.

Biblioteca de DNA shuffling de tamanho 5.000
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Griafico 3.4. Nimero observado de cruzamentos versus numero esperando de variantes distintas estimados
pelo DRIVeR considerando bibliotecas de DNA shuffling de tamanho 5.000.
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Biblioteca de DNA shuffling de tamanho 10.000
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Griafico 3.5. Nimero observado de cruzamentos versus numero esperando de variantes distintas estimados
pelo DRIVeR considerando bibliotecas de DNA shuffling de tamanho 10.000.

Com base nos resultados estimados pelo DRIVeR é possivel inferir que a utilizagao do par
de seqiéncias Oryza—Shorgum como parentais em experimentos de DNA shuffling apresenta
vantagens sobre os dois outros pares de parentais avaliados, uma vez que o nimero de variantes
esperadas C na biblioteca resultante do shuffling entre esses dois parentais ¢ mais elevado. A
vantagem do par Oryza—Shorgum sobre os outros dois pares de parentais pode ser atribuida ao
maior nimero médio de bases que separam as mutagdes consecutivas (ver Tabela 3.2). Esse fato
reforca a hipotese de que quanto maior a distancia que separa as mutagdes consecutivas entre
parentais distintos, maiores sao as chances destas serem recombinadas em um tnico fragmento.
Contudo, para diferengas muito pequenas entre a distancia média que separa as mutacoes
presentes entre pares de parentais (como é o caso dos parentais Cane—Shorgum e Cane—Oryza,
cujas distancias médias entre as mutagdes ¢ de 8,5 e 8,9, respectivamente), a inferéncia de que
uma maior distancia média entre as mutagoes implica num maior o numero de variantes, pode

nao ser valida, devido, basicamente, a localizagao das mutagdes ao longo das seqiiencias.

Como visto anteriormente na Se¢do 3.2.4, dadas duas seqliéncias parentais que diferem
entre si em M pares de bases, o shuffling entre elas pode resultar num nimero maximo de 2" — 2
variantes distintas. Seja o conjunto de todas essas variantes definido como espago amostral. Dado
o numero de variantes distintas esperadas em uma biblioteca de shuffling e o nimero de mutagdes
entre os parentais, a cobertura do espago amostral ¢ definida como sendo a porcentagem de

variantes obtidas do total de variantes possiveis, e pode ser calculada como:
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C*100

%C =
oM _o

Além do numero absoluto de variantes distintas estimados pelo DRIVeR em cada um dos
casos, o calculo da porcentagem de cobertura traz informagdes relevantes sobre a diversidade
que, de fato, foi atingida por uma biblioteca de DNA shujfling. A Tabela 3.4 mostra o tamanho do
espaco amostral, o nimero total de variantes distintas obtidas bem como a porcentagem de
cobertura atingida pelo shuffling entre cada um dos trés pares de parentais avaliados, considerando

as estimativas do DRIVeR para valores de A" = 4 ¢ L. = 1.000.

Tabela 3.4. Porcentagem de cobertura do espago amostral para
cada um dos pares de parentais considerando At = 4 e L = 1.000.

Oryza—Sorghum  Cane-Sorghum  Cane—Oryza

Espaco amostral 213=238.192 212=4.096 211=2.048
C 489 477 411,8
%C 6% 11,6% 20%

Observe na Tabela 3.4 que, apesar dos valores de C serem relativamente proximos para
todos os trés pares de seqiiéncias, a cobertuda do espago amostral varia significativamente.
Apesar do par Oryza—Sorghum apresentar a menor cobertura do espago amostral, este par pode,
ainda, ser considerado como o mais adequado ao processo de DNA shuffling, uma vez que ira

produzir um nimero maior de seqiiéncias variantes.

3.3 O modelo Shufflt

O modelo Shufflt proposto por Narendra Maheshri e David Schaffer (2003), assim como o
modelo eShuffle proposto por Moore et al. (2001), descrito na Secao 3.4, baseiam-se em

conceitos da termodinamica e da cinematica envolvidos no processo de DNA shufling.
3.3.1 Introducio

O modelo de Maheshri—Schaffer permite que informagdes relevantes tais como a eficiéncia da
remontagem e o nimero de cruzamentos sejam avaliados a cada etapa do processo, uma vez que
o conjunto de fragmentos sendo remontados pode ser acompanhado durante cada um dos n

ciclos da reacao de PCR.
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3.3.2 Descricao do modelo

Antes do inicio do experimento de shuffling, os parentais sio amplificados para que quantidades
suficientes de DNA sejam obtidas para a realizagao do experimento. Sendo assim, inicialmente o
modelo considera a existéncia de m copias de cada parental e que estas ja se encontram
desnaturadas, ou seja, o conjunto de moléculas a serem submetidas ao shuffling é representado por
moléculas de DNA de fita simples, denotadas por ssDNA (single-stranded DNA). Em todos os
resultados apresentados no trabalho de Maheshri—Schaffer, foram considerados inicialmente a
existéncia de 150 a 500 moléculas de ssSDNA cuja fragmentagao resultou em um intervalo de

1.500 a 5.000 fragmentos de ssDNA.

O algoritmo implementado para simular a fragmentacao das moléculas ¢ baseado na
distribuicao de Poisson, a qual resulta em uma distribuicio exponencial do comprimento dos
fragmentos produzidos, tfpica da fragmentagio produzida pela enzima DNase I'*. Os fragmentos
produzidos possuem um valor médio de comprimento, denotado por AFS (Average Fragment Size).
Assim como nos experimentos de shuffling, os fragmentos sao purificados para que apenas aqueles
cujo tamanho esteja compreendidos entre um valor minimo MFES (Minimum Fragment Size) e

maximo XS (Maxcimum Fragment Size) sejam selecionados para dar continuidade ao processo.

O conjunto de fragmentos purificados (selecionados) é entao submetido aos ciclos de PCR,
para que a remontagem dos fragmentos ocorra. O modelo contempla a ocorréncia de trés

possiveis eventos durante os ciclos de PCR:

— as moléculas de ssSDNA colidem, duas-a-duas, randomicamente entre si;
— dada uma colisao, deve-se decidir se as moléculas irdo se parear e, em caso afirmativo,
em qual arranjo, ou seja, qual sobreposicao entre os dois fragmentos ocorrera;

— moléculas pareadas (ou hibridizadas) sao estendidas na direcio 5— 3.

Sejam dois fragmentos §; e S, do tipo ssDNA. Caso S, e S, hibridizem, uma molécula de

fita dupla, dita dSDNA (double-stranded DNA), é formada. Tal evento ¢é descrito pela eq. (3.9).

S +S, & D (3.9)

18 Quanto maior o tempo de exposicio do DNA a acio da enzima DNase I, maior serd o nimero de cortes
produzidos na molécula de DNA e, portanto, menor serd o tamanho dos fragmentos resultantes.
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Durante os ciclos de PCR considera-se a existéncia de duas classes distintas de fragmentos:
uma na qual estdo inseridos os fragmentos do tipo ssDNA e outra contendo os fragmentos do

tipo dsDNA.

Para decidir se, e como o pareamento entre duas moléculas ssSDNA que colidiram ocorrera,
todas as possiveis configuragdes nas quais essas duas moléculas podem parear-se devem ser
testadas. Contudo, apenas sobreposi¢cdes de tamanho minimo igual a 7 bases sao consideradas
por este modelo. A decisio por uma ou outra configuraciao de pareamento ¢ tomada com base na

energia livre produzida por cada uma destas configuragdes. A variacio de energia livre (AG) é

calculada segundo o modelo NN (Nearest-Neighbor) utilizando os valores de AH e AS proposto
por Allawi e SantalLucia (1997) (ver Tabela C.2, Apéndice C) com modificagoes, para que se
possa considerar os efeitos da ocorréncia de wmismatches nas regides de sobreposicao e da
concentra¢ao de sal utilizada na reacio de DNA shujfling. Detalhes do modelo NN sao descritos
na Sec¢ao 3.4.2. Nesse modelo nio sio consideradas a ocorréncia de eventos de pareamentos com
gaps, como o ilustrado na Figura 3.8. Fragmentos que nao conseguiram se parear sio retornados

ao conjunto de ssDNA para colisdes adicionais.

G CTTGALT

Figura 3.8. Exemplo do pareamento entre dois fragmentos de DNA no qual um gap ocorreu.

A influéncia das condi¢des experimentais sobre as probabilidades de pareamento ¢ descrita
por um fator o que depende: da constante de equilibrio K definida para uma dada variacao de
energia livre (AG) em determinada temperatura T, dada por AG =G 4pna —Gepna s da
concentragdo inicial total (Cr) de fragmentos do tipo ssDNA; da constante dos gases R, que
tem valor 8,314 J.K ' .mol" (ou 0,08206 atm.L.K".mol" ou 1,9872 cal. K 'mol™); e da identidade

desses fragmentos, representada por b, sendo b = 4 se os fragmentos sao distintos e b =1 se os

fragmentos sdo complementares, como mostra a eq. (3.10).

1
o =
KCb

- AG
+1 gendo K= CXP( L J (3.10)

A probabilidade de um pareamento ocorrer ¢ definida por:

X = o -2 -1 (3.11)
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Assim, a probabilidade de pareamento decresce de 1 para 0 a medida que o aumenta de

~1 para © (infinito).

A extensao que ocorre quando duas moléculas ssSDNA formam um par hibrido ¢ 100% fiel,
ou seja, o algoritmo de extensao implementado nao considera os possiveis erros (mismatches)

inseridos na molécula sendo estendida por uma polimerase.

bl

Quando novos pareamentos nido sio mais observados'”, a etapa de colisio entre as
moléculas de ssDNA ¢é suspensa. Nesse momento, as moléculas que hibridizaram e foram
estendidas (dsDNA) sdo desnaturadas e inseridas novamente no conjunto de moléculas ssSDNA,
juntamente com aquelas que nao hibridizaram para que uma nova etapa de colisdes seja repetida
e fragmentos maiores sejam obtidos. Este processo ¢ repetido até que novos pareamentos nao
sejam mais observados durante as colisdes. Ao final de cada uma das etapas de colisoes, ¢
possivel obter métricas relevantes como nimero de cruzamentos e eficiéncia da remontagem. Por
fim, ¢é feita a modelagem da PCR com primers. Nessa simulagdo, primers correspondentes as

extremidades das sequéncias parentais sao utilizados para selecionar as sequéncias remontadas

que podem representar seqiiéncias completamente remontadas (fu/-length).

O modelo Maheshri—Schaffer permite que a formacao e a distribuicdo dos cruzamentos
sejam analisadas a cada ciclo de PCR, sendo possivel assim avaliar também os cruzamentos
ocorridos entre fragmentos que nio foram remontados completamente e como esses ultimos

podem influenciar no resultado final do experimento de shu/fling.

Para realizar a validacao do modelo, os autores realizaram experimentos de DNA shuffling in
vitro e in silico, com um fragmento de DNA de tamanho 769 pb contendo o gene gfp (Green
Fluorescent Protein). No experimento zn vitro, a fragmentacao do parental foi realizada pela enzima
DNase I, sendo descartados os fragmentos menores do que 25 pares de bases. A distribui¢ao dos
tamanhos dos fragmentos produzidos pela simulacdo 7# siico da fragmentagio do parental
(utilizando o processo de Poisson), segundo os autores, mostraram-se de acordo com a

distribuicao dos tamanhos dos fragmentos obtidos 7 vitro (dados nao apresentados no trabalho).

Fragmentos resultantes da fragmentacao de tamanhos compreendidos em diferentes
intervalos foram submetidos a diferentes reagcdes de PCR sem primers a fim de avaliar a influéncia

do tamanho dos fragmentos em sua remontagem. Foram executados 30 ciclos de PCR sem

19 Isto ¢, se ap6s 10 tentativas, novos pareamentos nao ocorreram.
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primers para promover a remontagem, e os fragmentos resultantes foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose. O tamanho dos fragmentos obtidos foi determinado pela analise

desta imagem digitalizada. Simultaneamente, foi realizada a simulag¢do 7 si/ico da remontagem.

Os graficos apresentados na Figura 3.9, adaptados de Maheshri e Schaffer (2003), foram
apresentados pelos autores para que os resultados experimentais fossem comparados diretamente
com os resultados obtidos do modelo. Nestes graficos, os resultados dos 30 ciclos de PCR foram
comparados com os resultados obtidos de 14 ciclos de execucao do programa. A unidade para a
medida de intensidade do gel ¢ arbitraria. Com relagao as concentragOes iniciais (medidas em
ng/ul) e aos tamanhos médio (AFS) e minimo (MFS) dos fragmentos, medidos em pates de bases

(pb), em cada um dos quatro experimentos apresentados na Figura 3.9 tem-se:

Figura 3.9 (a): concentrac¢ao inicial dos fragmentos = 8, AFS = 45 ¢ MFS = 25;

Figura 3.9 (b): concentragao inicial dos fragmentos = 120, AFS = 45 e MFS = 25;

Figura 3.9 (c): concentragao inicial dos fragmentos = 8, AFS = 50 e MFS = 50;

— Figura 3.9 (d): concentracao inicial dos fragmentos = 120, AFS = 50 e MFS = 50;

Considerando a concentracio inicial dos fragmentos de 8 ng/ul e tamanho médio de 25 pb
(Figura 3.9 (a)), ambos os experimentos, 7 vitro € in silico produziram um pico na intensidade do
gel em torno de 750 pb, valor este proximo ao tamanho do gene gfp. Quando a concentragao dos
fragmentos foi aumentada para 120 ng/ul (Figura 3.9 (b)) um pico um pouco mais largo em
torno de valor 750 pb foi observado tanto experimentalmente como pelo modelo. Note que para
esses dois experimentos, o modelo foi capaz de capturar corretamente a tendéncia do pico (mais
fino e mais largo) observado z vitro. Consideragoes similares podem ser observadas nos graficos

da Figura 3.9 (c) e (d), nos quais fragmentos maiores foram utilizados.

O Apéndice B, Secao B.1 descreve os detalhes necessarios a execucao do software Shufflt,
apresentando uma breve descri¢ao de cada um dos arquivos que compdem a implementagao do
modelo bem como a descricio e a localizacido das variaveis que devem, necessariamente, ser
modificadas a fim de que a execucdo do Shufflt represente uma reacdo de DNA shuffling em

particular.
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Figura 3.9. Graficos comparativos entre os resultados z silico (modelo) e in vitro (experimento) do DNA

shuffling do gene gfp.

3.4 O modelo eShuffle

Moore e colaboradores (2001) desenvolveram uma ferramenta computacional chamada eShuffle
para avaliar a geragdao de cruzamentos em experimentos de DNA shuffling. A ferramenta é baseada
em um modelo proposto pelos autores que considera o valor da variacio da energia livre de
Gibbs (AG) resultante de cada possivel evento de pareamento entre fragmentos distintos, para

determinar qual deles é o mais provavel de acontecer.
3.4.1 Introducio

Diferentemente do DRIVeR, no modelo eShuffle, o conhecimento da seqiiéncia de bases que
compdem cada um dos parentais é importante, uma vez que o calculo da energia livre depende
das bases que irdo se sobrepor em uma determinada regido de pareamento. O modelo permite
avaliar como o comprimento dos fragmentos, a temperatura de pareamento, a identidade entre as
sequéncias e o numero de seqiiencias parentais influenciam no nimero, tipo e distribuicio dos

cruzamentos ao longo das novas sequéncias remontadas resultantes do shuffling. O modelo
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considera basicamente duas etapas do processo de shuffling: o pareamento e a remontagem dos

fragmentos.

A modelagem proposta para o evento de pareamento envolve conceitos de termodinamica
bem como utiliza os parametros do modelo Nearest Neighbor aplicado a acidos nucleicos, ou
simplesmente NN (CROTHERS; ZIMM, 1964). Os conceitos de termodinamica utilizados bem
como o modelo NN estiao descritos na Secao 3.4.2. As secoes 3.4.3 e 3.4.4 descrevem o modelo

proposto para os eventos de pareamento e para a remontagem dos fragmentos, respectivamente.
3.4.2 Conceitos de termodinamica e o modelo Nearest—Neighbor

O modelo eShuffle proposto por Moore e colaboradores assume que durante a etapa de
pareamento os fragmentos competem entre si pela escolha do fragmento ao qual irdo se parear.

Esta competi¢io é quantificada pelas leis do equilibrio termodinamico, que permitem inferir:

— qual fracao dos fragmentos ira se parear a uma dada temperatura;

— como os eventos de pareamento estardao distribuidos entre aqueles fragmentos que
envolvem diferentes tamanhos de seqiiéncias complementares, ou regides de
sobreposi¢ao;

— qual a propor¢ao de eventos de pareamento que irdo envolver wismatches, ou seja, qual a
porcao dos fragmentos que nao compartilham regides inteiramente complementares irao

S¢ parcar.

A termodinamica envolvida no evento de pareamento entre fragmentos de DNA pode ser
analisada por meio da utilizagdo dos parametros do modelo Nearest-INeighbor, que descrevem a
contribui¢ao da entalpia e da entropia de cada par de bases vizinhas existentes em uma regiao de
sobreposicao. Como referéncia basica para a descricio dos conceitos de termodinamica

apresentados a seguir utilizou-se Russell (2000).

A entalpia H mede o conteddo de energia térmica de um sistema, cuja vatiacio,
representada por AH, mede o calor liberado ou absorvido por este sistema para uma dada
transformagao ocorrida sob pressio constante. A entropia S mede a desordem de um sistema e
sua variacao (AS) revela se o sistema sofreu aumento ou diminuicdo da desordem apds a
ocorréncia de determinada reacao. As variagoes de entalpia e entropia de um sistema ou reagao

sao estabelecidas pelas equagdes (3.12) e (3.13), respectivamente.

AH=H (3.12)

produtos — - “reagentes
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AS = Sprodums - Sreagentes (3‘13)
nas quais:

produtos = entalpia dos produtos

reagentes = entalpia dos reagentes
S rodutos = entropia dos produtos
S eagentes = entropia dos reagentes
AH = variagao de entalpia do sistema
AS = variagao da entropia do sistema

Com base nos valores das equagdes (3.12) e (3.13) tem-se:

AH <0, indicativo que a reagdo libera calor, e por isso ¢ dita exotérmica
AH > 0, indicativo que a reacdo absorve calor, e por isso ¢ dita endotérmica
AS <0 indicativo que o sistema, apds a reagdao, se torna Mmenos
)
desordenado
AS > 0, indicativo que o sistema, apos a reagao, se torna mais desordenado

Uma reagdo ocorre mais espontaneamente sempre que:

— mais calor liberar, ou seja, quanto menor for o seu AH;

— mais desordenado se tornar o sistema apods a reacao, ou seja, quanto maior for o seu AS.

E importante notar, entretanto, que a espontaneidade de uma reaciao depende da entropia
total, isto é, da entropia do sistema e de sua vizinhanga, e nao apenas da variagao associada ao
sistema. Se for considerado, por exemplo, o universo como vizinhanga, o céalculo se torna
impraticavel. Como soluc¢do, considera-se que as reagdes ocorrem sob pressio e temperatura
constantes pois, desta forma, a entropia da vizinhanca depende somente da quantidade de calor
transferido da reagdo para a vizinhanca e da temperatura na qual esse calor ¢ transferido,
representados pelas variaveis calor absorvido pela vizinhanga (calor_viz) e temperatura (T), como
mostra a eq. (3.14)

_ calor _ viz (3.14)

vizinhanca —
¢ T

AS
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Sob pressao e temperatura constantes, o calor absorvido pela vizinhanga correspondera ao

calor liberado pelo sistema. Se o sistema libera calor para a vizinhanca, AH ¢é negativo. Desta

forma, a eq. (3.14) pode ser reescrita como a eq. (3.15).

T AHiem (3.15)
vizinhanca
T

AS

Assim, é possivel calcular a entropia total como a soma das entropias do sistema mais a

entropia das vizinhancas:

AStotal = ASsistema +AS vizinhanca
AH g ema
AS total — AS sistema e
T
- TAStotal = AIﬁIsistema —T* ASsistema (316)

A fim de facilitar a definicao de reagao espontanea, utiliza-se a fun¢ao de Energia Livre de

Gibbs, denotada por G, que estabelece uma relagao entre entalpia e entropia:

G=H-T*S (3.17)

Analogamente, define-se a variagdo da energia livre de Gibbs (AG) como:

AG =AH -T * AS (3.18)

~ N : 20
para uma reagdo que ocorre a temperatura constante T, expressa em Kelvin®™ (K).

Alternativamente, ¢ possivel definir a variacdo da energia livre de Gibbs pela eq. (3.19):
AG = R*T *In(T) (3.19)

E possivel agora definir a espontaneidade de uma reagdo com base apenas no valor da
variacao de sua energia livre. As relagdes entre variacao de energia livre e espontaneidade de uma
reagao, considerando-se pressio (P) e temperatura (T) constantes, estao sumarizadas na Tabela

3.5.

20 A conversio de graus Kelvin (K) para graus Celsius (C) ¢ dada por C = K —273,15.
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Tabela 3.5. Relagdo entre a variacdo da energia
livre de Gibbs e a espontaneidade de uma reagio.

AG (P e T constantes) Reacao
<0 Espontanea
=0 Em equilibrio
>0 Nio espontianea

Uma vez definida a energia livre de Gibbs, é possivel apresentar o modelo Nearest-INeighbor
(NN). O modelo NN, descrito para acidos nucleicos, assume que a estabilidade da ligacio entre
um determinado par de bases depende da identidade e da orientagao dos pares de bases vizinhos
a este em uma regiao de sobreposicao (SANTALUCIA, 1998). Segundo o modelo, dois pares de

bases vizinhos contribuem com um determinado valor de variacio de entalpia (AS) e entropia

(AH) para o calculo da energia livre total correspondente a regido de pareamento. Mais
precisamente, de acordo com o modelo NN, a energia livre deve ser calculada como a soma de

trés termos distintos (FREIER, 1986):

— a energia livre de iniciagdo de uma hélice (fita dupla de DNA) associada com a formagao
do primeiro par de base da fita dupla;

— soma da energia livre associada com cada um dos pares de bases subseqiientes, sendo
este evento denominado propagacio; e

— energia associada a simetria das moléculas, ou seja, se estas sao ou ndo complementares

entre si.

Considere os pares de bases complementares A—T e C-G. A notagao utilizada para

em uma regiao de sobreposi¢ao
3'"TG 5!

representar a ocorréncia consecutiva dos pares de bases

(fita dupla de DNA) ¢ AC/TG. Dadas as quatro bases A, C, G e T que compdem a molécula de

DNA, dezesseis pares de bases distintos e perfeitamente pareados, isto é, sem mismatches, podem

ocorrer em uma tregidao de sobreposicdo, sio eles: AA/TT, TT/AA, AT/TA, TA/AT, CA/GT,
TG/AC, GT/CA, AC/TG, CT/GA, AG/TC, GA/CT, TC/AG, CG/GC, GC/CG, GG/CC,

CC/GG. Pares de bases com wmismatches também podem ocotrer em uma regido de sobreposi¢ao.

A Figura 3.10 apresenta dois exemplos de regides de sobreposi¢ao entre dois pares de
fragmentos de DNA distintos, nas quais os pares de bases vizinhos que contribuem para a

estabilidade do pareamento estio destacados dois a dois.
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(b)

pares de bases vizinhos e

l_Il_Il_Il_Il_/ﬂ/_\I\‘ complementares I
5’ CTCTGGA,’CT‘\‘3’ 55 ATAGCGCTZJ3
L |
33 GACCTGACTCGY 3 CGACY

L
L
L
L
L
L
C

<
Il
<
<
I
W

Figura 3.10. Duas regides de sobreposi¢do entre dois pares de fragmentos de DNA distintos. Os pares de
bases vizinhos e consecutivos estao indicados pelos simbolos M e L.

Seja v o tamanho de uma regido de sobreposi¢ao entre duas sequéncias de fita simples de
DNA. A variagdo da energia livte de Gibbs para um determinado recombinante cuja regiao de

sobreposi¢ao tem tamanho v é dada pela eq. (3.20):

vl (3.20)
AG = Z (AHi,i+1 —TAS; i1 )+ (AHimciagao — TAS piciacio )+ (AH simetria — LS gimetria )
i=1
v—1
AG = z (AGi,i-H )"‘ AG iniciacio ~ AG gimetria

i=1

A Tabela 3.6 apresenta os valores de AS e AH propostos por Allawi e SantalLucia (1997),
Sugimoto et al. (1996), Santalucia et al. (1996) e Breslauer (1986), para uma temperatura
constante de 310K (ou 37°C) e 1 M NaCl para os dezesseis pares de bases sem wmismatches. A
Tabela 3.6 traz ainda os valores sugeridos em cada uma das referéncias para os parametros
iniciacao e simetria. Valores de AS e AH para pares de bases com mismatches podem ser encontrados
nas seguintes referéncias: (ALLAWI; SANTALUCIA, 1998), (ALLAWI; SANTALUCIA, 1997) e
(HE et al,, 1991).
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Tabela 3.6. Valores de variacio de entropia (AH) e entalpia (AS) para os pares de bases vizinhos.

ALLAWTI; SUGIMOTO SANTALUCIA BRESLAUER
SANTALUCIA 1997 et al., 1996 et al., 1996 et al., 1986

Par NN AH AS AH AS AH AS AH AS
AATT 79 222 8,0 219 84 3.6 91 224
TT/AA

AT/TA 72 20,4 56 152 65 18,8 86 239
TA/AT 72 2153 6,6 18,4 63 18,5 26,0 16,9
CA/GT 85 227 82 210 74 193 58 12,9
TG/AC

GT/CA 8.4 024 9.4 255 8.6 23,0 65 173
AC/TG

CT/GA 78 210 6,6 164 61 16,1 78 208
AG/TC

GA/CT 82 202 88 235 77 203 56 135
TC/AG

CGIGC 10,6 272 11,8 2290 10,1 255 119 278
GC/CG 98 -24.4 -10,5 -26,4 -11,1 -28,4 -11,1 -26,7
GG/CC 8.0 19,9 10,9 284 67 156 1,0 266
CC/GG

Iniciacio C/G 0.1 28 0.6 9.0 0 59408 0 16,77
Iniciacio T/A 253 41 0,6 9,0 0 00432 0 220,13
Simetria® 0 14 0.0 14 0 14 0 134

Unidades dos patrametros: AH é dado em kcal/mol e AS é dado em cal/Kmol.
*a simetria s6 se aplica a seqUéncias que sio complementares entre si (seffcomplementares). Caso
contrario o valor do parametro simetria é zero.

Como exemplo, considere o calculo da energia livre da regiao de sobreposicao mostrada na

Figura 3.10 (a), considerando que a reagdao ocorre a temperatura de 310K e pressio constante, e

os valores de AS e AH sugeridos por Allawi e Santalucia (1997).

AG =(AHer ga = T*AScr )+ (AH g ac = T*AStg ac) +(AHggcc = T*ASggcc) +
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(AHga et = T*ASga cr) +(AH pc /16 = T*ASpc/rg) +(AHer ga = T*ASer ga) +

(AH iniciagio — T*AS iniciacio )+ (AH simetria T*AS simetria )

= (=7800 — 310 * —21,0) + (—8500 — 310 * 22,7) + (=8000 — 310 * —19,9) +
= (—8200 — 310 * —22,2) + (=8400 — 310 * 22,4) + (7800 — 310 * 21,0') +
= (100—310*-2,8)+ (0 =310 *—1,4)

=—8982 cal = —8,982 kcal

3.4.3 O modelo de pareamento

Uma vez apresentados alguns dos conceitos de termodinamica necessarios, bem como o modelo
NN, ¢ possivel descrever o modelo de pareamento proposto por Moore et al. (2001). Na
descricdo desse modelo, os fragmentos também podem ser chamados de zemplates e dois

fragmentos que se parearam formam um complexo chamado duplex.

Durante o experimento de DNA shuffling, apos as seqiiéncias parentais terem sido
fragmentadas, e estes fragmentos posteriormente desnaturados, estes irdo se parear a fim de que a
remontagem dos fragmentos ocorra. F preciso lembrar que a possibilidade de pareamento de um
dado fragmento, provavelmente, nio sera unica. Como exemplo, considere o zemplate A =
TGATGCGCGCTA que compartilha regides complementares com os fragmentos I, =
GCGAGCTGAG, F, = GCTCTGTTGC, F, = GATGAGCTC ¢ F, = GGATAGCTA.
Diferentes tamanhos de sobreposi¢oes, contendo ou nao mismatches, podem ocorrer entre o

template e cada um destes fragmentos, como mostra a Figura 3.11.

Dadas as quatro possibilidades de pareamentos entre o femplate A e os fragmentos F,, F,, F,
e F,, o modelo assume que o pareamento mais provavel de acontecer é o que resultar em uma
menor energia livre, uma vez que este tipo de reacio ¢ mais espontanea. Genericamente, uma
sobreposi¢ao de tamanho v entre dois fragmentos quaisquer sera representada como mostrado na

Figura 3.12.
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template A template A
P e
Y N
[T TTTTTTT T T T TT 1] | |
TGATGECGECGCT TeaATGCGa n
ccencTGAG ecmc TTGC
N B || | L L[]
F; F2
template A template A
e
T T L L LI T L] LTl
TGATGCGCGCTA TGATGCGC]GCTA
GATGEGAGCTC GcaTRrRGCTA
I I e I I
F3 Fs

Figura 3.11. Diferentes pareamentos entre o femplate A e cada um dos fragmentos Fi, Fa, F3 e Fy, com
diferentes tamanhos de sobreposicio, contendo ou nao mismatches (destacados com por um retingulo).

Figura 3.12. Representagio genérica do pareamento entre dois fragmentos de DNA com uma regido de

sobtreposicdo de tamanho v.

Uma vez que a energia livre associada a um evento de pareamento pode ser calculada, as
diferentes possibilidades de pareamento entre o femplate e cada fragmento podem ser estimadas
sob diferentes temperaturas pelo modelo proposto. Considere que a reagao de pareamento de um

template A e um fragmento F, formando o duplex AF, seja representada por:

A+F << AF (3.21)

Na situagao de equilibrio, a proporg¢ao entre a concentragao do reagente e do produto se
mantém constante. Essa proporcao ¢ expressa pela constante de equilibrio K(T), que relaciona a
fracio molar dos ‘zemplates, fragmentos (reagentes) e duplexes (produtos) em diferentes
temperaturas. A constante de equilibrio K, em uma dada temperatura T, para a reagao
representada na eq. (3.21) ¢ dada por:

_ AR _ AG_(T)j (3.22)
K(T)_ XAXp - p( RT
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. ~ ~ 0 ~
Considere que x representa a fracao molar dos elementos na reacio e x a concentracio

PR . 0 ~
inicial dos elementos na mistura, de forma que x, =X, —Xp representa a concentragao dos

templates (A) que nao se parearam enquanto Xg :X% —X,p representa a concentracdo dos

fragmentos (F) que nao se parearam a um femplate A.

Seja a(T) a curva de pareamento definida como a fragao dos femplates que se parearam a

uma temperatura T. Essa curva é dada pela eq. (3.23).

0 0

_XAF _ XA TXA XA XA XA (3.23)
a(T) = 0o 0o 0 0 0
XA XA XA XA XA

A temperatura de melting T, ou temperatura de pareamento, ¢ definida como a temperatura
na qual metade dos #emplates esta na forma de hibridos, ou seja, estao formando duplexes. A
utiliza¢do da férmula (3.23), descrita pelo modelo de energia livre, para o calculo da temperatura
de melting tem mostrado bons resultados quando comparados com os resultados obtidos pela

utiliza¢ao de férmulas determinadas empiricamente.

Observa-se que, em geral, quanto maior é a regiao de sobreposicao entre dois fragmentos
maior ¢ a temperatura de welting, enquanto que pequenas regides de sobreposi¢ao, ou a ocorréncia
de mismatches, ou ainda um baixo conteido de bases CG, contribuem para diminuir a temperatura

de melting.

A eq. (3.21) considera que apenas um fragmento F concorre pelo pareamento com um
determinado femplate A. Porém, como exemplificado na Figura 3.11, existem fragmentos de
diferentes tamanhos, origens e regides de sobreposicio” competindo por um mesmo Zemplate. A

eq. (3.24) reescreve a eq. (3.21) para acomodar essas informagoes,

A+F_ <> AF__ (3.24)

na qual m indica o parental do qual o fragmento F ¢ originario e v indica o tamanho da
sobreposi¢ao entre o fragmento F e o zemplate A durante o pareamento. Dessa forma, a
seletividade de um determinado fragmento F, originario do parental m e cuja sobreposi¢ao com o
template A tem tamanho v, também ¢ dependente das concentragoes de todos os outros
fragmentos (originarios dos diferentes parentais) que também podem se parear com o zemplate.

Esta seletividade ¢ dada pela eq. (3.25), sendo ela dependente da temperatura.

21 Com ou sem wmzismatches.
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XAE
Sy (T) = z—m (3.25)
XE .-
v,m

A diferenca de energia livre entre as possiveis escolhas para a ocorréncia de um evento de
pareamento e a concentra¢ao relativa dos fragmentos na mistura determinam qual o pareamento
¢ dominante em uma dada temperatura. Por exemplo, em altas temperaturas, o pareamento entre
fragmentos que possuem grande sobreposi¢ao com o femplate e no qual ndo ocorrem mismatches
sao dominantes sobre todos os outros possiveis hibridos, devido a alta entalpia que estes
proporcionam a rea¢ao. Com a diminui¢ao da temperatura, ha um favorecimento da ocortréncia
de eventos de pareamento entre femplates e fragmentos que compartilham uma menor regido de

sobreposi¢ao e até mesmo entre regides que se sobrepdem com alguns wismatches.

Como em experimentos de DNA shuffling os tamanhos dos fragmentos utilizados estio
distribuidos em um intervalo conhecido, e devido a seletividade para o pareamento ser
dependente da temperatura, deve-se considerar que hibridos sio formados ao longo de todo um
intervalo decrescente de temperaturas que vai desde a temperatura de desnaturagdo até a
temperatura minima utilizada na etapa de pareamento, e nao apenas em uma dada temperatura

fixa. Dessa forma, para representar a seletividade total S|, de um dado fragmento originario do

parental m cuja sobreposicio com o femplate A tem tamanho v ao longo de um intervalo de

temperaturas, ¢ necessario integrar a seletividade S, (T) com relacio a temperatura, como

mostrado na eq. (3.26).

o o [T da(T) o0 (3.26)

mv T mv dT

pareamento

Dado um conjunto de fragmentos competindo por um dado zemplate A sob um

determinado intervalo entre a temperatura de desnaturagdo e temperatura de pareamento, S,

quantifica a seletividade global do zemplate A sobre um fragmento F.
3.4.4 Remontagem dos fragmentos

O processo de remontagem dos fragmentos é modelado como sucessivos eventos de
pareamentos. Nesse momento, a seletividade do evento de pareamento ¢ dependente apenas da
complementaridade entre o zemplate e os fragmentos que competem entre si pela hibridagao,

sendo que o femplate corresponde ao udltimo fragmento remontado até o momento. Para
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simplificar a apresentacao da modelagem dessa etapa de remontagem dos fragmentos, apenas

fragmentos de um mesmo tamanho L serdo considerados.

O objetivo principal da modelagem da remontagem dos fragmentos é responder a seguinte

pergunta: qual ¢ probabilidade que uma seqiiéncia completamente remontada, com B

nucleotideos, contenha x cruzamentos? Esta probabilidade ¢é representada por []*.

O pareamento de um fragmento cuja dltima base encontra-se na posi¢ao i — 1 com um
fragmento de tamanho L, cuja sobreposi¢io entre eles tem tamanho v*, implica que o fragmento
resultante tera o tamanho (1 — 1)+(LL — v), e esta serda a nova posi¢ao i — 1 na qual o préximo
fragmento deve se hibridar dando continuidade a remontagem sucessiva dos fragmentos. A
Figura 3.13, adaptada de Moore et al. (2001), mostra um esquema do processo de remontagem

dos fragmentos.

{a) {h) {c)

Fragmentos previamente
remontados i—1 fi—11+ (L=

/em-ﬂe
Dtjfl“:f:D’/ — s [T SR
EEEEEE

parental k L I
— —
[(TIT1T11] v L—v ponto de cruzamenta,
casom#k
parental m

paresmento do praximo fragmento

Ciclos de Remontagem dos Fragmentos

Figura 3.13. Esquema representativo do processo de remontagem dos fragmentos. No ciclo de
remontagem dos fragmentos, o fragmento resultante em (c) passa a ser o femplate em (a) ao qual outro
fragmento ird se parear, e assim sucessivamente.

O tamanho v da sobreposi¢ao pode ser qualquer valor entre 1 e L — 1. A sobreposi¢dao v =

0 ouv = L nao siao possiveis, uma vez que:

— v = 0 implica que nio ha sobreposicao entre os fragmentos, logo o pareamento nao
pode ocorrer;

— v = L implica numa sobreposi¢ao total entre os dois fragmentos, evento nao
caracterizado como cruzamento, uma vez que nao ird ocorrer a extensao dos fragmentos

pela polimerase.

22 O modelo implementado pelo eShuffle considera que sobreposi¢oes de tamanho minimo igual a 2 podem resultar
no pareamento entre os fragmentos.
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A Figura 3.14 representa todas as possiveis sobreposi¢des que podem gerar cruzamentos
entre dois fragmentos de origens m e k, ambos de tamanho L, caso m e k representem parentais

distintos.

(@) (b)
[CITT] [TTTT]
m k [ITTT] CITTT]
(111 D ——
< > < > (©) (d)
L L [TTTT] [TTTT]
CITTT] [TTTT]

Figura 3.14. Possiveis sobreposi¢oes entre dois fragmentos originarios dos parentais m e k, ambos de
tamanho L, os quais podem resultar em cruzamentos, caso m # k.

Considere inicialmente Pj. como sendo a probabilidade de que a remontagem, a partir de
uma posi¢ao qualquer i até a posicio B de uma seqiiéncia de DNA, contenha exatamente x
cruzamentos, dado que o fragmento que termina na posi¢ao i — 1 ¢é originario do parental k.
Quando um fragmento I originario do parental m pareia-se a um fragmento F, originario de um
parental k, se m = k, ocorre a formagao de homoduplex, se m # k, um heteroduplex é formado,

ou seja, um cruzamento ocorreu entre os parentais m e k. Caso o fragmento do parental k tenha

se pareado a um fragmento originario do parental m na posicio i, e m # k, para o cilculo de Py ¢

necessario calcular ainda a probabilidade de que x — 1 cruzamentos ocorram no restante da

sequiéncia remontada até a posi¢ao B.

Como as probabilidades de ocorrer uma sobreposi¢ao de tamanho v =1, 2, ..., L — 1 sdo

mutuamente exclusivas e as mesmas dependem da seletividade do fragmento em relacio ao

template em uma dada temperatura, temos que a probabilidade P ¢ dada pela eq. 3.27.

L1 L1 1 (327
Py = ZskvpﬁuL—v,k + Z Zsmvpi):—L—v,m' )
v=1

m=#k v=1

Vx>0,Vi>LeVk

O primeiro termo no cilculo de Py representa o caso onde o primeiro fragmento
remontado nio ¢ originario do parental m e sim do parental k, desta forma, a primeira
remontagem nao gera cruzamento. Este fato exige que na remontagem dos fragmentos restantes,

ocorram exatamente X cruzamentos. Diferentemente, o segundo termo considera que o primeiro
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fragmento remontado ¢ originario do parental m e que m # k, de maneira que um primeiro
cruzamento ocofreu e, por isso, sao necessarios apenas a ocorréncia de x — 1 cruzamentos nas

remontagens seguintes.

Sabendo como calcular Py, é possivel determinar o valor de [[*. Inicialmente no
processo de remontagem, qualquer que seja o fragmento inicial, este possui tamanho L, o que
implica dizer que qualquer que seja a sobreposicao do fragmento que se pareou a este, 0Os NOVOS
nucleotideos serdao inseridos a partir da posicao i = L + 1. Além disso, no estado inicial da
remontagem, temos que a probabilidade de que o fragmento a dar inicio a uma nova seqiiéncia
sendo remontada seja originario do parental m se iguala a concentracio relativa (C,. ) deste
parental na mistura, o que implica que a probabilidade de que a seqiéncia remontada (full-length)
contenha x cruzamentos, corresponde a probabilidade de que ocorram x cruzamentos apos a

posicao L + 1, dada pela eq. (3.28).

O = ZCmpﬁ‘H’m, x=0,1,2,... (3.28)

m

As seguintes condicoes limitantes sio consideradas para o cilculo de [[* para garantir que

nenhum cruzamento ocorre apds a posi¢ao i = B:

_ Py =1 Vi>BeVk

P =0 Vx>0,Vi>Be Vk

Assim, o modelo proposto de remontagem, permite estimar qual a fracao dos fragmentos

remontados irdo conter x = 0, 1, 2, ..., cruzamentos.

Informacgoes relevantes sobre como executar o software eShuffle, estio descritos no
Apéndice C, Secao C.1. A Secao C.2 do Apéndice apresenta o pseudo-codigo do algoritmo que
subsidia o software eShuffle. Por fim, na Se¢ao C.3 ¢ apresentado um estudo sobre a influéncia
da utilizacao de diferentes valores do modelo NN encontrados na literatura sobre as estimativas

do eShuffle.
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3.5 O modelo Sun

Diferentemente do modelo proposto por Patrick et al. (2003), implementado pelo software
DRIVeR; do modelo proposto por Moore et al. (2001), implementado pelo software eShuffle; o
do moldelo proposto por Maheshri e Schaffer (2003) e implementado pelo software Shufflt; O
modelo matematico proposto por Fengzhu Sun (1999) para modelar o DNA shuflling nao é
disponibilizado via software. Em contato com o autor, Sun informou que nao dispunha de
nenhuma implementacio que pudesse fornecer (informacio pessoal)”. Desta forma, a descri¢io

que segue baseou-se apenas na publicagao original do modelo proposto.
3.5.1 Introducio

Fengzhu Sun (1999) prop6s um modelo matematico para modelar o DNA shauflling e estudou o
progresso de experimentos desse tipo com base no modelo. O modelo proposto consiste de duas
partes principais. A primeira delas refere-se a aplicacio do modelo de Lander—Waterman
(LANDER; WATERMAN, 1988) para o mapeamento fisico dos clones por meio de fingerprinting
de clones randomicos a fim de modelar a distribui¢ao das regides que podem ser remontadas pelo
shuffling, ou seja, das regides onde cruzamentos podem ocorrer. A segunda parte do trabalho
apresenta um modelo para a recombina¢do de fragmentos de DNA originarios de parentais

distintos. Cada uma das partes do modelo serdao descritas separadamente nas se¢des 3.5.2 e 3.5.3.
3.5.2 O modelo de distribuicao de clones randémicos

O modelo de clones randomicos, proposto por Lander—Waterman (LANDER; WATERMAN,
1988) foi inicialmente aplicado em projetos de mapeamento fisico de DNA por meio de
fingerprinting. Nesse tipo de projeto, deseja-se determinar a seqiéncia de 4acidos nucleicos de um
determinado organismo. Devido a limitacGes inerentes ao processo de clonagem e de
seqiienciamento, sequiéncias muito longas nao podem ser clonadas diretamente e seqiienciadas.
Desta forma, para a determinagao da composi¢ao de seqiiéncias longas, elas sao primeiramente
fragmentadas em seqiiéncias menores, amplificadas e, em seguida, sua composicao determinada
pela utilizagao de técnicas de seqlienciamento. Os fragmentos seqiienciados sio, em seguida,

remontados para que a seqiéncia completa do organismo seja determinada.

23 SUN, F. Modeling DNA Shuffling. Mensagem recebida por lumontera@gmail.com em 20 de Abril de 2007.
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Considere um conjunto de fragmentos a serem remontados. A remontagem ¢ feita
basicamente pela unido de fragmentos que se sobrepéem, ou seja, fragmentos que compartilham
regides complementares. Desta forma, fragmentos que possuem regides complementares unem-
se para formar um fragmento maior. O agrupamento de um conjunto de fragmentos ¢
denominado ilha. Apés a analise e o agrupamento em ilhas dos fragmentos do conjunto inicial,
inimeras ilhas podem ter sido formadas. Regides desconexas entre as ilhas sio denominadas
oceanos. Como exemplo, considere a remontagem de uma seqiéncia de DNA de um
determinado organismo cujo tamanho é M pares de bases. A Figura 3.15 representa tres ilhas (a),
(b) e (c) formadas pela uniao de trés, dois e um fragmento, respectivamente, remontadas a partir
do sequienciamento de fragmentos randomicos de uma biblioteca de clones, bem como os

oceanos existentes entre elas.

0 M

Figura 3.15. Ilhas e Oceanos. Ilhas formadas por: (a) trés, (b) dois e (c) um fragmento. As regides de
espacos (gaps) entre as ilhas sio os oceanos.

Supondo que a sequéncia completa do organismo de interesse (genoma) esteja
perfeitamente representada em uma biblioteca de clones, e que todos os fragmentos utilizados na
construcdao da biblioteca tenham o mesmo tamanho, a localizacio dos clones randomicamente
selecionados e seqiienciados ** 20 longo do genoma original foi modelada segundo o Processo de

Poisson, para o qual as seguintes variaveis sao definidas:

M corresponde ao tamanho da sequéncia gendmica a ser determinada, em pares de

bases;

L cotresponde ao tamanho dos clones;

N corresponde ao nimero de clones;
— C = L*N/M corresponde ao numero esperado de clones que itdo cobrit um

determinado ponto randémico ao longo do genoma;

Q corresponde ao tamanho necessario de sobreposi¢ao entre fragmentos para que estes

sejam inseridos em uma mesma ilha;

24 Como comentado anteriormente, clones sdo copias de um mesmo fragmento de DNA.

118



Capitulo 3 — Revisdao de Quatro Modelos para o Processo de DNA shuffling

— 0 = Q/L cotresponde a fracio de sobreposicio necessitia para que dois fragmentos

sejam unidos em uma mesma ilha.

Por simplicidade, assume-se que o tamanho dos clones seja 1, (. / L = 1) e, desta forma, o
tamanho do genoma g passa a ser ¢ = M / L e o nimero esperado de clones que cobrem um
determinado ponto randémico ¢ = N / g. O genoma completo encontra-se no intervalo (0, g).
Assume-se que os fragmentos randomicos estiao distribuidos ao longo do DNA genémico de
acordo com a distribuicao de Poisson (eq. (3.29)) com o parametro c; assim, a probabilidade de

que existam k fragmentos cuja extremidade direita encontra-se no intervalo de tamanho t é dado

por:
e —ct ct k

P(k) ==

(3.29)

Alguns dos resultados desse modelo podem ser utilizados no contexto do DNA shuffling.
Pode-se dizer que as ilhas representam regides que podem ser remontadas pelo shuffling e os
oceanos regides que nio podem ser remontadas. F possivel assumir também que o tamanho
esperado de uma ilha corresponde ao tamanho médio das regides que serdo remontadas durante
o shuffling. Desta forma, os resultados apresentados no trabalho do Lander—Waterman foram

reescritos no contexto do problema de DNA shuffling e estao apresentados no Teorema 1.

Teorema 1. Seja 0 a fracio de comprimento que dois fragmentos devem compartilhar a
fim de parearem e, em seguida, serem estendidos por uma polimerase, N o numero de

fragmentos amostrados e ¢ a cobertura destes fragmentos. Tem-se que:

(i) O nimero esperado de regides que podem ser remontadas por meio do DNA shuffling é

dado por:

N * exp(—c(1-0)) (3.30)

(i) O namero esperado de regides remontadas a partir de j fragmentos (j = 1) por meio de
DNA shuffling é¢ dado por:

N * exp(—2c(1— 0)) * (1 — exp(—c(1 — 0)))™ (3.31)

(i) O numero esperado de regides remontadas a partir de pelo menos dois fragmentos ¢é

dado por:
N * exp(—c(1-0)) = N * exp(—2¢(1 - 0)) (3.32)
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(iv) O tamanho esperado de uma regidao remontada a partit do DNA shuffling (medido em

pares de bases) é dado por:

A =(exp(c(1-0))—1)/c+0 (3.33)

Como se sabe, o principal objetivo do shuffling é recombinar, em um tunico fragmento,
mutacOes presentes em parentais distintos. Por simplicidade, considere que as seqiiéncias de
DNA (fita simples) de dois parentais a serem submetidos ao shuffling diferem em apenas duas
bases, ou seja, existem apenas duas mutagOes entre os parentais, ditas M; e M,, e que essas

mutagOes estdo separadas por t pares de bases, como ilustrado na Figura 3.16.

=

Parental A

®--{1--

Parental B

M2
A
L'.l
1
1
®
D)

Figura 3.16. Parentais A e B, os quais diferem entre si em apenas duas bases, ditas mutagdes M; e Mz que
estdo separadas por t bases.

A fim de obter moléculas com ambas as mutacoes M; e M,, sendo cada uma delas
originaria de um parental distinto, é necessario que a regiao compreendida entre M, e M, seja
remontada em um dnico fragmento durante o processo de DNA shuffling. A regiao compreendida
entre essas duas mutagoes sera chamada de regiao alvo e denotada por Tar (Targe?). O objetivo é
determinar qual a probabilidade de que essa regiao seja remontada. Como comentado em Sun
(1999), “infelizmente ndo existe uma férmula explicita para o calculo desta probabilidade”.
Apesar de nio apresentada no trabalho, o autor afirma ter utilizado uma férmula aproximada
para o calculo de tal probabilidade para determinados valores de ¢, 6 e t. Um algoritmo foi
proposto, porém nao apresentado no trabalho, e os valores encontrados para a probabilidade de
remontagem de uma determinada regiao Tar, sendo t = 25, ¢ compreendido entre 4 ¢ 10 e valores

de 0 igual a 0, 0,25 e 0,50 estao apresentados na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7. Probabilidade de que uma regiao alvo de
tamanho t = 25 pb seja remontada pelo DNA shuffling.

Cobertura c

0 4 5 6 7 8 9 10

000 | 015 044 069 086 094 098 0,99
025 | 000 001 018 041 062 0,77 087

bl b

0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,08 0,19

A partir dos dados mostrados na Tabela 3.7 é possivel verificar que a fragdio minima 6 de
sobreposi¢ao necessaria para que dois fragmentos se hibridizem e, em seguida, sejam estendidos
assume um papel muito importante na probabilidade de que uma determinada regiao alvo seja
remontada pelo processo de shuffling. Considerando, por exemplo, uma cobertura c igual a 10, a
probabilidade de que uma regiao alvo cujo t = 25 seja remontada ¢ de 0,99 quando uma fracao
minima de sobreposi¢io™ entre os fragmentos é exigida comparada com apenas 0,19 quando se
faz necessario que cerca de metade do comprimento dos fragmentos se sobreponham (6 = 0,50)

para que o pareamento € a extensao ocorram.

Desta forma, a fim de garantir uma maior probabilidade de remontagem em uma
determinada regiao alvo, as condi¢oes de um experimento de DNA shuffling devem ser tais que
pequenas regides de sobreposiciao entre fragmentos sejam necessarias para que o pareamento ¢ a
extensdo ocorram. Baixas temperaturas de pareamento favorecem a ocorréncia desse evento
entre regides complementares de menor tamanho, além de permitir que ocorram mismatches nessa
regido. Tal condi¢do pode resultar em um nimero maior de mutagdes durante o processo de
shuffling. A Figura 3.17 mostra uma regidao de pareamento entre dois fragmentos onde um wismatch

ocorreu.

CTAGCGAGCTGC
| *

GATGTATAGCGT

Figura 3.17. Exemplo de pareamento com mismateh (¥).

25 O autor nio especifica qual o valor dessa fracio minima de sobreposi¢do, contudo, a representa na Tabela 3.7 pelo
valor 0,00.
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Um balan¢o entre o aumento da probabilidade de ocorréncia de pareamento nas regides
alvo e, a0 mesmo tempo, a minimiza¢ao da ocorréncia de tais mutagdes deve ser considerado em

experimentos de DNA shuffling.

E de interesse determinar também o nimero de fragmentos remontados que cobrem uma
determinada regido alvo Tar. Considerando apenas os fragmentos na diregao 5— 3°, existem k
fragmentos que cobrem a regido alvo se, e somente se, existe uma sobreposi¢ao de tamanho
minimo 0 entre cada par de fragmentos f, e f,;, sendo 1 <1 =< k — 1, e ndo existe nenhum outro
fragmento que se sobreponha ao fragmento f, com tamanho minimo 6. A Figura 3.18 mostra a
remontagem por k = 4 fragmentos da regido alvo compreendida entre duas mutagoes M; e M,,

separadas por t pares de bases.

(a)

(b)

-L

1
-
o

—_

Figura 3.18. Esquema de remontagem dos fragmentos. (a) Sobreposi¢do entre fragmentos com
extremidades complementares. (b) Apds a extensdo das extremidades 3’ dos fragmentos complementares,
tem-se uma ilha.

Como demonstrado em Lander—Waterman, é possivel afirmar que, dada uma regiao alvo
especifica, a probabilidade de que essa regido seja remontada resultando em uma ilha composta

de k fragmentos é dada por.

exp(—c(1—8))(1 - exp(—c(1-6))) (3-34)

3.5.3 O modelo de recombinacao

Na secdo anterior foi descrito um modelo para estimar a distribui¢ao randomica de fragmentos
ao longo de um genoma bem como as regides que podem ser remontadas por meio do DNA
shuffling deste genoma. Até entao, as diferencas entre organismos nao foram consideradas. Porém,

uma das principais utilizagdes do DNA shuffling é recombinar mutagdes presentes em organismos
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distintos a fim de obter moléculas hibridas. O modelo apresentado nesta se¢io descreve a

recombinacio entre fragmentos originarios de DNA de diferentes espécies.

Sejam duas seqiiéncias parentais A e B, originarias de duas espécies distintas 1 e 2, cujas
sequéncias de DNA diferem em apenas dois pares de bases, representadas por M; e M, e que a
distancia entre elas seja t pares de bases, como representado anteriormente na Figura 3.16. Seja a
fracado dos fragmentos originarios da espécie 1 representada por o e da espécie 2 representada
por 1 — a. Um fragmento randomicamente amostrado pode se parear com um fragmentos da
espécie 1 com probabilidade o e com um fragmento da espécie 2 com probabilidade 1 — a. Se
denotarmos por 0 a localizagao da mutagao M, e por t a localizacio da mutagdo M, (como
mostrado na Figura 3.18), um determinado fragmento remontado que cobre a regiao (0, t) tera
ambas as mutagdes com probabilidade p,, uma das mutagdes com probabilidade p,, e nenhuma

mutacdo com probabilidade p,, sendo p,, p; e p, dadas pelas equacdes (3.35), (3.30) e (3.37),

respectivamente.
pr =a(l-a) (3.35)
p1=(1—py—ps)=(1-2py)=(1-2(a(l-a)) =a’+(1-a) (3.36)

Po = P2 (3.37)

Observe que, quando o tamanho L do fragmento ¢ maior que a distancia t que separa as
duas mutacées, M, e M, podem nao ser recombinadas independentemente, assim, nessas
condigdes, a fracao de moléculas resultantes do shuffling contendo ambas mutagdes pertencentes a
um mesmo parental ird aumentar, enquanto que fragdo de moléculas remontadas cujas mutagdes
consecutivas sio originarias de um mesmo parenta ira diminuir caso o tamanho L dos fragmtnso

utilizados na remontagem seja < t. Tais situagoes estao esquematizadas na Figura 3.19.

123



Capitulo 3 — Revisdao de Quatro Modelos para o Processo de DNA shuffling

Parental A N N

Parental B PY P
——
t

(b) Possiveis fragmentos cujo tamanhoL >t () Possiveis fragmentos cujo tamanho L < t

Parental A Parental B Parental A Parental B
—] 1 ——0— —{1 —o-
—] —— —_+ —o-

1 L e e

Figura 3.19. Distintos tamanhos de L. (a) Dois patentais A e B que diferem em dois pares de bases
distantes entre si por t pares de bases. (b) Fragmentos resultantes da fragmenta¢do enzimatica cujo
tamanho é L > t. (c) Fragmentos resultantes da a¢ao enzimatica cujo tamanho é L = t.

Considerando fragmentos de tamanho L qualquer, novas probabilidades para o numero de
mutacOes presentes em um fragmento remontado devem ser calculadas. Com base no esquema
apresentado na Figura 3.19, temos que, a fim de possuir as duas mutagoes M, e M, (originarias de
parentais diferentes) em um fragmento remontado, essa remontagem deve iniciar-se com um
fragmento contendo M, cuja probabilidade ¢ a, e sua extremidade 5’ deve estar no intervalo (—L,
t — L) (cuja probabilidade ¢ t / L), e o fragmento a se parear com este ultimo deve carregar a
mutacdo M, (probabilidade 1 — ). Assim, as probabilidades p,, p; e p, descritas anteriormente
pelas equagoes (3.35), (3.36) e (3.37), devem ser reescritas como mostrado nas equagoes (3.38),

(3.39) e (3.40), respectivamente.

p, =ta(l—a)/L (3.38)
p1 =(1=po—p2)=(1-2p,) =1-2(ta(l-a)/L) =1-(2ta(l-a))/L (3.39)
Po = P2 (3.40)

Considerando ainda as duas espécies de DNA de diferentes origens que diferem entre si
em dois pares de bases™, e que ambas as mutacdes sio benéficas em relagio a fungio
desempenhada por cada uma das moléculas de DNA, ¢ de interesse que o shuffling entre essas
sequéncias resulte em moléculas que apresentem em suas sequéncias ambas as mutagdes. Assim,
o calculo da probabilidade de que a biblioteca resultante contenha ao menos uma de tais

moléculas é de interesse.

26 Duas mutagdes.
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Seja F a variavel que descreve a existéncia, na biblioteca resultante do shuffling, de pelo
menos uma sequéncia cuja cobertura se encontra na regiao alvo e F, a variavel que descreve a
existéncia de k seqiiéncias desse tipo. A variavel E descreve a ocorréncia de pelo menos uma
sequéncia remontada na qual as duas mutagoes estao presentes. O objetivo entdo é estimar a

probabilidade P(E).

Da eq. (3.34) tem-se que a probabilidade de ocorréncia do evento F, que é condicionada a
ocorréncia do evento F, ¢ dada pela eq. (3.41) e a probabilidade de ocorréncia do evento E, que

também ¢é condicionada a ocorréncia de F, é dada pela eq. (3.42).

P(F, | F) = exp(—c(1 - 0))(1 - exp(—c(1-6))~" (341)

P(E|F, )=1-p5,para k =1,2,3, .. (3.42)

Desta forma, tem-se que a probabilidade P(E) é calculada como mostra a eq. (3.43).

P(E) =) P(E|F,) (3.43)
k=1

Uma comparacio com os resultados praticos do experimento realizado por Stemmer
(1994b) e os resultados produzidos pelo modelo descrito, confirmam que o modelo é capaz de
encontrar valores muito proximos aos encontrados experimentalmente. Um dos experimentos
descritos em Stemmer (1994b) foi o shuffling entre duas seqiiencia de 1 kb (1.000 pares de bases)
que contém o gene codificador da lacZa. Apods a fragmentagdo com a enzima DNase I, apenas
fragmentos de tamanho variando entre 10 e 50 pares de bases foram utilizados para a
remontagem. O objetivo do shuffling era unir em um tnico fragmento duas regides distintas (M, e
M,), as quais estdo separadas por 75 pb em ambas as sequéncias. A taxa de sequéncias
remontadas que possufam ambas as mutacoes foi de 24%, contra um valor de 25% predito pelo

modelo de recombinagao de fragmentos descrito nesta se¢ao.
3.6 Consideracoes Finais

Foram encontradas na literatura quatro propostas de modelos para o processo de DNA shuffling:
o modelo proposto por Patrick et al. (2003); o modelo proposto por Maheshri e Schaffer (2003);
o modelo proposto por Moore et al. (2001); e o modelo proposto por Sun (1999). Os modelos

segundo Patrick, Maheshri—Schaffer e Moore foram implementados e disponibilizados pelos
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softwares DRIVeR, Shufflt e eShuffle, respectivamente. Nenhum software foi implementado
para viabilizar o modelo proposto por Sun. Cada um dos modelos detalhados neste capitulo
utiliza-se de abordagens distintas para modelar as diferentes etapas do processo de DNA shu/fling.
Contudo, todos os modelos tém o objetivo comum de estimar a diversidade da biblioteca
resultante do shuffling entre seqiiéncias parentais por meio do nimero médio de cruzamentos nas

sequéncias resultantes.

A descricio/detalhamentos dos modelos, além de proporcionar o melhor entendimento
das caracteristicas e abordagem utilizadas por cada um deles, colaborou para que uma descrigao
detalhada da utiliza¢ao dos softwares fosse feita, além de permitir que dois deles, o eShuffle e o
DRIVeR, fossem reescritos na linguagem de programaciao C e uma interface grafica para a
utilizagdo de cada um deles fosse adicionalmente implementada, como apresentado no Capitulo

4.
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Capitulo

Proposta e Implementagao do
ISAS, uma Ferramenta Computacional para
Apoto ao Processo i vitro de DNA shuffling

“A diwida ¢ o principio da sabedoria.”
Aristoteles

4.1 Introducao

Como visto no Capitulo 2, dentre as inimeras metodologias descritas para a evolugao molecular
direta de moléculas em laboratério, o DNA shuffling tem sido utilizado com sucesso em diversos
experimentos descritos na literatura (WANG et al., 2007), (NI et al., 2005), (OLIVA, 2004),
(FRED et al,, 1999), (CHANG et al., 1999) e (NESS et al., 1999).

A determina¢do do tamanho dos fragmentos, numero de ciclos de PCR, tempo de cada
ciclo de PCR, temperatura de pareamento e demais condi¢des nas quais um determinado
experimento de DNA shuffling deve ser realizado, a fim de garantir o maior nimero possivel de
recombinantes, na maioria das vezes, fica por conta de um especialista humano e ¢ feito de forma
empirica. Em contrapartida, podem ser encontradas na literatura algumas modelagens
computacionais que visam otimizar o processo ou, pelo menos, algumas de suas etapas, a fim de

aumentar sua eficiéncia, resultando assim em bibliotecas com maior diversidade genética.

Com o objetivo de minimizar o tempo e recursos gastos em experimentos de DNA shuffling
e maximizar a qualidade dos resultados obtidos, a simula¢do 7 si/zco de tal experimento pode ser

vista como uma ferramenta de grande importancia uma vez que, por meio dela, é possivel
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verificar (entre outros) a influéncia de parametros como similaridade entre as seqiiéncias
parentais, distancia entre as mutagOes presentes nos parentais e tamanho dos fragmentos a serem
recombinados, sobre os resultados esperados do shuffling, produzindo assim informagoes e

otimizac¢Oes a serem empregadas quando da realizagao 7z vitro do DNA shuffling.

A ferramenta ISAS — Interactive Software for Assisting DNA Shuffling Processes’, proposta e
implementada durante o trabalho de pesquisa realizado, ¢ um sistema computacional interativo
que tem como objetivo principal auxiliar usudrios que pretendem conduzir experimentos de
DNA shuffling bem como aqueles que ja realizaram tal experimento e necessitam analisar os
resultados obtidos. Dentre as diversas funcionalidades implementadas e disponibilizadas, o ISAS
permite a analise da adequabilidade de sequéncias candidatas a seqliéncias parentais a serem
utilizadas em experimentos de DNA shuffling, auxilia na analise da biblioteca resultante a fim de
facilitar a identificacdao de seqiiéncias recombinantes, além de disponibilizar trés ferramentas para

a simulagdo 77 silico de experimentos de DNA shuffling.

4.2 O sistema ISAS — arquitetura e principais funcionalidades

O sistema ISAS ¢é constituido por trés subsistemas: 1) Sequence Basics, 2) Pre Shuffling ¢ 3) Post

Shuffling, cujas funcionalidades sio apresentadas na Figura 4.1.

I SIAS

Sequence Basics Pre Shuffling Post Shuffling
— Complement 1 Parental analyses Library housekeeping
— Reverse Pairwise parental analyses E Remove “junk” from sequences
— Reverse complement —E GloballLocal Alignment Checking the sequence orientation
— Nucleotide statistics Identify mutations y
Multiple parental analyses —— Search for recombinants

[ Auming Skds Stadstics —L Mutation based evaluation L— Parental and shuffled sequence
— Translate DNA— protein alignment
| Search for primers —— Shuffling simulations

— DRIVeR

—— eShuffle

L SimAffling

Figura 4.1. Arquitetura do sistema ISAS e principais funcionalidades.

27 Optou-se por manter alguns dos nomes em inglés para evitar a duplicacdo de trabalho — alguns resultados deste
trabalho de doutorado ja foram publicados e submetidos para publicagio em revistas da area (MONTERA;
NICOLETTI, 2008), MONTERA et al., 2008b), MONTERA et al., 2006), MONTERA et al., 2008c)).
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Para o desenvolvimento do ISAS foi adotado uma abordagem modular com vistas a
facilitar sua expansdo, por meio da incorporacdo de novas funcionalidades, a2 medida que o
trabalho progredia. Cada um dos subsistemas Seguence Basics, Pre Shuffling e Post Shuffling sao

descritos nas se¢oes 4.2.1, 4.2.2 ¢ 4.2.3 respectivamente.
4.2.1 O subsistema Seguence Basics

O subsistema Seguence Basics agrupa um conjunto de procedimentos relacionados, principalmente,
a analise de seqiéncias de DNA. Esse subsistema, entretanto, nio implementa nenhuma

inovagao relacionada a manipulagdo e ao tratamento de seqiiéncias de DNA.

A descri¢ao do subsistema Sequence Basics é feita a seguir, tendo como referéncia a sua tela

principal, mostrada na Figura 4.2. Cada um dos botbes disponiveis na barra superior da tela

manipula informag¢des arquivo <> memoria, como segue:

Open Sequence File — abre o arquivo de entrada contendo a sequéncia de DNA a ser

analisada;

Past from Clipboard — permite que o usuario transfira uma seqiiéncia copiada de um outro

aplicativo ou arquivo;

Clear — remove a seqiiéncia de DNA atual;

Save to File — permite que o usuario salve em arquivo a seqiiéncia de DNA.

A seqiiéncia de entrada para esse subsistema deve estar no formato FASTA® ou texto
ASCII. O subsistema automaticamente verifica a consisténcia dos dados, analisando se a
seqiencia de DNA é uma seqiiéncia valida, ou seja, se a sequiéncia informada é composta apenas
por caracteres do alfabeto {A, C, G, T}. Caso nio seja uma sequéncia vélida, uma mensagem de

erro aparece na tela.

28 O formato FASTA exige que seqiiéncia de DNA ou proteina se inicie com o simbolo >’ seguida do identificador
da sequiéncia, como pode ser observado na Figura 4.6.
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.l; ISAS - Sequence Basics

Open Sequence File Past from Clipboard Clear [ Draw Sequence Without Colar

-

TATACGECAGTCCTATGCAGTCCACGT CRAGAGCGOTAGCAG A
TCTATGCAGTGTAGT GCCAGCAGGECTALCCACCTGLCGACA
TETGTCAGAGCGCCGTACCCATGTCTCCTCTRACTGACGTCG
TCGCATCCACCTAGCCATCCAGATCCATCCATTCAGCTCGTA
TETGTCTCTCTCTCTCTCCAGAGCCCAGACACCAGCTAGATT
ACACATATCTCGAGACCTCTGTCGTAT GEGCCAGCAGGAGALG
GTATAGAATATAATACGTGTGTGTCTCTCTCTCTCGERAAGE wu

Nucleotides Statistics Translate to Pratein

Rewverze LComplement
Sequence Length = 313

Reverse Complement
#48 = 71 #£ =73

#T = 76 #& = 93 Mark Codons
ZAT = 46 5CG = 53

Mucledtide Statistics

T 2425 %
'
170 180
Save Graphic to File | Frint Graphic |

' Close | 140 200
A, Cos ! | A

Figura 4.2. Subsistema Seguence Basics e suas funcionalidades. A cada uma das quatro bases que compdem a
seqiéncia de DNA ¢ atribuida uma cor caracteristica para auxiliar na visualizacdo da composicio da
seqiiéncia.

Para uma dada seqiiéncia de DNA, diversas funcionalidades sio disponibilizadas, as quais

podem ser ser acionadas via os botoes:

Translate to Protein — traduz a sequéncia de DNA na sequéncia de aminoacidos

correspondente;

Reverse — calcula o reverso da seqiéncia de DNA;

— Complement — calcula o complemento da seqiiencia de DNA;

Reverse Complement — calcula o complemento reverso da sequiéncia de DNA;

Mark codons — destaca cada um dos codons que compdem a seqiiéncia de DNA com

uma cor diferente;

Back to Input Sequence — redesenha a sequéncia de DNA originalmente informada pelo
usuario;
— Find Primer Pair — encontra um possivel par de primers a ser utilizado na amplificagao da

sequéncia de DNA fornecida.
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A Figura 4.3 mostra a mesma seqiiéncia de DNA apresentada na Figura 4.2, porém agora
os cdédons que a compdem encontram-se destacados em cores distintas e ndo mais suas bases.

Esta marcacio ¢é resultado da ativacao do botao Mark Codons.

.l‘= ISAS - Sequence Basics

Open Sequence File Past from Clipboard Clear | Find Primer Pair | Save ta File |
TATACGECAGTCETATGCAGTCGACGTBAGAGCGOTAGCAG A 10

TCTATGCAGTGTAGT GEGAGGAGEGCTAACCACCTRGEGACA |

TGTGTGAGAGCGE CETAGGCATGTCTCCTCTGACTRACGTCE T R
TCOCATCCACCTAGCCATCOAGATCCATCOATTCAGRTCETA EET AT TG T T T 11
TETETCTCTCTCTCT CTORAGAGCCCARAGAGCAGCTAGATT 30
ACACATATCTCEARACCTCTGTCETATGOGCCAGEARGAGAL | I
GTATAGAATATAATACGTGTETETCTCTCTCTCTCRGRARGE o TLCG T GG A G AJGEMENE C

Tranzlate to Protein

Reverze LComplement A G T C T AFRRERE & G T ...... G
Sequence Length = 313 70 0
Reverse Complement

Nucleotides Statistics

#4 =71 #C =73
#T = 78 #G = 93
AT = 46 %2CG = 53

Mucledtide Statistics

AZIEE %
C2332% '
Save Graphic to File | Print Graphic | AGGET

I'L Close | | | jl

Figura 4.3. Subsistema Seguence Basics. Seqliiéncia de DNA com os cédons em destaque.

O subsistema Seguence Basics implementa também um conjunto de métricas para a analise de
sequéncias de DNA ou proteina. Para uma dada seqiiéncia de DNA, o sistema automaticamente
calcula o tamanho da seqiiéncia, o numero e a porcentagem de cada nucleotideo bem como gera
um grafico de pizza para facilitar a visualizagao dos valores calculados para essas métricas. Caso a
sequéncia de DNA tenha sido traduzida em proteina, situagao representada na Figura 4.4, tanto a
freqiiéncia de cada cédon quanto de cada aminodacido na seqiiéncia sio apresentadas ao usuario
em forma de tabelas. Os dados de cada uma das tabelas podem ser representados graficamente
(botao Draw Graphic) e tais graficos podem ser salvos em arquivos (botao Save Graphic to File) ou

enviados para uma impressora (botao Print Graphic).

A apresentac¢do da seqiiéncia pode ser feita também na auséncia de cores. Para tal, a op¢ao
Draw  Sequence Without Color deve ser marcada pelo usudrio. Porém, quando esta opgao ¢

selecionada, o botao Mark Codons fica desabilitado.

131



Capitulo 4 — Proposta e Implementacio do ISAS, uma Ferramenta Computacional para Apoio ao
Processo in vitro de DNA shuffling

.l; ISAS - Sequence Basics

Open Sequence File Past from Clipboard Clear | Firnd Primer Pair | | [ Draw Sequence Without Colar

TATACGGOAGTCGTATGCAGTCRACGT GRAGAGCGCTAGCAG A
TCTATGCAGTETAGT BEGAGEAGGEC TAACCACCT GG GACA
TGTGTOAGARCROCETAGGCATGTCTCCTCTGACT GAC TR
TCGCATCGACCTAGCCATCGAGATCCATCGATTCAGGTCGTA
TGTGTCTCTCTETETETGGAGAGCGCAGAGAGCAGCTAGATT
ACACATATCTCGAGACCTCTGTCGTAT GGGLGAGEAGRAGAG
GTATAGAATATAATACGTGTGTGTCTCTETCTCTCGEGAAGE W R RIALGIH LA

Nucleotides Statistics Translate to DNA

Sequence Length = 313

#4 = 71 #C =|73
#T =76 #G =| 93

%AT =[ 46 3CG =[ 53 a0 108 ~lf
Frequency | # Frequency | # Codons and
Nucledtie Statistics Amino Acids (AA)
Statistics
UUc-F 0 Lew-L 11
[T2425% |
UuA-L 0 b Ser-5 17 b Save Graphic to File

Draw Graphic | Diraw Graphic Frint Graphic

5 Codons Statistics

' P 1 S B St

st R R RS R Sl SIS s

R I I | IHr [l hr’ mllnl h-h]”l
U

l-'L Close | UG UAL UGC CUG CCG CAG CGA AUA ACG AGU AGG GUG GCG GGA

Figura 4.4. Subsistema Seguence Basics. Estatiticas dos cédons e aminoacidos que compdem a seqliéncia.

A implementacao da funcdo de determinacio do par de primers para a amplificagdo da
sequencia de DNA (botdo Find Primer Pair) foi realizada segundo os principios do algoritmo de
Simulated Annealing (SA). O algoritmo SA é muito utilizado para resolver problemas de otimizagao
(MONTERA; NICOLETTI, 2008), (MONTERA et al., 20082), (TAHERI; ZOMAYA, 2007),
(RODRIGUES, ZHANG, 2000)), como ¢é o caso, por exemplo, do problema de determinacao de
par de primers para a amplificagdo, uma vez que a determinagao de pares de primers envolve a
validagdo de diversos paramentros como, tamanho, composi¢io (% de bases C e G),
especificidade, entre outros. Detalhes sobre as questdes envolvidas na determinagao de primers,
bem como sobre o algoritmo implementado estao descritos em (MONTERA; NICOLETTI,
2008) e resumidos no Apéndice D. A Figura 4.5 mostra a tela de execugdo resultante da busca

pot primers acionada pelo botao Find Primer Pair.
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ll; ISAS - Sequence Basics

Best primer pair found

EBX
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CGACCTAGCCATCGAGATCCATC GATTCAGGTCGTATGTGTCTC
TCTCTCTCTGGAGAGCGCAGAGAGCAGCTAGATTACACATATCT
CGAGACCTCTGTCGTAT GGG GAGGAGGAGAGGTATAGARTATA
ATACGTGTGTGTCTCTCTCTCTC FECAAGCTAGARCAT CGRAGCT
CTTGR
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TATGCAGTGTAGTGGGAGGAGGGCTALC CACCTGGCFACATGTR Reverse (35 Length: 21 #0647 B2 T 52 87 Free Energy 52 87

|CGATCTTGT.&GCTCGAGMCT
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Function walue through the terations

|
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:
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Initial Temperature {200 -
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Set default values
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[l |
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Algorithm values
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M Changes: 3056

M2 hitout changes: &
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Figura 4.5. Busca por primers. Tela de execugdo da fun¢do que, dada uma seqiiéncia de DNA, encontra um
par de primers para a amplificacdo da mesma. O grafico Function value through the iteration representa o valor
associado a adequabilidade dos pares de primers encontrados ao logo da busca.

4.2.2 O subsistema Pre Shuffling

O subsistema Pre Shujfling agrupa um conjunto de funcionalidades associadas a cadeias de DNA,

que precedem o processo de DNA shuffling, com o objetivo de coletar informagdes para inferir o

sucesso (ou nao) de um experimento 7 vitro de DNA shuffling. As funcionalidades disponibilizadas

pelo subsistema Pre Shuffling estao divididas em dois grupos:

— O grupo das fun¢des relativas a analise de duas sequiéncias parentais, bem como a analise

de mutiplas seqiiéncias, implementadas pelo moédulo Parental Analyses e ativado via

palhetas Pairwise Parental Analyses ¢ Multiple Parental Analyses, respectivamente (ver Figura

4.7). Nesse modulo, sio implementadas fungdes para avaliar a adequabilidade de

sequencias de DNA como candidatas a parentais em experimentos de DNA shuffling

— O grupo das fungodes relativas as simulagdes do processo de DNA  shuffling,

implementadas pelo médulo Shuffling Simulations, ativadas via palheta de mesmo nome

(ver Figura 4.7). Nesse moddulo, sdo disponibilizados modelos computacionais que

podem ser utilizados para a predi¢ao de resultados de experimentos de DNA shuffling.

133



Capitulo 4 — Proposta e Implementacio do ISAS, uma Ferramenta Computacional para Apoio ao
Processo in vitro de DNA shuffling

Os moédulos Parental Analyses e Shuffling Simulations estao descritos em detalhes nas

subsecoes 4.2.2.1 e 4.2.2.2, respectivamente.
4.2.2.1 Parental Analyses

Como descrito anteriormente, o objetivo do DNA shuffling, bem como de diversas outras técnicas
de evolugao 7 vitro, é recombinar em uma Unica sequiéncia mutagdes presentes em sequéncias
distintas, ditas parentais. Tais recombinagdes podem resultar em seqiiéncias com funcionalidades

melhoradas em relagao aos parentais ou, ainda, em seqiiéncias com novas funcionalidades.

No processo de DNA shuffling, os parentais sio fragmentados e esses fragmentos
remontados por meio de ciclos de PCR. Uma recombinacao acontece quando fragmentos
originarios de parentais distintos e, que carregam mutagdes, unem-se com base em trechos
complementares e sao, em seguida, estendidos pela agao de uma polimerase (ver subsegao 2.6.3).
Como comentado por Volkov et al. (2000), um importante parametro para determinar a utilidade
de qualquer método de evolugdo iz vitro é o nimero de eventos de recombinagdo por gene — isto
¢, freqiéncia de cruzamento — que pode ser alcancado. Nesse sentido, uma andlise prévia das
sequéncias parentais disponiveis a realizacado do shuffling pode resultar na escolha daquelas cuja
freqiiéncia de recombinagio resultante seja a melhor possivel, bem como na determinagio das
condig¢bes, como por exemplo, tamanho do fragmento e temperatura de pareamento, que podem

viabilizar um maior nimero de recombinagdes entre os parentais escolhidos.

O modulo Parental Analyses implementa funcionalidades relativas a analise de duas
sequéncias parentais candidatas ao shuffling, bem como implementa uma medida proposta para
avaliar a adequabilidade de um conjunto de N > 2 sequiéncias parentais disponiveis a realizagdo
de experimentos de DNA shuffling. O submoédulo que avalia duas seqiiéncias canditadas a
parentais recebe o nome de Pairwise Parental Analyses enquanto que o submodulo que avalia a
adequabilidade de multiplas sequéncias candidatas ao shujfling é chamado Multiple Parental Analyses

e sao descritos nas subse¢oes 4.2.2.1.1 e 4.2.2.1.2, respectivamente.
4.2.2.1.1 Pairwise Sequence Analyses

Para a apresentagao e discussio das fungoes implementadas pelo submoédulo Pazrwise
Seguence Analyses sdo utilizadas as sequéncias correspondentes a dois genes codificadores de
cisteinas nomeadas Oryza (oryzacystatin, nimero de acesso no GenBank NM_190953) e SD
(sugarcane cystatin dubbed, nimero de acesso no GenBank CA132601). As seqiéncias de DNA
codificadoras dos genes Oryza e SD siao apresentadas na Figura 4.6. Como comentado
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anteriormente o formato do arquivo de entrada contendo as sequéncias parentais deve ser o

FASTA, como mostrado na Figura 4.6.

>Oryza

ATGT CGAGCGACGGAGGGECCGGT GCT TGECAEGECGT CGAGCCGGT GGEGAACGAGAACGACCT CCACCTCGTCGACCTC
GCCCGCTTCGCCGT CACCGAGCACAACAAGAAGGCCAATTCTCTGCTGGAGT TCGAGAAGCTTGTGAGT GTGAAGCAG
CAAGTTGTCGCTGGCACTTTGTACTATTTCACAAT TGAGGT GAAGGAAGGGGATGCCAAGAAGCTCTATGAAGCTAAG
GT CTGGGAGAAACCAT GGAT GGACT TCAAGGAGCT CCAGGAGT TCAAGCCT GTCGATGCCAGT GCAAATGCCTAA
>SD

ATGGCGT TGGCCGGECGGECAT CAAGGACGT GCCGBCGAACGAGAACGACCT CCACCT CCAGGAGCTCBCCCGCTTCGCC
GT CGATGAGCACAACAAAAAGGCCAATGCT CTTCT GEGGTACGAGAAGCT TGT GAAGGCCAAGACACAAGTAGT TGCT
GGCACGATGTACTATCTCACTGT TGAGGT GAAGGAT GGCGAAGT CAAAAAGCT CTACGAAGCTAAGGT CTGGGAGAAG
CCATGGGAGAACT TCAAGGAGT TGCAAGAATTCAAGCCT GT TGAAGAGGGT GCTAGCGCCTAA

Figura 4.6. Seqliéncia de nucleotideos de duas cistatinas, Oryza e SD, armazenadas no formato FASTA.

O primeiro passo para a realizagdo da andlise dos parentais é a constru¢ao de um
alinhamento entre eles. Dois algoritmos classicos para a constru¢ao do alinhamento foram
implementados e disponibilizados para a escolha do usuario: o algoritmo de Needleman—Wunsch
(NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970) para a construgio do alinhamento global 6timo™ e o
algoritmo de Smith—Waterman (SMITH; WATERMAN, 1981) para a construgao do alinhamento
local 6timo. No alinhamento global entre dois parentais, as seqiéncias inteiras sio alinhadas,

enquanto que no alinhamento local, apenas o trecho mais similar entre as seqiiénciasé alinhado.

A Figura 4.7 mostra a tela referente ao subsistema Pre Shuffling na qual a palheta Pairwise
Parental Analyses esta ativada. Na figura ¢ mostrada uma parte do alinhamento global entre Oryza
e SD construido pela ferramenta. O arquivo de entrada contendo as duas seqiiéncias parentais foi
carregado em memoria pela ativagdo do botio Open Parental Sequence File e o alinhamento
construido pela ativagdo do botido [zew Alignment. No alinhamento, as colunas em branco
indicam a ocorréncia de match, as colunas em cinza claro a ocorréncia de mismatch, enquanto que
as colunas em cinza escuro representam a ocorréncia um gaps. Um match, um mismatch e um gap
indicam, respectivamente, o alinhamento de dois caracteres iguais, o alinhamento de dois
caracteres distintos e o alinhamento entre um caractere e um espago (representado pelo

caractere ).

2 Um alinhamento ¢ dito 6timo se ele possui a maior pontuagdo dentre todos os alinhamentos possiveis, como
mostrado mais adiante no texto.
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ISAS - Pre Shuffling
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Figura 4.7. Pairwise Parental Analyses. Alinhamento entre as seqiéncias Oryza e SD.

Para o alinhamento construido entre duas seqiiéncias, as seguintes estatisticas sdao

automaticamente apresentadas no painel Algnment Statistics:

Size — tamanho do alinhamento encontrado;

Score — valor atribuido ao alinhamento;

— # Matches — numero de matches no alinhamento;

# Mismatches — namero de mismatches no alinhamento;

— # Gaps — numero de gaps no alinhamento;

% Similarity — porcentagem de similaridade entre as seqiiéncias.

Pela analise das estatisticas de um alinhamento ¢ possivel avaliar quao similares sao duas
sequiencias. O score, ou pontuagao, resume em um unico valor estas estatisticas, visto que seu
calculo ¢ dependente do namero de matches, mismatches e gaps ocorridos no alinhamento, como

estabelece a eq. (4.1):

Size
D (Pl P2;) @D

i=1
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onde S7ze corresponde ao tamanho do alinhamento, P1; e P2, correspondem, respectivamente, ao
caractere do Parental 1 na posicao i do alinhamento e ao caractere do Parental 2 nesta mesma
posicao e a(P1, P2) representa o “custo” de alinhar P1, e P2, dado pelo esquema de pontuagao

estabelecido na eq. (4.2).

1, seP1; = P2;
a(P1;,P2;)=1—1,sePl; # P2, AP1, #'-'AP2; # '
—-2,se P1, ="-'v P2, ="~

(4.2)

O esquema de pontuagao definido pela eq. (4.2) é muito utilizado na pratica (SETUBAL,;
MEIDANIS, 1997). Em se tratando de alinhamentos de sequéncias de proteinas, matrizes de
substituicdao de aminoacidos sdo utilizadas no calculo do swre (ex. matrizes da familia PAM
(DAYHOFF et al. 1978) e matrizes da familia BLOSUM (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992)).
Os esquemas de pontuagao utilizados para medir a similaridade entre duas seqiiéncias penalizam
a ocorréncia de gaps e wmismatches e premiam a ocorréncia de matches (como o esquema de
pontuagao apresentado pela eq. (4.2)), de forma que, o alinhamento de maior score (alinhamento

6timo) dentre todos os possiveis alinhamentos entre as seqiéncias parentais ¢ o que se deseja.

Uma vez construido o alinhamento, regides de similaridades e de diferengas entre as
sequéncias parentais podem ser identificadas. As diferengas entre os parentais sao chamadas de
mutacOes entre eles. Uma mutagdo pode ser caracterizada como uma mutag¢ao unica (um unico
par de bases) ou como um grupo de muta¢les consecutivas (um grupo de pares de bases
consecutivos que diferem entre os parentais no alinhamento). A fim de identificar as mutacGes
presentes entre os parentais alinhados, este trabalho propos e adotou a seguinte regra: se duas ou
mais mutagdes nao estao separadas por um numero minimo de pares de bases iguais no
alinhamento (matches), indicado pela variavel NEBP (Number of Equal Base Pairs), elas serdo
agrupadas em uma unica regiao de mutagao. Sabe-se que mutages consecutivas que estio muito
proximas umas das outras sao dificeis de serem remontadas e, conseqiientemente, foi uma
decisdo de projeto agrupar essas mutagoes em uma unica mutagao. O valor default NEBP = 6 (o
qual estabelece quio proximas devem estar duas mutagdes consecutivas a fim de serem
consideradas uma tnica mutac¢ao) ¢ adotado pelo ISAS. O usuario, entretanto, pode alterar este
valor para melhor atender as condigdes experimentais (tais como tamanho do fragmento e
temperatura de pareamento utilizados) ou mesmo para avaliar a influéncia deste parametro no

nimero de mutagGes encontradas pelo software.

137



Capitulo 4 — Proposta e Implementacio do ISAS, uma Ferramenta Computacional para Apoio ao
Processo in vitro de DNA shuffling

Ao clicar no botao Identify Mutation Regions um painel de informagao aparece para explicar
a0 usudrio como as mutacoes sao agrupadas bem como para permitir que o valor de NEBP seja

alterado.

Considerando o alinhamento entre Oryza e SD e o valor NEBP = 6, foram encontradas 14
mutagOes. Apenas trés das quatorze mutagOes sio compostas por um unico par de bases. O
restante das mutagoes é o resultado do agrupamento de mutages proximas e consecutivas. A
Figura 4.8 mostra uma parte do alinhamento no qual as muta¢es encontradas estao destacadas
na cor cinza. Apo6s a identificagdio das mutagGes entre as seqiiéncias parentais, um painel
informando o numero de muta¢des encontradas bem como a posicao relativa de cada uma delas

no alinhamento ¢ apresentado ao usuario.

ISAS - Pre Shuffling
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Figura 4.8. Pairwise Parental Analyses. MutacOes encontradas entre os parentais Oryza e SD (destacadas em
cinza).

Fomza
»50

»0oryza
»5D

E possivel também visualizar no alinhamento cada uma das mutacbes encontradas sem
levar em conta sua composi¢ao, ou seja, suas bases. O botio Condense Mutations aciona um
processo que produz o alinhamento condensado, no qual cada uma das regides de mutagdes
encontradas ocupa apenas uma coluna do alinhamento. Com as regides de mutacdo condensadas
em um unico ponto, fica mais facil para o usudrio visualizar as regides onde cruzamentos entre as

sequiéncias podem ocorrer (regides de igualdade entre os parentais). A Figura 4.9 apresenta de
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forma condensada as mutagoes encontradas entre os parentais Oryza e SD onde as bases que

compoem as mutagOes sao substituidas pelo caractere ‘M’ e estdao assinaladas em cinza.

ISAS - Pre Shuffling
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Figura 4.9. Pairwise Parental Analyses. Regides de mutagdo entre os parentais representadas na forma
condensada no alinhamento.

Espera-se que as mutacOes identificadas entre os parentais sejam encontradas nas
sequéncias resultantes do shuffling entre eles. Seqliencias resultantes contendo mutagdes
consecutivas pertencentes, originalmente, a parentais distintos sio evidéncias da “mistura” dos
parentais, ou seja, de que o experimento de DNA shuffling realizado foi bem sucedido e, nesses
casos, diz-se que cruzamentos ocorreram entre os parentais. Assumindo que mutagdes
consecutivas distantes uma das outras por menos do que seis pares de bases idénticos nao podem
ser eficientemente remontadas durante o shujfling entre os parentais Oryza e SD, espera-se que as
sequéncias resultantes contenham as mutagdes identificadas na Figura 4.8. Por exemplo, espera-
se que toda sequéncia resultante do shuffling entre Oryza e SD contenha a subcadeia GTCGAC ou
CAGGAG, uma vez que estas representam uma mutacao entre os parentais (ver o alinhamento

mostrado na Figura 4.8, posi¢coes de 70 a 75).

E importante mencionar que mutagoes resultantes de um unico par de bases ou da unido
de poucos pares de bases podem ser encontradas ao acaso nas sequiéncias resultantes quando a
busca por mutag¢oes nas seqiéncias resultantes ¢ executada automaticamente por um programa de

computador (como serd apresentado na Secao 4.2.3.2). A fim de otimizar a identificagao desse
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tipo de mutag¢ao (mutagdes pequenas), ISAS utiliza as bases vizinhas as muta¢Ges para melhor
caracteriza-las e identifica-las. Desta forma, se uma mutacdo tem tamanho s (em nimero de pares
de bases) menor que um valor minimo n, entdo as n — s bases seguintes a mutagao serdo
incorporadas a mutagao. ISAS define por default n = 9, contudo, este valor pode ser alterado pelo
usuario. As bases vizinhas necessarias a uma melhor caracterizagao das mutagdes pequenas serao
adicionadas apenas no momento em que o usuario solicitar que o conjunto de mutagdes

encontrado seja armazenado em arquivo (botao Save Mutations).

Considere o problema de encontrar uma subseqiiéncia S de tamanho n pares de bases, em
uma sequéncia X, sendo ambas construidas utilizando-se o mesmo alfabeto {A, T, C, G}.

Estatisticamente, a chance de S ser encontrada em uma sequéncia X ¢ dada pela eq. (4.3).
1 n
(1) 4

Pela eq. (4.3) tem-se que, quanto maior for o tamanho n da subseqiiéncia S, menor ¢ a

chance desta subseqiiéncia ser encontrada ao acaso em uma seqiiéncia qualquer.

As mutagOes identificadas entre os parentais devem ser salvas em arquivo, pois serdo
utilizadas na busca de seqiiéncias recombinantes, como sera descrito na Se¢ao 4.2.3.2. A Tabela
4.1 descreve todas as mutagbes encontradas entre os parentais Oryza e SD utilizando NEPB = 6
e n = 9. As bases adicionadas a cada uma das mutagdes cujo tamanho ¢ menor que n estdo

destacadas em negrito e sublinhadas.

4.2.2.1.2 Multiple Sequence Analyses

Como enfatizado anteriormente em varios pontos dessa tese, ¢ fundamental que as seqiiéncias a
serem submetidas a um experimento de DNA shuffling sejam previamente avaliadas, com o intuito
de verificar quao promissoras sao para que o experimento seja bem sucedido. Caracteristicas tais
como similaridade e localizagio das mutagdes entre as sequéncias parentais sao fatores
deterministicos nos resultados de experimentos deste tipo. Tais caracteristicas devem ser
utilizadas como guia para a definicdo e/ou estimativa de varios parimetros envolvidos no
processo (tais como tamanho dos fragmentos e temperatura de pareamento) com vistas ao seu
sucesso. O sucesso de um processo de DNA shuffling, de certa forma, pode ser medido em fungao

do numero de recombinagdes obtidas a partir das seqiiéncias parentais. Quanto maior for o
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namero de cruzamentos nas seqiiéncias resultantes, mais bem sucedido pode ser considerado o

experimento.

Tabela 4.1. MutacGes encontradas entre os parentais Oryza e SD. Bases vizinhas foram

adicionadas as muta¢des com tamanho menor que 9 (destacadas em negrito e sublinhadas).

Mutacdo  Mutagoes do parental Oryza Mutag¢oes do parental SD

M; ATGTCGAGCGACGGAGGGCCGGTGCTT  ATGGCGTTGGCCGGCGGCATCAAGGAC
GGCGGCGTCGAGCCGGTGGGG GTGCCGGCG

M; GTCGACCTC CAGGAGCTC

M; ACCGAGCAC GATGAGCAC

M, GAAGGCCAA AAAGGCCAA

M; TCTCTGCTGGAGTT GCTICTTCTGGGGTA

Mg GTGTGAAGCAGCAAGTTGTC AGGCCAAGACACAAGTAGTT

M TTTGTACTA GATGTACTA

Mg TTCACAATT CTCACTGTT

Mo AGGGGATGCCAAG TGGCGAAGTCAAA

Mg TGAAGCTAA CGAAGCTAA

M ACCATGGAT GCCATGGGA

M ATGGACTTC GAGAACTTC

Mi; CTCCAGGAG TTGCAAGAA

Mi4 CGATGCCAGTGCAAAT TGAAGAGGGTGCTAGC

A duavida associada a incerteza de quais seqiiencias escolher, dentre as seqiiéncias parentais
disponiveis para a realizacio de um experimento de DNA shuffling, foi a motivagdo para a
investigacdo descrita nessa se¢dao, que resultou na proposta de uma nova medida de

adequabilidade (ao processo de DNA sbuffling), associada a um par de sequiéncias.

Sabe-se que uma caracteristica importante das seqiiéncias a serem utilizadas como parentais
¢ o fatos delas compartilhares regides de igualdade entre seus pares de bases. Contudo, além
dessa informagao, a localizagao das regides nao similares (regides de mutagao) é também um fator
determinante. No que segue ¢é descrita a proposta de uma nova medida de similaridade,
denominada medida baseada em mutagdes, que leva em consideragdo as caracteristicas
mencionadas anteriormente e que tem por objetivo avaliar a adequabilidade de seqiiéncias
candidatas a parentais, em um processo de DNA shuffling. A proposta da medida, bem como

avaliagoes comparativas de seu uso (versus duas outras medidas) estdo descritas em (MONTERA
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et al, 2008b); A comparacao da medida proposta com outras duas medidas bem como os
resultados apresentados por Montera et al. (2008b) estio sumarizados no Apéndice E. A
ferramenta ISAS disponibiliza um ambiente para a avaliagao de multiplas seqiiéncias candidatas
ao processo de DNA shuffling usando a métrica proposta na palheta de nome Multiple Parental

Analyses como pode ser visto na Figura 4.10.

A medida baseada em mutagdes leva em consideragdo niao apenas o numero de mutagoes,
mas também a distancia entre mutagdes consecutivas existentes entre os parentais. A medida
estabelece que a adequabilidade de duas seqiéncias candidatas ao shuffling é inversamente
proporcional a distancia média entre as mutagdes consecutivas identificadas entre os parentais.
Dado um alinhamento entre duas sequéncias X e Y, ¢ possivel identificar as regioes de igualdade
e nao-igualdade, ou mutagoes, existentes entre elas. Desta forma, por meio do alinhamento, é
possivel medir a similaridade entre duas seqiiéncias. A medida de similaridade baseada em
mutacOes estabelece uma relagdo entre as regides de igualdade e ndo-igualdade entre as

sequéncias.

Inicialmente, o alinhamento entre as seqiiéncias X e Y deve ser construido. O algoritmo
utilizado para implementa¢ido do alinhamento 6timo foi o proposto por Needleman-Wunsch
(1970). Uma vez construido o alinhamento, as muta¢Oes entre os parentais sao identificadas em
duas etapas distintas: inicialmente cada gap, bem como cada mismatch encontrado no alinhamento
¢ considerado uma muta¢ao. Em seguida, muta¢Oes consecutivas que nao estejam distantes uma
da outra por um nimero minimo m de matches sao agrupadas e tratadas como uma unica
mutacdo. A decisao de considerar um par de mutagdes que estio relativamente perto uma da
outra como uma unica mutagao pode ser justificada pelo fato de que um cruzamento dificilmente
ocorrera em pequenas regides de matches. Apos o agrupamento das mutagdes, as distancias n,
(medida em pares de bases) que separam duas mutagGes consecutivas M; e M, ,, para 1 =1 =< total
de mutagdes — 1, e que corresponde ao nimero de matches existentes entre as mutagdes M, e M, ,,

sao determinadas.

Dado um alinhamento entre as seqiiéncias X e Y e, uma vez determinado o nimero de
mutacOes entre duas sequéncias, bem como a distancia que separa cada duas mutagdes

consecutivas, o calculo da medida baseada em mutagdes ¢ realizado como mostra a eq. (4.4),
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1 # mut
Smut (X,Y)= #mut — 1 ~ Fmut 1 4 4)
I o
_i=l i=1
#mut

na qual #mut representa o nimero de mutagdes existentes entre X e Y, com 0 < #mut =<
|alinhamento|, e |alinhamento| representa o tamanho do alinhamento entre X e Y. Desta
forma, dado um conjunto de p sequéncias, a matriz de distancia baseada em mutagdes entre

todos os possiveis pares de seqiiéncias ¢ dada pela equagio (4.5).

St (X, Y), se X#Y (4.5)

Mmutaqio [XI[Y]= { , .
0, caso contrario

A investigacdo realizada com foco na determinacio da adequabilidade de parentais para
serem submetidos a experimentos de DNA shuffling, além de contribuir para um melhor
entendimento do processo, resultou na proposta de uma nova medida. Diferente de outras
medidas convencionais que avaliam duas (ou mais) sequiéncias com base em suas caracteristicas
evolutivas, a medida proposta tem foco apenas em experimentos de DNA shuffling. A Figura 4.10
apresenta a tela do subsistema Pre Shuffling com a palheta de Multiple Parental Analyses ativada. Os
dados vistos na figura correspondem a determina¢ao das medidas de distancia para um conjunto
de 37 sequiéncias de DNA codificadoras de metalopeptidases. Maiores detalhes sobre esta familia

de proteinas pode ser encontrado no Apéndice E.1.
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Figura 4.10. Multiple Parental Analyses. Analise de 37 sequéncias candidatas a parentais para as quais foram
calculadas a matriz de score (derivada dos alinhamentos), a matriz de distincia média entre as mutacdes
consecutivas e a matriz de distancia baseada em mutagoes, para todos os pares de seqiiéncias.

E possivel também visualizar graficamente a lista de pares de seqiiéncias ordenada pelo
menor valor da medida de distancia baseada em mutagao, como mostra a Figura 4.11. A
representacao grafica dd uma magnitude geral da diferenca entre a adequabilidade dos pares de
parentais avaliados. Vale lembrar que quanto maior o valor da medida de distancia baseada em
mutag¢des para um par de sequiéncias, menor é sua adequabilidade em relagao a experimentos de
shuffling, uma vez que a medida ¢ inversamente proporcional a distancia que separa as mutagoes e,

muta¢ées muito proéximas uma das outras sao mais ineficientemente remontadas por este tipo de

experimento.
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Figura 4.11. Representacido grafica da adequabilidade dos pares de seqiiéncias avaliados segundo a medida
baseada em mutacdes.

4.2.2.2 Shuffling Simulations

Embora o shuffling de DNA tenha sido utilizado com sucesso em muitos experimentos descritos
na literatura, a obtencao de bons resultados, ou seja, a obtengao de uma quantidade satisfatéria de
sequéncias full-length resultantes do maior numero possivel de cruzamentos entre os parentais,
pode nio ser um processo simples devido ao grande nimero de parametros envolvidos em
experimentos deste tipo. A fim de melhorar a eficiéncia do experimento, otimiza¢des siao
necessarias. Contudo, realizar tais otimizagoes é uma tarefa complexa que, segundo Maheshri e
Schaffer (2003), depende de uma diversidade de parametros, tais como concentragdo e
composicao das seqiiencias de DNA a serem submetidas ao shuffling, tamanho dos fragmentos
utilizados e condi¢bes nas quais os ciclos de PCR ocorrem (nimero de ciclos, tempo de duragao
de cada ciclo, temperatura, etc). Esses parametros influenciam diretamente nos resultados

obtidos, dentre os quais Maheshri e Schaffer (2003) destacam:

— tamanho final dos fragmentos remontados;

— numero e localizacido dos cruzamentos;
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— fracio dos fragmentos remontados que correspondem a seqiiéncias com o mesmo
tamanho dos fragmentos parentais (fu//-length);

— fracao de fragmentos que dardo origem a uma proteina com fun¢io melhorada.

Como discutido no Capitulo 3, existem na literatura algumas modelagens computacionais
que objetivam colaborar com o processo de DNA shuffling ou, pelo menos, com algumas de suas
etapas, a fim de aumentar a sua eficiéncia, resultando assim em bibliotecas com maior diversidade
génica. Os modelos propostos por Patrick et al. (2003), Maheshri e Schaffer (2003) e Moore et al.
(2001) descritos no Capitulo 3, se¢oes 3.2, 3.3 e 3.4 respectivamente, foram implementados pelos
autores como os softwares DRIVeR, Shufflt e eShuffle, respectivamente. Os softwares segundo
os modelos de Patrick e colaboradores e Maheshri e Schaffer, foram obtidos dos enderecos
www.bio.cam.ac.uk/~blackburn/stats.html e

http://www.cchem.berkeley.edu/~schaffer/shuffling, respectivamente. A implementa¢io do

modelo proposto por Moore e colaboradores foi obtida por meio de contado com um dos

autores (informagio pessoal)™.

Em contato realizado com Fengzhu Sun (informagio pessoal)’’, autor do modelo proposto
em (SUN, 1999), ele informou que nao dispunha de um software implementando o modelo
descrito. A falta de algumas informagoes essenciais e a maneira vaga como alguns processos
foram discutidos/propostos no modelo Sun contribuitam para tornar a implementacao
computacional do modelo inviavel. Ao mesmo tempo em que o autor afirma que nao existe uma
férmula explicita para o calculo da probabilidade de remontagem de uma determinada regido
compreendida entre duas mutagdes consecutivas, o autor diz — apesar de ndo apresentar no

trabalho — ter usado uma aproximacao para o calculo desta probabilidade (ver Se¢ao 3.5).

Pelas dificuldades encontradas na execu¢dao do Shufflt, bem como pelos motivos expostos
no Apéndice B, a disponibilizacio do Shufflt pelo subsistema Shuffling Simulations nio foi

realizada.

ISAS disponibiliza ao usuario uma interface amigavel para a realizacio da simulagao e/ou
predicao de resultados de experimentos de DNA shuffling segundo os modelos propostos por
Patrick et al. (2003) e Moore et al. (2001) e implementados via software DRIVeR e eShuffle,
respectivamente. Para viabilizar ambos os modelos DRIVeR e eShuffle via ISAS, o seguinte

procedimento foi adotado:

30 MOORE, G. About eShuffle. Mensagem recebida por lumontera@gmail.com em 16 de Maio de 2006.
31 SUN, F. Modeling DNA Shuffling. Mensagem recebida por lumontera@gmail.com em 20 de Abril de 2007.
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a) A descricdao e analise dos fundamentos teéricos e resultados que subsidiam ambos os
modelos foram cuidadosamente pesquisados e estudados, com base nas publicagoes
(PATRICK et al., 2003) e MOORE et al., 2001), descritas no Capitulo 3;

b) O cddigo fonte de ambos os softwares, originalmente escritos em Fortran, foram
analisados e estudados de maneira a abstrair o algoritmo correspondente a cada um
deles que efetivamente representa a expressao procedural do modelo no qual cada um
dos softwares esta baseado;

c) Cada um dos algoritmos foi entdo programado na linguagem C, incorporando um
conjunto de funcionalidades com vistas, principalmente, a facilitar a interagdo com o

usuario e viabilizar uma melhor interpretacao dos resultados.

Especificamente para o DRIVeR, a analise dos parentais (como descrita na Se¢ao 4.2.2.1.1)
fornece as informagoes referentes ao tamanho do alinhamento entre os parentais, numero de
mutacOes e posicOes relativas das mutagdes. O agrupamento em uma unica regido de mutagdes
consecutivas muito proximas umas das outras observadas no alinhamento entre dois parentais é
extremamente importante para a execu¢ao do DRIVeR uma vez que, devido a grande quantidade
de memoria necessaria a sua execugao, sua implementagao limita o nimero de mutagdes entre os
parentais em no maximo 20. Assim, ao realizar a busca por mutagoes entre dois parentais com o
objetivo de simular os resultados do shuffling entre eles utilizando o DRIVeR, o usuario deve
escolher um valor de NEPB para o qual o nimero de mutagoes identificadas ndo seja superior a
20 (quanto maior o valor de NEPB, menor sera o numero de mutagbes identificadas entre os
parentais). Além dessas informacOes obtidas da analise dos parentais, o usuario deve informar
ainda os valores dos pardmetros referentes ao numero real de cruzamentos (\"*) e o tamanho da
biblioteca de DNA shuffling construida. De posse de todas essas informacdes ISAS gera
automaticamente o arquivo de entrada necessario a execu¢ao do modelo DRIVeR, no formato

apresentado no Apéndice A, Se¢ao A.1.

A Figura 4.12 mostra como o ISAS disponibiliza a execu¢ao do DRIVeR. Além de
visualizar o arquivo texto contendo os resultados obtidos pelo DRIVeR para o nimero esperado
de variantes distintas (Expected number of distintic variants) e para o numero observado de
cruzamentos por sequéncia resultante (Observed number of crossovers per sequence), o usuario também
pode realizar a simulagdo para diferentes valores de nimero real de cruzamentos (Nuwmber of real
crossovers) e diferentes tamanhos de biblioteca (Library size) e visualizar graficamente os resultados

obtidos. Os resultados apresentados na Figura 4.12 consideram a analise prévia dos parentais
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Oryza e SD (como mostrada na Se¢ao 4.2.2.1) e os seguintes valores para o parametro tamanho
da biblioteca (Library Size): 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 em duas execugOes distintas, a
primeira para num numero real de cruzamentos igual a 2 e a segunda para nimero real de

cruzamentos igual a 3.

ISAS - Pre Shuffling,

Fairwise Parental Analyses ] Multiple Parental Analyses Shuffling Sirmulations ]
DRIeR | eshutis | Simaffing |
Murnber of mutatilljn between parental | Expected number of distinct variants = 300173218

- — = Observed number of croszovers per zequence = 2255455
4 airium tumber of distintic variants 24

Murnber of real crozzovers (lambda) ]
L.ibrary size 2500

Evecite DRIVeR Save DRIVeR Resultz into a File

Store Values inta T able

i i B4 ar 8 -~
Libram zize M2Y ariants | M2 Obz. Cros. ‘ g T

300,26 228

[ W Lambeia = 3 W Lamba = 2

494.28 226 |00
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= 100 -
Diraw Graphic ol
T 1500
II' bose Likrary Size

Figura 4.12. Shuffling Simulations. SimulacSes do processo de DNA shuffling entre os parentais Oryza e SD
utilizando o DRIVeR.

Os valores para os parametros Number of mmutations between parental e NMaximum number of
distinet variants que representam, respectivamente, o numero de mutagdes entre os parentais € o
nimero miximo de variantes distintas que podem ser obtidas (2" — 2), ndo sdo informados pelo

usuario e sim obtidos automaticamente da analise prévia dos parentais.

Para a execucdo do eShuffle, como visto anteriormente, é necessario que as seqiiéncias
correspondentes aos parentais, derivadas do alinhamento entre elas (isto para que as seqiiéncias
parentais tenham sempre o mesmo tamanho), sejam armazenadas em um arquivo de entrada, o
qual deve respeitar um formato especifico (ver Apéndice C, Se¢iao C.1). Em um outro arquivo
devem ser armazenadas as informagoes referentes ao tamanho do fragmento, a temperatura de
pareamento, o tamanho do alinhamento entre os parentais, o nimero de parentais, ¢ 0 nome do

arquivo contendo as seqiiéncias parentais. Com base nas informagdes fornecidas pelo usuario
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(ver Figura 4.13) e na analise prévia dos parentais, ambos os arquivos necessarios a execugao do

eShuffle sao gerados automaticamente pelo ISAS.

Além das modificacGes realizadas no eShuffle para facilitar sua execu¢ao no que diz
respeito aos parametros de entrada, o software foi implementado de maneira a permitir ao
usuario escolher um dentre quatro conjuntos distintos de valores de AS e AH — para pares de
bases sem mismatches — necessarios ao calculo da energia livre associada aos eventos de
pareamentos. Além do conjunto de valores para AS e AH utilizado na implementacio original do
eShuffle (ALLAWI; SANTALUCIA, 1997), o usuario pode optar também pela utilizagdo dos
valores sugeridos por Sugimoto (1996), Santal.ucia (1998) e Breslauer (1986). Independentemente
da escolha do usuario, que diz respeito apenas aos valores de AS e AH para pares de bases onde
nao ocorrem mismatches, os valores de AS e AH para os pares de bases onde mismatches ocorrem

sao os valores apresentados na Tabela C.2 do Apéndice C.

A Figura 4.13, mostra o resultado da simulagdo do eShuffle considerando os parentais
Oryza e SD, cujo alinhamento entre suas seqiiéncias tem tamanho 310 pb, para uma temperatura
de pareamento igual a 50°C, fragmentos de tamanho 45 pb, utilizando os valores para AS e AH

sugeridos por Allawi e SantalLucia (1997).

Adicionalmente a disponibilizagao/viabilizacao dos softwares eShuffle ¢ DRIVeR pela
ferramenta ISAS, um outro simulador para o processo de DNA shuffling foi implementado como
proposta desta pesquisa. Esta implementa¢ao recebeu o nome de SimAffling e sera detalhado no

Capitulo 5.
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ISAS - Pre Shuffling

Fairwise Parental &nalyses ] Multiple Parental &nalyzes Shuffling Simulations ]
DRIVeR eShuffie | simatting |

= = MM paramet:
S (" Breslauer1986 ﬂ

Parental number (™ Sugimoto 1996

Annealing temperature (50 " Santalucia 1996
Fragment size a5 (* Hallawi - Santalucia 1337

Execute eShuffle | Execute Profile Save graphic Frint graphic

eShuffle Results using MM values from Havwealli-Sartalucia 97
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-
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Save eShuffle results into a file |

lﬂ LCloze Crozsower Number

Figura 4.13. Shuffling Simulations. Simulagio do processo de DNA shuffling entre os parentais Oryza e SD
utilizando o eShuffle.

4.2.3 O subsistema Post Shuffling

O subsistema Post Shuffling tem o seu foco principal na analise das seqiiéncias resultantes de um
experimento de DNA shuffling com o objetivo de encontrar seqiiéncias remontadas (sequiéncias
shuffled) que sio uma “mistura” de fragmentos originarios de parentais distintos. Para
experimentos de DNA  shuffling que nao possuem método de sereening disponivel, o
sequienciamento dos clones resultantes é o primeiro passo na busca por recombinantes. A fim de
encontrar tais seqiéncias, dois médulos distintos sao disponibilizados; um definido como Library
Housekeeping, o qual realiza tarefas relacionadas a “limpeza” das sequéncias shuffled, como por
exemplo, a remocao de subsequiéncias contaminantes (originarias dos vetores de clonagem e dos
primers utilizados na amplificagao, por exemplo), além da verificacdao da orientagao das mesmas. O
outro moédulo, identificado como Search for Recombinants, é responsavel por realizar a busca por
sequéncias recombinantes entre as sequéncias resultantes do shuffling — faz uma busca por
sequéncias resultantes de cruzamentos entre os parentais. Além desses dois modulos, o
subsistema Post Shuffling disponibiliza a visualizagao do alinhamento entre as sequéncias parentais
e qualquer uma das seqiiéncias shuffled. O alinhamento é construido considerando-se a seqiiéncia

de aminoacidos ou nucleotideos dos parentais e da seqiiéncia shuffled escolhida.
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As secOes 4.2.3.1, 4.2.3.2 ¢ 4.2.3.3 descrevem, respectivamente, os trés agrupamentos de
funcionalidades implementadas pelo médulo Post Shuffling identificadas por: Library Housekeeping,
Search for Recombinants e Parental and Shuffled Sequence Alignment.

4.2.3.1 Library Housekeeping

Como visto anteriormente, em experimentos de DNA shuffling, uma vez obtidas as sequéncias fu//-
length, elas devem ser clonadas em vetores de expressio com o objetivo de amplifica-las e
expressa-las em suas proteinas correspondentes. De uma maneira simples, o processo de

clonagem envolve basicamente quatro etapas:

Escolha do fragmento de DNA a ser clonado;

Insercao do fragmento selecionado em um vetor de expressio, criando assim uma
molécula recombinante;
— Tranformacdo da célula hospedeira (geralmente bactérias) para que esta receba a

molécula recombinante;

Criacilo de uma biblioteca de DNA por meio do crescimento das bactérias

transformadas dando origem a diversas colonias.

Em experimentos de DNA shuffling, o fragmento de DNA a ser clonado (o qual sera
referenciado aqui como DNA alvo) corresponde as sequiéncias resultantes do passo 4 do shuffling,
ou seja, aos fragmentos amplificados cujo tamanho correspondem ao tamanho dos parentais. Os
vetores de expressao sio moléculas de DNA que, usualmente, possuem a capacidade de auto-
replicagdo, e sdo utilizadas como um veiculo para carregar o DNA alvo para dentro de uma célula
hospedeira. Desta forma, ao mesmo tempo em que a célula hospedeira se duplica, o vetor,
juntamente como o DNA alvo, também ¢ duplicado. Assim, por meio da auto-replicagdo do
vetor e da replica¢ao da célula hospedeira, obtém-se indmeras copias do DNA alvo resultando
em uma biblioteca de DNA. Maiores detalhes sobre o processo de clonagem foram descritos no

Capitulo 1, Segao 1.5.

Ap6s o procedimento de clonagem, os fragmentos de DNA alvo podem ser isolados por
meio de fragmentacdo enzimatica e, em seguida, seqiienciados para que a sequéncia de
nucleotideos que os compdem seja determinada. Apesar do processo de isolamento do fragmento
do DNA alvo, alguns contaminantes podem ainda restar na seqiéncia alvo. Tais contaminantes

podem corresponder a sequéncias de primers utilizados na etapa de amplificagao (passo 4 do
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processo de DNA shuffling) bem como nucleotideos originarios do vetor de clonagem que nao

foram excluidos pela fragmentagao enzimatica durante o processo de isolamento do DNA alvo.

Desta forma, apds os fragmentos de interesse terem sido isolados e seqiienciados, eles
ainda devem passar por uma “limpeza” para que as seqiéncias contaminantes sejam removidas.
Apos essa limpeza, a busca por recombinantes, como descrita mais adiante na Se¢ao 4.2.3.2,
torna-se um processo mais simples. A ferramenta ISAS disponibiliza ao usuario as seguintes

funcdes relacionadas a “limpeza” da biblioteca resultante:

— Identificacdo e remogdao de fragmentos contaminantes, denominados 7ags, das
sequencias shuffled,
— Identificagdo da orientacio (5>— 3’ ou 3’— 5’) das sequéncias shuffled e calculo do

complemento, reverso e complemento reverso, quando necessario.

A Figura 4.14 mostra a tela do subsistema Posz Shuffling com a palheta relativa a0 moédulo
Library Housekeeping ativada. Primeiramente, o usuario deve abrir o arquivo de entrada contendo
as sequéncias resultantes do shuffling (botao Open Shuffled Sequence File). Depois de aberto o
arquivo, as Zags a serem buscadas nas seqiiéncias devem ser informadas, uma a uma, e o botao
Find Tag in the Sequences ativado para dar inicio a busca. O usuario pode escolher, por meio do
botao Choose Color, com que cor a #ag, quando encontrada na seqiiéncia, deve ser destacada. Na
Figura 4.14, as fags identificadas nas cores azul e vermelho correspondem, respectivamente, as

sequiéncias dos:

primer forward (CCCATATGGCGTTGGCCGGCGGCATC); e
primer reverse (GATGCCAGTGCAAATGCCTAAGAATTCGG)

utilizados durante a amplificacio das sequéncias remontadas apos os ciclos de PCR sem primers

no processo de DNA shuffling.

Considere uma determinada 7z¢ ou contaminante, encontrada em uma seqiéncia S. O
usuario pode escolher entre remover a subseqiiéncia anterior a zag (botao Clear Sequence Before Tag)
ou a subseqiéncia posterior a zag (botio Clear Sequence After Tag) em S. A remocgio das
subseqiiéncias anterior ou posterior a Zzg podem ou nao inclui-la e, para tal, o usuario deve
escolher entre as op¢oes Tag sequence included ou Just sequence before/ after Tag, respectivamente. O
usuario pode ainda realizar a remogao dos contaminantes um a um nas sequéncias onde a 7zg foi

encontrada, ou realizar a remoc¢ao de uma unica vez em todas elas.
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Para uma determinada 7z¢, o médulo permite também que se busque, dentre as seqiiéncias
shuffled, pelo seu complemento, reverso ou complemento reverso (botoes Complement, Reverse e
Compl. Rev., respectivamente). A busca do complemento reverso do primers forward e reverse
anteriormente apresentados, foi bem sucedida uma vez que esses foram encontrados na
sequencia C03, como mostra a Figura 4.15. O complemento reverso do primer forward esta
assinalado em CO03 na cor azul e sublinhado e o complemento reverso do primer reverse na cor
vermelho e sublinhado. Note na figura que as subseqiiéncias contaminantes presentes na

sequencia AO1 ja foram removidas.

5 ISAS - Post Shuffling

Librar Housek eeping l Search for Fecombinants ] Parental and Shuffled Sequence Alignment ]

Open Shuffled Sequence File |

a8 P
=201
COTTGACCTCTCACCOCCTARATOTCACCACCGEOTTEEAGOTCGETATCTCOOGARTGCATCTAGATTCCCATATGGCRT TEGECCEGCEECATCCGOT CAGCAR
TRACTAGCAGCTGGCATATGTCOAGCGAC GEAAGECCEETGOTT BECCE0GT TCAGOCGETGEGGAACGAGAACGACCTCCARCTCOAGEAGCTCGOCCGOTTCE v

Tag to be remaved from shuffled sequences Mumber of Tags Found = 52 Edit Selected Text
5 |CCCATATGGCGTTGEOCGE0GECATE 3'||=a01__ PS
COTTGACCTOTCACCCOCOTARAT CTCACCACCEECTTCRAGC TOGETATCTCGOGAATGCATCTAGATTE
Find Tag in the Sequences Clear | CCATATGGCOTTGECCEECEECATOCRCT GARCAATAAC TAGCAGCTEECATATGT COAGCCACGOARGE
COGGTECTTGECGGCGTTCARCCRET GEECALC GARAACGACCTCOALCTECAGGAGCTCOCCCECTTOR
% of demanded equality 100« CCOTCAACCOAGCARALRAGALGEOCALTGOTCTGCTGEAGTTCOAGALCC TTGTGACTCTCAAGCAGCA
ACTTGTCOCTGOCACTTTGTACTAT TTCACAAT TEAGET CARCCALCOOCATOC CARGARCCTOTATCAA
Chaose Color COTAACCTCTOCCACARLCCATAGEAT CEACT TCARGCAGCT COAGEACT TCARGCCTETCOAT GOCAGT
el CCAAATCCCTAAGAATTOGEART CEGATCCCEEECOCETOCACTELABAGECCTGCATGCARGCTTTCCD
Eamplement TATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGECETAALD
Reverze ZCO3__
COGATARAACTTTCCCOTTCTECATAARLC BOTCEECCART GAATTOGAGCTCOETACCTOGCGAATGNA
Compl.Rev. TCTAGATCCOCATACTTAGTCATTTGCACT GETATCGATAGGCTTGALCTCCTGEAGCTCCTATARCTAL
ATACATGETTTCTCCCATAGCTTAGCTCCATAGAGCTTCT TGGCATCCCCTTCCTTCATCTCARTTGTGA

AR TACTACARACT CCCAGCCACAACTAGCTCCTTCACACTCACALCCTTCTCCALCTCCACCACGAGRATT
GCECCTTCTTCTTGTCCTC GG T A GO AL CETCCAGCTCCTCLAGGTCCAGCTCETTCTCCTTECCC
CECACCTCCTTEAT GO G CCGCEC CALCECCATATCOCAATCCEATCCCGCCACCCTCRAATCCATAGECC
TECATCCAACCTTTCCCTATACT GAGTCCTAT TATACCTTEGCGTAATCATCETCATAGCTETTTCCTCT
CTCAAATTCTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGL

Clear Sequence Before Tag | ] > |ra0z__

NGGTCTATANATTATGGT GECGET CTCAAALAC GECOLACAGT GAATTCGAGCTCGLGTACCTCGCGAAT G

Options ta remove tag
™ Tag sequence included
¢ Just sequence before/after Tag

A

Clear Sequence After Tag |>AD1__ CATCTAGATTCCCATATGGCGTTEECCGECGECATCCCGETGAGCAATAACTAGCAGCAGGCATATGTICE
02 AGCGACGGAGGGCCGCTGOTTGGTGGCGTCOAGOCGTTTGTC GAGL GARAGGAGC TCCAGCTCGTCGAGE
>igi_ TCGCCGCTTCGCCGT CACCGAGCACAACAAGAAGGCCARTTCT CTGCTGRAGT TOGAGRAGCTTIGTGAGT o,
11 L oyt Sy Sy Uy E PR PEPY
»A09 [ Save inta file just sequence where some tag was found
»BOT__

LCloze +BO2 > SavetoFile | Reload Shuffled Sequence from File | Change Background Calar Frint | Save

Figura 4.14. Post Shuffling. Busca por contaminantes nas seqiiéncias shuffled durante o processo de Library
Housekeeping.

Como na sequéncia C03 foram encontrados apenas os complementos reversos das fags
buscadas, essa seqiiéncia deve ser substituida pelo seu complemento reverso (botao Calenle Compl.

Rev. Figura 4.15) antes que a busca por recombinantes seja executada.

Além de realizar a busca por subseqiiéncias idénticas a 7zg nas sequéncias shuffled, o ISAS
permite que buscas inexatas sejam executadas. Uma busca ¢ exata quando, dado uma Zag, busca-se
por subsequéncias que sejam 100% iguais a 74g; ¢ inexata quando se busca por subseqiiéncias que
sejam pelo menos P% iguais a zzg. A porcentagem de igualdade exigida na busca tem valor 100%

pot defaunlt, o usuario pode informar a porcentagem desejada na lista de opgdes % of demanded
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equality. A necessidade de implementar a busca inexata justifica-se por dois motivos: erros

ocorridos durante o processo de seqlienciamento e erros ocorridos durante as reagoes de PCR.

L ISAS - Post Shuffling

Librany Housekeeping l Search for Recombinants ] Parental and Shuffled S equence Alignment l

Open Shuffled S equence File |

I8 ~
=A01__
CCTTGACCTCTCACCCCCTARATCTCACCACCEGCTTGGAGCTCGGTATC TCGCGAATOEATCTAGAT TCCCATATGCCETTEECCEECEGCATC COCTEAGCAR
TAACTAGCAGCTEGCATATGTC BAGCGAC BEARGGECGETECTTGECGE0GT TCAGCCOETGEBGAACGAGAAC GACCTOCAACT COAGGAGCTCGECCEETTES W
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—— *C03
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ATACATGGTTTCTCCCATAGCTTAGCTCCATAGAGCTTCTTGGCATCCCCTTCCTTCATCTCARTTGTGE
-» Compl Rev. AATACTACARAGTGCCARCCACALCTACCTGCTTCACACTCACAAGCT T CTOGAACTOCACCAGAGAATT

GECCTTCTTGTTCTRCTCGLT CAC G GARGCECTCCAGCTCCTCFAGGTCEACETCCTTCTCETTCGCD
GGCACGTCCTTGATGCCGCCGGOCAACGOCATAT GECAATCGEGATCCCGCCACCOTCGAATGCATAGGCC
TECATGCAACCTTTCCC TATAGTCAGTCCTATTATACCTTCCCCTAATCATGETCATAGCTCTTTCCTGT
GTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATAC A

Options to remove tag
" Tag zequence included
f+ Just zequence before/after Tag
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AGCEACEEAGEGCCECTECTTGETEECETCCAGCCETTTETC GARCOAAAGGAGCTCCAGCTCETCRAGE
Clear Sequence After Tag | TCGCOGCTTCGOCGTCACCGARCACAACAAGAAGECCALTTOTCTGCTGGAGTTCGAGAAGOTTETGAGT

GTCAAGCAGCAAGTCGTCGCTGOCACTTTOCTACTATCTCACAAGT GAGGT CAAGCAAGGGEATGCCAAGL

A CCTCTATGAAGCTALGETC T GOCAGRA A CCATCCATGRAC T TCAAGCAGCTCCAGGAGT TCAAGCCTGT e
Calcule Compl. Rev. | sy e e s gy e
[~ Save into fils just sequence where some tag was found
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Figura 4.15. Post Shuffling. Busca pelo complemento reverso dos primers utilizados na amplificacdo das
sequéncias shuflled.

Quando a maquina sequenciadora for incapaz de interpretar o sinal lido em um ponto
especifico do processo de seqienciamento de um fragmento de DNA, sua incerteza ¢é
representada pela inser¢ao do caractere N na sequéncia ao invés de um dos caracteres A, T, C ou

G. Os caracteres N inseridos nas sequiéncias podem causar problemas durante a busca por 7ags.

Como visto no Capitulo 1, Se¢ao 1.4, nucleotideos podem ser removidos, inseridos ou
ainda substituidos na nova molécula de DNA sendo sintetizada durante as reacoes de PCR. Estas
remocdes, insercoes e/ou substituicdes irdo, de maneira semelhante aos erros ocorridos durante
o seqiienciamento, impedir que Zzgs em potencial sejam localizadas nas sequéncias shujfled. Desta
forma, a implementa¢do da busca inexata permite que o usuario encontre nas seqiéncias shuffled
subseqiiéncias que sio no minimo P% iguais a 7zg e decidir se estas podem ser ou nao

consideradas como a Zag buscada.

Como exemplo, considere a busca pelo primer forward em um arquivo contendo 94

sequencias shuffled resultantes do shuffling entre os parentais Oryza e SD. A busca exata (P =
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100%) retornou 52 ocorréncias desta 7zg nas sequiéncias enquanto que a busca com P = 96%
encontrou 62 ocorréncias. A sequéncia AO5 foi uma das sequéncias shuffled na qual uma
aproximagcao da Zag foi encontrada. A Figura 4.16 mostra a sequiéncia AO5 com a aproximagao da
tag sublinhada. Note que essa difere da zag (primer forward) em apenas uma base (destacada em
preto). Nesse caso, o usuario pode decidir entre simplesmente trocar a base G pela base correta A
(base do primer), realizar novamente o seqiiénciamento desta seqiiéncia para confirmar qual a base
deve ocupar a posicio em questdo, ou entdo, descartar essa seqiéncia considerando que esta

aproximagao encontrada nio corresponde a Zag buscada.

>A05

NGGT GTAGT AACGGANNNT TGGGGNNT GATCATCGNCATTTGAAT T TGAGCT CGGTGACT CGCGAATGCATCTAGAT
TCCCATAT GGCGT TGECCGGCGGCAECT GGGAT GCCAGT GCAAAT GCCTAATAAT TCGGAT GCCAGT GCAAAT GCCT
AAGAATTCGGAAT CGGAT CCCGGECCCGT CGACT GCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTTCCCTATAGT GAGTCGTATTA
GAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGITTCCTGTGTGAAATTGT TATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAG
CCGGAAGCATAAAGT GTAAAGCCT GGGGTGCCTAATGAGT GAGCTAACTCACATTAATTGCGT TGCGCTCACTGCCC
GCTTTCCAGTCGGGAAACCT GT CGTGCCAGCTGCATTAAT GAAT CGGCCAACGCGCGEGGAGAGECGGT TTGCGTAT
TGGGECECTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACT TCGCTGCGCTCGGT CGTTCGGECT GCGGECGAGCGGTATCAGC

Figura 4.16. Sequencia shuffled AO5 na qual uma aproximacao do primer forward foi encontrada (seqiiéncia
sublinhada).

Depois de realizado o housekeeping das sequéncias shuffled, é possivel identificar seqiiéncias
nido uteis (sequéncia nas quais nenhuma 7zg foi encontrada), sequéncias que devem ser
sequienciadas novamente, bem como sequéncias potencialmente uteis, ou seja, seqiiéncias que

podem ser o resultado de uma “mistura” dos parentais.

4.2.3.2° Search for Recombinants

A busca por seqliencias recombinantes na biblioteca resultante do shuffling ¢ uma etapa critica em
experimentos deste tipo devido ao grande volume de dados produzidos, principalmente quando
nao se tem um método de sereening (ou selecao) disponivel. Um dos procedimentos mais comuns
utilizados para identificar recombinantes ¢ a constru¢ao de alinhamentos entre as sequiéncias
parentais e as sequéncias da biblioteca. O alinhamento pode ser construido utilizando-se a

sequéncia de nucleotideos ou a seqiiéncia de aminoacidos.

O sistema ISAS implementa fungdes similares para a analise da biblioteca resultante.
Contudo, antes de construir o alinhamento, ISAS realiza a busca pelas mutagoes identificada
entre os parentais durante a etapa de Parental Analyses (Secao 4.2.2.1) nas seqiiéncias resultantes

do Library HouseKeeping (Segao 4.2.3.1). Desta forma, o usuario pode economizar no tempo gasto
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com a analise da biblioteca visualizando claramente, para cada uma das sequéncias shuffled, onde

as recombinag¢des ocorreram bem como a quantidade de tais recombinagdes.

Assim como a busca inexata por fags, a busca inexata por muta¢oes também é possivel.
Devido 2 possibilidade de realizagio de buscas inexatas, substitui¢cdes, inser¢des e/ou remocoes
de nucleotideos ocorridos durante as reagoes de PCR nas regioes identificadas como mutagdes
entre os parentais, bem como erros ocorridos durante o sequienciamento podem ser identificados

e tratados pelo usuario antes que o alinhamento seja construido.

Para dar inicio a busca pelas mutacSes nas sequéncias resultantes do shuffling, dois arquivos
devem ser abertos: o arquivo contendo as sequéncias shuffled resultantes do Housekeeping (botao
Open Shuffled Sequence File, Figura 4.17) e o arquivo contendo as mutagdes encontradas entre os
parentais (botdo Load Mutations from File, Figura 4.17) durante a fase de Parental Analyses. A busca
pelas mutagoes originarias de cada um dos parentais pode ser executada uma a uma selecionando-
se a mutagdo, a cor na qual tal mutagdo deve ser destacada quando encontrada e clicando no
botao Search for Mutation (Figura 4.17). Contudo, antes que a busca seja realizada, um painel de
informagao é mostrado permitindo que o usuario informe com que percentual (P) de igualdade a
mutacdo deve ser buscada nas seqiéncias shuffled. Depois de realizada a busca, o sistema informa

o numero de vezes que a mutagao buscada foi encontrada.

Caso a busca por uma muta¢ao nao produza resultados significativos, ou seja, um nimero
muito grande (maior que o nimero de seqiiéncias do arquivo, por exemplo) dessa mutag¢do tenha
sido encontrado, a busca pode ser desfeita clicando-se no botio Undo. Resultados nao
significativos podem ocorrer devido a um baixo valor de P ou ainda como conseqiiéncia de um
pequeno valor associado ao parametro n, correspondente ao tamanho minimo das mutagdes,

utilizado durante a etapa de analise dos parentais (Secao 4.2.2.1).

A Figura 4.17 mostra a tela do subsistema Posz Shuffling na qual foi realizada a busca por
algumas das mutagoes identificadas entre os parentais Oryza e SD em um conjunto de 94

sequiencias resultantes do shuffling entre esses dois parentais.
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ILISAS - Post Shuffling

Library Houzekeeping  Search for Recombinants | Parental and Shuffled 5 equence Alignment

Open Shuffled Sequence File |

ag ~
#R01_
ATGECGTTGECCEEC GECATCCOCTRAGCAATAAC TAGCAGE TEOCATATCTCGARCGAC CRAAGECOEETGCT TEGCGEEGT TCAGL COGT GRGCARCEAGARC

Load Mutation from File | Save to File Frirt Clear Reload Shuffled Sequences | Change Background Color | Edit Selected Text
T— *HOG__ A
WG 2 G ATGECGTTGECCGECEECGTCCCECTRACCCCTAACTAGCAGCAGGCATAT GTCGAGC GACGGAGGGECCGE TGAGCARTARCTAL

ATGETCGAGEGACG | |CAGGCATATGTCGAGCFACGGARGECCGCT GAGCARTAACTAGCAGGGCATATGTCFARCGACGRAGGGCCGETEOTTRE0GECE
TCEARCCOGT CEEEARTCACAACGADCTOCAACTCETOGACCTCECOCGETT COCCETOTACCACCACCACAACAAGGCCAATTE
Choose Color TCTGOTGOAGT TCGAGAAGCTTGTGAGTOT GALGCAGCAAGTTGTCOCCEECACTTTETACTATT TCACALT TCAGGT GALGEAR
T | |GGGGATGECAATAACCTCTAT GAAGC TARGGT CCGEEAGARNNNC ATGAAT GGGACT TCAGSAGC CCCCAGAAGGT CCAGCCTGE
Search for Mutation | || -or oo CcAGTGCACATEECCTARE
=HOE__
ATGGCETTGECCGGCGECATCARGCACGT GO GOC GALCGAGAAC GACCTCCACCTCCAGGAGCTCGCCCGCTTCECCGTCGATE
Mutations fram sd__ AGCACARCARGAAGGCCARTTCTCTGETGRAGT TCGAGAAGCTTETGAGT GT GAAGCAGCAAGTTGTCGCTGGCACTTTGTACTA
ATGGCGTTGGLCG w | ||TTTCACAATTGAGGT GAAGGAAGEGRAT GOCAAGAAGC TCTAT FAAGC TAAGGTCTFECAGARAC CATGRAT GRACT T CARGGAG
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Choose Color =HO7__
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] Close ACALTTGAGGT GAAGGAAGECGATGCCARGAAGC TCTAT GAAGC TALGGT CTGGGAGAAACCATGRATGFACTTCARGGAGCTCD 4

Parental and Shuffled Sequence Alignment

Parental |soza « | Load Parental Sequences | Shufiled Sequence [»HOV_ | Punctuation Matrix |[PAM250 + |  Show Protein Alignment

Figura 4.17. Post Shuffling. Busca nas seqiiéncias shuffled por mutagdes originarias dos parentais.

A fim de facilitar a identificacao visual das regides de cruzamento, o usuario deve escolher
uma Gnica cor para que sejam destacadas todas as mutagoes originarias de um dos parentais e
outra cor para todas as mutag¢oes do outro parental, como no exemplo da Figura 4.17, onde todas
as mutagoes originarias do parental Oryza foram coloridas em azul e todas as mutagoes
originarias do parental SD coloridas em vermelho. Observando a sequéncia shuffled HO7, podem
ser facilmente identificados trés cruzamentos, os quais sao evidenciados pela identificacao de
quatro mutagoes consecutivas coloridas alternadamente nas cores vermelho e azul. Como
indicado pela coloracio das mesmas, tais mutagdes sao originarias dos parentais SD e Oryza, e

correspondem as mutagdes M;, M,, M; e M, (ver Tabela 4.1).
4.2.3.3 Parental and Shuffled Sequence Alignment

Uma vez que uma sequéncia shuffled na qual cruzamentos ocorreram foi identificada, ISAS
permite ao usuario construir o alinhamento entre os aminodacidos correspondentes a essa
sequiéncia e as sequéncias parentais (botao Show Protein Alignmen?). Para cada uma das colunas do
alinhamento construido entre as sequiéncias shuffled, Parental 1 e Parental 2, uma dentre quatro

situagoes distintas pode ocorrer:

— os trés aminodacidos sao iguais, logo nao sao coloridos;
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— o aminoacido da sequéncia shuffled ¢ igual apenas ao aminoacido do Parental 1. Neste
caso, apenas esse aminoacido, tanto na seqiiéncia shuffled quanto no Parental 1 é colorido;
— o aminoacido da sequéncia shuffled é igual apenas ao aminoacido do Parental 2. Neste
caso, apenas esse aminoacido, tanto na seqiiéncia shuffled quanto no Parental 2 é colorido;
— o aminoacido da sequéncia shuffled é diferente de ambos os amonoacidos
correspondentes no Parental 1 e Parental 2. Neste caso, apenas o aminoacido da

sequeéncia shuffled é colorido.

A Figura 4.18 mostra o alinhamento protéico entre a seqiéncia HO7 e os parentais Oryza e
SD. Observando a coloragiao das colunas desse alinhamento, é possivel, assim como na Figura
4.17, descobrir como os parentais foram “misturados” para formar a seqiiéncia H07, além de ser
possivel também identificar a presenga de novos aminoacidos nessa seqiiéncia (veja colunas 26 e
60 do alinhamento). Os novos aminoacidos podem ser resultado de erros ocorridos durante a

reagao de PCR ou, ainda, erros durante o sequienciamento do clone HO7.
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Figura 4.18. Post Shuffling. Alinhamento entre a seqliéncia de aminoacidos correspondentes a seqiiéncia
shuffled HO7 e os parentais Oryza e SD.
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4.3 Consideracoes finais

A ferramenta ISAS (Interactive Software for Assisting Shuffling Processes) foi desenvolvida na

linguagem C, utilizando o ambiente C++ Builder 5.

A implementacdo foi feita de forma modular, separando as funcionalidades do ISAS em

trés diferentes subsistemas os quais agrupam fungoes relacionadas entre si para:

— analise e manipulagdo de seqléncias (subsistema Seguence Basics) como composicao,
determinagdo da sequiéncia complemento, reverso, complemento reverso, estatistica dos
aminodcidos correspondentes a uma sequéncia de DNA, projeto de primers necessarios a
amplificacdo da seqliéncia, entre outros;

— analise prévia das seqiiéncias parentais (subsistema Pre Shuffling), incluindo construgao de
alinhamento para que se possam identificar as regides de similaridade e diferengas
(mutagoes) entre as sequéncias e ferramentas para a simulagao 7 siico do processo de
DNA shuffling, e

— analise e manipulagdo das sequéncias resultantes do DNA shuffling (subsistema Post

Shuffling), como remocao de contaminantes e busca por recombinantes.

O moédulo de Pre Shuffling traz especial contribuicio por viabilizar a utilizagdo de dois
softwares descritos na literatura para a simulacio 7 si/ico do processo de DNA shuffling, eShuffle e
DRIVeR, além de implementar o modelo de simula¢iao proposto neste trabalho e denominado
SimAffling (descrito no Capitulo 5). Uma interface grafica, tanto para o fornecimento dos
parametros necessarios a execu¢ao dos softwares eShuffle e DRIVeR quanto para a visualizagao
dos resultados foi implementado pelo ISAS a fim de facilitar a utilizagdo dos mesmos, uma vez

que suas implmentacdes originais ndo dispdoem de tal recurso.

Para o software eShuffle, além do valores propostos por Allawi e SantalLucia (1997) para
variacao de entalpia (AS) e variacao de entropia (AH) dos pares de bases vizinhos que compdem
uma determinada regido de pareamento implementado originalmente pelo eShuffle, outros trés
modelos (SUGIMOTO et al.,, 1996), (SANTALUCIA et al., 1996) e BRESLAUER, 1986) foram
disponibilizados pelo ISAS. Originalmente, o DRIVeR permite apenas que, como parentais,
sejam utilizadas sequiéncias que diferem em no maximo 20 pares de bases. Para possibilitar a

utilizagdo do DRIVeR para pares de sequéncias que diferem entre si em mais de 20 pares de
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bases, foi proposta uma metodologia para agrupar mutagoes proximas e consecutivas em uma

unica mutacio.

ISAS apresenta-se como uma ferramenta de suporte a usuarios que pretendem ou ja
realizaram experimentos de DNA shuffling disponibilizando ferramentas para as diversas etapas
envolvidas neste tipo de experimento. A analise das seqiiéncias candidatas a parentais permite que
caracteristicas relevantes, tais como, similaridade, nimero e localizacao das mutacoes entre as
sequeéncias sejam avaliadas no contexto de experimentos de DNA shffling. Por meio da simulagiao
in silico do processo de DNA shuffling, é possivel estimar a influéncia de parametros como,
tamanho dos fragmentos e temperatura de pareamento sobre os resultados esperados, e, desta

forma, realizar otimiza¢oes antes da realizacdo 7z vitro do experimento.

A forma modular como o sistema foi projetado e implementado permite a facil
incrementabilidade do ISAS, de forma que novos subsistemas e funcionalidades podem ser

adicionados sem acarretar modificagdes nas implementagdes ja realizadas.
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SimAffling: Simulador de
DNA sbuffling

"Todas as flores do futnro estio nas sementes de hoje.”
Provérbio Chinés

5.1 Introducdao — Motivagao para a proposta SimAffling

Apbs o estudo e investigacio dos modelos de Sun, Moore, Patrick ¢ David, bem como dos
conceitos e formalismos que subsidiaram tais modelos, foi possivel comparar as funcionalidades,
contribui¢des e deficiéncias de cada um deles. Os quatro modelos se utilizaram de formalismos
diferentes para, de alguma forma, avaliar e/ou predizer os resultados de experimentos de DNA
shuffling. Diferentemente dos modelos eShuffle e Shufflt, o modelo DRIVeR, proposto por
Patrick, e o modelo proposto por Sun sio modelos puramente estatisticos, que nao utilizam de
conceitos de termodinamica para modelar os eventos de pareamento além de ndo realizarem a
fragmentagdo dos parentais e tampouco considerarem a composi¢ao das seqiiéncias como
parametros de entrada para os seus modelos. Esses modelos consideram, basicamente, a distancia

entre as mutagdes encontradas entre os parentais como fator determinante nos resultados dos

DNA shuffling.

Uma inconveniéncia para a utilizacgio do DRIVeR ¢ a necessidade de saber, de antemao, o
nimero médio de cruzamentos obsetvado em uma amostra da biblioteca resultante (\"*), bem
como o tamanho da biblioteca gerada, uma vez que o modelo utiliza essas informagdes para

estimar o numero médio de cruzamentos nas seqiiéncias resultantes do shuffling. Para usuarios que
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ainda nao tenham realizado experimentos de DNA shuffling ou nao tenham feito a analise de uma
amostra das seqiiéncias resultantes para a determinagio do valor de A°™, os resultados preditos
podem nio ser significativos, caso o valor de \*” utilizado nas simulagdes nio seja um valor
passivel de ser obtido experimentalmente ou, ainda, se o valor de A°™ tenha sido calculado sobre
uma pequena amostra das seqiiéncias resultantes do shuffling de forma que os resultados

estimados pelo DRIVeR podem nao ser significativos.

O numero de ciclos de PCR simulados pelo Shufflt ndo ¢ um parametro fixo do modelo,
de forma que o usudrio deve testar/validar qual o numero de ciclos mais adequado para a
simula¢ao que deseja realizar. A determinacdo do valor desse parametro, contudo, nao ¢ uma
tarefa simples e requer um grande dispéndio de tempo, além do que, tentativas de execucao do
Shufflt utilizando valores inadequados podem resultar em erros de execu¢dao, como nos testes
realizados e descritos no Apéndice B. Outro fator agravante na utilizacio do Shufflt é que o uso
de valores nao apropriados para o numero de ciclos de PCR (caso nido produzam erros de
execuc¢ao) provavelmente resultardo em estimativas nao representativas do experimento de DNA
shuffling sendo simulado. O autor nao apresenta um estudo que direciona a escolha do parametro
correspondente ao numero de ciclos de PCR, de forma que nio se pode dizer o que seria um
valor “apropriado” para este pardimetro. Em contato com o autor (comunicacio pessoal)”,
Mabheshri confirmou que o nimero de ciclos de PCR deve ser determinado empiricamente (por
tentativa e erro) com base no tamanho dos parentais e no tamanho dos fragmentos utilizados na

simulacio.

Apesar de o modelo eShuffle se apresentar como o mais consistente dos quatro, se
considerarmos a abordagem dada ao evento de pareamento por utilizar-se dos conceitos de
Termodinamica que o regem e por considerar que a seletividade de um fragmento depende a sua
concentragdo na reagdo, a fragmentacio dos parentais implementada pelo eShuffle,
possivelmente, nao ¢é representativa do processo. Enquanto que em experimentos de DNA
shuffling, apo6s a fragmentacao dos parentais, os fragmentos resultantes sao purificados em gel de
agarose para que aqueles cujos tamanhos estejam compreendidos em um intervalo de interesse
sejam selecionados, o modelo eShuffle considera apenas fragmentos de tamanho fixo L. A Figura
5.1 mostra um esquema de como a fragmentagdo de um parental S, de tamanho t, = 30 ¢

abordada no eShuffle considerando L = 20.

32 MAHESHRI, N. Questions about Shufflt. Mensagem trecebida por lumontera@gmail.com em 25 de Agosto de
2008.
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Figura 5.1. Esquema representativo da fragmentagdo dos parentais pelo eShuffle.

A possibilidade de pareamento para cada fragmento F; é verificada apenas para os
fragmentos F;;, para 1 < j = N, onde N ¢ o niimero de parentais envolvidos na simulacao. Com
essa restricdo, apenas os fragmentos que estio na mesma posicio do alinhamento sao
considerados como candidatos ao pareamento. A suposi¢ao que apenas este tipo de pareamento
pode ocorrer é uma simplificagio drastica para esse tipo de evento, uma vez que em
experimentos  vitro, quaisquer fragmentos, independente de sua localiza¢do, podem se parear e
produzir um fragmento recombinante desde que compartilhem complementaridade entre as
bases que os compoem. Adicionalmente, o eShuffle considera a ocorréncia de pareamentos
apenas entre fragmentos de fitas opostas (veja o pseudo-cédigo do algoritmo no Apéndice C,
Sec¢ao C.2) enquanto que pareamentos entre fragmentos de mesma fita, bem como fragmentos de
um mesmo parental, também podem ocorrer. Informagdes sobre o nimero, ou a porcentagem de
sequeéncias full-length apos a simulagao também nao ¢ determinada pelo eShuffle. Essa informagao
¢ essencial, pois as sequiéncias fu/l-length sio aquelas que serao posteriormente amplificadas na

etapa de PCR com primers. Os cruzamentos ocorridos entre fragmentos cujos tamanhos, apds os
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ciclos de remontagem, nao se aproximam do tamanho dos parentais nio devem influenciar no
numero médio de cruzamentos estimado, uma vez que essa estimativa s6 ¢ relevante para

fragmentos do tipo full-length.

Para a utilizacao do Shufflt, além de conhecimentos basicos da linguagem de programagao
C para que os parametros de entrada sejam modificados dentro do cédigo do programa, é preciso
que o usuario tenha também um compilador para a linguagem C. Para a execu¢iao do eShuffle, as
seqiiéncias parentais devem estar armazenadas em um arquivo de entrada seguindo um formato
particular como mostrado no Apéndice C, Se¢io C.1. O DRIVeR limita o nimero de mutagdes
entre os parentais em 20. Para que o shuffling entre sequéncias parentais com mais do que 20
mutagoes entre si seja simulado pelo DRIVeR, esse trabalho sugere que o usuario realize
primeiramente a identificagio e o agrupamento das mutagdes como implementado pelo ISAS

(ver Capitulo 4, Secao 4.2.2.1).

Deve-se considerar ainda que todas as trés implementagcbes nido apresentam interface
grafica, nem mesmo um manual de usuario que esclarega os detalhes de utiliza¢ao dos softwares,
como apresentado nesta tese, fatos esses que podem ser os responsaveis por nio terem sido
encontrados na literatura outros trabalhos descrevendo experimentos de DNA shuffling nos quais

qualquer desses modelos tenham sido utilizados.

Frente as dificuldades e limitagoes encontradas nos modelos estudados e implementados, e
para um melhor entendimento de cada uma das etapas do processo de DNA shuffling, este
trabalho de pesquisa propoe e implementa um simulador de DNA shuffling chamado SimAffling,

descrito nas proximas segoes.

5.2 Simulador de DNA shuffling

A simulagdo é uma forma numérica de realizar experimentos em computador com base em
modelos l6gicos ou modelos matematicos, de modo a descrever o comportamento de sistemas ao
longo de um determinado petiodo de tempo (RUBINSTEIN, 1981). O recurso de simula¢io
tem sido utilizado na simula¢do de processos de diversas areas como manufatura, aplicagdes
militares, logistica e transporte. Em alguns casos, simulagdes podem ser realizadas por modelos
matematicos que descrevem o comportamento do sistema. Entretanto, em muitos casos, o

processo a ser simulado é tdo complexo que é impossivel resolve-lo matematicamente. Nesses
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casos, simula¢oes numéricas podem ser utilizadas para imitar o comportamento do processo ou

sistema ao longo do tempo (BANKS et al., 2001).

Segundo descrito em Banks et al. (2001), de forma geral, um modelo é construido com base
em uma série de suposi¢oes a respeito do sistema que se deseja modelar. Essas suposi¢es sao
expressas por meio de relagdes matematicas, logicas e simbolicas entre os objetos que compoem
o sistema. Uma vez desenvolvido e validado, o modelo podera ser utilizado para investigar uma
série de questoes referentes ao sistema. Mudangas no sistema podem, por exemplo, ser
primeiramente simuladas a fim de predizer o impacto de tais mudangas no seu comportamento.
A simulacdo pode também ser utilizada como uma ferramenta para analise de sistemas que ainda

nao existem fisicamente.

O experimento de DNA shuffling pode ser descrito como um sistema complexo onde
diversas reacOes ocorrem ao longo do tempo. Com base nos estudos realizados, um modelo
légico foi proposto para que um simulador de DNA shuffling fosse implementado. A

implementacao do modelo proposto recebeu o nome de SimAffling e é descrita a seguir.

De forma geral, quatro médulos distintos podem ser identificados no software SimAffling:
Geragdao de numeros aleatérios segundo uma distribuicdo de probabilidade; Fragmentacio dos
parentais; Pareamento; ¢ Extensdo dos fragmentos pareados. O moédulo de geragao de numeros
aleatérios permitird a fragmentacao das seqiiéncias parentais pelo médulo de Fragmentacao. Os
moédulos de Pareamento e Extensdo correspondem aos ciclos de PCR e, por essa razdo, sao
repetidos um determinado nimero de vezes a fim de promover a remontagem dos fragmentos.
Por se tratar de uma simulagdo, o processo deve ser repetido um numero suficiente de vezes até
sua convergéncia. A Figura 5.2 descreve o pseudo-codigo do simulador proposto e

implementado.

1. procedure SimAffling(P1, P2, L, Min, Max, n_simulacGes, tipo_frag, ciclos_PCR,
minimo, Fator)
{Entrada: P1 — sequéncia de DNA do parental 1
P2 — sequiéncia de DNA do parental 2
L — tamanho médio em torno do qual os fragmentos devem ser gerados
Min — tamanho minimo permitido para um fragmento
Max — tamanho maximo permitido para um fragmento

n_simulagcdes — numero de simulacoes a serem executadas

e A

tipo_frag — indica o tipo de fragmentagio a ser realizada, se segundo Poisson (tipo_frag = 0)

Figura 5.2. Pseudo-cédigo do SimAffling (continua).
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

26.
27.
28.
29.

30.
31.
32.

33.
34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.
42.

43.

44,
45.

ou se a fragmentacio ¢ aleatéria (tipo_frag = 1)
ciclos. PCR — ntmero de ciclos de PCR a serem executados
minimo — tamanho de sobreposi¢io minima exigida para que um pareamento ocorra

Fator — valor inteiro entre 0 e 10 utilizado para o calculo do valor Limite

{Saida: Numero médio de cruzamentos nas sequiéncias remontadas que, possivelmente,
representam seqiéncias _fu//-length bem como a porcentagem dessas seqiiéncias que sdo o
resultado da ocorréncia de 0, 1, 2, 3, ..., 5 cruzamentos entre os parentais P1 e P2}
begin
fork =0,1, 2, ..., n_simulacoes do
begin
{gera os nimeros que servirdo de base para a fragmentacio dos parentais}
if(tipo_frag == 1) then
N = gera_numeros_poisson(L, Min, Max)
else

N = gera_numeros_aleatérios(Min, Max)

{determina o numero de cépias das sequéncias de forma a garantit
um conjunto de fragmentos com tamanho em torno de 1.200}

C = numero_copias(|P1|, |P2|, Min)

{cria C cépias de cada um dos parentais bem como de seus complementos}
S = cria_copia_parental(P1, P2, C)
{realiza a fragmentacio das sequéncias do conjunto S}
Single_ DNA = fragmenta(S, N)
Double_ DNA = &
Limite = |Single DNA| / Fator
fori=0,1,2, .., ciclos_PCR do
begin
n_nao_colisdes = 0
do
{seleciona aleatoriamento dois fragmentos do conjunto Single DNA}
fi = seleciona_aleatoriamente(Single_ DNA)

f2 = seleciona_aleatoriamente(Single DNA)

{verifica qual o maior pareamento possivel entre f; e f5}

Figura 5.2. Pseudo-codigo do SimAffling (continuagio).
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46.

47.
48.

49.

50.
51.
52.

53.

54.
55.
56.

57.
58.
59.
60.

61.
62.
63.
64.
65.
66.

67.
68.
69.
70.

71.
72.
73.
74.
75.

end

end

tamanho = verifica_pareamento (f; , f2)

if (tamanho = minimo) then
begin
{como o pateamento ocorreu, realize a extensio (quanto possivel) e armazene o
numetro de cruzamentos ocortidos até o momento nestes fragmentos}

f 1' = estende(f))

f;_ = estende(f2)

{insete os fragmentos estendidos (ou nio) no conjunto Double_DNA}

Double_DNA = Double_DNA U f, Uf,

{remove do conjunto Single DNA os fragmentos
inseridos no conjunto Double_DNA}

Remove_Single DNA(f; , f2)

n_nao_colisdes = 0
end
else
n_nao_colisdes = n_nao_colisdes + 1

while {n_ndo_colises < Limite or Single_ DNA # O}

{transfere todos os fragmentos do conjunto Double_DNA para o

conjunto Single DNA para que um novo ciclo de PCR se inicie}

Single_ DNA = Single. DNA U Double_ DNA

Double. DNA =

end

Figura 5.2. Pseudo-codigo do SimAffling (conclusio).

A seguir, cada uma das instrugoes e procedimentos do algoritmo descrito na Figura 5.2 sao

detalhados de maneira a facilitar sua implementa¢ao e deixar claro como deve ser sua execugio.

Para facilitar a descri¢ao, todas as linhas do pseudo-cédigo apresentados foram numeradas. As
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consideragdes e explicacOes a seguir serao feitas para cada uma das linhas do pseudo-cédigo que

se fizerem necessarias.

Linha1l

Descreve o procedimento SimAffling e todas entradas necessarias a sua execugao. As linhas

de 2 a 12 descrevem, uma a uma, as entradas necessarias ao processo de simulagio.

Linha 19

Devido ao fato do SimAffling implementar um modelo estocastico (ndo deterministico), a
simula¢ao do processo de DNA shuffling deve ser executada um nimero suficiente de vezes a fim
de garantir a convergéncia do processo, ou seja, diminuir a variancia dos resultados. Se esse passo
nao existisse, as solu¢oes encontradas poderiam nao ser representativas por se tratar de uma
abordagem aleatéria. Por ser uma simulagdao baseada em eventos aleatérios, como é o caso da
colisao entre fragmentos de DNA possiveis de se parear durante os ciclos de remontagem por
PCR, como descrito nas Linhas 42 e 43, o método de simulagiao implementado é denominado

método de simulacio Monte Carlo. [ ROBERT; CASELLA, 1999].

Testes para validar a convergéncia do SimAffling foram realizados e os resultados estao

descritos na Secao 5.3.

Linha 23 e Linha 25

Como visto no Capitulo 2, a fragmentacdo das seqliéncias parentais ¢ feita pela exposicao
do material genético (DNA) a enzimas de restricdo que realizam cortes ao longo da molécula.
Mais especificamente, os cortes sdo realizados entre dois nucleotideos consecutivos de uma
mesma cadeia (ou fita) de DNA (ligagoes peptidicas). Considerando experimentos desse tipo,
para cada ligacdo peptidica entre dois nucleotideos, apenas um dentre dois eventos ocorre: a
quebra ou a nao—quebra pela enzima de restricio da ligagio que une os dois nucleotideos. O
SimAffling disponibiliza duas abordagens para modelar o processo de fragmentagio dos
parentais: fragmentacao segundo Poisson em torno de um tamanho médio de fragmentos (Linha
23) e fragmentacdo aleatéria (Linha 25), considerando fragmentos cujo tamanho esteja
compreendido num intervalo de tamanho maximo e minimo. Para que a fragmentagdo seja

possivel, valores numéricos inteiros representando o tamanho dos fragmentos sao gerados
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segundo Poisson ou aleatoriamente. Os conceitos estatisticos necessarios a implementagao da
geracao de tais numeros utilizados durante o processo de fragmentacao das seqiiéncias parentais

estao descritos no Apéndice F.
Linha 29

Para que as sequéncias parentais sejam submetidas a experimentos de DNA shuffling,
quantidades significativas (ambas as fitas) precisam estar disponiveis. Para tanto, as sequéncias
sao amplificadas por reacdes de PCR com primers (ver Capitulo 1.4). Para fins de simulacdo, dadas
duas seqiiéncias parentais a serem submetidas a um experimento de DNA shuffling, C copias sao

criadas de cada uma delas, bem como C copias de cada uma das seqiéncias complementares.

O valor de C influencia diretamente no niumero de operagoes executadas durante os ciclos
de PCR uma vez que o numero de fragmentos a serem remontados depende deste valor e,
consequentemente, influencia no tempo gasto na execucao da simulagao. Neste trabalho, optou-
se pela escolha automatica do valor de C. Dados o tamanho das seqiiéncias parentais e o tamanho
médio dos fragmentos (L), o nimero de copias das seqiiéncias parentais (C) é escolhido de forma
a produzir, apés a fragmentacao, um conjunto com cerca de 1.200 fragmentos. Testes para
valores menores e maiores que 1.200 foram realizados e o numero médio de cruzamentos
estimados, bem como o tempo gasto nas simula¢oes comparados. Os testes realizados estao

descritos na Secao 5.3.

Caso a simulagao a ser realizada considere dois parentais cujo menor deles tem tamanho m
e a fragmentagdo produza fragmentos cujo tamanho esteja em torno de L pares de bases, o
numero necessario de copias (C) de cada seqiiéncia parental (bem como de seu complemento)

para garantir um conjunto de fragmentos de tamanho no minimo 1.200 deve ser:

~ 1.200L

4m

C

Linha 32

Uma vez determinado o valor de C, o conjunto S contendo C copias de cada parental, bem
como de seus complementos, é criado. Este procedimento corresponde ao processo de

amplificagdo das sequéncias de DNA a serem submetidas ao shuffling.
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Linha 34

Dado o conjunto de nimeros aleatérios gerados pelos procedimentos descritos na Linha
23 ou Linha 25, a fragmentac¢ao de todas as S copias das seqiiencias de DNA criadas pelo
procedimento descrito na Linha 32 ¢ realizada, ¢ um conjunto de fragmentos de fita simples,
chamado Single_ DNA, ¢é produzido. Considere a seqiiéncia de 10 nimeros aleatorios a,, a,, as, ...,
a,), € duas copias de uma seqiiéncia parental S, de tamanho m pares de bases. Os valores de a,, a,,
a3, .., 4, ditam o tamanho dos fragmentos de S, a serem produzidos como resultado da

fragmentagdo, como mostra o esquema apresentado na Figura 5.3.

copia 1 de S,

copia 2 de S

Figura 5.3. Esquema de fragmentacio das seqliéncias parentais.

Note na figura que a fragmentagao da extremidade direita da seqiiéncia pode resultar em
um fragmento menor do que o valor a, definido para este fragmento. Feita a fragmentacao das N
copias das sequéncias parentais bem como de suas seqiiéncias complementares, a purificagao
destes fragmentos ¢ realizada para que apenas os fragmentos cujo tamanho esteja compreendido
no intervalo (Min, Max) definido (pelo usuario) sejam inseridos no conjunto Single DNA. Note
que, apds a purificagao, o conjunto Single DNA podera conter um nimero ligeiramente menor
do que 1.200 fragmentos devido a remogao de fragmentos de tamanho menor que Min, bem

como a remogao de fragmentos de tamanho maior do que Max.

Linha 37

Nesse passo sao iniciadas as simula¢oes dos ciclos de PCR nos quais a remontagem dos
fragmentos acontece. O protocolo original de DNA shuffling proposto por Stemmer sugere que
sejam executados de 25 a 30 ciclos de PCR. O SimAffling utiliza um valor default de 30 ciclos; este

valor, entretanto, pode ser modificado pelo usudrio antes da simulagao. Testes realizados para
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valores superiores a 30 ciclos mostraram um elevado nimero de seqiiéncias com tamanho
superior a duas vezes o tamanho das sequéncias parentais. Seqiiéncias muito longas dificilmente
conterdo sequéncias full-length as quais poderdo, ao final do processo de shuffling, ser clonadas e

expressas, € por este motivo, sao removidas do conjunto sempre que encontradas.

Cada um dos ciclos de PCR compreende uma sequiéncia de eventos que devem acontecer
até que uma das duas condi¢oes seja atingida: (1) o conjunto de fragmentos de DNA de fita
simples (Single_ DNA) fique vazio, o que indica que nido existem mais fragmentos para que novos
eventos de pareamento ocorram; ou (2) o nimero Limite de tentativas de pareamento sem
sucesso tenha sido atingido. As condi¢oes de parada (1) e (2) estao descritas na Linha 66. O valor

Limite para o numero de tentativas de pareamento ¢ dado por:

.. | Single DNA |
Limite = —————
Fator
onde:
— |Single DNA| = nimero de fragmentos contidos no conjunto de fragmentos de fita

simples;
— Fator = valor inteiro de 1 a 10. Este valor ira determinar a fragdo de fragmentos do
conjunto Single_ DNA que deve ser testada antes que as tentativas de pareamentos sejam

interrompidas.

O valot default para a vatidvel Fator é 2, o que indica que, se ap6s |Single_ DNA| /2

tentativas consecutivas, nenhum pareamento ocorrer, um novo ciclo de PCR deve ser iniciado.

As linhas de 40 a 66 descrevem os procedimentos envolvidos nos ciclos de PCR.
Linha 39 e Linha 40

A cada ciclo de PCR, os fragmentos do conjunto Single DNA devem colidir™
aleatoriamente para que a possibilidade de pareamento entre eles seja verificada. A variavel
n_nao_colisdes conta o nimero consecutivo de tentativas de pareamentos sem sucesso durante
cada ciclo de PCR e, por isso, ¢ inicializada com zero (Linha 39). A Linha 40 corresponde ao

inicio das colisdes entre os fragmentos.

3 Neste contexto, por colisdo entende-se o “encontro” de dois fragmentos.
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Linha 42 e Linha 43

Dado o conjunto de fragmentos de fitas simples (Single_ DNA), dois fragmentos distintos
sao aleatoriamente selecionados deste conjunto como fragmentos candidatos ao pareamento.
Para tal, dois nimeros aleatérios e distintos, compreendidos entre 1 e |S|, sao gerados (ver
Apéndice F, Secio F.2). Desta forma, dados dois numeros aleatérios i e j, para i # j, setdo
escolhidos como fragmentos candidatos ao pareamento o i-ésimo e o j-ésimo fragmento
armazenado no conjunto Single_ DNA. Note que o conjunto Single. DNA deve ser

implementado como uma lista na qual seus elementos estao ordenados arbitrariamente.

Linha 46

Sejam dois fragmentos f; e f, de tamanhos arbitrarios t, e t,, respectivamente, selecionados
aleatoriamente como candidatos ao pareamento. Todas as possiveis configuragdes de pareamento
entre esses dois fragmentos (um total de (t; + t, — 1) possibilidades) serdo consideradas e apenas a
melhor delas, caso exista, sera considerada como o pareamento que, possivelmente, acontecera. A
Figura 5.4 mostra esquematicamente todas as possiveis configuragoes de pareamento entre dois

fragmentos f, e f, cujos tamanhos sdo t; = 10 e t, = 5, respectivamente.

f1 f1 f1
(1) —— (6) —— e an e
f2 f2 f2
f, f, f
2 - ————————— () 12
T e e
2 Sobreposigao entre E f2
Fi / os fragmentos f, f,
B ——————— @ ® as -
f2 f2 f2
f1 f1 1
@4 —————————— ©® as
f2 f2 f2
fy f
6 oy -
fz fZ

Figura 5.4. Todas as possiveis sobreposicoes entre os fragmentos f1 e f 2.
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Dadas todas as configuragcdes de pareamento ou sobreposicdao, apenas aquelas que nao
apresentam sismatches sao relevantes. Dentre essas ultimas, apenas a de maior tamanho ¢
considerada como um pareamento possivel de ocorrer entre os fragmentos f; e f,. Contudo,
pareamentos envolvendo uma regido de sobreposicio muito pequena entre os fragmentos,
mesmo que essa seja composta apenas por zatches, sao menos estaveis além de menos provaveis
de acontecer, exceto se temperaturas de pareamento muito baixas forem utilizadas durante os

ciclos de PCR.

Como o SimAffling ndo contempla a temperatura como um fator determinante nos
eventos de pareamentos, optou-se por considerar apenas o pareamento de fragmentos com uma
regido de sobreposicdo maior ou igual a um valor defan/t de s = 6. Contudo, o valor de s pode ser
modificado pelo usuario de forma a melhor representar as condigoes reais de um experimento de
DNA shuffling, uma vez que ¢ sabido que temperaturas de pareamento mais baixas (durante os
ciclos de PCR) favorecem o pareamento de regides de sobreposicdo menores enquanto que
temperaturas mais altas favorecem o pareamento de regides de sobreposicao maiores. Sendo
assim, quanto menor a temperatura de pareamento utilizada no experimento, menor deve ser o

valor de s, e vice-versa.

Linha 48

Enquanto que os modelos de Moore e Maheshri—Schaffer calculam o custo associado a um
evento de pareamento com base na variagio de energia livre (AG) resultante da regido de
sobreposi¢ao, o modelo SimAffling define que o custo associado a um pareamento corresponde
ao tamanho da sua regido de sobreposi¢ao. Regides de sobreposicao onde mismatches ocorrem nao
sao consideradas. Esta abordagem mais simples foi adotada no modelo uma vez que se sabe que
pareamentos com maior regiao de sobreposi¢cao sio mais provaveis de acontecer (por serem mais

estaveis) quando comparadas ao pareamento com menores regioes de sobreposi¢ao.

Dado um par de fragmentos de DNA para os quais a maior sobreposi¢ao entre eles tem
tamanho s’, s = s, onde s ¢ a sobreposicio minima exigida, o modelo considera que um

pareamento entre esses fragmentos ocofrreu.

Linhas 52, 53, 56, 60 e 62

Dada uma determinada configuracao de pareamento entre dois fragmentos, cujo tamanho

da sobreposicao é no minimo s, esses devem ser estendidos se possivel (Linha 52 e Linha 53) e
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inseridos no conjunto de moléculas de fita dupla Double_DNA (Linha 56) até que um novo ciclo

de PCR se inicie.

Para decidir se a extensao dos fragmentos pareados ¢é possivel ou ndo, a orientagao dos
fragmentos deve ser avaliada, uma vez que apenas fragmentos com orienta¢ao 5— 3’ podem ser

estendidos. Dados dois fragmentos pareados f, e f, as seguintes combina¢ées podem acontecer:

1) f, e f, possuem orientagio 5’— 3’
2) f,ef, possuem orientagao 3’— 5’
3) f, possui orientagao 5’— 3’ e f, possui orientagao 3’— 5’

4) f, possui orientagcao 3>— 5’ e f, possui orientagao 5’— 3.

Para cada um dos casos anteriores, a localizacio da regiao de sobreposicdo entre os
fragmentos ira determinar se a extensao acontecera ou nao, bem como se ambos ou apenas um
dos fragmentos sera estendido. A Figura 5.5 (a), (b), (c) e (d), mostra todos os possiveis
pareamentos que os fragmentos f; e f , podem assumir em relacio um ao outro, em cada um dos
casos 1), 2), 3) e 4) enumerados anteriormente. Na figura, considerou-se uma sobreposi¢io de
tamanho 4 e que os fragmentos f, e f , possuem tamanhos distintos t; = 13 e t, = 8,
respectivamente, sem perda de generalidade para os casos em que t; = t, e uma sobreposi¢ao de
tamanho qualquer. E importante lembrar que, para a extensao ocorrer, a enzima responsavel
necessita de um fragmento f de orientagao 5— 3’ para dar inicio a copia e de um fragmento de
DNA molde p, o qual servira de base para a incorpora¢ao de nucleotideos ao fragmento f, como

mostrado no Capitulo 1 Se¢ao 1.4.

Uma vez ocorrido o pareamento e, mesmo que nenhum dos fragmentos tenha sido
estendido, ambos os fragmentos sio inseridos no conjunto Double_ DNA (Linha 56) e af
permanecem até o infcio do proximo ciclo de PCR. Os fragmentos correspondentes do conjunto
Single_ DNA, que foram inseridos no conjunto Double_DNA, sio entio removidos do conjunto
de fragmentos possiveis de se parear (Single DNA) neste ciclo de PCR (Linha 60). Como um
pareamento ocorreu, a variavel que acumula o nimero de tentativas consecutivas de pareamento

sem sucesso (n_nao_colisdes) recebe o valor zero (Linha 62).

Nesse ponto, é possivel determinar se o(s) fragmento(s) estendido(s) é resultado ou nao de
um cruzamento entre os parentais. Um fragmento estendido ¢é resultado de um cruzamento se os

fragmentos pareados sdo originarios de parentais distintos. O nimero de cruzamentos ocorrido
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ao longo da remontagem dos fragmentos (ciclos de PCR) pode, desta forma, ser determinado

para cada fragmento ao longo das simulagoes.

£y
5 e — — = 3 — estende apenas
5 ——— 3
f,
£y
B —— 3
5 3 — estende apenas f,
f, (a)
£
e 5
< 5 — estende apenas f,
f
£
Fmmm 5
3 _ 5’ — estende apenas f
f, (b)
f,
5 ————————— 3 — estende fqe f;
R 5
f,
f,
B ————————————— 3 — ndo estende nenhum
3 5 dos fragmentos
f2 ©
fy
e ——— 5 — nao estende nenhum
5 —————— 3 dos fragmentos
f
fy
¥ ————— 5 — estende f1ef,
T — 3
f2 (d)

Figura 5.5. Possiveis casos de extensio de fragmentos pateados.

Seja um fragmento f; de otientagdo 5— 3’ que se pareou com o fragmento f; de orientagao
3— 5, sendo f; um fragmento originario do parental P; e f; um fragmento originirio do parental

P, e i # j. Nesse caso, ambos os fragmentos serdo estendidos e os fragmentos resultantes sio
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ditos ser o resultado de um cruzamento entre os parentais P, e P.. Ap6s a extensio, o fragmento f;
terd sua extremidade 5 origindria do parental P, e sua extremidade 3’ originaria do parental P;. O

contrétio acontece com o fragmento f;, como pode ser observado na Figura 5.6.

fide P , N
apOS extensao
5 3 _ 5 3
3’ 5 3’ 5
fj de Pj

Figura 5.6. Esquema de um evento de cruzamento entre dois fragmentos remontados.

Num préximo momento, apds o fragmento de fita dupla mostrado na Figura 5.6 ter se
desnaturado e dado origem a dois fragmentos de fita simples, estes ultimos podem se parear
novamente entre si ou com outros fragmentos distintos, dando continuidade aos eventos de
remontagem. A verificagdo da ocorréncia de cruzamentos entre os fragmentos pareados ira
sempre depender das extremidades de ambos os parentais onde o pareamento ocorreu, bem

como da origem (parental de origem) dessas extremidades.

Linha 65

Caso o pareamento entre os fragmentos selecionados aleatériamente nao tenha ocorrido, a
variavel que conta o nimero de tentativas consecutivas de pareamentos sem sucesso ¢

incrementada de um.

Linha 66

Esta linha controla o numero de tentativas de pareamentos entre os fragmentos do
conjunto Single_DNA dentro de um ciclo de PCR. Caso o nimero de tentativas de pareamentos
sem sucesso seja superior ao Limite ou muitos pareamentos ocorreram de forma que o conjunto
Single. DNA tornou-se vazio, as tentativas de pareamentos durante este ciclo de PCR sao

suspensas e um novo ciclo é iniciado.

Linha 70 e 72
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Antes de iniciar um novo ciclo de PCR, os elementos do conjunto Double_DNA sao
adicionados aos fragmentos restantes do conjunto Single_DNA. Note que o tamanho médio dos
fragmentos contidos no conjunto Single DNA ird aumentar, uma vez que os fragmentos

originarios do conjunto Double_ DNA sofreram algum tipo de extensio.

Neste ponto (Linha 72), todos os elementos do conjunto Double_ DNA foram transferidos
para o conjunto de fragmentos candidatos a remontagem no préximo ciclo de PCR e por isso

este conjunto fica vazio.

5.3 Consideragées sobre a convergéncia do SimAffling e testes

preliminares

Esta secao descreve os testes preliminares realizados com o SimAffling com o objetivo de valida-
lo in silico. Sao apresentadas execu¢oes do simulador com o proposito de validar sua convergéncia
em termos dos resultados produzidos, ou seja, do nimero médio de cruzamentos estimado por
sequencias full-length resultantes do shuffling entre dois parentais. No contexto do SimAffling
entende-se por sequéncias full-length todas as seqiiéncias remontadas pelo simulador de DNA
shuffling cujo tamanho ¢ igual ou maior’* do que o tamanho do menor dos parentais (caso os

parentais tenham tamanhos diferentes).

Como o nimero de cruzamentos ocorridos durante a remontagem de um fragmento é
acumulado ao longo dos ciclos de PCR, ¢ possivel calcular o nimero médio de cruzamento por
sequéncia full-length ao final de cada simulacio, bem como ao longo de todas as simula¢des
executadas, como mostram as equagoes (5.11) e (5.12), respectivamente.

n_full_length

Zn_cros(seq_full_lengthj) (6.11)

CLOSsim (i) =

n_full _length

n_simulagoes
Zcrossim@ (5.12)
i=1

n_simula¢oes

Cros =

3 Sdo consideradas seqtiéncias remontadas cujo tamanho seja, no maximo, duas vezes o tamanho do menor parental.
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sendo que n_cros(seq_fu]l_lengthi) representa 0 numero de cruzamentos na j-ésima sequéncia
Sfull-lengthy n_full_length é o nimero de sequéncias fu// length obtidas ao final da i-ésima simulagao,

n_simulagdes ¢ o numero total de simulagdes executadas.

Seja E(X)=p o valor esperado (ou média) para a variavel aleatéria X que, neste caso,
representa o numero médio de cruzamentos nas sequéncias fu/l-length. A variancia de X é definida

como:

o’ =E(X-w?) (5.13)

A eq.(5.13) define a variancia quando o conjunto de observacio corresponde a uma
populacio e é chamada de variancia populacional. Quando apenas uma mostra de n elementos da

populacio é considerada, tem-se uma variancia amostral, que ¢ calculada como mostra a eq.

(5.14):

o> =Li(xi _xf (5.14)

sendo x a média da amostra e x; o valor da amostra i.

Note que a medida que o nimero de dados amostrais aumenta, a variancia diminui. Para o
caso das simulagdes de DNA shuffling, quanto maior o nimero de simula¢bes (amostras) menor
serd a variagdo no nimero médio de cruzamentos estimado pelo simulador e desta forma, mais
proximo o resultado estimado estara do resultado real, considerando que o modelo
implementado ¢ representativo. Esta variancia ira tender a zero quando o nimero de simulagdes

tender ao infinito.

Outra medida de dispersao para variaveis aleatorias é o desvio padrao, definido como a raiz

quadrada da variancia:

S (5.15)

Em simulagbes é comum estimar, juntamente com o resultado da simulagao, um intervalo
de confianca associado ao resultado. Um intervalo de confianca (IC) para um parimetro

desconhecido x ¢é definido por:

1<x<L (5.16)
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tal que 1 ¢ o limite inferior do intervalo e L o limite superior do intervalo, ambos dependentes do
valor estimado x’ para x. Quanto maior o tamanho do intervalo de confian¢a (L. — I) mais garantia
tem-se que o intervalo contém o valor verdadeiro de x. Obviamente, quanto maior o intervalo de
confianga, menos informagao se tem sobre o verdadeiro valor de x e quio préximo o valor

estimado x’ esta de seu valor real.

Seja o valor do intervalo de confianca desejado IC = 95% e assumindo uma amostra
aleatoria de tamanho n suficientemente grande, a distribui¢ao das médias amostrais (x ) em torno

da média populacional é Normal com desvio padrio 6/+/n e pode ser calculada como mostra a

eq. (5.17), considerando a normal padronizada (média nula e desvio padrao unitario N(0,1)):

X - 19652 <x <x 4+ 1.96%—2= (5.17)
n n

Observe que o tamanho do IC ¢ inversamente proporcional ao numero de simulagdes (n) e
que, quanto maior o numero de simula¢Ges, menor a variancia da amostra (ver eq. (5.14)). Desta
forma, quanto maior o nimero de simulagdes, menor serd o tamanho do intervalo definido na eq.

5.17 e, consequentemente, mais proximo o resultado encontrado estara do resultado real.

Para os testes iniciais com o SimAffling foram utilizadas duas sequéncias ficticias seql e
seq2 de tamanho 90 pb que diferem em quatro pares de bases, distantes uma das outras por 32,

19 e 16 bases, respectivamente, como mostra a Figura 5.7.

>seql
AATAATACGCBATACGACGT ACGGGGGGACT ACGACGCACAT ABACGT CAGCAGCATACTACT[@TTCTCCGCAACGACGABGT CATCATG
>seq2
AATAATACGAAT ACGACGT ACGGGEGEGGACT ACGACGCACAT ABACGT CAGCAGCATACT ACTIETTCTCCGCAACGACGAEGT CATCATG

Figura 5.7. Duas seqiiéncias de tamanho 90 pb que diferem entre si em 4 pb, destacadas em preto.

O programa SimAffling foi executado considerando como parentais as seqiéncias seql e
seq2 e fragmentos de tamanhos L. = 10, 20, 30 e 40 pares de bases, sendo que o tamanho minimo
e maximo dos fragmentos permitidos, para todos os casos, esta no intervalo L—10 < L. < L+10.
Para cada tamanho especifico de fragmento, foram realizadas 100, 500 e 1.000 execugdes do
simulador e exigida uma sobreposicio minima de 6 pb entre dois fragmentos para que um
pareamento ocorresse. As simula¢des permitiram que os resultados fossem comparados, bem

como a convergéncia do simulador avaliado, em cada um dos casos. Para todas as simulagoes, o

179




Capitulo 5 — SimAffling: Simulador de DNA Shuffling

niamero de cépias das sequéncias parentais foi escolhido de forma a resultar, apds a

fragmentagdao, em um conjunto Single. DNA com aproximadamente 1.200 fragmentos.

O resultado de cada simulagao mostra estimativas da porcentagem de seqiiéncias fu/l-length
obtidas no processo de DNA shuffling, a porcentagem dessas seqiiencias que foram remontadas
como resultado da ocorréncia de 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais cruzamentos ¢ o nimero médio de
cruzamentos esperado nas sequiéncias remontadas. As tabelas de 5.1 a 5.4 sumarizam os
resultados das simula¢Oes a traz também o tempo gasto em cada simulacio dado em minutos

(min). A Figura 5.8 apresenta a tela de execugao do software para um dos casos simulados.

Tabela 5.1. Estimativas do SimAffling considerando fragmentos de tamanho 10 pb.

Nuamero de % Nuamero médio % sequiéncias com

simulagoes / seqiéncia  de cruzamentos
Tempo gasto na full-length por sequiéncia

simulacio (min) full-length 0 cruz. 1 cruz. 2 cruz. 3 cruz. 4 cruz. = 5 cruz.
100 / 38,56 46,16 1,97 10,65 27.21 31,09 19,67 8,29 3,09
500 / 195,99 45,06 2,00 10,87 26,83 30,55 20,11 8,36 3,26
1.000 / 388,55 45,04 1,98 10,78 27,30 30,58 19,84 8,34 3,16

Tabela 5.2. Estimativas do SimAffling considerando fragmentos de tamanho 20 pb.

Nuamero de % Nuamero médio % seqliéncias com

simulagoes / seqiéncia  de cruzamentos
Tempo gasto na  full-length por sequiéncia
simulacio (min) full-length 0 cruz. 1cruz. 2cruz. 3cruz.  4cruz. =5 cruz.
100 / 44.28 61,66 1,35 19,42 40,00 28,60 10,05 1,77 0,21
500 / 212,02 64,51 1,37 19,55 38,94 29,38 10,02 1,89 0,21
1.000 / 431,10 64,15 1,38 18,98 39,35 29,33 10,19 1,97 0,22

Tabela 5.3. Estimativas do SimAffling considerando fragmentos de tamanho 30 pb.

Nuamero de % Nuamero médio % seqliéncias com

simulagoes / seqiéncia  de cruzamentos
Tempo gasto na  full-length por sequiéncia
simulacio (min) full-length 0 cruz. 1cruz. 2cruz. 3cruz. 4cruz. =5 cruz.
100 / 42,874 82,90 0,81 35,31 50,68 13,45 0,57 0,021 0,00
500 / 225,22 84,98 0,81 35,06 50,84 13,28 0,77 0,048 0,00
1.000 / 441,94 83,97 0,80 35,89 49,28 14,01 0,80 0,008 0,00
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Tabela 5.4. Estimativas do SimAffling considerando fragmentos de tamanho 40 pb.

Numero de % Nuamero médio % seqiiéncias com

simulagdes / seqiéncia  de cruzamentos
Tempo gasto na full-length pot sequiéncia
simulacio (min) full-length 0 cruz. 1 cruz. 2 cruz. 3 cruz. 4 cruz. > 5 cruz.
100 / 38,27 98,46 0,12 92,70 7,17 0,14 0,00 0,00 0,00
500 / 206,57 98,30 0,10 93,55 6,9 0,16 0,00 0,00 0,00
1.000 / 378,40 98,05 0,09 93,48 6,36 0,16 0,00 0,00 0,00
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Fragment size range | Min {10 bax |50 e el e J
Generate random numbers within the interval |
rsedql e
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Figura 5.8. Tela de execugdo do Simulador de DNA shuffling.

E possivel observar nos resultados das simula¢ées apresentados nas tabelas de 5.1 a 5.4
que, quanto menor o tamanho dos fragmentos submetidos ao shuffing, maior ¢ o numero médio
de cruzamentos. Contudo, as simula¢bes mostram também que a remontagem de fragmentos
menores resulta em uma menor porcentagem de sequéncias fu//-length obtidas ao final do processo
de DNA shuffling. Essa tendéncia mostrada pelo simulador e representada pelo Grafico 5.1, esta

de acordo com o comentario de Volkov e Arnold (2000) de que o nimero médio de cruzamentos
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¢ inversamente proporcional ao tamanho dos fragmentos, ¢ que fragmentos menores sio mais

ineficientemente remontados.

A eficiéncia de remontagem em cada um dos casos simulados pode ser melhor visualizada
nos histogramas apresentados nos graficos de 5.2 a 5.5, os quais apresentam os histogramas dos
tamanhos dos fragmentos remontados ao final de 1.000 simulagdes considerando fragmentos de
tamanhos médio 10, 20, 30 e 40 pb, respectivamente. Nos graficos pode-se observar que a
tendéncia de remontagem segundo o tamanho dos fragmentos, como afirma Volkov, foi
capturada pelo modelo proposto e implementado pelo SimAffling. A estimativa da porcentagem
de sequéncias full-length obtida em um experimento de DNA shuffling ¢ de extrema importancia
para que se possa determinar o tamanho da amostra de clones resultantes na qual a busca por
recombinantes acontecera. Experimentos que resultam em uma baixa eficiéncia de remontagem
de full-length exigem que uma amostra maior seja avaliada para que possiveis recombinantes sejam

encontrados.

Eficiéncia de Remontagem X N° Médio de Cruzamentos
110 T
L=40pb | | @ Tamanho dos fragmentos
100 A | |
|
o 90 — -L=30pb--——— - T
éo 80 TN i ******************
~ !
X 70
S
60 A ‘
50 - | L=10pb
40 : ‘
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
N° médio de cruzamentos

Grafico 5.1. Numero médio de cruzamentos e % de seqiiéncias fu/l-length obtidas na simulacdo do shuffling
entre os parentais seql e seq2, para 500 simula¢cdes com diferentes tamanhos iniciais de fragmentos (L),
usando o SimAffling.
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Fragmentos Iniciais de Tamanho 10 pb
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Grafico 5.2. Histograma do tamanho dos fragmentos remontados ao final de 1.000 simula¢Ses partindo-se
de fragmentos de tamanho 10 pb. A barra do histograma destacada em azul representa a porcentagem de
fragmentos remontados cujo tamanho esta entre 87,5 € 92,5 pb.
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Grafico 5.3. Histograma do tamanho dos fragmentos remontados ao final de 1.000 simula¢Ses partindo-se
de fragmentos de tamanho 20 pb. A barra do histograma destacada em azul representa a porcentagem de
fragmentos remontados cujo tamanho esta entre 87,5 e 92,5 pb.
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Fragmentos Iniciais de Tamanho 30 pb
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Grafico 5.4. Histograma do tamanho dos fragmentos remontados ao final de 1.000 simula¢Ses partindo-se
de fragmentos de tamanho 30 pb. A barra do histograma destacada em azul representa a porcentagem de
fragmentos remontados cujo tamanho esta entre 87,5 e 92,5 pb.
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Grafico 5.5. Histograma do tamanho dos fragmentos remontados ao final de 1.000 simula¢Ses partindo-se
de fragmentos de tamanho 40 pb. A barra do histograma destacada em azul representa a porcentagem de
fragmentos remontados cujo tamanho estd entre 90,0 e 94,0.

Considerando o nimero médio de cruzamentos nas seqiéncias fu/l-length, para um mesmo

tamanho de fragmento inicial, observou-se uma pequena diferenca nos resultados encontrados ao
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final de 100, 500 e 1.000 simulagdes. Contudo, essas diferencas nao sao significativas e podem ser
atribuidas a ndo convergéncia do simulador quando da utilizagao de um numero insuficiente de
simulagoes. Os graficos de 5.6 a 5.8 apresentam a convergéncia em relagio ao numero médio de
cruzamentos nas sequéncias full-length obtidas nas simulagdes considerando fragmentos de
tamanho 30 pb (Tabela 5.3) e o intervalo de confianga (95%). Nos graficos, a linha azul
representa a média acumulada dos cruzamentos observados ao longo das simulagdes e as linhas
pretas, abaixo e acima da linha azul representam, respectivamente, o limite inferior e superior do
intervalo de confianga. Observe nos graficos de convergéncia que a confianga de que o resultado
encontrado pelo simulador esta proximo do resultado real do processo aumenta com o nimero
de simula¢bes, uma vez que o intervalo de solugdes 95% confiaveis fica cada vez menor. Este
intervalo tende a zero no infinito, ou seja, para um modelo de simulagdao sem erros (perfeito) o

seu resultado sera igual ao resultado real do processo sendo simulado.
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Grafico 5.6. Convergéncia do simulador ao longo de 100 simulagdes.
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Convergency by Crossover Mean
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Griafico 5.7. Convergéncia do simulador ao longo de 500 simula¢des.
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Grafico 5.8. Convergéncia do simulador ao longo de 1.000 simulagdes.

Apesar do numero médio de cruzamentos ainda sofrer certa variagao apos 100 simulagdes

(ver Grafico 5.6) quando comparada com a variagao para os casos de 500 e 1.000 simulagdes,

também para este

bl

02, e o resultado do simulador

ao pequenas, cerca de + 0,

oes s

estas flutuac

caso, pode ser aceito como estimativas para o shuffling de DNA sendo simulado. Observe na

cerca de 80% menor que o tempo

Tabela 5.3 que o tempo médio gasto em 100 simulagoes é

oes.

gasto em 500 simulagoes e 90% menor que o tempo gasto em 1.000 simulag

foram observadas no numero estimado de seqiiéncias

Diferencas pequenas também

Sfull-length com 0,

.

2, 3, 4, ou mais do que 5 cruzamentos em todos os casos simulados. E preciso

b

1

lembrar, entretanto, que os resultados estimados pelo simulador devem servir apenas como

dire¢des para o profissional que pretende realizar um experimento de DNA shuffling e nao como
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valores deterministicos, por isso devem ser interpretados de forma critica. Através das simulag¢oes
espera-se obter informagdes relevantes como, por exemplo, qual tamanho médio de fragmentos
sao mais facilmente remontados ou ainda, qual tamanho dos fragmentos resulta em um maior

namero de cruzamentos por seqiéncias fu/l-length.

Nas simulagées descritas até o momento, o numero de copias das seqiiéncias parentais
utilizadas foi tal que um conjunto de aproximadamente 1.200 fragmentos foi produzido apos a
fragmentagao dos parentais. Para verificar a influéncia do numero de cépias dos parentais no
numero médio de cruzamento estimado pelo simulador, bem como no tempo gasto na
simula¢ao, foram realizados testes para a remontagem de fragmentos de tamanho 30 pb e 500
simula¢oes, sendo o conjunto de fragmentos a serem remontados de tamanhos no intervalo entre
200 e 2.500 fragmentos. Os resultados dessas simulagdes estao sumarizados no Grafico 5.9. Os
pontos em azul representam o numero médio de cruzamentos estimados e os pontos em
vermelho, o tempo gasto nas simulagées. Uma regressao nao linear foi realizada em ambos os
resultados das simula¢bes (numero médio de cruzamentos e tempo de simulagao) para que as

linhas de tendéncia em cada um dos casos fossem também tracadas no grafico.

Observe no Grafico 5.9 que a linha de tendéncia para o numero médio de cruzamentos
mostra que maiores variagdes ocorrem quando o conjunto de fragmentos a serem remontados
tem tamanho entre 100 e 1.000 e que, para valores acima de 1.000, esta flutuacao tende a
desaparecer. Pelas simulagoes realizadas pode-se dizer que o tempo gasto ¢ uma poténcia do
namero de fragmentos. Apesar de produzirem resultados similares, o tempo gasto nas simulagdes
utilizando-se mais do que 1.200 fragmentos é consideravelmente maior do que o tempo gasto na
simula¢ao com 1.200 fragmentos e, por este motivo, optou-se por realizar a fragmenta¢iao das
seqiiéncias parentais de tal forma que o tamanho do conjunto de fragmentos a serem submetidos

aos ciclos de remontagem (ciclos de PCR) seja em torno de 1.200.
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Grafico 5.9. Relagdo entre o nimero médio de cruzamentos, o numero de fragmentos a serem remontados e o
tempo gasto na simulacao.

5.4 Comparagiao entre resultados simulados e experimentais

A validagao do modelo computacional proposto para a simulagiao e predicao de resultados de
experimentos de DNA shuffling, assim como a avaliagdo de qualquer outro modelo de simulagio,
deve ser feita através da comparagao entre resultados experimentais e resultados tedricos
produzidos pelo modelo. Contudo, como comentado em Joern et al. (2002), poucos dados
referentes a composicao das seqiiéncias resultantes de experimentos de shuffling estio disponiveis,
o que pode comprometer a avaliacio de modelos para este fim. Como resultado de experimentos
de DNA shuffling, bem como de outros experimentos de Evolucio Molecular Direta, tem-se, na
maioria das vezes, a descri¢do e caracterizacao apenas do ‘melhor’ clone recombinante (ou de um
pequeno numero de melhores clones) em relagdo a propriedade de interesse (atividade,
estabilidade ou resisténcia a determinada droga, por exemplo). Entretanto, para a validagao

apropriada de modelos computacionais, seriam necessarios dados referentes a uma amostra
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significativa de sequéncias resultantes do shuffling (recombinantes ou nao) bem como a descrigao

das condi¢bes nas quais o experimento foi realizado.

A apresentagao dos modelos implementados pelos softwares DRIVeR e eShuffle, como
feita em suas publicagdes originais (PATRICK et al, 2003) ¢ (MOORE et al, 2001)),
respectivamente, da-se pela apresentacao dos formalismos/técnicas utilizadas pelo modelo para
predizer/simular o DNA shuffling seguido pela sua utilizacio para predicio de resultados de
experimentos de DNA shuffling reportados na literatura, de forma que os resultados experimentais
e tedricos possam ser comparados e o modelo validado. Essa mesma metodologia foi utilizada
para validar o SimAffling. Os parentais utilizados nesta fase de validacio estao descritos na

Tabela 5.5 e sao os mesmos utilizados na validacao dos modelos DRIVeR, eShuffle e Shufflt.

Tabela 5.5. Seqiiéncias parentais utilizadas para validagdo de modelos para o DNA shuffling.

Parentais Descricao

€ enes cujas sequéncias compartilham (] € laentidade
1] KF707 e LB400 G j qiiénci partilham  96% de identidad
(KUMAMARU et al., 1998).

2 PurN e GarT Genes cujas sequéncias compartilham 50% de identidade
] q p
(OSTERMEIER et al., 1999).

[3] AtzAeTrA Genes parentais que diferem em apenas 9 pares de bases

(RAILLARD et al., 2001).

[4] Human e Murine Genes cujas seqiéncias compartilham 75% de identidade

11-18 gene (STEMMER, 1994b).

No experimento de DNA shuffling descrito por Kumamaru et al. (1998), foram utilizados
fragmentos de DNA de tamanhos no intervalo de 10 a 50 pb. Seis clones resultantes foram
selecionados e seqiienciados e uma média de 3,8 cruzamentos por sequéncia foi observado. O
software eShuffle estimou um nimero médio de 2,8 cruzamentos nas seqiiéncias resultantes. O
SimAffling, considerando fragmentos de tamanho aleatério entre 10 e 50 pb, estimou uma média
de 2,7 cruzamentos por seqiéncia. E importante, entretanto, observar que a amostra de
sequéncias resultantes apresentada por Kamamaru, assim como pela maioria dos experimentos de
DNA shuffling reportados na literatura, ¢ uma amostra pequena e, além disso, clones seqiienciados
para os quais cruzamentos nao foram observados podem ter sidos omitidos dos resultados
apresentados. Esse fato pode colaborar para a diferenca observada entre os resultados

experimentais e 7z silico. Esse experimento de DNA shuffling também foi simulado utilizando o
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software DRIVeR para A™ = 6, uma biblioteca resultante de tamanho L = 2.000, ¢ as mutacoes
entre os parentais localizadas nas posicoes 1, 701, 730, 748, 763, 777, 803, 819, 833, 860, 875,
894, 910, 924, 937, 953, 967 e 1.005 (as mutac¢oes foram identificadas como descrito no Capitulo
4 Segao 4.2.2.1 sendo NEBP = 9). DRIVeR estima que, em média, 1,7 cruzamentos ocorrem nas

sequencias full-length. Para que o valor estimado pelo DRIVeR se iguale ao nimero médio de

. . true :
cruzamentos nos clones sequenciados e reportados por Kamamaru, o valor de A deveria ser

20. Como visto no Capitulo 3, valores de A™ muito altos sao dificilmente alcancados na pratica,

. . - . true _ ~ .
por isso, simulacdes com valores muito altos de A" nio devem ser consideradas.

No experimento de DNA shuffling descrito por Ostermeier et al. (1999), a fragmentagao das
sequéncias parentais (PurN e GarT) foi realizada da mesma forma como na metodologia ITCHY,
descrita no Capitulo 2, Secao 2.10, de forma que, teoricamente, todos os possiveis tamanhos de
fragmentos variando de 1 até o tamanho da seqiéncia parental foram utilizados para
remontagem. Ostermeier relata que, das 10 seqiiéncias randomicamente selecionadas e
sequenciadas, todas elas continham apenas 1 cruzamento. Moore (2001) afirma que a utilizagao
do eShuffle considerando como parentais os genes PurN e GarT resultou numa relagio menor
do que 10” entre o nimero de seqiiéncias remontadas com mais do que 3 cruzamentos e apenas
1 cruzamento. O tamanho dos fragmentos e a temperatura de pareamento utilizados na execugao
do eShuffle nio foi relatado para esta simulagio, bem como para as demais simulagdes
apresentadas nesta se¢do. Para realizar a simula¢ao do experimento com o SimAffling, foram
utilizados fragmentos de tamanho médio 35 pb, sendo o numero médio de cruzamentos nas
sequencias full-length de 0,094 e 90% destas contendo 0 cruzamentos e 8,6% contendo apenas 1
cruzamento. Utilizando-se fragmentos randémicos entre 10 e 50 pb, o nimero médio de
cruzamentos estimado pelo SimAffling foi de 0,1. Como descrito no Capitulo 3, Se¢do 3.2.2, o
nimero de mutagdes entre os parentais nao pode ser superior a 20 para que a execu¢ao do
DRIVeR seja possivel. Desta forma, a execu¢do do DRIVeR para esse tipo de seqiiéncias
parentais (pouco similares) ndo é recomendada, uma vez que o nimero de mutagdes entre elas
sera grande. Mesmo agrupando mutagdes consecutivas proximas umas das outras, os resultados
podem nio ser significativos, como no caso desses parentais (PurN e GarT) e A™ = 3, para os

quais o numero médio de cruzamentos estimado foi de 2,3.

Raillard et al. (2001) descreve o shuffling de dois genes (Atz e TriA) que diferem apenas em 9
pares de bases distantes uma das outras por 8, 33, 92, 2, 34, 2, 79 e 3 pb. O tamanho dos
fragmentos utilizados no experimento nao foi relatado. Assumiu-se que fragmentos de tamanhos

entre 10 ¢ 50 pb foram utilizados. Vinte e cinco clones foram selecionados e sequenciados.
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Nestas 25 sequéncias, uma média de 2,3 cruzamentos ocorreu. A execu¢ao do SimAffling para
fragmentos de tamanho 35 pb resultou num numero médio de cruzamentos de 3,2, enquanto que
a simulagdo com fragmentos de tamanho 45 pb resultou em 3,0. Foi realizada também a
simula¢ao considerando a fragmentagao aleatéria e fragmentos de tamanho minimo 10 e maximo
50 pb e o nimero médio de cruzamentos estimado foi também de 3,2. Patrick utilizou-se
também dessas sequéncias na validagio do DRIVeR, sendo 2 o nimero médio de cruzamentos
estimado pelo modelo. Executamos o eShuffle para essas sequéncias considerando o tamanho
dos fragmentos de 50 pb e a temperatura de pareamento de 55°C e o nimero médio de
cruzamentos estimado foi de 3,2. Para fragmentos de tamanho 35 pb, eShuffle estimou 3,5
cruzamentos. A superestimagao de resultados observada na simulagao 7 si/ico desse experimento
pelo eShuffle e pelo SimAffling pode ter sido o resultado da ocorréncia de cruzamentos
silenciosos nas sequéncias fu/l-length, nao detectados experimentalmente mas contabilizados por
estes dois softwares. Outro fator a ser considerado é que as condi¢Ges experimentais referentes
ao tamanho dos fragmentos e temperatura de pareamento nao puderam ser reproduzidas pelos

softwares, uma vez que nao foram informadas.

Stemmer (1994b) relatou que o shuffling entre os genes 11.-18 de humano e macaco (murine)
resultou em seqiiéncias remontadas com, em média, 1,9 cruzamentos. Devido a baixa
similaridade entre as seqiiéncias™, uma baixa temperatura de pareamento (25°C) foi utilizada
durante o experimento. A execu¢do do DRIVeR para esses genes utilizando ™ = 3, uma
biblioteca de tamanho 2.000 e sendo de 7 o nimero de bases idénticas exigidas entre mutagdes
consecutivas no alinhamento (o que resultou em 20 mutagdes) resultou num numero médio
estimado de 2,5 cruzamentos por seqiiéncia. Para A" = 2, o numero estimado de cruzamentos é
de 1,8. O wvalor reportado na literatura para o numero médio de cruzamentos estimado pelo
eShuffle para estes genes é de 1,5. A fim de representar a baixa temperatura de pareamento
utilizada neste experimento, a exigéncia minima de sobreposi¢ao entre os fragmentos possiveis de
pareamento durante a execucao do SimAffling foi reduzida para 4 pb, enquanto que o valor 6 pb
foi utilizado em todos os outros experimentos descritos nesta se¢ao. O resultado estimado pelo

SimAffling para este caso, considerando fragmentos de tamanho médio entre 10 e 50 pb foi de

1,2 cruzamentos em média por seqiiéncia fu/l-length.

Os resultados descritos nos paragrafos anteriores estdo sumarizados na Tabela 5.6.

3 As mutages estio separadas em média por 4,1 pb.
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Tabela 5.6. Comparagio entre estimativas e valores experimentais para casos de estudo de DNA shuffling.

Experimento  DRIVeR eShuffle SimAffling
Frag. de Frag. de Frag. de Frag. de
10 a 50 pb tamanho tamanho tamanho

médio 25 pb  médio 35 pb  médio 45 pb

[1] 38 1,7 2,8 2,7 27 2,9 2,7
2] 1,0 2,3 <10° 0,1 0,2 0,1 0,05
[3] 2,3 2,0 3.2 3.2 3.4 3.2 3,0
[4] 1,9 1,8 1,5 1,2 1,5 1,0 0,73

Para todos os casos de simulagao apresentados na Tabela 5.6, os resultados do SimAffling
foram praticamente os mesmos dos resultados retornados pelo eShuffle, sobretudo quando
fragmentos de tamanho entre 10 e 50 pb e tamanho médio 35 pb foram utilizados. Os resultados
de todos os trés softwares apresentaram variagdes em comparagio com os resultados
experimentais. Contudo, deve-se ressaltar que as estimativas do DRIVeR sao o resultado de

diversas execugbes do software na tentativa de fornecer parametros de entrada (especialmente

ALY adequados a producdo de resultados similares aos experimentais, enquanto que as
estimativas do eShuffle e do SimAffling, sio o resultado da reproducio das condi¢des nas quais o

experimento de fato ocorreu, a0 menos para os casos nos quais tais condigdes foram descritas.

Dois fatores principais podem contribuir para as divergéncias observadas entre os
resultados tedricos e experimentais: a nao reprodugdo exata, no momento da execucio dos
softwares, das condi¢bes nas quais o experimento foi realizado, uma vez que a descricao de tais
condi¢cbes nao foram completamente relatadas para alguns dos experimentos utilizados; ¢ o
pequeno numero de amostras coletadas/seqiienciadas da biblioteca de shuffling resultante.
Adicionalmente, deve-se considerar que os experimentos de DNA shuffling encontrados na
literatura descrevem, na sua maioria, apenas as sequéncias encontradas nas quais cruzamentos
ocorreram, nao reportando os clones encontrados nos quais nao foi observado nenhum
cruzamento, o que contribui para o aumento do nimero médio de cruzamentos observado na
amostra relatada e, conseqiientemente, para a subestimacio do nimero médio de cruzamentos
pelos softwares, como ocorreu, possivelmente, na compara¢io dos resultados experimentais e
simulados dos experimentos [1], [2] e [4], descritos na Tabela 5.6. E preciso lembrar ainda que os
softwares nao fazem distin¢do entre cruzamentos silenciosos e cruzamentos nao-silenciosos, de

forma que a ocorréncia de ambos ¢ considerada no calculo do nimero médio de cruzamentos
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estimados e que, em contrapartida, os cruzamentos silenciosos nio sio detectados durante a
analise da amostra. Desta forma, em casos como esse, o software pode superestimar o nimero
médio de cruzamentos nas seqiiéncias resultantes, como pode ter ocorrido, possivelmente, na

comparagao entre os resultados experimentais e simulados do experimento [3].

5.5 Consideracoes Finais

O modelo proposto e implementado pelo software SimAffling para a predi¢ao de resultados de
experimentos de DNA  shuffling modela os principais eventos envolvidos neste tipo de
experimentos: fragmentagao das seqiiéncias parentais; colisao entre os fragmentos de fita simples
de DNA; possibilidade de ocorréncia de pareamento entre fragmentos que colidiram; e extensao
de fragmentos pareados. As condi¢oes reais (ou desejadas) de temperatura de pareamento e
tamanho dos fragmentos submetidos aos ciclos de PCR sio parametros de entrada do modelo, de
forma que, diferentes condi¢des podem ser simuladas e os resultados avaliados a fim de

determinar qual condi¢ao, possivelmente, é a melhor condigao para a realizagdo do experimento.

A temperatura de pareamento do experimento a ser simulado ¢ representada pelo tamanho
minimo de sobreposicao exigida entre dois fragmentos para que um pareamento ocorra, uma vez
que se sabe que sob temperaturas mais baixas, o pareamento entre menores regides de
sobreposi¢ao ¢é favorecido, enquanto que temperaturas mais altas favorecem o pareamento entre

regioes de maior sobreposi¢ao.

Como os fragmentos candidatos ao pareamento siao aleatoriamente selecionados de um
conjunto de fragmentos possiveis de se parearem, é possivel que a eficiéncia da remontagem dos
fragmentos resultantes em fu//-length, bem como dos fragmentos remontados cujo tamanho ¢é
menor ou maior que o tamanho dos parentais sejam avaliados ao final da simulacao. A eficiéncia
de remontagem ¢ uma estimativa tdo importante quanto o nimero médio de cruzamentos
observados nas sequéncias full-length, uma vez que o tamanho da amostra a ser avaliada na busca
por recombinantes deve estar relacionado com a eficiéncia de remontagem do experimento

realizado.
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""Se é para buscar abrigo, gue seja sob uma drvore grande.”
Provérbio Japonés

Técnicas de Evolu¢ao Molecular Direta permitem que genes de interesse sejam modificados em
laboratério a fim de produzir novos genes com propriedades melhoradas ou ainda com novas
propriedades. Dentre as diversas técnicas de Evolugao Molecular Direta, ou simplesmente,
evolugao 7 wvitro, a técnica de DNA shuffling tem sido aplicada com sucesso em inumeros
experimentos descritos na literatura com os mais diferentes objetivos como, por exemplo,
aumento da especificidade, termoestabilidade e atividade de enzimas, aumento de resisténcia a
determinadas drogas e/ou agentes patologicos e aumento da eficiéncia de vacinas. Dados um ou
mais genes de interesse (ou parentais), esses genes siao fragmentados e, em seguida, remontados
por meio de ciclos de PCR. Dentre as seqiiéncias resultantes, espera-se encontrar sequiéncias
remontadas com fragmentos originarios de parentais distintos. Quando fragmentos originarios de
parentais distintos sdo remontados em um unico fragmento, ¢ dito que um cruzamento entre 0s
parentais ocorreu. O nimero de cruzamentos ocorridos nas seqiiéncias remontadas cujo tamanho
¢, aproximadamente, o mesmo tamanho dos parentais (ditas fu//-length), pode ser utilizado como

uma estimativa do sucesso ou nao do experimento de shuffling.

A determinacido das condi¢Oes ideais a realizagdio de um experimento de DNA shuffling
envolve a avaliagdo de diversos paramentros tais como tamanho dos fragmentos, temperaturas de
pareamento e desnaturagao utilizadas durante os ciclos de PCR, concentragdo das sequéncias
parentais, entre outros. A simulagdo 2 silico de um experimento de DNA shuffling, segundo

modelos especificos, permite que otimizagdes sejam implementadas antes que o experimento seja
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realizado. Esse trabalho apresentou um estudo sobre quatro modelos para o processo de shuffling.
O estudo e descricao dos modelos existentes colaboraram para que um novo modelo fosse

proposto e implementado como um software, que recebeu o nome de SimAffling.

Além da ferramenta de simula¢iao SimAffling, um ambiente de apoio e suporte a trés etapas
relacionadas a experimentos de DNA shuffling foi desenvolvido. A ferramenta foi denominada
ISAS (Interactive Software for Assisting DNA Shuffling Processes) e agrupa diversas funcionalidades em
trés modulos distintos: modulo para analise das seqiiéncias parentais; médulo para simulagao de
experimentos de DNA sbuffling; e médulo para analise das sequiéncias resultantes de experimentos
de DNA shuffling. A andlise dos parentais é uma etapa essencial que realiza a identificagao das
regides de similaridade e diferencas entre as sequéncias e, desta forma, permite uma avaliagao
prévia da adequabilidade das seqiiéncias como parentais. Uma medida especifica para a avaliagao
da adequabilidade de pares de seqiiéncias candidatas a parentais foi proposta e sua utilizagao
apresentou resultados promissores. O moédulo de simulag¢do de experimentos de DNA shuffling
permite que experimentos deste tipo sejam simulados utilizando o SimAffling, software que
implementa o modelo proposto neste trabalho de pesquisa, e por dois outros softwares
chamados DRIVeR e eShuffle, que implementam dois dos quatro modelos encontrados na
literatura e descritos neste trabalho. Por fim, o moédulo de analise das sequéncias parentais

viabiliza a busca por seqiiéncias recombinantes dentre todas as seqiiéncias resultantes do shu/fling.

Os resultados obtidos com o SimAffling durante os testes de validagao apresentaram
concordancia aceitavel com os resultados obtidos experimentalmente, bem como com os
resultados obtidos pelos softwares DRIVeR e eShuffle. Além da estimativa do nimero médio de
cruzamentos entre as sequéncias fu/l-length, o SimAffling estima ainda a porcentagem desse tipo de
sequiéncia na biblioteca resultante, sendo assim possivel um estudo da eficiéncia de remontagem,
que ¢é dependente da composi¢ao das seqiiéncias parentais e do tamanho dos fragmentos

utilizados.

O principal objetivo da incorporacio do DRIVeR e do eShuffle no ambiente do ISAS foi o
de desenvolver uma interface grafica para a utilizacio desses softwares e, assim, facilitar sua
utilizacdo, uma vez que as implementagoes originais nao dispunham de interface com o usuario.
Adicionalmente, devido as diferentes abordagens ao processo de DNA shuffling adotadas em cada
um dos modelos, a utilizagdio paralela destes permite um estudo mais detalhado sobre o
experimento a ser realizado e, possivelmente, que otimizagdes sejam implementadas com base

nos resultados desse estudo.
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Apesar das inameras aplicagoes do DNA shuffling, poucos trabalhos tedricos direcionados
ao estudo e modelagem do processo de DNA shuffling sao encontrados na literatura. Por esse
motivo, espera-se que a implementagao da ferramenta ISAS, a caracterizacdo e detalhamento dos
quatro modelos para simulagao de experimentos de DNA shuffling existentes e a proposta e
implementacio de um novo modelo de simulagio descritos neste trabalho de pesquisa possa
auxilizar/direcionar pesquisadores que trabalham com experimentos de DNA shuffling, bem como

servir de apoio para outros trabalhos de modelagem e simulagio 7 silico de DNA shuffling.

Como continuidade do trabalho de pesquisa realizado, pretende-se direcionar esfor¢os no
sentido de realizar algumas mudangas na implementacao do SimAffling, principalmente no que
diz respeito ao nao tratamento da ocorréncia de cruzamentos silenciosos e a implementa¢ao da
fase de PCR com primers, a fim de verificar a influéncia desta fase nos resultados produzidos pelo

modelo.
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GLOSSARIO

As defini¢oes contidas neste glossario foram, na sua grande maioria, compiladas de Nill (2002),

Campbell et al. (1999) e Brown (1999).

Acido nucléico — Polimero composto por mondémeros de nucleotideos. Pode ser de dois tipos:

acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA).

Algoritmo — Seqiiéncia de instrugdes que descrevem a solu¢do de um problema com vistas a

codifica¢do em uma linguagem de programacao.

Alinhamento entre seqiiéncias biolégicas — Justaposicao de seqiiéncias com o objetivo de

evidenciar regioes de igualdade entre elas.

Aminoacido — Molécula organica que possui um grupo carboxil e um grupo amino. Sio os

monomeros formadores das proteinas.
Amplificagdo — Processo de producao de copias adicionais de uma dada sequiéncia cromossomica.
Apoptose — Morte celular programada.

Biblioteca de recombinantes — No contexto de DNA shuffling: representa o conjunto de

fragmentos de DNA obtidos ao final do processo; os quais ja foram clonados.

Célula hospedeira — Célula cujo metabolismo ¢é utilizado para crescimento e reprodu¢ao por um
virus. E também uma célula na qual um vetor de clonagem ¢ inserido para que o vetor, utilizando-se

do mecanismo de reproducao da célula hospedeira, também seja reproduzido.

Clivagem — Processo por meio do qual sio realizados cortes ao longo de uma molécula de

DNA/RNA.
Clonagem — Processo de producao de diversas copias de uma determinada molécula.
Clone — Grupo de individuos ou células geneticamente idénticos.

Clones ativos (de uma biblioteca de DNA shufiling) — Clones resultantes do processo de DNA
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shuffling cuja fungao foi preservada.

Codigo genético — Regras que estabelecem a relacio entre triplas de nucleotideos e aminoacidos

durante o processo de sintese de proteinas.

Coédon — Sequiéncia de trés nucleotideos do DNA ou mRNA que especifica um determinado

aminoacido. E a unidade basica do Cédigo Genético.
Col6nia — Grupo de microoganismos resultantes do crescimento de um mesmo organismo original.

Desnaturagdao (do DNA) — Separagao, em duas fitas simples, da fita dupla que forma a estrutura de

dupla hélice da molécula.

DNA ligase — Enzima que sintetiza a ligacao fosfodiéster entre a extremidade 3’ de um fragmento

de DNA e a extremidade 5’ de outro fragmento de DNA.

DNA molde (ou template) — Cadeia de nucleotideos que serve como base para a criacio de uma

nova cadeia de nucleotideos durante o processo de sintese de DNA (ou RNA).

DNA polimerase — Enzima que catalisa o alongamento de uma molécula de DNA durante o
processo de replicagdo por meio da adigdo de nucleotideos a extremidade 3’ da molécula sendo

alongada.

DNA recombinante — Molécula de DNA produzida 7z vitro resultante da unido de dois ou mais

fragmentos de DNA de origens distintas.
DNase I — Enzima que degenera o DNA. Produz cortes ao longo da molécula de DNA.

Eletroforese — Técnica de separagio (purificagdo) de moléculas com base no movimento
diferenciado apresentado por moléculas com diferentes cargas elétricas quando sujeitas a um campo

elétrico.

Eletroforese em Gel de agarose — Processo de eletroforese executado em gel de agarose e

utilizado para separaciao de moléculas de DNA segundo o seu tamanho.

Endonucleases — Classe de enzimas capazes de realizar a clivagem (quebra) de ligacGes

fosfodiésteres presentes nas moléculas de DNA e RNA.

Endonucleases de restrigdo — Enzimas da familia das endonucleases. Realizam a clivagem de
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ligacGes fosfodiésteres entre nucleotideos especificos dentro de uma cadeia de DNA ou RNA. Por
realizarem a clivagem de ligagoes fosfodiésteres apenas entre nucleotideos especicifos, estas enzimas

sao também conhecidas como enzimas de restri¢ao sitio-especificas.

Evolugao — Processo realizado em laboratério (iz vitro) que imita o processo de evolucao
Darwiniana através de diferentes técnicas com o objetivo de criar variantes de proteinas ou acidos

nucléicos que apresentem funcionalidades novas ou melhoradas.

Evolugao Molecular — Mudancas graduais que ocorrem naturalmente no genoma ao longo do

tempo devido a ocorréncia de mutagoes e recombinagoes.

Evolugao Molecular Direta — Técnicas experimentais que, de alguma forma, imitam o processo de
Evolugiao Molecular com o objetivo de obter, por exemplo, genes com funcionalidades melhoradas

ou novas.

Expressdao de um gene — Conversao da informacio genética contida em um gene na proteina

correspondente.
Filogenia — Esquema de classificacio que indica a histéria evolucionaria entre organismos.

Fragmento (de DNA) hibrido / fragmento (de DNA) recombinante — Fragmento de DNA

resultante da unido de dois ou mais fragmentos de DNA de origens distintas.

Gene — Fragmento de DNA que contém informagoes bioldgicas que codifica para um RNA ou uma

proteina. E a base de transmissdo das caracteristicas hereditarias entre as geragoes.
Genoma — O conjunto de todo o material genético de um organismo.

Heteroduplex — Molécula de DNA na qual cada uma das fitas ¢ originaria de individuos diferentes

e que, possivelmente, possuem pares de bases ndo complementares entre si.
Homoduplex — Molécula de DNA em que ambas as fitas sio originarias de um mesmo individuo.

Homologia — Seqiiéncia de aminoacidos em duas ou mais proteinas que sao idénticas entre si. Em
se tratando de acidos nucléicos, homologia se refere a cadeias complementares que podem se parear

umas as outras.

In silico (biologia) — Uso de computadores para simular, processar e¢ analisar um experimento
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biolégico.

In vivo — Derivada do Latin “em vivo”. Diz respeito a situagdes como, por exemplo, o teste de

novas drogas em organismos vivos (testes zz vivo).

Mapa de restrigio — Representacao das localidades dos sitios de restricio encontrados em uma

molécula (ex. plasmideo).

Match — Nome dado a coluna de um alinhamento entre seqiiéncias de DNA ou RNA onde estao

alinhadas duas bases iguais.

Matriz de substituigio — Matriz que armazena, para todos os possiveis pares de aminoacidos do

tipo (A, B), o custo de se substituir o aminoacido A pelo aminoacido B em um dado alinhamento.

M¢étodo de screening (ou selegao) — Método utilizado para selecionar elementos de um conjunto,

com base nas caracteristicas dos elementos buscados.

Mismatch — Nome dado a coluna de um alinhamento entre seqiiéncias de DNA ou RNA onde

estdo alinhadas duas bases diferentes.
Mutagio — Alteragao na seqiiéncia de nucleotideo de uma molécula de DNA.
Mutagénese — Ato de criar mutagoes.

Nucleotideo — Unidade basica formadora dos acidos nucléicos, constituida por uma molécula de

agucar, uma base nitrogenada e um grupo fosfato.

Oligonucleotideos — Pequenas cadeias de nucleotideos sintéticos construida pela uniao de

nucleotideos especificos.

Patégenos — Refere-se a virus, bactérias, protozoarios e outros microorganismos que causam

doengas infecciosas ao invadir o corpo de um organismo (animal ou planta).

PCR — Acronimo para Polymerase Chain Reaction (Reagao de Polimerase em Cadeia). Reagées de PCR

permitem, entre outros, que inimeras copias de uma mesma molécula de DNA sejam criadas.

Plasmideo — Molécula de DNA circular auto-replicante e independente do cromossomo geralmente

encontrada em bactérias. Muitos plasmideos possuem gene(s) de resisténcia a antibioticos.
Primer — Oligonucleotideo complementar ao trecho inicial de uma fita simples de DNA (ou RNA)
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que se deseja amplificar. Prové o ponto inicial para a sintese da nova fita de nucleotideos.
Progénie — Geracao, descendéncia ou prole.

Proteinas — Polimero tridimensional formado por um conjunto de 20 diferentes monomeros

chamados aminoacidos, unidos por meio de ligagdes peptidicas.
Purificagao de DNA — Processo pelo qual fragmentos de DNA sao separados ou isolados.

Recombinagdo — Unido de genes ou fragmentos de DNA em novos rearranjos. A recombinagao

pode ocorrer 7z vivo bem como in vitro.
Replicagio (de DNA) — Reprodu¢iao de uma molécula de DNA dentro da célula.
RNA Polimerase — Enzima que catalisa a reagao de sintese de RNA.

Seqiiéncia de DNA recombinante — Seqii¢ncia de DNA formada por fragmentos de DNAs

provenientes de duas ou mais espécies diferentes.

Seqiiéncia palindromo — Uma seqiiéncia ¢ dita ser palindromo se tem a mesma leitura de tras para

frente e de frente para tras.
Seqiiéncia quimérica — Ver Seqiiéncia de DNA recombinante.

Seqiiéncias homédlogas — O termo seqiiéncias homologas ou homologia ¢ utilizado para referenciar
genes que compartilham um ancestral evolutivo em comum que pode ser revelado pela identidade de

suas sequéncias.

Similaridade (entre seqiiéncias) — Igualdade entre as bases (ou aminoacidos) que compdem duas

ou mais seqiéncias.

Sitios de restri¢do — Sequéncia de nucleotideos reconhecida por enzimas do tipo endonucleases de

restricao.
Técnicas de mutagénese — Técnicas capazes de produzir mutagoes em moléculas de DNA.

Tradugdo — Processo de sintese de uma cadeia de aminoacidos determinada pelas informacdes
contidas na seqiiéncia de nucleotideos de um mRNA (RNA mensageiro) de acordo com as regras

estabelecidas pelo Codigo Genético.
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Transcrigado — Processo pelo qual as informagdes genéticas contidas em uma molécula de DNA e
correspondentes aos genes sao copiadas para as moléculas de mRNA (RNA mensageiro). Esse

processo poder ser visto como a reescrita de informagdes do DNA para o RNA.

Transformagdo de bactéria — Processo pelo qual uma bactéria recebe DNA originario de outro

organismo.

Vetor de clonagem — Molécula de DNA capaz de se auto-replicar dentro de uma célula hospedeira

e, desta forma, pode ser utilizada para clonar outros fragmentos de DNA.

Vetores de expressdo — Organismos, geralmente plasmideos, utilizados para introduzir e expressar

(na proteina correspondente) um determinado gene dentro de uma célula hospedeira.
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APENDICE A - DRIVeR

A.1. O software DRIVeR

O modelo descrito por Patrick e colaboradores, implementado por um software escrito na

linguagem Fortran 77, foi obtido no endereco www.bio.cam.ac.uk/~blackburn/stats.html. Neste

apéndice ¢ descrito como o DRIVeR, em sua forma original, deve ser executado, bem como

quais dados de entrada sdo necessarios a sua execugao e as safdas produzidas.

As informacoes necessarias a execucao do DRIVeR sao: tamanho do alinhamento entre as
sequéncias parentais, numero real de cruzamentos, tamanho da biblioteca de DNA shuffling
construida e numero e localizagdo das mutacOes existentes entre os parentais (identificadas por
meio da construcdao do alinhamento entre eles). Tais informacdes devem estar armazenadas em

um arquivo chamado “setup.dat”, que deve ter o seguinte formato:

N — tamanho do alinhamento entre os parentais

A — numero real de cruzamentos

L. — tamanho da biblioteca

M — namero de mutagdes entre 0s parentais

M, — posi¢ao no alinhamento da primeira mutagao entre os dois parentais

M, — posicao no alinhamento da segunda mutagao entre os dois parentais

M,; — posi¢ao no alinhamento da ultima muta¢ao entre os dois parentais

A implementacio do DRIVeR consta de um unico arquivo chamado “rdriver.f”.
Considerando o compilador DIGITAL Visual Fortran 6.0, para que o arquivo rdriver.f seja
compilado e executado, ele deve ser aberto, em seguida o botao Buwild — Compile rdriver.f
pressionado, seguido do botao Execute — rdriver.exe. A execugao do rdriver.exe resulta na exibigao

das seguintes estimativas na tela de execugao:

— Numero de seqliéncias variantes distintas esperadas na biblioteca de DNA  shuffling

construida (expected number of distinct sequences); e
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— Nuamero médio de cruzamentos observados por sequéncias (mean number of observable

crossovers per sequence).

Além dos resultados exibidos na tela, o software gera um arquivo chamado “driver.dat”
para armazenar a probabilidade de ocorréncia de cada uma das 2/ 2 variantes distintas. Cada
uma das variantes estd armazenada no arquivo segundo a sua representacdo binaria, como

apresentado no Capitulo 3, Se¢ao 3.2.4.

A.2. Pseudo-cédigo do algoritmo que viabiliza o DRIVeR

O codigo do programa DRIVeR, originalmente em Fortran, foi transcrito para a linguagem C.
Essa transcri¢ao possibilitou um melhor entendimento do modelo bem como auxiliou na sua
descrigao, como apresentado na segao 3.2. O pseuco-coédigo gerado a partir da transcrigdo

realizada ¢ apresentado na Figura A.1.

procedure DRIVeR( T, Atwe L) n_mut, mutacao| |)

{Entrada: T — tamanho do alinhamento entre os parentais
Atree — nimero real de cruzamentos verificado na amostra de DNA shuffling
L — tamanho da biblioteca de DNA shuffling construida
n_mut — nimero de mutagSes entre os parentais
mutacdo| | — lista com a localizacdo no alinhamento das n_mut mutacSes existentes
entre os parentais
b
{Saida: C — numero esperado de variantes distintas na biblioteca de DNA shufling
Aobs — nimero médio de cruzamentos verificado nas seqiiéncias da biblioteca
begin
fori=1,2,3,.., n_mut
begin
{numero de pontos onde cruzamentos podem ocorrem entre as mutacoes consecutivas i e i+1}
pontos_cruzamento|i] = mutac¢ao[i +1] — mutacaoli]

{calcule numero esperado de cruzamentos neste intervalo}

. t
pontos _ cruzamento[i]* A"

Mi] (T—n_mut)—1

Figura A.1. Pseudo-cédigo do DRIVeR (continua).
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{calcule a probabilidade de ocotrer um nimero par de cruzamentos neste intervalo}
p_par_cruzmantos[i] = e — A[i] * cosh(A[i])
{calcule a probabilidade de ocotrer um nimero impat de cruzamentos neste intervalo}
p_impar_cruzamentos[i] = e — A[i] * sinh(A[i])
end
}bobs =0
fori=1,2,3, .., 2»mut do {calcule a probabilidade de cada uma das vatiantes distintas ocotrrer}
begin
soma = i
p_variante[i] = 1
num_cruzamentos_obs = 0
forj=1,2,3, .., n_mutdo
begin
{determine se esta posi¢io da variante corresponde ao bit 0 ou 1}
variante[j] = (soma — 2) * (soma / 2)
if variante[j] == zero then
begin
p_variante[i] = p_variante[i] * p_par_cruzamentos|j]
end
else
begin
p_variante[i] = p_variante[i] * p_impar_cruzamentos][j]
{como este bit é 1, um cruzamento ocotreu}
num_cruzamentos_obs = num_cruzamentos_obs + 1
end
soma = (soma — variante[i]) / 2
end
{como existem duas variantes distintas que sdo mapeadas pela mesma seqiiéncia bindria, a
probabilidade calculada deve ser dividida por 2, para representar

apenas a probabilidade de uma delas}

write(vatriante, p_vatiante[i] * 0.5) {armazena em arquivo a variante (tepresentagio binaria) e
sua probabilidade de ocorréncia}

{calcula o valor de A°bs com base no nimero de cruzamentos

Figura A.1. Pseudo-cédigo do DRIVeR (continucio).
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existentes em cada variante e na probabilidade da mesma ocorrer}

b b . .
AP = A% + p_variante[i] * num_cruzamentos_obs

end

write(XObS) {escreve o numero observado de cruzamentos}
{Calcule o nimero esperado de variantes distintas na biblioteca}
forj=1,2,3, .., 2nummudo
begin
x = 1— (1 — (p_variantel[i] * 0.5) )L
C=C+x
end
write(C) {escreve o nimero esperado de variantes na biblioteca}

end

Figura A.1. Pseudo-cédigo do DRIVeR (conclusio).
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B.1. O software Shufflt

O modelo Shufflt descrito por Maheshri e Schaffer (2003) foi implementado por um software

escrito na linguagem C utilizando o aplicativo DEV-C IDE. O download do software foi feito no

endereco http://www.cchem.berkeley.edu/~schaffer/shuffling/. Alguns detalhes do software sio

apresentados nesta subse¢do, a fim de facilitar sua utilizagdo. O software é composto por um

conjunto de arquivos contendo a implementagao das fungdes que contemplam o modelo

proposto. A Tabela B.1 apresenta e descreve cada um destes arquivos.

Tabela B.1. Descricio dos arquivos/funcoes que implementam o Shufflt.

Arquivo

Descricao

main.c

DNADigest.c

io.c

linkedlist.c

ranrotB.c

stringfncs.c

ungappedalignment.c

Funcio principal. Realiza entrada de dados e saida de resultados. Dispara a

execucao da reagao de DNA shuffling.

Realiza a fragmentacdo das seqiiéncias parentais (fita simples) de maneira
consistente com a fragmentacdo produzida pela DNase 1. A fragmentacio é

modelada como um processo de Poisson.
Implementa fungdes relacionadas a escrita dos resultados em arquivo de saida.

Implementa uma serie de fun¢des para manipulacio de uma estrutura de dados
especifica denominada “lista ligada”, necessaria para que os fragmentos de

DNA sejam armazenados.

Fun¢io que implementa a geracdo de ndmeros randémicos. Os numeros

randomicos sdo utilizados quando da fragmentacao das seqiiéncias parentais.

Implementa func¢des de manipulagio de strings, ou seja, fungdes de

manipulagio de seqiiéncias.

Dados dois fragmentos do conjunto ssDNA, essa fun¢do calcula a
probabilidade de todos os pareamentos possiveis entre estes dois fragmentos
com base na enetgia livre resultante de cada um dos eventos de pareamentos.
Com base nas probabilidades, uma configuragio particular de pareamento é

escolhida, estendida e retornada.
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Sio necessarios os seguintes dados como entrada para a execuc¢ao do Shufflt:

— Seqiiéncias de DNA correspondentes aos parentais juntamente com as suas
concentragoes na reacao. Valores estes armazenados na variavel znitial ;

— Tamanho minimo dos fragmentos submetidos ao shuffling, armazenado na variavel MES;

— Tamanho maximo dos fragmentos submetidos ao shuffling, armazenado na variavel XFS;

— Tamanho médio dos fragmentos submetidos ao shuffling, armazenado na variavel AFS;

Densidade inicial dos parentais (antes da fragmentagdo por DNase I), armazenada na

tho;

Concentracdo de Mg**" na reaco, armazenado na varidvel Cmg;

Concentracio dos nucleotideos livres disponiveis para as extensdes realizadas pela
polimerase, armazenada na variavel CANTP;
— Concentrac¢io de sal na reacdo, armazenada na variavel Cmono;

— Temperatura de pareamento, armazenada na variavel T.

Enquanto o DRIVeR requer que os parametros de entrada necessarios a sua execugiao
estejam armazenados em um arquivo de entrada especifico, e o eShuffle requer que o usuario
digite os dados de entrada no momento da sua execugao (ver Apéndice C), Shufflt o faz
diferente. A informagao quanto aos valores dos parametros de entrada do modelo deve ser feita
nos arquivos que o implementa. Para se descobrir quais e onde se localizavam todas as variaveis
das quais a reacio de DNA shuffling ¢ dependente, todos os sete arquivos que compdem o
software Shufflt (ver Tabela B.1) foram verificados. Os principais parametros de entrada que
devem ser modificados pelo usuario para que a simulaciao pelo Shufflt represente uma reagao
particular de DNA shuffling estao listadas na Tabela B.2. Somente apds a correta atribuicio de

valores as variaveis é que o Shufflt pode ser compilado e executado.

Para usuarios utilizando o compilador DEV C/C++, a execucdo do Shufflt pode ser feita
apenas abrindo-se o projeto “Shufflingl.0”. Esse projeto traz todos os arquivos de extensio “.c”
reunidos e prontos para execucao. Desta forma, basta que o botao Execute — Run seja acionado.
Caso o usudrio deseje executar o Shufflt a partir de um outro compilador, os arquivos devem ser
abertos um a um, compilados, “lincados” e em seguida executados, num processo semelhante ao

descrito para a execucao do eShuffle, no Apéndice C, Sec¢ao C.1.
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Tabela B.2. Localizacio das variaveis que devem ser atualizadas segundo a reagao de shuffling a ser simulada
pelo Shufflt.

Arquivo Parametros a serem modificados segundo a reacdo

de shuffling a ser simulada

main.c MFS — tamanho minimo dos fragmentos submetidos ao sbuffling.
XFS — tamanho maximo dos fragmentos submetidos ao shauffling.
AFS — tamanho médio dos fragmentos submetidos ao shuffling.
tho — densidade (g/L) dos patentais (DNA).
Cmg — concentraciao de Mg>™+.
CdANTP — concentracio de nucleotideos.
Cmono — concentracdo de cations monovalente.
initial — sequéncias parentais (orientagao 5 — 3).

ungappedalignment.c T — temperatura de pareamento dada em Kelvin. O Valor padrio utilizado é

de 308,15 °K, que corresponde a 35°C.

O numero de ciclos de PCR executados pelo Shufflt nao é um parametros fixo, nem
mesmo um parametro cujo valor é determinado automaticamente pelo software com base nos
dados de entrada (tamanho das seqiiéncias parentais e tamanho dos fragmentos, por exemplo).
Desta forma, o usuario deve ainda modificar, no cédigo do programa main.c, a linha que controla
a execucao do numero de ciclos de PCR a serem simulados antes de realizar os procedimentos

necessario a execucao do Shuffllt.

Diversos testes foram realizados na tentativa de utilizacao do Shufflt, todos sem sucesso.
Dadas as sequéncias parentais PurN e GarT (ver Tabela 5.5 do Capitulo 5) de tamanhos 636 pb e
609 pb, respectivamente e, ap6és modificados todos os parametros de entrada necessarios para
que a simulacio representasse a reagdo de DNA shuffling desejada (AFS = 45, T = 55°C), iniciaram-
se as tentativas no sentido de escolher um valor apropriado para o nimero de ciclos de PCR a
serem executados pelo simulador. A simulagdao considerando 10 ciclos de PCR nio produziu
resultados, uma vez que os arquivos de saida ficaram vazios. Em seguida, tentou-se a execugao
considerando 14 ciclos de PCR (a utilizacio deste valor foi descrito em (MAHESHRI;
SCHAFFER, 2003)). Ap6s 5 horas e meia de execu¢ao, uma mensagem de erro indicando acesso
indevido de uma posi¢ao de memoria foi mostrada e a execugdo do programa finalizada. Uma

terceira tentativa, agora considerando 30 ciclos de PCR, resultou na mesma mensagem de erro
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apos apenas 25 minutos de execu¢ao. Novamente, foi realizada a tentativa de simulagao anterior
(30 ciclos de PCR) e, agora, a mensangem de erro ocorreu apos 2 horas e 20 minutos de
execugao. Os erros de execugdao ocorreram, provavelmente, devido a escolha inadequada do
namero de ciclos de PCR. O contato com um dos autores — Narendra — foi feito e o problema

% Narendra afirma que o nimero de ciclos de PCR deve ser

exposto (comunicagdo pessoal)
escolhido com base no tamanho das sequiéncias parentais e no tamanho dos fragmentos a fim de
evitar que seqiiéncias muito longas sejam remontadas. No caso da tentativa de simulagao entre os
parentais PurN e GarT, cuja maior delas (PurN) tem tamanho 636 pb e fragmentos de tamanho

médio 45 pb foram utilizados, esperava-se que 14 ciclos de PCR fosse um numero razoavel que

produziria seqiiéncias remontadas de tamanho em torno dos tamanhos dos parentais’’.

Por nio ter sido possivel a utilizagdo do software nas diversas tentativas realizadas, e por
considerar a determina¢do do numero adequado de ciclos de PCR uma tarefa dispendiosa, a
disponibilizagao do Shufflt no médulo de Pre Shuffling (Capitulo 4, Secao 4.2.2) nao foi realizada.
Pelo mesmo motivo, o software nao teve seus resultados apresentados no estudo comparativo
entre as estimativas dos demais softwares DRIVeR, eShuffle e SimAffling, feito no Capitulo 5. O

pseudo-cédigo no Shufflt também nao foi descrito.

30 MAHESHRI, N. Questions about Shufflt. Mensagem enviada por montera@dc.ufscar.br em 25 de Agosto de
2008.

37 Segundo instrugdes do autor, acredita-se que o numero de ciclos de PCR deva ser algo em torno do valor
resultante de | tamanho_parental | / L.
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C.1. O software eShuffle

O modelo descrito por Moore e colaboradores foi implementado na linguagem Fortran. Como
nao ha uma publica¢ao descrevendo os detalhes do software eShuffle, e sim apenas descrevendo
o modelo proposto Moore et al. (2000), alguns detalhes do software sdo apresentados neste
apeéndice, a fim de facilitar sua utilizagido. O software ndo se encontra disponivel para download de
forma que o cédigo foi obtido por meio de solicitagao a um dos autores. O software ¢ composto
por um conjunto de arquivos contendo a implementacdo das fun¢des que contemplam o modelo

proposto. A Tabela C.1 apresenta e descreve cada um desses arquivos.

Tabela C.1 — Descricio dos arquivos/func¢des que implementam o eShuffle.

Arquivo Descricao

main.f Funcdo principal. Calcula a fracdo das seqiiéncias full-lenght contendo 0, 1, 2,..., 10

cruzamentos nas seqiéncias resultantes do DNA shuffling entre as seqiiéncias parentais.
global.f Declaragdo das variaveis globais.

parin.f Realiza a leitura dos parametros de entrada necessarios a execu¢do do eShuffle. Os
seguintes pardmetros, na mesma ordem em que siao apresentados, devem ser

informados pelo usuario no momento da execugio do eShuffle:
L — tamanho dos fragmentos submetidos ao shujfling,

T — temperatura de pareamento utilizada no experimento;

B — tamanho do alinhamento entre os patentais;

N — numero de seqiiéncias parentais; e

File — nome do arquivo que armazena as seqiiéncias parentais.

seqinput.f Lé de um arquivo de entrada, cujo nome ¢é fornecido pelo usuario (File), as seqiiéncias
parentais bem como os valores para os parimetros do modelo NN que devem estar

armazenados em um arquivo de nome “Gvalues”.

match.f Calcula a concentragio relativa dos fragmentos na reagio.

thermo.f Calcula o valor de AG para uma determinada configuracio de pareamento.
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Antes de preparar o arquivo de entrada contendo as seqiéncias parentais, um alinhamento
entre elas deve ser construido. Considerando duas seqiiéncias parentais e o respectivo
alinhamento, o arquivo de entrada deve obedecer ao seguinte formato: a primeira linha deve
armazenar os primeiros 60 nucleotideos correspondentes ao parental 1 no alinhamento; a
segunda linha deve conter os primeiros 60 nucleotideos correspondentes ao parental 2 no
alinhamento; a terceira linha deve armazenar os préximos 60 nucleotideos correspondentes ao
parental 1 no alinhamento, ou seja, os nucleotideos que vao da posi¢dao 61 até a posi¢ao 120; e

assim por diante, até que as sequiéncias parentais estejam por completo armazenadas no arquivo.

Os valores para os parametros do modelo NN utilizados pelo eShuffle foram compilados
de Santallucia (1998). O modelo considera, além dos dezesseis NN pares onde apenas matches
ocorreram (ALLAWI; SANTALUCIA, 1997), NN pares onde um unico wmismatch ocorre. A
Tabela C.2, adaptada de Moore et al. (2001), descreve todos os pares NN considerados na

implementacio do modelo. Os pares NN e seus respectivos valores de AH e AS estao
armazenados no arquivo Gvalues, fornecido juntamente com os outros arquivos que

implementam o modelo.

Como um executavel nao ¢ fornecido juntamente com os codigos fontes que implementam
o modelo, estes precisaram ser compilados e executados a partir de um compilador Fortran para
que o executavel seja gerado. Considerando o compilador DIGITAL Visual Fortran 6.0, os

seguintes passos devem ser seguidos a fim de executar o eShuffle:

— Abrir e compilar o arquivo main.f (botdo Build — Compile main.f). EsSa compilagao ird
criar um ‘projeto’, no qual outros arquivos poderdo ser incluidos;

— Abrir e compilar um a um os seguintes arquivos: global.f, parin.f, seqinput.f, match.f e
thermo.f. Ao compilar cada um destes arquivos, os mesmos serdo inseridos no projeto
criado no momento que o arquivo main.f foi compilado;

— Por fim, o arquivo executavel main.exe foi criado. Para executa-lo, basta clicar no botao

Build — Execute main.exe.

O eShuffle ndo apresenta nenhuma interface com o usuario, ou seja, a0 executar o
eShuffle, nenhuma solicitacio para entrada dos pardmetros ¢ feita. F esperado, contudo, que o
usuario informe os parametros de entrada, como mostrado na Tabela C.1 (descri¢do da funcao
parin.f). Como saida, eShuffle apresenta na tela de execucao a fracao das seqiiéncias remontadas
que contém 0, 1, 2,..., 10 cruzamentos, bem como o nimero médio de cruzamentos por

sequéncia remontada para o experimento de shuffling simulado.
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Tabela C.2 — Pares de bases e respectivos valores de AH e AS utilizados pelo eShuffle.

Matches Mismatches simples
Par AH AS Par AH AS Par AH AS Par AH AS Par AH AS
AA/TT 7.9 222 | AA/TA 12 1,7  GG/CG 60  -158 GA/CG 0,6 1,0 TA/AC 34 80
TT/AA
AT/TA 7.2 204 | CA/GA 0,9 42 TG/AG 1,6 36  GG/CA 0,5 32  TC/AA 76 202
TA/AT 72 213 | GA/CA 2,9 98  AT/TT 27  -108 TA/AG 0,7 07  AC/TT 07 02
CA/GT 85 22,7 | TA/AA 47 129  CT/GT 50  -158 TG/AA 3,0 74 AT/IC 12 -62
TG/AC
GT/CA 84 224 | AC/TC 0 44  GT/CT 22 84  AA/IC 23 4.6 CC/GT 08 -45
AC/TG
CT/GA 78 21,0 | €CC/GC 1,5 72 TT/AT 0,2 -1,5  AC/TA 53 146  CT/GC 15 -6
AG/TC
GA/CT 8,2 222 | Ge/cc 3,6 8,9 AA/TG 0,6 23  CA/GC 1,9 3,7 GC/CT 23 54
TC/AG
CG/GC 10,6 272 | TC/AC 6,1 164  AG/TA 0,7 23  CC/GA 0,6 0,6  GT/CC 52 135
GCICG 98 244 | AG/TG 3.1 95  CA/GG 0,7 23  GA/CC 52 142 TC/AT 12 07
GG/CC 8,0 1199 | CG/GG 49 153 GG/GA 40  -132  GC/CA 0,7 3,8  TT/AC 1,0 07
CC/GG
AG/TT 1,0 09  AT/TG 25 83 CG/GT 41 117  GG/CT 33 104
CT/GG 2,8 80 GT/CG 44 -123  TG/AT 0,1 1,7 TT/AG 13 53

Valor médio pata mismatch duplo: AH = 2,8 k.cal/mol, AS = 6,5 cal/mol.K
Valor médio pata o custo iniciagio: AH = 2,4 k.cal/mol, AS = 1,3 cal/mol. K

C.2. Pseudo-cédigo do algoritmo eShuffle

O codigo do programa eShuffle, originalmente em Fortran, foi reescrito na linguagem C. A

analise ¢ o estudo do pseudo-cédigo auxilia na compreensao do modelo implementado. O

pseudo-cédigo inferido do programa original é apresentado na Figura C.1

procedure eShuffle ( T_frag, Ta, T alin, N, seq][ |, delta_H, delta_S, con| |)

{Entrada: T_frag — tamanho dos fragmentos a serem submetidos ao shuffling
Ta — temperatura de pareamento

T_alin — tamanho do alinhamento entre os parentais

Figura C.1. Pseudo-cédigo do eShuffle (continua).
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N — namero de parentais

seq| | — lista com as seqiiéncias parentais

delta_H — valores de variacdo de entropia para todas as duplas de pares de bases
possiveis de nucleotideos

delta_S — valores de variacio de entalpia para todas as duplas de pares de bases
possiveis de nucleotideos

con| | — lista das concentragdes iniciais dos parentais

{Saida: Probabilidade das sequéncias resultantes do shuffling seja o resultado de
0,1,2,3, ..., 10 cruzamentos entre os parentais ¢ numero médio de
cruzamentos nas sequéncias resultantes}
begin
sobtrep_min = 2 {sobreposicio minima exigida entre dois fragmentos para que o pateamento ocotrra}
{calcule as probabilidades de ocotrer cruzamentos para cada uma das possiveis vatiantes. Sdo
considerados todos os possiveis fragmentos cujo tamanho é igual a T_frag}

fori =T alin, T alin—1, .., T frag do {localizacio do fragmentos}

Begin
fork=1,2,3,... Ndo {parental}
Begin

{verifique qual pareamento entre esses fragmentos resulta na menor varia¢ao de energia livre}

forp=1,2,3,..,Ndo {parental}

Begin
for q = sobrep_min, sobrep_min + 1, ... T_frag do {todas as sobteposi¢des possiveis}
Begin

{calcule o complemento da regiio do fragmento do patrental p (de tamanho i) que
ird se sobrepor com a regido do fragmento do parental k}
for pos =i—q, ... ido
complemento|[pos] = Complemento(seq[p][pos])
{calcule a variacao de entalpia e entropia desta sobreposicao}
dH]p][q] = Cacula_deltaH(complemento, i, k, p, q, delta_H)
dS|p]lq] = Cacula_deltaS(complemento, i, k, p, g, delta_S)
end {fim for q}
end {fim for p}
{célculo da probabilidade de todos os tamanhos possiveis de sobreposicio}

forp=1,2,3,..., Ndo

Figura C.1. Pseudo-c6digo do eShutffle (continuacio).
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for q = sobrep_min, sobrep_min + 1, ... T_frag do
Mprobip][q] = 0
A=0
Delta_T = (94 — Ta) / 1000
forr=0,2,3,...,1000do {cilculo da integral ao longo da temperatutra}
begin
T =94 — (r * Delta_T)
ifr==0 v r==1.000 then

coeff =1
else
if (+%2) == 0 then
coeff = 2
else
coeff = 4
erro =1

while erro > 10-8 do

begin
{verificar a probabilidade dos pareamentos ocorrerem}
pi =0
sigl =0
sig2 =0

varl =T + 273,15 {convertendo a temperatura para Kelvin}
R =1987  {valor da constante dos gases petfeitos (unidade: cal*K-! *mol-1)}

var2 = R * varl
var3 = xA0 * (1,0 — a)
forp=1,2,3,..,Ndo
begin
for q = sobrep_min, sobrep_min—1, ..., T_frag—1 do
begin
(1000 * dHp[q)— dS[p][q] * var ),

var 2

Kep[pl[q] = exp(

{concentracio final do fragmento na mistura}
xF[p][q] = xFO[p][q] / (1 + Keq][p][q] * vatr3)
vard = Keq[p][q] * xF[p][q]

Figura C.1. Pseudo-c6digo do eShuffle (continuacio).
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pi = pi + vard
sigl = sigl + (Keq[p][q] * xF[p][q]2 / xFO[p][q]) * dH[p][q] / var2
sig2 = sig2 + var42 / xFO[p][q]
end {fim for q}
end {fim for p}
novo_a = pi/ (1 +pi)
erro = a —novo_a
if erro < 0 then
Erro = —erro
a =novo_a
end {fim while}
if t == 0 then
begin
{probabilidade dos fragmentos se desnaturarem}
forp=1,2,3,..,Ndo
for q = sobrep_min, sobrep_min — 1, ..., T_frag — 1 do
Pdes[p][q] = Keqlp][a] * xFp][q] / pi
a_t=—sigl /(1.0 + pi)2 — xA0 * sig2);
forp=1,2,3,..,Ndo
for q = sobrep_min, sobrep_min — 1, ..., T_frag — 1 do
mprob[p][q] = mprob|p][q]+coeff*(delta_T/ 3.0) *(Keq[p][q]*xF[p][q] / pi) * a_t
end {fim r}
{Ajustando a probabilidade dos pateamentos que ocorrem a uma temperatura
maior ou igual a temperatura de desnaturagio}
forp=1,2,3,..,Ndo
for q = sobrep_min, sobrep_min —1, ..., T_frag— 1 do

mprob|p][q] = mprob[p][q] + a_den * Pden[p][q]

{Ajustando a probabilidade dos pateamentos que nio produzem extensao}
forp=1,2,3,..,Ndo
for posicao =i—1,...,i—1 do
if (seq|p][posi¢ao] = seq|k][posicao]) then
forq=0,1,2,.., T _frag— 1 do
mprob[pl[q] = mprob(p][q] +a_den * Pden[p][q]

Figura C.1. Pseudo-cédigo do eShuffle (continuagio).
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for v = sobrep_min, sobrep_min — 1, ..., T_frag—1 do

if (i+T_frag—v > T alin+1) then

for p=1,2,3,..,Ndo
mprob[p][v] =0

norm = 0
forp=1,2,3,..,Ndo

for q = sobrep_min, sobrep_min —1, .., T_frag—1 do

norm = norm + mprob|p][q]

{Normalizando o valor das probabilidades}
for p=1,2,3,..,Ndo

for q = sobrep_min, sobrep_min —1, ..., T_frag—1 do

mprob[p][q] = mprob[p][q] / norm

{calculando a probabilidade de ocotrerem 0, 1, 2,..., 10 cruzamentos na biblioteca
resultante}
forx=20,1,2,..,10do
begin
PII[KI[i] = 0
if (x <= Tam_alin —i+ 1) then
for v = sobrep_min, sobrep_min — 1, ..., T_frag— 1 do
begin
if (x == 0) then
form=1,2,3,.., Ndo

begin
xok =0
posicao = i

while (xok == 0) A (posi¢io < (i+T_frag — v — 1)) A (posicio <T"_alin))
begin
if seq_parental[k|[posicao] |= seq_parental|m]|posi¢iao] then
xok =1
posicao = posicao + 1
end
if xok ==0 A i < 1 then

P[x][k][]] = P[x][k][i] + mprob[m][v] * P[x][k][i + T_frag — v]

Figura C.1. Pseudo-c6digo do eShuffle (continuacio).

224




Apéndice C — eShuffle

end {for m}
else {x!= 0}
form=1,2,3,...,Ndo
xok =0

posi¢dao = i

while (xok == 0 A posicio < i+ T _frag—v—1) A (posicio < T_alin))

begin
if (seq|k][posicio] |= seq[m]|posi¢io]) then
xok =1
posi¢do = posicao + 1
end
if (xok == 0 Vv i < 1) then
Px][k][i] = P[x][K][i] + mprob[m][v] * P[x][k][i + T_frag —v]
else
P[x][k][i] = P[x][Kk][i] + mprob[m][v] * P[x — 1][m][i + T_frag — v|
end {fim v}
end {fim x}
end {fim k}
end {fim i}
{calculando a probabilidade final de que a biblioteca construida, considerando a temontagem
de fragmentos de tamanho T_frag, possua sequéncias com 0, 1, 2,... 10 cruzamentos}
forx=0,1,23,...,10do
Pfinal[x] = 0

forp=0,1,2,3,...,10do
begin
forq=1,2,3,...,Ndo
Pfinal|p] = Pfinal[p] + con|q] * P[p][q][T_frag + 1]

write(PFinal[p])
end

média =0 {calculando o nimero médio de cruzamentos nas seqiiéncias resultantes}
forp=0,1,2,3,...,10do

média = média + p * Pfinal[p]
write(média)

end

Figura C.1. Pseudo-cédigo do eShuffle (conclusio).
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C.3. Influéncia do modelo NN nos resultados do eShuffle

A fim de avaliar a influéncia dos valores de AS e AH nos resultados estimados pelo eShuffle,
diversas simulagdes foram executadas considerando diferentes condigbes para experimentos de
DNA shuffling (diferentes tamanhos de fragmentos e diferentes temperaturas de pareamento). A
implementacao original do eShuffle foi modificada para que, além dos valores originalmente
utilizados pelo software para AS e AH (ALLAWI;, SANTALUCIA, 1997), os conjuntos de
valores propostos por Sugimoto et al. (1996), SantalLucia et al. (1996) e Breslauer et al. (1980),

também fossem testados e as diferencas nos resultados avaliadas. Contudo, os valores

e AS,

iniciacdo>

predefinidos para AH bem como para dois pares de bases vizinhos onde

iniciagdo

mismatches ocorrem foram mantidos como na implementagao original.

Nas simulag¢des, os genes atzA (numero de acesso no GenBank P72150) e triA (numero de
acesso no GenBank AAG41202), ambos compostos por 1425 pb sendo apenas 9 pb diferentes
entre eles, foram utilizados como parentais. O shuffling entre esses dois genes foi descrito por
Raillard et al. (2001). Contudo, o tamanho dos fragmentos e a temperatura de pareamento
utilizadas no experimento niao foram relatados e, por isso, assumiu-se que fragmentos de
tamanho entre 10 e 50 pb (como sugerido no protocolo original de Stemmer
(STEMMER,1994a) e (STEMMER, 1994b)) foram utilizados. Em seu trabalho, Raillard
apresenta a seqiéncia de aminoacidos de 25 seqiiéncias resultantes do shuffling, sendo possivel
estimar em 2,3 o numero médio de cruzamentos entre as seqiéncias remontadas. Os resultados
estimados, ou seja, o nimero médio de cruzamentos esperados nas sequéncias resultantes em

cada um dos experimentos de DNA shuffling simulados, considerando cada situagao especifica
(tamanho do fragmento, temperatura de pareamento e valores AH e AS utilizados) estdo

sumatizados na Tabela C.3.

O numero médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle em todas as condi¢bes simuladas
foi superior ao numero médio de cruzamentos observado na mostra de seqiiéncias resultantes do
DNA shuffling descrito por Raillard. A supestimagdo do numero de cruzamentos estimado pelo
modelo pode ser atribuido a nao detec¢ao da ocorréncia de cruzamentos silenciosos (ver
defini¢ao no Capitulo 2, se¢ao 2.6.3) ou até mesmo pelo baixo numero de seqtiéncias da amostra

analisada (25 sequéncias).
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Tabela C.3. Nimero médio de cruzamentos estimados pelas imulagdes do eShuffle para os parentais atzA

e triA.
Temperatura de pareamento (°C)
Tamanho dos 45 50 55 60 65 Valores de AH e AS
Fragmentos (pb)
10 334 341 348 357 3,69
20 3,51 3,42 3,33 3,28 3,27
30 3,55 3,52 3,47 3,34 3,12
40 3,55 3,55 3,54 3,53 3,50
ALLAWT SANTALUCIA
50 3,41 3,42 3,42 3,42 3,43
60 3,29 3,29 3,30 3,30 3,31 (1997)
70 3,26 3,26 3,27 3,27 3,29
80 3,17 3,18 3,18 3,19 3,19
10 3,20 3,33 3,38 3,45 3,53
20 3,61 3,55 3,47 3,36 3,28
30 3,58 3,60 3,60 3,51 3,5
40 3,55 3,55 3,55 3,55 3,54
SUGIMOTO (1996)
50 3,40 3,40 3,41 3,41 3,42
60 3,29 341 3,30 3,30 3,30
70 3,23 3,23 3,23 3,24 3,25
80 3,14 3,15 3,15 3,15 3,16
10 3,34 3,40 3,48 3,57 3,68
20 3,54 3,46 3,37 3,32 3,31
30 3,56 3,54 3,50 3,40 321
40 3,56 3,56 3,56 3,55 3,53
50 3,43 3,43 3,44 3,44 3,45 SANTALUCIA (1996)
60 3,31 3,31 3,32 3,32 3,33
70 3,28 3,30 3,30 3,30 3,32
80 321 321 321 3,22 3,23
10 3,35 3,33 3,33 3,37 3,43
20 3,75 3,73 3,70 3,65 3,59
30 3,62 3,62 3,61 3,60 3,59
40 3,60 3,59 3,59 3,59 3,59
50 3,44 3,44 3,44 3,45 3,45 BRESLAUER (1986)
60 3,27 3,27 3,27 3,27 3,27
70 3,20 3,21 321 321 321
80 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10

Considerando as simulagdes com fragmentos de tamanho 10 pb, em todos os casos,
independente dos valores de AH e AS utilizados, os resultados estimados pelo eShuffle mostram
que, quanto maior a temperatura de pareamento maior é o numero médio de cruzamentos nas

sequéncias remontadas. Contudo, como comentado por Volkov e Arnold (2000), a remontagem
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de pequenos fragmentos, além de ser menos eficiente, requer temperaturas de pareamento mais
baixas e, por isso, esperava-se que, nestas simulacoes, o numero de cruzamentos diminuisse com
o aumento da temperatura de pareamento. Ao contrario, como pode ser visto no Grafico C.1,
para fragmentos de tamanho 10 pb, quanto maior a temperatura de pareamento, maior o numero
médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle para todos os diferentes valores de AH e AS. O
numero médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle quando da utilizagao do parametros AH e
AS segundo Allawi e Santalucia (1997) e SantalLucia (1996) sio praticamente os mesmos para
todos os tamanhos de fragmentos. Para estas simulagoes, Breslauer resultou em nimeros médios

de cruzamentos mais baixos do que os demais modelos.

Fragmentos de Tamanho 10 pb

3.70
3.60
3.50 -
3.40 -

3.30 -
3.20 ‘ \ \ \ ‘ —— Allaw i;SantaLucia 1997
40 45 50 55 60 65 70

Temperatura de Pareamento (°C)

—«&— Breslauer 1986
—O— Sugimoto 1996

—A— Santalucia 1996

N° Médio de Cruzamentos

Griafico C.1. Relacio entre o nimero médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle e a temperatura de
pareamento considerando diferentes propostas para os valores dos parametros AH e AS e a remontagem
de fragmentos de tamanho 10 pb.

Nas simulagoes considerando fragmentos de tamanhos 20, 30 e 40 pares de bases, a
tendéncia do aumento do numero de cruzamentos com a diminuigio da temperatura de
pareamento foi observada em todos os quatro modelos para os parametros NN, como mostram
os graficos de Grafico C.2(a) a Grafico C.2(c). Observou-se que, ao contririo dos resultados
apresentados no Grafico C.1, foi o modelo de Breslauer, seguido por Sugimoto, que resultaram

num maior nimero médio de cruzamentos para todas as temperaturas de pareamento simuladas.
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Numero Médio de Crossovers

Fragmentos de Tamanho 20 pb

3.80
3.70
3.60 -
3.50 -
3.40 -
3.30
3.20 ‘ ‘ \ T T

Temperatura de Annealing (°C)

Fragmentos de Tamanho 30 pb

3.67 -

3.50

3.34

3.17

N° Médio de Cruzamentos

3.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

40 45 50 55 60 65

(@)

Temperatura de Pareamento (°C)

70

N° Médio de Cruzamentos

Fragmentos de Tamanho 40 pb

3.62
3.60 -
3.58 -
3.56 -
3.54 -
3.52
3.50 \<
3.48 : : : : :

40 45 50 55 60 65 70

Temperatura de Pareamento (°C)

\0—0—0—0

©

(b)

Legenda:
—— Breszlauer 1956
—0— Sugimoto 1996
—r— Santalucia 1996
—— Allawi; Zantalucia 1997

Grafico C.2. Relacio entre o nimero médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle e a temperatura de
pareamento considerando diferentes propostas para os valores dos parametros AH e AS e a remontagem

de fragmentos de tamanho (a) 20 pb, (b) 30 pb e (c) 40 pb.

Assim como as simula¢Oes para fragmentos de tamanho 10 pb, para fragmentos maiores

(50, 60, 70 e 80 pb), as simulagdes mostraram um pequeno aumento no numero estimado de

cruzamentos a medida que a temperatura de pareamento aumenta como mostram os graficos

Grafico C.3(a) a Grafico C.3(d).
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Fragmentos de Tamanho 50 pb Fragmentos de Tamanho 60 pb
S 3.45 2
55 2 3.41 a
% :
y 344 § 3.37
g 3 /\
[} |
S 342 $ 3.33 A
§ -
= 3411 2 329
Z o
P4
3.39 T 3.25 R
40 45 50 55 60 65 70 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura de Pareamento (°C) Temperatura de Pareamento (°C)
@) (b)
Fragmentos de Tamanho 70 pb Fragmentos de Tamanho 80 pb
3.35 3.25
8 8 e
5 3.31 A/A_A_K/A 5 3.21 A D
[ V/X—X
S 307 — y 3.17
(&) O O O O
2323] o o o—" 3 3.13
0 Q
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= 3.19 S 3.0
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40 45 50 55 60 65 70 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura de Pareamento (°C) Temperatura de Pareamento (°C)

© )
Legenda:
—#— Breslauer 1986

—0O— Sugimato 1996
—*r— Santalucis 1996
—i— Az, Sartalucia 1997

Grafico C.3. Relacio entre o nimero médio de cruzamentos estimado pelo eShuffle e a temperatura de
pareamento considerando diferentes propostas para os valores dos parametros AH e AS e a remontagem

de fragmentos de tamanho (a) 50 pb, (b) 60 pb (c) 70 pb e (d) 80 pb.

Com base nos resultados das simulagdes apresentadas, é possivel afirmar que o nimero
médio de cruzamentos estimado, considerando-se fixos o tamanho do fragmento e a temperatura
de pareamento, sofre variagoes quando diferentes valores para os parametros do modelo NN sio
utilizados. Contudo, a ordem de grandeza das diferencas observadas ndo ¢é significativa
especificamente para o contexto que DNA shuffling, onde os resultados de simulagdes devem ser
interpretados como valores aproximados e nio determistico. Desta forma, conclui-se que a

escolha de um modelo ou outro para a realizagdo da simulagdo ¢ arbitraria.
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Apesar do foco principal das simulagdes apresentadas neste apéndice ser a analise da
influéncia dos diferentes valores para os parametros do modelo NN sobre o numero médio de
cruzamentos estimado pelo eShuffle, este estudo revelou que o modelo implementado pelo
eShuffle, em se tratando de simulagbes utilizando fragmentos pequenos (10 pb), bem como
fragmentos maiores de tamanho entre 50 pb e 80 pb, nao esta de acordo com a afirmacdo de que,
sob baixas temperaturas, a remontagem dos fragmentos fica facilitada (o que aumenta o nimero

de cruzamentos) uma vez que sobreposicdes com mismatches sao favorecidas.
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Simulated Annealing

D.1. Considera¢des iniciais

Este apéndice introduz o método de determina¢dao de pares de primers baseado no algoritmo de

Simulated Annealing descrito em Montera e Nicoletti (2008).

Primers sio pequenas cadeias de nucleotideos complementares a trechos de moléculas de
DNA que se deseja amplificar (ver Figura 1.14 do Capitulo 1). Os primers sio fatores
deterministicos em experimentos baseados em PCR, tais como, sintese 7z vitro de DNA e diversos
experimentos de Evolu¢ao Molecular Direta (DNA shuffling, Random prinzing recombination, mutagao
sitio-dirigida, etc.). A determinagao dos primers a serem utilizados envolve questoes referentes ao
tamanho do primer, % de bases C e G, especificidade, presenca de bases repetidas continuas na

sequéncia do primer, entre outros.

A Secio D.2 apresenta uma breve discussiao sobre as questdes envolvidas na determinagio
de primers, ou seja, no projeto de primers. A Secio D.3 apresenta a proposta de uma
implementacdo baseada no algoritmo de Simulated Annealing para o projeto de primers. Por fim,

algumas conclusdes sao apresentadas na Se¢ao D.4.

D.2. Questoes envolvidas no projeto de primers

A determinagdo e escolha de um primer ou par de primers a ser utilizado em um experimento
especifico requer uma série de cuidados quanto ao tamanho, composi¢ao, temperatura de
pareamento e especificidade dos primers, entre outros. Nao existem valores especificos pré-
definidos para os parametros envolvidos no projeto de primers, contudo, intervalos de valores
para esses parametros sao de senso comum. Segue uma breve descricio dos parametros

envolvidos no projeto de primers.

Repeats, Runs e Estruturas secundarias

A ocorréncia repetida de uma subsequéncia de nucleotideos em posi¢oes consecutivas na
sequencia de um primer é chamada repeat. Repeats devem ser evitados uma vez que eles podem

favorecer o pareamento entre o primer e o template em posicdes nao desejadas (evento também
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chamado de wisprimer), como mostrado na Figura D.1. Runs sao definidos como a repetigao

consecutiva de uma unica base na sequéncia do primer.

(a) correto pareamento entre
o primer e o template

template Regido a ser amplificada (alvo)

52 3
' TITT LI TLITLIT L LTI LT T T T T LT T LT LT
AGTAGTAGTAGACCTGAATTCTGAACTGGT®G

O O e e e A A |
ATCATCATCTGGACTTATGAC
. S A v
primer
(b) misprimer entre o primer
e o template

template Regido a ser amplificada (alvo)

52 3
[ TTT LT TLTI T LT LLTI LT T I
AGTAGTAGTAGACCTGAATT&:#(EL/LJ:'I’(EJS*’(E

||||||******~k***|~k~k**
ATCATCATCTGGACTTATGAC
. I e
primer

Figura D.1. Primer com repeats (ATC). Os matches ocorridos no pareamento entre o primer € o template sio
representados pelo simbolo |, enquanto que os mismatches sio representados por *.

Se os primers forward (F) e reverse (R) apresentarem trechos complementares entre si, esses
podem se parear, em detrimento do pareamento entre o primer € O femplate, formando uma
estrutura secundaria chamada hetero-dimer. Caso o pareamento ocorra entre dois primers F ou dois
primers R, ocorre a formacdo de uma estrutura secundaria denominada se/f-dimer. Primers longos

podem se auto-parear, resultando em estruturas secundarias denominadas hairpins.

Especificidade e Tamanho do primer

Um primer é especifico se ele se pareia com o femplate apenas na regiao especifica para a qual ele
foi projetado (ver regido alvo da Figura D.1). Primers nido especificos acarretam a produgao

(amplificagao) de fragmentos de DNA nio correspondentes a regiao alvo.

O tamanho de um primer influencia a sua especificidade (primers maiores sao mais
especificos); custo de produgdo (quanto maior o primer, mais elevado ¢ o seu custo); estabilidade
da formacao femplate—primer (quanto maior o primer, mais fortemente ele estara unido ao femplate
devido ao maior nimero de pontes de hidrogénio resultantes desta ligacdao); e formagio de

estruturas secundarias (primers maiores sao mais propensos a formagao de estruturas secundarias).
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Nao existe um tamanho fixo 6étimo para um primer. Primers variando entre 18 e 30 bases sao os

melhores (KAMEL; ABD-ELSALAM, 2003).

%CG e Composi¢io da Extremidade 3’

O conteudo de bases Citosina (C) e Guanina (G) de um primer determina a temperatura na qual a
reaciao de pareamento deve ocorrer basicamente pelo fato do pareamento destas bases ocorrer
devido a formagao de trés pontes de hidrogénio enquanto que o pareamento entre as bases A e T
ocorre devido a formagao de duas pontes de hidrogénio. Quanto maior o nimero de bases C e
G, mais fortemente “ligados” estardo o primer e o template. Valores entre 40% e 60% de CG na

composicao dos primers sio preferidos.

A preferéncia por uma base C ou G na extremidade 3’ do primer é justificada por ser esta a
extremidade na qual a enzima polimerase inicia a extensao do primer. Como o pareamento C—G ¢
mais estavel (devido ao maior numero de pontes de hidrogénio formadas entre essas duas bases),

espera-se que a polimerase inicie o processo de sintese mais eficientemente neste caso.

Temperatura de Melting e Temperatura de Annealing

A temperatura de melting (T)) é definida como a temperatura na qual metade dos fragmentos de
DNA esta na forma desnaturada, ou seja, ndo pareados, e a outra metade estd pareada. A
temperatura de pareamento ou annealing (T,) é a temperatura na qual ocorre o pareamento entre

primer e template.

Existem diversas aproximagoes para o calculo da T,, de um primer, sendo possivel, de uma

maneira geral, dividi-las em trés classes distintas:

(1) Basicas (consideram apenas a composi¢ao do primer);
(2) Dependentes do Sal (consideram a concentragao de sal na reagio onde os pareamentos
ocorrem); e

(3) Baseadas na Termodinamica da reacio (utilizam-se do modelo Nearest Neighbor).

As equagdes D.1, D.2 e D.3 apresentam exemplos de férmulas basica, dependentes do sal e
baseadas em termodinamica para o calculo da T, propostas por Wallace et al. (1979), Howley et

al. (1979) e Rychlik et al. (1990), respectivamente.
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Ty =25 A[+[TD+4*(CI+][G]) (D.1)

ICl+|G|-64 820
[ A+ T+ CI+|G] [A[+]T[+[C[+]G]|

(D.2)

T, =100,5+41* +16,6* log[Na™ ]

A
T = At 273,15+16,6 * log[Na "]

AS+R *1n-"
4

(D.3)

Nas equacdes (D.2) e (D.3), [Na'] é a concentracio de sal na reagio. Na eq. (D.3), R =
1,987 cal/°C*mol é a constante molar dos gases, y ¢é a concentragdo do primer na soluciao. Nas
equagdes D.1 e D.2, |A], |T|, |C| e |G| representam, respectivamente, o numero de bases A,
T, C e G presentes nos primers. Como pode ser observado na eq. (D.3), a férmula para o calculo
da T,, baseada no modelo Nearest Neighbor (NN) utiliza-se dos conceitos de varia¢ao de entalpia
(AS) e entropia (AH). O modelo NN, bem como a determinagao dos valores de AS e AH, foram

previamente discutidos no Capitulo 3, Secao 3.4.2.

D.3. Proposta de um algoritmo para o projeto de primers baseado no conceito de

Simulated Annealing

O algoritmo Simulated Annealing (SA) é muito utilizado na busca por solugoes de problemas de
otimizagdo, ou seja, problemas que envolvem a busca em grandes espagos de busca. O problema
de projeto de primers foi abordado como um problema de otimizagao, cuja busca no espago de

possiveis solugdes é realizada por um procedimento baseado no SA.

Problemas de otimizagao buscam encontrar solu¢des que maximizam ou minimizam
determinada(s) funcdo. No contexto de projeto de primers, a fungdo proposta para avaliar a
adequabilidade de um par de primers forward e reverse (f, r) mede quio distantes determinados
valores calculados para esse par (como por exemplo, tamanho, %CG, T, diferenca entre T, do
primer £ e do primer r e composicao da extremidade 3’) estao de valores pré-definidos. A funcao
considera ainda a presenca ou nao de repeats, runs, possibilidade de formacao de self-dimer, hetero-

dimer, etc.
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Antes de apresentar a funcio utilizada para medir a adequabilidade ou fitzess de um par de

primers, um conjunto de métricas para a avaliacdo de um primer precisa ser definido, como mostra

a Tabela D.1.

Tabela D.1. Descricdo das métricas implementadas para avaliagido de um primer ou de um par de primers.

Métrica* Descricao

len(p) Determina o comprimento do primer p.

CG(p) Determina o %CG do primer p.

Tm(p)** Determina a Tw, do primer p.

Tadif(f, 1) Determina a diferenca absoluta entre a T, do primerfe r.

3"_end(p) Verifica a existéncia de uma base C ou G na extremidade 3" do
do primerp.

run(p) Verifica a existéncia de runs no primer p.

repeat(p) Verifica a existéncia de rgpeats no primer p.

spec(p) Verifica a especificidade do primer p.

sec(f, 1) Verifica a possiblidade de formagao de estruturas secundaria nos

primers fe t.

highest_cost(Gj) Associa um custo a formagio (caso aconteca) de uma estrutura
secundatia do tipo i, parai =1, ..., 5 sendo:
1 =1, betero-dimer entre os primers f e t;
1= 2, self-dimer entre primers f;
1= 3, self-dimer entre primers t;
1= 4, bairpin no primer £;

1 =5, bairpin no primer .

* considere p como sendo o primer f ou r.
** A Tm(p) foi calculada como a média resultante das férmulas apresentada nas equagoes (D.1),
(D.2) e (D.3), visto que ndo ha um consenso sobre qual delas é mais adequada.

A fim de avaliar a dequabilidade de um determinado par de primers, é preciso verificar sua
conformidade em relagdo a um conjunto de valores pré-definidos para o tamanho, %CG, T,
diferenca de T, entre os primers £ e r, ¢ composicao da extremidade 3’ além de verificar a
existéncia (ou nao) de estruturas como runus, repeats, possibilidade de formacao de estruturas
secundarias e especificidade. A Tabela D.2 descreve as variaveis cujos valores devem ser pré-

definidos (pelo especialista humano) antes da busca por primers.
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Tabela D.2. Variaveis cujos valores devem ser pré-definidos antes da busca por primers.

Parametro Intervalo de valores possiveis Descricao
LENGTH_INTERVAL [MIN_LEN, MAX_TLEN] Tamanho minimo e maximo
permitido para um primer.
%CG_CONTENT MIN_CG, MAX_CG] Porcentagem minima e maxima de
CG permitida na composicao de
um primer.
Tm [MIN_Tm, MAX_Tm]| Valor minimo e maximo

permitidos para a T de um primer.

MAX_DIF Mixima diferenca permitida entre
Tw do primer £ e Ty do primer 1.

3 END Preferéncia (3’_END = 1) ou nao
(3_END = 0) por uma base C ou
G na extremidade 3’ dos primers
fer.

A fungdo para avaliagio de um par de primers utilizada na implementagao do SA ¢é dada na
eq. (D.4). A funcio tot_cost mede quao proximos os valores das métricas calculadas para o par
de primer estdo dos valores pré-estabelecidos e quao bom é o par de primers em relagio a sua
especificidade, possibilidade de formagao de estruturas secundarias e presenca de ruus e repeats, de
tal forma que, quanto maior o valor de tot_cost associado a um par de primers, menor sua

adequabilidade como solu¢ao do problema.

tot_cost(f, r) = len_cost(f) + len_cost(r) + %CG_cost(f) +
+ %CG_cost(r) + 3*(T,,_cost(f) + T, _cost(r)) +
+ T, dif_cost(f, r) + 3°_end_cost(f) + D-4)
+ 3’_end_cost(r) + run_cost(f) + run_cost(r) +
+ repeat_cost(f) + repeat_cost(r) + spec_cost(f) +
+ spec_cost(r) + sec_struc_cost(f, 1)

Considerando novamente p como sendo o primer £ ou o primer r, tem-se as seguintes

defini¢des para as fungoes utilizadas para a determinagao do valor de tot_cost(f, 1):
0, se MIN _LEN < len(p) < MAX _LEN

len _ cos t(p) ={MIN_LEN — len(p), se len(p) < MIN_LEN
len(p) — MAX _LEN, se len(p) > MAX _LEN

237



Apéndice D — Determinacgao de Primers utilizando Simulated Annealing

0, se MIN _CG < CG(p) < MAX _CG
%CG _cost(p)={MIN_CG - CG(p), se CG(p)< MIN_CG
CG(p) - MAX _CG, se CG(p) > MAX _CG

0,se MIN_T, <T,(p)<MAX_T,
T, _cost(p)={MIN_T, — T, (p), se T, (p)<MIN_T,
T, (p) - MAX_T,,se T, (p) > MAX _T,,

0, se T, dif (f,r) < MAX _DIF

T, dif _cost(f,r)= . _
T, dif (f,r) — MAX _DIF, caso contririo

3 _end_ cos t(p) = {0’ se 3 _end(p)=1

5, caso contririo

0, se run(p) =0

5* numero de runs, caso contrario

rn_cosi(p) = {

{0, se reapet(p) =0
reapeat _ cos t(p) =

5* nimero de repeats, caso contrario

{0, se spec(p) =1
spec_cost(p) =

5* numero sitio alternativos, caso contrario

0 se sec(f,r) = false
f,r)=4L
sec__struc _ cos t( > f) Z highest _ cos t(Gi ), caso contrario
i=1

O pseudo-cédigo do algoritmo SA implementado para o problema de projeto de primer é
apresentado na Figura D.2. O algoritmo se inicia escolhendo um par de primers randomicamente
(referenciado como atual) tal que m = |f atual| e n = |r_atual|, para MIN_LEN < m, n =
MAX_LEN, e o primer f_atual corresponde as m primeiras bases da seqiiéncia de DNA que se
deseja amplificar (alvo) e o primer r_atual corresponde as n ultimas bases complementares da

sequéncia de DNA alvo. Em seguida, o custo associado a este par de primer é calculado.
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procedure SAPrimer
begin
f atnal = find prmerWIN_LEN, MAE TEN)
t_atial = fnd_pomerIN_TEN, MAK TEN)
cost_atual = tot_cost(f_atual, ¢ atual)
T=200
decteasing factor = 0,999
while (T = 0,01}
f nowo = find priner neighborlen(tatualy)
t_novo = fnd prmer neighborlen(t atual))
cost_nowvo = tot_cost(f_nowo, _novao)
if {cost_nowo < cost_atual) then
/f opat de priswers atual passa 4 ser 0 novo pat
/ f encontrado pelo procedimento find prmer neighbor])

f atal =1f nowo
t_atial = t_nowvo
cost_atual = cost_nowo
elze
tutn = tandom( )
CaE
if {um < exp[ ! ]] then
f atial =f nowvo
t_atial = t_nowo

cost_atial = cost_nowo

T =T # decreasing_factor

Figura D.2. Pseudo-cédido do algoritmo SA implementado pata o problema de projeto de primers.

A cada passo, o algoritmo escolhe, randomicamente, um novo par de primers na vizinhanga
do par atual como sendo qualquer par de primers tal que |f_atual| —3 = |f_novo| < |f_atual| +
3e |r_atual| —3 = |r_novo| = |r_atual| + 3. O custo associado a este novo par de primers é
calculado e comparado com o custo da solugdo atual e aquele, cujo custo associado é menor, se
torna o par de primers atual. Contudo, mesmo que o par atual tenha um menor custo associado, a
nova solu¢ao encontrada pode ainda se tornar a solu¢do atual dependendo do valor de uma
func¢io de probabilidade, que é dependente do parametro temperatura (T) e do valor de AE, onde
AE representa a diferenca absoluta entre o valor de custo associado a nova solu¢io e a solu¢ao
atual. O algoritmo implementa a possibilidade de aceite de uma solugdo com maior custo
associado como uma medida que visa diminuir as chances de encontrar uma solugio que
represente apenas um minimo local (solugdo sub-6tima). Note, porém, no pseudo-cédigo, que as
chances de se aceitar solu¢oes piores diminui a medida que o numero de execugdes do algoritmo
se aproxima do final; dessa forma, tem-se a garantia de que boas solu¢Ges nao serdo mais

desconsideradas com a proximidade do fim das buscas por novas solugdes.
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Os valores T = 200 e decreasing factor = 0,999 foram determinados empiricamente e

estdo de acordo com valores propostos na literatura.

D.4. Conclusoes

A busca de pares de primers utilizando a implementagao proposta baseada em SA mostrou-se
eficaz do ponto de vista da solugio encontrada. Mesmo para os casos nos quais nao existem
pares de primers que respeitem todas as restricoes (por exemplo, quando ¢é impossivel encontrar
primers que, respeitem, a0 mesmo tempo, os limites impostos para %CG e tamanho), o SA
sempre encontra a melhor solugiao possivel, ou seja, o par de primer que mais se aproxima do par

6timo sempre sera encontrado.
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APENDICE E - Medida para Avaliar a Adequabilidade de
Parentais Candidatos ao Processo de DNA shuffling— uma
Proposta Baseada em Mutagoes

E.1. Consideraces iniciais

A medida de adequabilidade de seqiiéncias candidatas ao processo de shuffling descrita na Segao
4.2.2.1.2 do Capitulo 4 foi comparada com outras duas medidas, uma baseada nos conceitos de
similaridade e distancia entre seqiiéncias e outra baseada no conceito de complexidade de

Kolmogorov.

A medida de similaridade entre duas seqiiéncias X e Y, representada por s(X, Y), expressa
quao ‘parecidas’ entre si sdao as seqiéncias X e Y. A similaridade pode ser calculada por meio da
soma de matches, mismatches e gaps existentes no alinhamento entre X e Y, como visto no Capitulo
4, Secao 4.2.2.1. Similarmente, a distancia entre duas seqiiéncias X e Y, representada por d(X, Y),
expressa o conceito de quao distintas sao as sequéncias X e Y. Essas duas medidas podem ser
consideradas complementares de maneira que s(X, Y) = 1 — d(X, Y). Modelos mais elaborados
para o calculo da distancia, entretanto, se utilizam de matrizes de substituicao (ver Jukes e Cantor
(1969), Kimura (1980), Kishino e Hasegawa (1989) e Felsenstein e Churchill (1996)). As matrizes
de substituicio descrevem a taxa na qual cada caractere de uma seqiéncia (nucleotideo ou

aminoacido) ¢ substituido por outro.

As trés proximas se¢oes E.2, E.3 e E.4 descrevem, respectivamente, a medida baseada no
conceito de distancia entre sequéncias, a medida baseada no conceito de complexidade de
Kolmogorov e a medida proposta neste trabalho, que ¢ a baseada na distancia média que separa

mutagoes consecutivas entre os parentais.

Um conjunto de 37 seqiiéncias de DNA codificadoras para metalopeptidases de serpente
foram utilizadas para comparagoes entre as trés medidas, descritas na Se¢ao E.5. As SVMPs
(Snake Venom Metallopeptidades) sio uma familia de enzimas que desempenham diversas atividades
biolégicas como degradacao de fatores coaguladores do sangue (CHEN et al., 2004), e apoptose
de diferentes tipos celulares (WU; HUANG, 2003). Estas enzimas tém sido intensamente

pesquisadas, devido sua relevancia patolégica e aplicagdes potenciais.
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E.2. Medida de Similaridade Baseada no Conceito de Distancia

Para o calculo da medida baseada no conceito de distancia o programa DNAdist foi utilizado.
DNAdist é um dos programas do pacote PHYLIP (Phylogeny Inference Package). O pacote PHYLIP
agrupa diversos programas de computador para o calculo de distancias entre seqiiéncias bem
como para inferéncia de filogenia. O pacote pode ser gratuitamente obtido no endere¢o

http://evolution.genetics.washington.edu/phvlip.html.

O DNAdist calcula a distancia entre seqiiéncias de DNA ou proteinas utilizando diferentes
matrizes de substituicdo. Para os experimentos conduzidos, a matriz F84 (FELSENSTEIN;
CHURCHILL, 1996) foi utilizada. DNAdist espera como entrada um alinhamento entre as
seqiiéncias para as quais a distancia (duas-a-duas) devera ser calculada. Assim, o programa foi
executado para o conjunto de 37 SVMPs e uma matriz de distancias, referenciada como M ncin
foi produzida. Nesta matriz, a notacdo M .q. [Si][ S representa a distincia calculada entre as

sequiéncias S; e S, para 1 <1,j <37 ei #j.

E.3. Medida de Similaridade Baseada no Conceito de Complexidade de
Kolmogorov

Diferentemente das outras duas medidas de distancia utilizadas neste estudo, a medida baseada
no conceito de Complexidade de Kolmogorov ¢ uma medida de distancia que nao se baseia no
alinhamento entre as sequiéncias. Métodos para a comparagdo de seqiéncias nao baseados em
alinhamento nio sao muito comuns, embora alguns poucos resultados publicados (VINGA;
ALMEIDA, 2003) evidenciam que essa abordagem pode ser promissora (IKOCSOR et al., 2000) ,
(LI et al., 2001). A distancia entre duas seqiéncias X e Y como proposta por Li et al. (2001) é
dada pela equagiao (E.1), na qual K(X) é a complexidade de Kolmogorov de X, K(X|Y) ¢ a
complexidade condicional de Kolmogorov de X dado Y e K(XY) é a complexidade de

Kolmogorov da sequiéncia resultante da concatenagao de X e Y.

CK(X)-K(X]Y) (E.1)
K(XY)

d(X,Y)=1

A complexidade condicional de Kolmogorov K(X|Y) ¢ interpretada como o tamanho do
menor programa de computador que tem como saida X quando Y é dado como entrada,
considerando um computador universal. K(X) deve ser vista como K(X|¢) tal que € é a seqiiéncia

vazia.
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Kocsor et al. (2000) afirmam que a complexidade de Kolmogorov ¢ um limite teérico que
pode apenas ser aproximado. Nos estudos realizados por Kocsor, bem como no estudo
apresentado neste apéndice, a complexidade condicional de Kolmogorov foi aproximada
utilizando-se algoritmos de compactagao de forma que K(X|Y) representa o comprimento da
sequéncia X resultante da compactagao de Y. Mais especificamente, o programa de compactagao
GenCompress  foi  utilizado.  GenCompress pode ser gratuitamente obtido no endereco

http://www.bioinformatics.uwatetloo.ca/downloads/gencompress. Dessa forma, a distincia

entre duas sequiéncias calculada com base na complexidade de Kolmogorov pode ser aproximada

pela equacao (E.2).

GenCompress(X | €) — GenCompress(X | Y) E.2)
GenCompress(XY)

d(X,Y)=1-

Qualquer outro programa de compactagiao poderia ser utilizado. Para fins comparativos, o
programa de compactacio ppmz2, que pode ser gratuitamente obtido no enderego

http://www.cbloom.com/stc/ppmz.html, também foi utilizado para o célculo da distancia.

Porém a férmula proposta por Cilibrasi e Vitanyi (2005), descrita pela eq. (E.3), na qual o

programa de compactagao é o ppmz2, foi utilizada.

ppmz2(XY) — min{ppmz2(X), ppmz2(Y)} (E.3)
max {ppmz2(X), ppmz2(Y)}

d(X,Y)=1-

Como nao houve diferengas significativas na utilizagdo das férmulas descritas pelas
equagdes (E.2) e (E.3), apenas a formula descrita pela eq. (E.2) foi utilizada. Apés o célculo das
medidas entre todos os pares de sequiéncias, a matriz M [SI[ S, para 1 <1,j <37 ei #j

foi obtida.

Kolmogorov

E.4. Proposta da Medida de Similaridade Baseada em Muta¢oes

A medida de similaridade baseada no nimero e na distancia entre as mutacOes consecutivas
existentes entre duas sequiéncias foi descrita no Capitulo 4, Secao 4.2.2.1.2. A medida estabelece
que a relagdo de proximidade entre duas sequiéncias é inversamente proporcional a distancia
média que separa mutagdes consecutivas, ou seja, quanto mais distantes entre si estdo estao as

mutagoes, mais proximas estao as seqiiéncias avaliadas.
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E.5. Agrupamento (Clustering) de Sequiéncias

Para visualizar a relagdo entre as 37 seqiiéncias de SVMPs estabelecidas pela utilizagao de cada
uma das trés medidas descritas, as 37 seqiiéncias foram agrupadas pelo método Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) implementado pelo programa Neighbor, também pertencente ao pacote
PHYLIP.

Dada uma matriz M de distancias dois-a-dois entre um grupo de p seqiéncias, o0 método
Neighbor-Joing constrél o agrupamento entre as p seqiiencias da seguinte maneira: primeiramente,
as duas sequiéncias cuja distancia é minima dentre todos os outros pares de seqiéncias siao
agrupadas em um unico par ou ¢uster. A distancia deste novo par para todas as outras sequiéncias
restantes (p — 2) ¢ recalculada. Esse processo continua até que todas as seqiiéncias pertencam a
um unico grupo. A relagdo entre as p seqiiéncias identificadas pelo programa Neighbor pode ser
graficamente visualizada pela execu¢iao do programa Drawgram (pacote PHYLIP), que desenha

, . N . 38
uma arvore de relacionamento entre as sequenclas .

A Figura E.1 (a), (b) e (c) mostra as relagdes entre as 37 sequéncias de SVMPs resultantes
da execugao do programa Neighbor seguido pelo programa Drawgram, considerando as matrizes

de distancia My gnio Micomogoror € Mimuuaor respectivamente. Os diagramas a) e b) sao bastante

similares, apesar de serem o resultado de duas medidas com abordagens completamente distintas,

sendo apenas uma delas baseada no alinhamento entre seqiiéncias (diagrama da Figura E.1 (a)).

A fim de analisar os diagramas (a) e (b), alguns de seus clusters foram assinalados e
nomeados. A principal diferenca entre os diagramas (a) e (b) consiste apenas nas posi¢coes
relativas dos clusters (observe, por exemplo, os clusters C, e C,,, C,, e C,) e de alguns elementos
dentro dos dusters. Considere, por exemplo, as posi¢des relativas das sequiéncias stejA e stejB nos
clusters C,y e C,,, respectivamente. A diferenca de suas posi¢oes relativas é devido aos diferentes

stejA][stejB] e M

valores calculados para My cl [stejA][stejB]. Entretanto, de uma forma

Kolmogorov

geral, as informagoes contidas nos diagramas (a) e (b) podem ser consideradas iguais.

Diferencas evidentes podem ser encontradas na comparagio dos diagramas (a) e (b) com o

diagrama (c). Estas diferengas eram, entretanto, esperadas uma vez que o propoésito da medida

M ¢ de avaliar as sequéncias em relagao, especificamente, ao problema de DNA shuffling,

mutagao

enquanto as outras medidas sio comumente utilizadas para a inferéncia da relagao de filogenia.

3% Em problemas de filogenia, esta arvore é chamada arvore de filogenia.
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(a') Md.istﬁncia (b) MKolmogorov (C> Mmutagéo

Figura E.1. Diagramas criados pelo programa Neighbor e o programa Drawgram para o conjunto de 37
SVMPs. (a) Relacionamento resultante da medida Maisuncia. (b) Relacionamento resultante da medida
MKolmogorov- (€) Relacionamento resultante da medida Mmutagio-

E.6. Resultados

Como comentado na Se¢ao E.1, o objetivo da investigacao de medidas foi buscar evidenciar uma
que possibilitasse avaliar a adequabilidade de seqiiéncias candidatas a parentais em experimentos
de DNA shuffling. Uma medida baseada em mutag¢des foi proposta e comparada com outras duas
medidas, utilizadas genericamente com o objetivo de expressar a relagdo de proximidade entre

sequeéncias.

E no contexto de experimentos de DNA shuffling que os diagramas resultantes das trés
medidas devem ser avaliados. Quanto mais proximas duas seqiiéncias estdo em um agrupamento,
maior ¢ a relacao entre elas. Contudo, nem sempre é possivel estabelecer uma relagao direta entre
duas seqiiéncias pelo diagrama. Considere, por exemplo, o diagrama da Figura E.1 (c). Nao ¢

possivel dizer exatamente qual é a seqiéncia mais relacionada a sequiéncia MP2B. Sabe-se,
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entretanto, que essa seqiéncia esta mais relacionada ao grupo contendo as sequéncias PIII7,
mpCd, VAP2A e VAP2B do que com qualquer outra seqiiéncia do diagrama. No contexto de
DNA shuffling, é possivel dizer que a escolha de qualquer uma das seqiiéncias do conjunto PIII7,
mpCd, VAP2A e VAP2B como parental, juntamente com a seqiéncia MP2B, resultaria em
melhores resultados do que a escolha da seqiéncia MP2B e qualquer outra seqiiéncia do

diagrama.

A fim de validar os resultados obtidos com a medida proposta e compara-la com as outras
duas medidas apresentadas, o software eShuffle foi utilizado para estimar o niumero médio de
cruzamentos nas sequéncias resultantes do shuffling entre os pares de seqiiéncias sugeridos pela

utilizacdo de cada uma das trés medidas.

Os experimentos descritos a seguir foram conduzidos da seguinte maneira: sempre que um
par de seqiiéncias (S, S) ¢ sclecionado™ de um dos diagramas (a), (b) ou () por ser o par mais
proximo, este mesmo par € buscado nos outros diagramas. Se o par (S, S for encontrado, €
armazenado; caso contrario, o par mais proximo (S;, Sy) e/ou (S, S) para i # j # k, caso exista, é
armazenado. Uma vez selecionados os pares de seqiiéncias, o eShuffle foi executado para avaliar

a adequabilidade destes pares como parentais em experimentos de DNA shuffling.

No diagrama (a) da Figura E.1 tem-se que a seqiiéncia mais relacionada a sequéncia cobri é
a sequéncia moca e no diagrama (c) ¢ a PIII2. A execugdo do eShuffle resultou em um nimero
médio de 0,84 cruzamentos por sequéncia resultante do shuffling entre os cobri — moca versus um
namero médio de 5,99 cruzamentos para os parentais cobri — PIII2. A Tabela E.1 apresenta o
numero médio de cruzamentos estimados pelo eShuffle para pares de seqiiéncias selecionadas

como descrito no paragrafo anterior.

Para todos os pares de seqliéncias mais proximas apresentados na Tabela E.1, exceto para o
par VAP2A-VAP2B, considerando a simulagao do eShuffle para fragmentos de tamanho f = 35
pb, o nimero estimado de cruzamentos nas seqiiéncias resultantes do shufling entre o par de

¢ maior que o nimero estimado de cruzamentos

mutagao

parentais (S;, S)) sugerido pela medida M
resultantes de qualquer outro par (S, S,) ou (S, S), parai # j # ke 1 =1, j, k < p sugerido pela

medida M, 0u pela medida My o0 As diferencas entre o numero de cruzamentos

estimados para cada um dos pares de parentais sugeridos pelas trés medidas avaliadas ficam mais

evidentes no Grafico E.1.

3 Note que (S;, Si) = (Sj, Si).
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Tabela E.1. Estimativas do numero médio de cruzamentos considerando pares de parentais sugeridos
pelas medidas Mmutagﬁo, Muistancia € MKolmogorov-

Par de seqiiéncias Valor de Medida que resultou N° médio de
cruzamentos (eShuffle)

Mimutagio no par de parentais
f=45bp  £=35bp

VAP2B-VAP2A 0’027927 MMutagio 3,35 5,53
VAP2A—rand 0,028050 Mdistﬁncia, MKo]mogorov 3,33 6,57
PIII3-HR1b 0’036479 MMutagio 6,1 1 6,28
PIITI3—PIII7 03049598 Mdistfmcia, Ml(olmogorov 4,34 3,88
PIII6-VLAIB 0,042155 Mwtutacio 6,06 5,37
PIIIG_MPEpy 0,052288 Mdisténcia, MKolmogorov 2,1 6 2,42
beryt—halys 0,038961 Mhtutagio 6,25 5,83
beryt—ACLD 0,058 1 27 Mdistﬁncia, MKo]mogorov 1,60 0,53
halys—agkjh 0305 55 56 MKOlmogorov 1 ,40 0,87
crota—VAP1 03021 002 Mdistfmcia, Ml(olmogorov, MMumgﬁo 4,63 5,36
PIII5-PIII4 0,01 7857 Mdisténcia, MKolmogorov, MMutaqio 4,79 4,79
PIII1-MPEpy 0,046875 Mutagio 4,94 5,15
PIII1-VLAIA 0,06 1179 Mdistﬁncia, MKo]mogorov 0,21 0,08
acuE—acuH 0,003 734 Mdistﬁncia, MKo]mogorov, MMutagio 2 ,04 2,04
EoMP-TSVDM 0,025907 Mmtutagio 3,39 4,63
EoMP—ecari 0,052097 Muistancia, MKolmogorov 1,28 0,67
TSVDM_VAP 0,05581 9 Mdisténcia, MKolmogorov 0,1 1 0,05
bothr—rinr 0,014925 Mdisténcia, MKUlmogorov, MMutagéo 2,50 2,50
cobri—PIII2 0’040904 MMutagio 5,99 5,80
cobtri—-moca 0304684‘5 Mdistfmcia, Ml(olmogorov 0,84 0,63

E.7. Consideragoes e Perspectivas

A investigacdo realizada com foco na determinagao da adequabilidade de parentais a serem
submetidos a experimentos de DNA shuffling, além de contribuir para um melhor entendimento
do processo, resultou na proposta de uma nova medida especifica para avaliar a adequabilidade
de pares de seqiiéncias como parentais neste tipo de experimento. Diferente de outras medidas
convencionais que avaliam duas (ou mais) seqiiéncias com base em suas caracteristicas evolutivas,

a medida proposta tem foco apenas em experimentos de DNA shuffling. A especificidade da
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medida contribui para seu melhor desempenho de avaliagdo conforme discutido anteriormente

(ver Grafico E.1).

Par de Seqiiéncia X Numero Médio de Cruzamentos
0
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Grafico E.1. Relacao entre pares de parentais e nimero médio de cruzamentos estimados pelo eShuffle
(para fragmentos de tamanho 35 pb) nas sequiéncias resultantes do DNA shuffling entre os parentais.

A medida proposta é baseada no numero e na distancia entre mutagdes consecutivas
identificadas entre duas seqiiéncias parentais. Essa medida foi comparada com outras duas
medidas utilizando-se para tal um grupo de 37 enzimas. Dos 40 testes realizados, em apenas um a
simulagao 2 silico do DNA shuffling pelo software eShuffle utilizando como parentais pares de
e M

seqiiéncias sugeridas pelas medidas M, resultou num ndmero médio de

distancia kolmogorov

cruzamentos maior. Em todos os outros casos, a medida proposta sugeriu pares de parentais que
resultam em um numero esperado de cruzamentos bem maior do que o esperado pelos pares

sugeridos pelas duas outras medidas.

O esquema proposto de analise dos parentais (agrupamento das seqiiéncias utilizando a
medida proposta seguida da visualizacao grafica do agrupamento e da simulagao 7 silico do
processo de DNA shuffling) pode ser particularmente importante quando se trabalha com um
grande conjunto de seqiiéncias. E importante lembrar, também, que nenhuma outra medida de
avaliagio da adequabilidade de parentais focalizando especificamente o problema de DNA

shuffling, foi encontrada na literatura.
24
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APENDICE F — Conceitos de Estatistica

F.1. Tentativa de Bernoulli, sequéncia de Bernoulli e processo de Poisson

As defini¢oes que seguem foram compiladas de Beck (2000).

Situagbes nas quais apenas um, dentre dois resultados é possivel, como no caso da
fragmentacdo das sequéncias parentais onde, para cada ligacio fosfodiéster entre dois
nucleotideos esta ligacdo é quebrada ou nao, sao chamadas de Tentativas de Bernoulli, sendo p a
probabilidade de ocorréncia do evento de interesse e ¢ = 1 — p a probabilidade de nao
ocorréncia. A repeticao independente de experimentos do tipo tentativa de Bernoulli d4 origem a
uma seqiéncia chamada de Binomial ou Seqiiéncia de Bernoulli, caracterizada pelas seguintes

suposicoes:

— cada tentativa possui apenas dois resultados possiveis;
— a probabilidade p de cada tentativa permanece constante ao longo das n tentativas;

— as tentativas sao estatisticamente independentes.

Por serem independentes, dada uma seqiiéncia W composta por n tentativas, a

probabilidade de que acontecam x ocorréncias do evento e (n — x) nao-ocorréncias ¢ dada por:

P[W]=p*q"™ (F.1)

O nuamero total de seqiiéncias de Bernoulli distintas resultantes de x ocorréncias e (n — x)

nao-ocorréncias de um determinado evento ¢ dado pela combinacao de x ocorréncias em n:

n n! (F.2)

x) x!(n —x)!

Do total de sequéncias de Bernoulli nas quais aconteceram x ocorréncias e (n — X) nao-
ocorréncias de um determinado evento (dado pela eq. (F.2)), a ocorréncia de acada uma delas é
equiprovavel, de forma que a probabilidade de ocorréncia de uma seqtiéncia particular deste tipo

¢ dada por:
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n) . _
P[{x ocorréncias em n tentativas}] :[ ]p}‘q(n %) (F.3)
X

Sendo X a variavel aleatéria que conta o nimero x de ocorréncias em n realizacdes deste

evento, a fun¢do de densidade de probabilidade*’ de X é dada por:

n
P[{X = x}] = P[{x ocorréncias em n realizacdes}] = ( jpxq(“_x) F.4)
X

A funciao de distribui¢do cumulativa de probabilidades é dada por:

P[{X <x}]= i(‘;}pkqm—k) (F.5)

Um caso particular da seqiiéncia de Bernoulli ocorre quando os eventos acontecem ao
longo de um continuo, com intervalos de tempo ou espago tendendo a zero, o numero de
tentativas de Bernoulli tende ao infinito (n — %) e a probabilidade de ocorréncia do evento de
interesse tende a zero (p — 0). Este caso particular da seqiiéncia de Bernoulli é conhecido como
processo de Poisson. A variavel aleatéria que conta o numero médio de ocorréncias do evento
em um determinado intervalo de tempo t é dada por A = np. A constante A caracteriza 0 processo
de Poisson. A taxa média (v) de ocorréncia do evento de interesse ao longo do intervalo de

tempo t é dada por:

VZ& ou A=vt=np (F.0)
t

Com o numero de tentativas de Bernoulli tendendo ao infinito (n — ), pode-se mostrar
(ANG; TANG, 1975, pg.116) que a probabilidade P[{X = x}], dada pela eq. (F.4), que é a funcio
de densidade de probabilidade da variavel aleatéria X, e que descreve o nimero de ocorréncias do
evento ao longo do intervalo de tempo t, tende a:

(ve)* S (E7)

P[{X =x}] = P[{xocorréncias em t}] = exp[—vt]= —'exp_
x!

x!

A fungio de distribui¢do cumulativa de probabilidades é dada por:

40 A funcio de densidade de probabilidade ¢ uma fungéo utilizada para representar a distribui¢do de probabilidade de
uma variavel aleatéria continua.
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oA (F.8)

O processo de Poisson foi utilizado para gera¢ao de numeros aleatérios em torno do valor
médio dos tamanhos dos fragmentos desejados para a simula¢io do experimento de DNA
shuffling. Considere n nimeros aleatérios gerados em torno do valor médio L. O Grafico F.1
apresenta um histograma para 5.000 valores aleatérios gerados pela distribuicdo de Poisson em
torno do valor médio I. = 158. Quanto mais distante um valor estiver valor médio, mais rara é a
sua ocorréncia dentre os valores aleatorios gerados. Para efeitos de simulacdo da fragmentagao
das sequiéncias parentais, o usuario pode escolher utilizar-se apenas de fragmentos cujo tamanho
esta compreendido entre um valor minimo e maximo, dados o conjunto de numeros gerados em

torno de L.

Histograma
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Grafico F.1. Distribuicdo dos numeros aleatérios gerados segundo o processo de Poisson em torno do
valor médio 158.

F.2. Geracao de nameros aleatoérios

A fragmentagdo considerando fragmentos aleatorios cujo tamanho estd compreendido num
intervalo de tamanho maximo e minimo (Min, Max) foi implementada pela seqiiéncia de
equacoes (F.9), (F.10) e (F.11).

rand( ) (F.9)
RAND _MAX +1

numerol =
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numero2 = namerol * (Max — Min + 1) (F.10)
numero _ aleatério = Min + nimero?2 (F.11)

tal que:

- rand( ): ¢ uma funcdo implementada pela maioria das linguagens de programacio que
retorna um valor inteiro aleatério entre 0 e RAND _ MAX;
— RAND _MAX: é o valor maximo retornado pela funcio rand( ) Seu wvalor,

considerando a linguagem de programacao C, é 32767.
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