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RESUMO

Paradoxalmente vivemos um momento da pesquisa cientifica em que possuimos um
volume abundante de dados, mas com dificuldades cada vez maiores de se obter
informagdes a partir deles. Diversidade de formatos, dificuldade na construgcéo de
uma forma de acesso simples, mas nao superficial, auséncia de um identificador
unico para as unidades bioldgicas de estudo (proteinas, RNAs, genes, etc.) e falta
de integracdo entre os bancos de dados sdo alguns dos desafios enfrentados
cotidianamente na tarefa de mineracao de informacgdes a partir dessas diversas
fontes. Com o objetivo de contribuir na tarefa de extracdo de informacdes a partir de
fontes publicas, mediante a integracdo de dados de enriquecimento funcional,
construimos uma metodologia de trabalho que permite a obtengao, filtragem e
tratamento de dados oriundos do banco STRING v.10 e de analises massivas de
RNA e proteinas, integrando-os em redes de interagao proteina-proteina através do
software Cytoscape. Como organismo modelo, trabalhamos com dois clones de
Trypanosoma cruzi, apresentando diferengas relacionadas aos perfis de infectividade
(alta e baixa infectividade). Utilizamos dados de genes diferencialmente expressos
identificados em experimentos de RNA-Seq e shotgun proteomics. Durante o estudo
foram construidos 11 scripts e 3 programas, parte integrante de uma metodologia
modular aplicavel a outros organismos e modelos experimentais, tanto em sua
totalidade quando parcialmente. Como resultado, além da metodologia, obtivemos
também o resultado de sua implementacéo, que consistiu de uma série de redes de
interacdo proteina-proteina do organismo estudado, onde foram destacadas
caracteristicas de interesse bioldgico, tais como informagdes de EC number,
agrupamentos funcionais, tipo de interagdo entre as proteinas e importancia das
proteinas segundo métricas de teoria de grafos. Concluimos, entdo, que a utilizagao
de redes de interagao proteina-proteina pode ser uma 6tima estratégia tanto para a
realizacdo de novos estudos quanto para a revisdo de estudos anteriores, uma vez
que podemos extrair novas informagdes a partir de dados ja existentes
publicamente. Além disso as redes nos fornecem uma visao sistémica do organismo,

0 que pode desvelar novos olhares sobre a sua biologia dos organismos de estudo.

Palavras-chave: bioinformatica; redes bioldgicas; redes de interacdo proteina-

proteina; proteinas; Trypanosoma cruzi; integracéo de dados



ABSTRACT

The present epistemological moment in scientific research is characterized by a
paradox: there is a considerable amount of data, but the odds in the process of
obtaining information from them is overwhelming and growing. The differences
between data formats and the difficulties in their handling, the absence of a single
identifier for the biological units of investigation (proteins, RNAs, genes etc.) and the
lack of integration between the existing databases are some of the challenges
researchers face constantly in the task of information mining from this muiltiple
sources. We have built, with the main purpose of contributing to better extracting
information from public databases and through the integration of functional
enrichment data, a procedural methodology that leads to the obtaining, filtering and
handling of data originally contained in the STRING v.10 public database and
massive analysis of RNA and proteins, integrating them in protein-protein interaction
networks with Cytoscape. As model organism, we used two clones of Trypanosoma
cruzi, with different infectivity profiles (high and low infectivity). We used differentially
expressed gene data from RNA-Seq and shotgun proteomics experiments. Along our
study we built 11 scripts and 3 programs, integrating a modular methodology applied
to other organisms and experimental models, as a whole or partially. This work also
comes out with the results of the implementation of such a methodological
innovation, which consists of a series of protein-protein interaction networks that
emphasize characteristics of biological interest, as EC number information, functional
grouping, protein interaction type and the relevance of protein according to graph
theory metrics. We come to a conclusion that the use of protein-protein interaction
networks can be an excellent strategy even to produce new researches as to review
existing ones, once it's possible to mine new informations from data previously
published. Such a procedure becomes especially relevant under the consideration
that the strategy of using networks makes it possible to cast a new perspective on
current scientific research, usually centered in the study of individual components

and not in the systemic aspects of an organism's interactions.

Keywords: bioinformatics; interaction network; protein; Trypanosoma cruzi; data

integration
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1 INTRODUGAO

1.1 O desafio da integragao de dados biolégicos

A avalanche de dados gendmicos que inunda os bancos de dados de dominio
publico € um fendmeno corriqueiro nos dias de hoje. Somente no site do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), estao disponiveis 78.028.152 proteinas
e 17.862.608 transcritos de RNA, de 66.224 organismos, segundo informagdes do
Release 80 do banco de dados de RefSeq do NCBI (“NCBI Reference Sequence
(RefSeq) Database - Release 80”, 2017). A evolugado da quantidade de proteinas

com informacdes disponiveis no NCBI pode ser vista no GRAFICO 1.

GRAFICO 1: Evolugdo da quantidade de proteinas com informacdes disponiveis no NCBI,
(janeiro de 2013 a janeiro de 2017).
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Entretanto, o processo de extragdo de informacdes bioldgicas uteis desses dados
enfrenta uma série de dificuldades. E esse ndo é um problema novo. Questbes
envolvendo as diversas fontes de dados bioldgicos e sua integracdo ja eram
discutidas em 1995 (DAVIDSON; OVERTON; BUNEMAN, 1995). Os autores chegam
a citar um artigo de 1985, onde Morowitz et al. afirmam que: “new generalizations
and higher order biological laws are being approached but may be obscured by the

simple mass of data’. Ainda nesse artigo, os autores destacam trés pontos que
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dificultam a organizagdo dos dados: a variedade dos formatos das fontes de dados,
muitas vezes incompativeis entre si, a necessidade de se desenvolver interfaces
simples para filtragens, combinag¢des e tratamentos de dados em condi¢cbes cada
vez mais elaboradas e, por fim, o fato do controle de atualizacbes ser restrito as

equipes locais, de manutengao desses bancos.

Mesmo com diversos avangos tecnoldgicos, verificamos que as questdes basicas de
1995 continuaram as mesmas com o passar dos anos: diversidade de formatos,
auséncia de interfaces simples e unificadas e a manutencéo local dos bancos de
dados (GOBLE; STEVENS, 2008; PHILIPPI, 2008; STEIN, 2002, 2003). Isso serviu
para reforcar a ideia da necessidade de se trabalhar um conceito de “integracéo de
dados”, o que acabou levando a uma série de publicagdes sobre o assunto.
Segundo (GOMEZ-CABRERO et al., 2014), em 2013, o numero de artigos
mencionando “data integration” chegou a 2.365. E mesmo assim ainda n&o existia
um consenso sobre a melhor definigdo para o termo nem a melhor forma de
implementar tal tarefa. Ainda segundo esse autor, reforcando o que foi dito
anteriormente, existe uma aparente dicotomia entre os dois objetivos das ciéncias da
vida, que sao identificar os componentes constituintes dos seres vivos e entender
como eles se relacionam. Podemos exemplificar isso apontando que temos um
conhecimento bem completo de quais sdo os elementos constituintes de uma célula,
mas ainda existem varias lacunas em entender os detalhes nas interacdes de todos
esses elementos. Tal conhecimento demanda a integracéo de dados de varias areas
tanto dentro quanto fora da Biologia. E uma forma de se tratar essa integracao de

dados é através de redes bioldgicas.

Isso porque a abordagem reducionista, que dominou grande parte da histéria da
pesquisa bioldgica, foi importante para o entendimento dos componentes individuais
das células, mas ¢ insuficiente para explicar a complexidade das interacdes entre as
células e do organismo como um todo. Considerando-se o que foi dito até agora, nos
deparamos com uma situagdo em que temos um grande volume de dados, mas,
muitas vezes, isolados de outras analises ou mesmo com uma deficiéncia em sua
caracterizagao. Uma forma de resolver esse problema seria associar dados dmicos

de diversas origens em redes de interagdo bioldgicas, incluindo ai redes de
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interacdo proteina-proteina (RIPPs), metabdlicas, de sinalizagdo e de regulagao

transcricional. Estamos focando, neste trabalho, nas RIPPs.

Para a construcdo dessas redes, partimos de um conjunto de dados com
informacdes de interacdo entre as proteinas e acrescentamos uma série de
camadas de dados, visando a mineracdo de novas informag¢des que porventura
surjam da associagao entre eles. E aqui nos deparamos novamente com a questao

da diversidade de dados, dessa vez relacionada aos bancos de dados.

Para alguns autores, em particular, STEIN (2002), a diversidade de fontes de dados
€ importante, pois grupos especificos podem aprofundar o detalhamento sobre seus
temas de estudo. Entretanto, GOBLE e STEVENS (2008) argumentam na diregao
contraria e questionam se realmente é necessaria toda essa diversidade, usando,
como exemplo, a existéncia de 231 bancos de dados de caminhos metabdlicos (a
época da publicagao do artigo, em 2008). No caso especifico de bancos de dados
de interagcdo de proteinas, um levantamento feito em janeiro de 2017 no site
Pathguide (http://www.pathguide.org/), que contém informag¢des de bancos de vias
metabdlicas e de interagdes moleculares, identificamos a existéncia de 256 bancos
de dados que tratam desse assunto. Mas apesar dessa aparente diversidade, existe
uma concentragdo nos organismos com maior abundéncia de dados, tais como
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Escherichia coli, Arabidopsis

thaliana e Homo sapiens sapiens.

Uma possivel abordagem para contornar esse problema da diversidade de bancos
seria 0 uso de “meta-bancos”, ou seja, bancos de dados que agreguem informagdes
de outras fontes, mas, mesmo assim, o problema da auséncia de diversidade de
organismos persiste. Em particular no caso deste trabalho, que trata como

organismo modelo o Trypanosoma cruzi.

Por fim, um outro ponto a ser considerado é a longevidade das fontes de
informacéo. Ao longo de nosso trabalho encontramos referéncias a varios bancos de
dados e ferramentas de agregacao que nao estdo mais disponiveis ou que deixaram
de ser atualizadas. Por isso, ao se escolher um banco de dados é importante

verificar ha quanto tempo ele esta ativo e se é constantemente atualizado.
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Por tudo isso, apds extensa pesquisa entre as opg¢des de bancos de dados,
escolhnemos o Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING) como
referéncia para este trabalho. Acessivel a partir da URL http.//version10.string-
db.org/, o objetivo do STRING é organizar e disponibilizar dados de interacao
proteina-proteina, incluindo associagdes diretas (fisicas) e indiretas (funcionais)
(SZKLARCZYK et al., 2015). Esse banco de dados se diferencia dos outros por
agregar em um unico local tanto dados experimentais quanto preditos, possuir um
escore de confianga associado a cada interagao, permitir a transferéncia dos seus
dados brutos e apresentar recursos flexiveis de criacdo online de redes, com a
possibilidade de recuperacdo dos dados associados as redes criadas. Além disso,
ele atende aos critérios de ser longevo (foi criado em 2001), passar por atualizagoes

constantes e possuir dados sobre o T. cruzi.

O STRING obtém seus dados a partir de varias fontes e, conforme descrito acima,
atribui escores de confianga para cada uma delas. As fontes de dados séao:
vizinhanga genbémica (neighborhood), fusdo génica (fusion), co-ocorréncia entre
espécies (cooccurence), co-expressdo ha mesma ou em outras espeécies
(coexpression), dados experimentais (experimental), bancos de dados (database) e
mineracdo de dados na literatura (textmining). Ele também possui um escore
combinado (combined_score), que é o resultado da ponderacdo entre os valores

atribuidos a cada fonte.

O STRING disponibiliza, em sua pagina de downloads (http://version10.string-
db.org/cgi/download.pl), dados na forma de arquivos em formato texto puro, tanto
em formato tabular quanto arquivos de dump, que podem ser importados
diretamente em bancos de dados. Como esses arquivos tendem a ser muito
extensos, pela quantidade de organismos abarcada pelo projeto e o volume de
dados associados a cada um deles, o site oferece a possibilidade de se transferir
somente arquivos relacionados a determinada espécie, o0 que reduz
consideravelmente o seu tamanho. A titulo de comparacédo, o arquivo que apresenta
detalhes das interagdes de todos os organismos possui um tamanho compactado de

17,8 Gb. O mesmo arquivo, com dados somente de T. cruzi, possui apenas 17 Mb.
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Além da possibilidade de transferir os arquivos de dados, o STRING também
oferece o recurso de se construir a rede de interagdes a partir do proprio site,
utilizando dados de entrada que podem ser os identificadores das proteinas ou as
suas sequéncias de aminoacidos. Ao entrar com essa informagdo, o STRING
procura, em seu banco de dados, pela existéncia de conexdes diretas entre essas
proteinas, exibido-as na forma de ligacdes entre os nds conectados. E possivel
definir parametros especificos para a construcdo dessa rede, tais como o escore de
confianga minimo desejado e o numero de primeiros vizinhos das proteinas de

entrada, que o STRING busca em seu banco de dados.

Quando se usa esse recurso, além do desenho da rede, ele também permite que
sejam transferidos diversos arquivos de dados com os resultados da rede gerada.

Os arquivos que podem ser obtidos sao:

* Umaimagem bitmap da rede gerada, no formatoPNG;

* uma imagem bitmap, em alta resolugao (400 dpi), da rede gerada, no formato
PNG;
* uma imagem vetorial da rede gerada, em formato SVG;

» dados tabulares das interacdes da rede, em formato TSV,

* dados das interagdes da rede, definidos segundo o padrdo PS/-MI, em
formato XML estruturado;
« dados de cores e coordenadas de cada um dos nos da rede, em formato texto
puro;
* sequéncias de aminoacidos de todas as proteinas da rede, em formato multi-
fasta;
* nomes, dominios e anotacgdes funcionais de cada uma das proteinas da rede,
organizados de forma tabular, em formato TSV.
Entretanto, o recurso de criacdo de redes dentro do préoprio STRING apresenta
algumas limitagdes, pois ndo permite uma analise mais detalhadas das meétricas da
rede, além de restringir o tamanho maximo da rede a ser analisada. Uma vez que a

rede gerada nesse trabalho apresenta um numero restrito de proteinas, essa

segunda limitagdo nao foi um problema, mas a primeira, sim. Por isso, utilizamos o
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site somente para gerar a nossa rede basica e exportar os dados referentes a essa

montagem, efetuando as analises mais detalhadas com o programa Cytoscape.

1.2 Redes biolégicas

Uma informagéo relevante relativa as redes biolégicas é que elas possuem as
mesmas caracteristicas funcionais e de arquitetura presentes em outras redes
complexas, como a Internet ou redes sociais (BARABASI; OLTVAI, 2004). Essas
redes complexas, conhecidas matematicamente como grafos, podem ser definidas
como um conjunto de elementos, denominados ndés (do inglés node) conectados
entre si por uma série de ligacdes, denominadas arestas (edge em inglés). Em
termos bioldgicos, por exemplo, os nds poderiam representar proteinas e, as
arestas, as relacbes metabdlicas entre elas. Na FIGURA 1 temos a representacao
de uma rede, com os seus nos e arestas identificados, respectivamente, por letras

minusculas e maiusculas.

L e

/

FIGURA 1: Representacao de uma rede, identificando

seus nos (em letras minusculas) e arestas (em letras

maiusculas).
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O numero de arestas associadas a um n6 determina o seu grau (degree em inglés).
Ou seja, quanto maior o numero de arestas de um n6 (ou, falando de outro modo,
quanto mais conexdes esse no possui), maior o seu grau. Usando a FIGURA 1 como
exemplo, o grau do né a € 8 e do n6 b 2. Os grafos também possuem uma métrica,
denominada distribuicdo de graus, que € a probabilidade de um determinado grau
aparecer na rede, ou seja, representa a fragdo de nds que possuam determinado
grau. Essas métricas sado importantes na identificagdo da arquitetura das redes,

conforme sera detalhado adiante.

Para percorrermos uma rede, de um no especifico a outro, muitas vezes é possivel
seguirmos por varios caminhos distintos, percorrendo diferentes arestas. Usando a
FIGURA 1 como exemplo, para irmos do n6 d ao né h, podemos percorrer as arestas
C,BeGouCeHoudC, Felou, porfim, C, D, E el Deriva dai uma métrica
importante, denominada caminho minimo, que corresponde ao menor numero de
arestas a serem percorridos para se chegar de um ndé a outro. No exemplo
apresentado anteriormente, o caminho minimo entre d e h seria C e H. Essa métrica
pode ser utilizada para definirmos mais outra, denominada intermediagdo
(betweenness em inglés) que indica o numero de menores caminhos que passam
por um determinado né. Ao contrario da medida do grau, que pode ser obtido a partir
do proprio no, a medida de intermediacdo s6 pode ser obtida analisando-se a rede
como um todo, uma vez que ela € comparativa entre todos os nés da rede. Por isso
ela é considerada uma medida global, em contraposi¢ao ao grau, que € uma medida

local. O valor da intermediacao varia entre 0 e 1.

Outra métrica utilizada neste trabalho € o coeficiente de agrupamento (clustering
coefficient), que mede a tendéncia que os nés em uma rede tém de se agruparem.
Em redes bioldgicas, € comum existirem agrupamentos funcionais que aparecem
representados como também como grupos na rede (BARABASI; OLTVAI, 2004). O

valor dessa métrica também varia entre 0 e 1

As redes possuem uma série de caracteristicas de nomenclatura e arquitetura. Esse
assunto foi muito bem apresentado por BARABASI e OLTVAI (2004) e esta

sintetizado nas definicbes a seguir.
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Segundo a natureza da sua interagcdo, uma rede pode ser orientada, quando a
interacao entre seus nés possui uma dire¢cao bem definida. Um exemplo seria uma
rede formada a partir de dados de uma via metabdlica, ja que a interagdo de seus
componentes segue sempre uma determinada dire¢dao. Ja uma rede ndo orientada
nao possui diregao definida na interagéo entre seus nés. Uma rede de interagéo de
proteinas € comumente ndo orientada, uma vez que ela normalmente representa
somente as interacbes fisicas entre as proteinas, sem nenhum tipo de

direcionamento pré-definido.

Em relagcéo a arquitetura da rede, existem dois modelos basicos: redes aleatorias e
redes livres de escala. Nas redes aleatorias, as arestas estdo distribuidas
aleatoriamente entre os nds da rede. Assim, de uma forma geral, existe uma
distribuicdo razoavelmente homogénea na quantidade de ligagbes entre os nds e os
seus graus seguem uma distribuicdo de Poisson (FIGURA 2a). Ja nas redes livres
de escala, encontramos alguns poucos nos que possuem muitas arestas e a maioria
possui poucas. Ou seja, alguns poucos nés estado ligados a muitos outros nés, mas a
maioria esta ligada a poucos outros nos. Dessa forma, os graus dos nos dessa rede
seguem uma distribuicdo segundo uma lei de poténcia (FIGURA 2b). Nesse modelo

de rede, 0s nos que possuem muitas ligagdes sao chamados hubs.

Uma constatagdo que surge ao analisarmos os processos bioldgicos € que, em sua
grande maioria, as redes biolégicas se encaixam na arquitetura “livre de escala”
(BARABASI; OLTVAI, 2004).

Em particular nas redes de interacao dp? proteinas, € comum encontrarmos proteinas
hub que estabelecem conexdes com varias outras. Essas proteinas séo bons alvos
para intervengdes moleculares, especialmente quando associadas a vias
metabdlicas importantes, uma vez que a sua inativagdo pode desestruturar grande

parte da rede ao seu redor, interferindo no metabolismo do organismo.



29

(a) Random network (b) Scale-free network

FIGURA 2: Modelos representando as duas principais arquiteturas de redes complexas. O
modelo a representa uma rede aleatéria, onde se percebe a distribuicdo ndo ordenada de
arestas entre os nos, e o modelo b, uma rede livre de escala, marcada pela existéncia
poucos nds associados a varias arestas. Esses nds, marcados em cinza, sdo denomindos
hubs. Fonte: Wikipedia - Scale-free network (https://en.wikipedia.org/wiki/Scale-

free_network).

1.3 O Trypanosoma cruzi no contexto das doencgas negligenciadas

Sao classificadas como “negligenciadas” diversas doencas tropicais que afetam a
vida de milhdes de pessoas no mundo, mas que, mesmo assim, ndo sao valorizadas
pela industria farmacéutica nem recebem o devido aporte de pesquisas e estudos,
quando comparadas com outras enfermidades (SOUZA, 2010). Neste grupo estao
as doencgas negligenciadas tropicais (NTD, do inglés, Neglected tropical diseases)
que, segundo a Organizagao Mundial de Saude, sdo um conjunto de doengas com
alta prevaléncia em regides tropicais e subtropicais. Em conjunto, estima-se que elas

afetem cerca de um bilhdo de pessoas anualmente.

Em 2003, o Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) reconheceu a
necessidade de maiores iniciativas e investimentos em algumas das NTDs, das
quais podemos citar a Doenga de Chagas, as Leishmanioses e a Tripanossomiase
Africana (FEASEY et al., 2010; WAINWRIGHT, 2017). Tendo-se em conta o impacto
dessas doencgas na saude publica e a tendéncia geral da industria farmacéutica em

priorizar pesquisas de medicamentos pela ordem de lucro que geram, recai sobre o
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poder publico a responsabilidade de arcar com as pesquisas relacionadas a essas
enfermidades e seus organismos de interesse. A titulo de exemplificagdo, apesar de
mais de 500 milhdes de pessoas estarem sob a ameacga dessas trés doencas
somente 5% do financiamento mundial de inovagéo para doengas negligenciadas

foram investidos nesse grupo (“Por que negligenciadas?”, 2010).

Nesse contexto, a Doenga de Chagas (DC), transmitida pelos protozoarios parasitos
da espécie T. cruzi, e também conhecida como Tripanossomiase Americana, afeta
entre 6-7 milhdes de pessoas mundialmente e, devido as taxas de morbidade e
mortalidade, estima-se uma perda econdmica de aproximadamente 600 milhdes de
dolares anuais (LEE et al., 2013). Como pode ser observado na FIGURA 3, na
América Latina a DC é endémica em cerca de 21 paises. Em outros, como nos
Estados Unidos, Australia, Japdo e alguns locais na Europa as transmissdes
autoctones sado extremamente raras, no entanto, devido a imigracdo de pessoas
infectadas de areas endémicas diversos casos tém sido reportados (CONNERS et
al., 2016; GASCON; BERN; PINAZO, 2010; WHO, 2016).

Por apresentarem um ciclo de vida tanto em vetores invertebrados (formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas) quanto em hospedeiros mamiferos
(formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas), com diferentes estagios de
desenvolvimento em cada um deles, esses parasitos necessitam de uma maquinaria
genética eficiente, capaz de promover uma rapida resposta morfolégica e bioquimica
decorrentes das mudangas de ambiente (FERNANDEZ-MOYA; ESTEVEZ, 2010;
HAILE; PAPADOPOULOU, 2007; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

E para serem capazes de se adaptar a todas essas mudangas estes parasitas
apresentam caracteristicas distintas como alta sintenia e mecanismos de expressao
génica como a transcri¢gao policistronica, trans-splicing e mecanismos de edi¢cao de
RNA. Devido a esses mecanismos a regulagdo da expressdo génica é pos-
transcricional (FERNANDEZ-MOYA; ESTEVEZ, 2010; GAUDENZI et al., 2011).

Segundo Fernandez-Moya e Estévez (2010) esse controle pds-transcricional possui
um importante papel na alteracdo da modulagdo da expressdo em resposta aos

estimulos externos.
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FIGURA 3: Distribuicdo da endemicidade da doenca de Chagas. Essa
doenca é endémica em paises da América Latina, no entanto, devido a
imigracao de pessoas dessas areas para outros paises, diversos casos
tém sido reportados. Fonte: Drugs for Neglected Diseases initiative

(http://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/)

Seu genoma possui um tamanho médio de 55Mb com mais de 50% de regides de
sequéncias repetidas, incluindo um grande numero de familias multigénicas, como
por exemplo, as transialidases e mucinas, além de retrotransposons e repeticdes em
regides subteloméricas (GAUDENZI et al., 2011; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

Atualmente, no banco de dados de dominio publico TritrypDB, estao disponiveis os
genomas de 9 linhagens de T. cruzi. Essas linhagens apresentam uma grande
variagao intra especifica e por isso sdo classificadas em seis diferentes DTUs (do
inglés discrete typing unit), e segundo Zingales (2011), cada DTU pode ser definida
como grupos de isolados que compartiiham semelhangas genéticas e cuja
identificacdo possa ser realizada utilizando marcadores moleculares e/ou
imunolégicos comuns (ZINGALES, 2011; ZINGALES et al., 2009). A TABELA 1

mostra as diferentes DTUs e algumas das linhagens incluidas em cada uma delas.

Tcl € uma DTU caracterizada predominantemente por linhagens com ciclo de

transmissao silvestre. Ja Tcll € uma DTU predominantemente doméstica nos paises
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do Cone Sul (Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai). A Tcll foi,
posteriormente subdividida nas demais DTUs (TEIXEIRA et al., 2012).

TABELA 1: Linhagens de T. cruzi representativas para cada DTU. Adaptado de: Teixeira et
al., 2009.

DTU Linhagens

Tcl Sylvio X-10, Dm28c
Tcll Esmeraldo, Y
Tclll CM17

TclV Canlll

TcV SO3

TeVI CL Brener
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1.4 Justificativa

Um dos grandes desafios da biologia atual esta voltado a integracdo de dados
gendmicos. Dentro desse contexto, a existéncia de dados genémicos do organismo
modelo de estudo em bancos de dados de dominio publico representa um fator que
catalisa a integragdo de dados bioldgicos. Por outro lado, dados de expressao
massiva de RNA (RNASeq) e protedbmica gerados dentro do grupo Informatica de
Biossistemas representam uma oportunidade impar para a construcido de redes
biolégicas que tem o grande potencial de trazer a luz aspectos ainda pouco

conhecidos da biologia do protozoario.

Ao integrarmos dados de gendmica, transcriptdmica e protedmica em uma rede
bioldgica, acrescentamos camadas de informacdao que podem fazer emergir uma
série de hipdteses bioldgicas nao percebidas anteriormente. Esta estratégia é
particularmente importante quando estamos em busca de pontos de conexdo na
relagdo patdégeno-hospedeiro ou de possiveis alvos para farmacos ou terapias
genéticas, uma vez que, nesses casos, normalmente lidamos com relagbes
complexas entre diversas regides do interatoma e/ou do proteoma intra e
interespecificos. Uma rede bem construida e enriquecida com dados de outras

analises pode funcionar como um norteador na busca dessas relages.

Com a execucgao deste projeto teremos elementos suficientes para a construgéo de
um protocolo de enriquecimento de uma rede de interacdo de proteinas com dados
de expressdo génica, e este representa nosso principal objetivo A plataforma de
integracdo de dados a ser desenvolvida tem o potencial de servir como base para
futuras analises em diferentes projetos e ser extrapolada para o enriquecimento do

nosso conhecimento biolégico sobre T. cruzi e outros organismos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Integrar dados massivos de sequenciamento paralelo de RNA e de proteinas de
Trypanosoma cruzi em redes de interacdo de proteinas, identificando propriedades
topologicas distintas e categorizando aquelas com potenciais propriedades
funcionais biolégicas, visando a produgéo de um protocolo de integragcado de dados

que possa ser utilizado também para outros organismos.

2.2 Objetivos especificos

* Construir redes de interacido de proteinas, usando como referéncia a base de
dados do STRING v.10;

» caracterizar e classificar as redes geradas através de métricas especificas
(grau, intermediagao e coeficiente de agrupamento) visando a identificagao de
caracteristicas que definam uma rede bioldgica;

* enriquecer a informagéo funcional associada as redes geradas com dados
oriundos do sequenciamento massivo de RNA e de proteinas de dois isolados
de T. cruzi que apresentam diferencas de infectividade;

» construir e implementar um protocolo de construgdo de redes de interagéo

proteina-proteina a partir de dados de transcriptoma e/ou proteoma.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao dos dados

Os dados utilizados durante o desenvolvimento desse trabalho foram obtidos junto
ao grupo Informatica de Biossistemas e Gendomica do Centro de Pesquisas

René Rachou.

Além disso, obtivemos o proteoma predito de T. cruzi Sylvio X10, a partir da versao
25 do TriTrypDB. O arquivo obtido foi salvo com o nome de TcruziSylvioX10.fasta.
Ele foi utilizado, posteriormente, como banco de dados do BLAST para a obtencéo

de identificadores das proteinas analisadas.

3.1.1 Dados de RNASeq e Shotgun Proteomics

Foram utilizados, neste estudo, dados relativos a dois clones de T. cruzi, um
apresentando perfil de alta infectividade (NM17-c/1) e outro com perfil de baixa
infectividade (CI2-cl2). Os dados de sequenciamento massivo de RNA e proteinas
desses organismos foram gerados através de um projeto de pesquisa envolvendo os
grupos liderados pelo Dr. Jeronimo Ruiz (CPgRR), Dra. Barbara Burleigh (Harvard T.
H. Chan, School of Public Health, Estados Unidos), Dra. Rebeca Manning Cela
(CINVESTAV, México), Dr. Najib M. El-Sayed (University of Maryland, Estados
Unidos) e Dr. Rushdy Ahmad (Broad Institute, Estados Unidos).

3.1.2 Selegao de genes integrantes de familias multigénicas

No desenvolvimento deste trabalho, considerou-se como familia multigénica
agrupamentos de genes correlatos que possuissem mais de 10 representantes. O
agrupamento foi realizado em funcdo do resultado da anotagcdo e classificacao
funcional dos genes. A anotagao funcional e classificagdo foi realizada através de
buscas por similaridade de sequéncia utilizando-se a suite Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) do NCBI (CAMACHO et al., 2009) e o banco de dados néao
redundante (NR) de sequéncias de proteinas do NCBI. Foram selecionadas
proteinas e genes com maior valor de cobertura, combinadas a classificacao

funcional.



36

3.1.3 Selegao de genes diferencialmente expressos

Com o objetivo de selecionar RNAs e proteinas regulados positiva e negativamente,
em relacdo a infectividade, os dados de expressdao de RNA e proteina foram
submetidos aos critérios de corte de logFoldChange (logFC) de 0,99 e p-valor
ajustado menor que 0,05 encontramos um total de 2.129 genes diferencialmente

expressos e 380 proteinas diferencialmente expressas.

3.1.4 Consenso dos dados

Os procedimentos realizados até esta etapa, foram efetuados no projeto de pesquisa
citado no item 3.1.1. Para a execugao das analises efetuadas no escopo deste
trabalho, utilizamos apenas o consenso desses dados, ou seja, genes
diferencialmente expressos que codificavam proteinas também identificadas como
diferencialmente expressas. O conjunto de dados inicial deste trabalho foi composto,
portanto, de 233 proteinas. Esse consenso foi gerado agrupando-se os dados em
quatro categorias, de acordo com a regulagdo (negativa ou positiva) de RNA e
proteina: RNA neg/proteina neg, RNA neg/proteina pos, RNA pos/proteina neg e
RNA pos/proteina pos.

Uma vez que foi realizado um agrupamento de dados de RNA e proteina,
novamente nos deparamos com representantes de familias multigénicas. Mais uma
vez fizemos a selecdo de um representante para cada familia, conforme a

metodologia descrita na se¢ao 3.1.2, ou seja, maior cobertura.

3.2 Configuragao do espacgo de trabalho para o desenvolvimento do projeto

Para este trabalho, criamos uma estrutura de diretérios bem definida, visando
organizar os dados em espacos distintos, associados ao tipo de tratamento e/ou sua
origem. O diretdrio inicial do trabalho sera referenciado, neste texto, como raiz (e
sera utilizado o simbolo “/”). Todos os outros estdo contidos nele e seréo
referenciados a partir do simbolo “/”. Assim, a referéncia “/proteins/cytoscape”
significa um diretorio “cytoscape”, criado dentro de um “proteins”, criado no diretorio
inicial. A hierarquia de diretérios definida para este trabalho € a seguinte. Os

diretérios criados foram os seguintes:



/
[

i
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bin
original_data

proteins

database
—cytoscape
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3.3 Construcao dos arquivos utilizados como origem dos dados de analise

7

/ / /] / 7/ y
grupo // grupo // grupo | /representantes

/ grupo v / ,
/ RNAneg./ / / RNAneg/ '/ RNApos/ // RNApos/ / familias
| proteina neg. | proteinapos. | proteinaneg, ' proteina pos. / multigénicas
de_protei
common
/' de_proteins_ y

 common_results-
non-multigene-
one_multigene.tsv
y

\

cut

v

de_proteins_
common_results-
non-multigene-
one_multigene-
only _gene_ids.tsv

/

FIGURA 4: Fluxograma dos procedimentos utilizados na construgcdo dos arquivos

utilizados na origem das analises.

Reunimos os arquivos produzidos conforme descricdo no toépico 3.1 em abas
distintas de uma planilha eletronica, de nome de proteins_common_results.ods, que

foi ordenada, formatada e salva dentro do diretério /original_data.

Adicionamos a essa mesma planilha, mais uma aba, reunindo todas as proteinas
nao pertencentes a familias multigénicas e mais aquelas selecionadas como
representantes das familias multigénicas. Em seguida, essa aba foi salva,

isoladamente, como um arquivo a parte no diretério /proteins, em formato TSV (Tab-
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Separated Values), nomeado como de_proteins_common_results-non-multigene-

one_multigene.tsv. Utilizamos tabulagdo como separador de campos.

Por fim, geramos mais um arquivo, denominado de_proteins_common_results-non-
multigene-one _multigene-only_gene_ids.tsv, contendo somente a informagéo dos
identificadores dos genes (gene id). Esse arquivo foi gerado, a partir do diretério

/proteins, com o comando abaixo:

cut -fl1 de proteins common results-non-multigene-
one multigene.tsv > de proteins common results-non-multigene-

one multigene-only gene 1ids.tsv
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3.4 Pesquisa pelos identificadores do STRING utilizando busca por

similaridade de sequéncia

FIGURA 5: Fluxograma dos procedimentos utilizados na busca pelos identificadores do

STRING associados as proteinas de T.cruzi.
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Para montarmos a rede no STRING era necessario descobrir o identificador
(denominado aqui como STRING id) de cada uma das proteinas estudadas, em seu
banco de dados. O método utilizado para encontrar esses identificadores foi
executar uma busca por similaridade de sequéncia contra as proteinas de T. cruzi
disponiveis no STRING, a qual realizamos localmente, em nossos servidores,

utilizando a suite BLAST na versao 2.5.4.

O arquivo com todas as sequéncias de aminoacidos de cada uma das proteinas
contempladas pelo STRING esta disponivel em seu link de Downloads. La, apés
selecionar o organismo de interesse — no caso deste trabalho, Trypanosoma cruzi —,
fizemos a transferéncia do arquivo 353153.protein.sequences.v10.fa.gz para o
diretério /proteins/blast/database. O arquivo foi descompactado e, apds isso,
construimos o banco de dados do BLAST dentro desse mesmo diretério, com o

comando:

makeblastdb -in 353153.protein.sequences.v10.fa -dbtype prot

No diretdrio /proteins/blast, fizemos a extracdo das sequéncias de aminoacidos das
proteinas existentes no arquivo de_proteins_common_results-non-multigene-
one_multigene-only _gene_ids.tsv, gerado anteriormente. Para isso, utilizamos o
programa extract.pl, disponivel para os membros do nosso grupo de pesquisas, com

a seguinte linha de comando:

../../bin/extract.pl -i

../../original data/TcruziSylvioX10.fasta -o

tcruzi proteins from TcruziSylvioX10.fasta -1

../de proteins common results-non-multigene-one multigene-

only gene ids.tsv

Em seguida, nesse mesmo diretorio, executamos o BLAST através da seguinte linha

de comando:
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blastp -db database/353153.protein.sequences.v10.fa -query
tcruzi proteins from TcruziSylvioX1l0.fasta -out

tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-vs-
353153.protein.sequences.vl0-blastp-d5-a5-e5 -num descriptions

5 -num alignments 5 -evalue 0.00001

Por fim, construimos um programa em Perl para extrair diversas informagdes do
arquivo de resultados do BLAST, denominado blast-extract-info.pl. A sintaxe de

execucgao do programa, ainda no mesmo diretério /proteins/blast, € a seguinte:

blast-extract-info.pl -i tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-
vs—-353153.protein.sequences.vl10-blastp-d5-a5-e5 -o
tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-vs-

353153.protein.sequences.vl10-info extraction.tsv

Esse programa gera um arquivo tabular com um resumo dos resultados da busca
por similaridade de sequéncia. Esse arquivo (tcruzi_proteins_from_TcruziSylvioX10-
vs-353153.protein.sequences-info_extraction.tsv) foi utilizado para selecionar os
melhores resultados (best hits) do BLAST, que foram salvos em um novo arquivo:
tcruzi_proteins_from_TcruziSylvioX10-vs-3563153.protein.sequences.v10-

best _hits.tsv.
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3.5 Estruturagao darede no STRING

\ L/

tcruzi_protei tcruzi_protein tcruzi_protein
string_in protein protein_a

FIGURA 6: Fluxograma dos procedimentos utilizados na construgao inicial da rede

no STRING.

Na sequéncia, isolamos os STRING ids a partir do arquivo tcruzi_non-
multigenic_from_TcruziSylvioX10-vs.353153.protein.sequences.v10-best_hits.tsv

gerado anteriormente. Para isso, utilizamos o comando abaixo, a partir do diretério

/proteins/string:
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awk '{if (substr($1,1,5)!="Query") print $4}'
../blast/tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-vs-
353153.protein.sequences.v10-best hits.tsv >
tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-vs-

353153.protein.sequences.vl10-best hits-only ids.txt

O arquivo gerado com os resultados (tcruzi_non-multigenic_from_TcruziSylvioX10-
vs.3531563.protein.sequences.v10-best_hits-only ids.txt) foi utilizado como entrada
de pesquisa no site do STRING, através do recurso de busca por multiplas

proteinas.

Nos parametros do STRING, adicionamos o valor 500 ao campo 1st shell para que
ele acrescentasse os primeiros vizinhos de cada proteina exibida inicialmente. Como
fontes de interacdes, selecionamos apenas: experiments e databases. Foi também

mantido o escore minimo de interagcao de 400.

Uma vez montada a rede, utilizamos o recurso de exportacdo do site, disponivel na
aba “Tables / Exports”. Criamos uma padronizacdo nos nomes dos arquivos,
acrescentando o prefixo "tcruzi_proteins-" a cada um dos nomes originais do
STRING. Os links de onde os arquivos foram baixados estao listados abaixo, junto

aos nomes utilizados para cada um deles:

* ... as simple tabular text output — tcruzi_proteins-string_interactions.tsv;
* ... protein sequences — tcruzi_proteins-string_protein_sequences.fa;

* ... protein annotations — tcruzi_proteins-string_protein_annotations.tsv.
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3.6 Obtencao e filtragem da rede com todas as interagdes de proteinas de T.

cruzi disponiveis no STRING

L STRING

y
 353153.protein.
~ links.detailed.
v10.txt

v

awk

v

/ 353153.protein.links.
. detailed.v10- /
experiment_database-
combined_400.tsv

FIGURA 7: Fluxograma dos procedimentos utilizados na obtengéo
e filtragem dos dados da rede completa de T. cruzi disponivel no
STRING.

A partir do site do STRING, nés também transferimos, para o diretério
/proteins/string, o0 arquivo com a relacdo de todas as interagdes de proteinas
disponiveis, em seu banco de dados, para T. cruzi. Esse arquivo foi obtido no link de
Downloads. Selecionamos Trypanosoma cruzi como organismo de interesse e
fizemos a  transferéncia e  posterior descompactacdo do  arquivo
353153.protein.links.detailed.v10.txt.gz.

Em seguida, para atender ao critério de corte utilizado no procedimento 3.5,
separamos as intera¢gdes oriundas de bancos de dados e experimentos e com um
escore combinado de 400. Para isso utilizamos o seguinte comando awk, a partir do

diretorio /proteins/string.
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awk 'BEGIN {print "proteinl protein?2 neighborhood fusion

cooccurence coexpression experimental database textmining

combined score"} {if ($7 * $8 > 0) score = (1 - 0.95886979 *
((L - ($7 / 1000)) / 0.95886979) * (1 - ($8 / 1000)) /
0.95886979); else score = ($7 + $8)/1000; if (score >= 0.400)

print $0}' 353153.protein.links.detailed.v10.txt >
353153.protein.links.detailed.vl0-experiment database-

combined 400.tsv
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3.7 Preparacao dos dados utilizados na analise de enriquecimento funcional

da rede

Para trabalhar os dados a serem utilizados no enriquecimento funcional das redes,
utilizamos o diretério /proteins/work. Dependendo do tipo de informagao funcional
tratada, diferentes procedimentos foram adotados durante o processo de preparagao

dos dados.

3.7.1 Informacao funcional: Categorias de regulagao RNA/proteina

/

' tcruzi_proteins_ /' de_proteins_
ﬁrom_TcruziSylvioX10- / common_results-
/ vs-353153. non-multigene-
// protein.sequences.v10 one_multigene.tsv
/ best_hits.tsv ‘
cut | sort
cut | sort
# 4 i y
/ /de_proteins_common_ y
/ tcruzi_proteins- / results-non-multigene-
/ TeruziSylvioX10- / one_multigene- /
string_ids.tsv / gene_id-regulation.tsv
y

FIGURA 8: Fluxograma dos procedimentos utilizados na

criagao das categorias de regulacdo associadas as proteinas.

A partir do diretério /proteins, geramos o arquivo tcruzi_proteins-TcruziSylvioX10-
string-ids.tsv, com a correlagdo entre os gene ids e os STRING ids. Para isso,

usamos a sequéncia de comandos abaixo.
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cut -f1,4 blast/tcruzi proteins from TcruziSylvioX10-vs-
353153.protein.sequences.vl0-best hits.tsv | sort >

work/tcruzi proteins-TcruziSylvioX10-string ids.tsv

Em seguida, a partir do diretorio /proteins/work, utilizamos a sequéncia de comandos
abaixo para extrair as colunas Gene id e Regulation do arquivo
de_proteins_common_results-non-multigene-one_multigene.tsv, ordenando o]
resultado pela coluna Gene id. Com isso, foi gerado o arquivo

de_proteins_common_results-non-multigene-one_multigene-gene_id-regulation.tsv.

cut -f1,22 ../de proteins common results-non-multigene-
one multigene.tsv | sort > de proteins common results—-non-

multigene-one multigene-gene id-regulation.tsv

Por fim, associamos as informagdes dos dois arquivos gerados em um terceiro,

de_proteins_common_results-non-multigene-one_multigene-gene_id-regulation.tsv.

join --header -o 1.2,2.2 -t $'\t' tcruzi proteins-
TcruziSylvioX10-string ids.tsv de proteins common results-non-
multigene-one multigene-gene id-regulation.tsv | sort -k2 >

tcruzi proteins-string id-regulation.tsv
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3.7.2 Informacao funcional: Natureza da interagao entre as proteinas

/e

tcruzi_protei
string_inter.

FIGURA 9: Fluxograma dos procedimentos utilizados na

caracterizacio das interagdes entre as proteinas.

O arquivo com todos os tipos de interagdes disponiveis para T. cruzi pode ser obtido
também no link de Downloads do site STRING. Mais uma vez, apds selecionar
Trypanosoma cruzi como organismo, fizemos a transferéncia do arquivo
353153.protein.actions.v10.txt.gz para o diretério /proteins/string. O arquivo foi

descompactado apds o download.

Nesse mesmo diretdrio, fizemos a separagao dos tipos de interagcdes disponiveis em

nossa rede com o comando:
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awk 'NR==FNR{nodes[$5,5%6];next} ($1,$2) in nodes'
tcruzi proteins-string interactions.tsv
353153.protein.actions.v10.txt > tcruzi proteins-

string interactions-actions.tsv

Em seguida, ja no diretorio /proteins/work, unificamos, na mesma linha, conexdes
que apresentaram mais de um tipo de interacéo, alterando a saida para adequar a

importagédo no Cytoscape:

awk 'BEGIN {print "Interaction\tActions"} {FS="\t"; al[S$S1l"

(interacts with) "$2] = a[$l" (interacts with) "$2]1$3" "} END
{for(i in a){print i"\t"a[il]l}}' ../string/tcruzi proteins-
string interactions-actions.tsv | sed 's/ $//' >

tcruzi proteins-string interactions-actions unified.tsv

Por fim, criamos um programa em awk (split_proteins_actions.awk)para separar
cada um dos tipos de interagdo em colunas distintas, salvamos no diretério /bin e o

executamos com o seguinte comando, a partir do diretorio /proteins/work:

./../bin/split proteins actions.awk tcruzi proteins-
string interactions-actions unified.tsv > tcruzi proteins-

string interactions-actions columns.tsv
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3.7.3 Informacao funcional: EC numbers

B

FIGURA 10: Fluxograma dos procedimentos utilizados na associagdo dos EC

split_string_pro

numbers as proteinas e as cores especificas utilizadas na construgao das redes.
Também descreve os procedimentos de extracdo das informagdes dos EC numbers

encontrados a partir do banco de dados de enzimas.

Criamos um programa em awk (split_string_proteins_details.awk), no diretério /bin, e
o utilizamos em conjunto com o comando grep para extrair os dados de Enzyme

Commission number (EC number) disponiveis no arquivo ftcruzi_proteins-
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string_protein_annotations.tsv. A sintaxe dos comandos, executados a partir do

diretorio /proteins/work, € a seguinte:

../../bin/split string proteins details.awk
../string/tcruzi proteins-string protein annotations.tsv |
grep 'string id\|EC:' > tcruzi proteins-

string proteins annotations-ec numbers.tsv

Com isso, foi gerado o arquivo fcruzi proteins-string proteins annotations-
ec_numbers.tsv, com a relagdo de proteinas que possuem EC number, segundo o
banco de dados STRING. Em seguida, ainda no mesmo diretério, isolamos cada um
dos EC numbers unicos desse arquivo em um novo, denominado fcruzi proteins-

string_proteins_annotations-unique_ec_numbers.tsv:

awk 'BEGIN {FS="\t"; print "ec number"} !a[$2]++{if (/EC:/)
{print $3 | "sort"}}' tcruzi proteins-
string proteins annotations-ec numbers.tsv > tcruzi proteins-

string proteins annotations-unique ec numbers.tsv

A partir desse arquivo, foi gerado um novo (fcruzi_proteins-
string_proteins_annotations-unique_ec_numbers-colors.tsv), associando cada um
dos EC numbers encontrados a um cddigo, que é a representagdo da cor em
notacdo RGB hexadecimal. As cores foram geradas automaticamente, utilizando o
modulo de geracdo aleatéria de cores randomcolor para a linguagem Python, e

associadas manualmente aos EC numbers isolados.

Buscamos os detalhes de cada um dos EC numbers isolados a partir do banco de
dados de enzimas mantidos pelo portal ExPASy (http://enzyme.expasy.org/). Para
isso, inicialmente transferimos, a partir do diretério /original data, o arquivo
enzyme.dat, que contém informacgdes sobre todos os EC numbers disponiveis no
ExPASYy:

wget ftp://ftp.expasy.org/databases/enzyme/enzyme.dat

A busca foi realizada com o script Bash abaixo, a partir do diretério /proteins/work:
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for £ in $(cat tcruzi proteins-string proteins annotations-
unique ec numbers.tsv); do ec=S (echo $f | cut -d":" -f2); sed
-n -e "/ID secs$/,/\/\// p" ../../original data/enzyme.dat;
done > tcruzi proteins-string proteins annotations-

ec numbers details.dat
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3.7.4 Informacao funcional: Anotagao funcional das proteinas

/

/ tcruzi_proteins-
/

/ string_protein_
/ annotations.tsv

v

split_string_proteins_details.awk |
cut | uniq

v

/" tcruzi_proteins-string_
/ proteins_annotations-
/ functional_annotation.tsv

/

Y.

FIGURA 11: Fluxograma do procedimento utilizado na
extracdo das informagbes de anotacdo funcional das
proteinas da rede, a partir do arquivo de anotagdes
disponibilizado pelo STRING.

Utilizamos novamente o programa split_string proteins_details.awk, dessa vez
filtrando sua saida com os comandos cut e uniq, para extrairmos as anotagdes
funcionais de cada uma das proteinas presentes em nossa rede. Essa informacao
também foi obtida a partir do arquivo tcruzi_proteins-string_protein_annotations.tsv,

utilizando a seguinte linha de comandos, a partir do diretério /proteins/work:

../../bin/split string proteins details.awk
../string/tcruzi proteins-string protein annotations.tsv | cut
-fl1,2 | unig > tcruzi proteins-string proteins annotations-

functional annotation.tsv
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3.8 Modelagem das redes no Cytoscape

Pela sua caracteristica descritiva, essa se¢ao nao apresenta um fluxograma

especifico.

Uma vez preparados os arquivos, utilizamos o software Cytoscape, versdao 3.4.0,

para a reconstrucao das redes e a incorporagao dos dados.

3.8.1 Entrada e processamento dos dados

Inicialmente importamos, no Cytoscape, o arquivo de interagcbes fcruzi_proteins-
string_interactions.tsv, cuja obtencgao foi descrita na se¢ao 3.5. Ele foi aberto a partir
do menu File — Import — Network — File, onde foi entdo localizado e confirmada

sua abertura. Nesse momento, abre-se uma tela com os detalhes da importacéao.

Ao abrir um arquivo de importagdo, o Cytoscape reconhece automaticamente as
colunas e as exibe separadamente, uma ao lado da outra, na janela de importagao.
E necessario definir o papel de cada uma das colunas em relacéo aos dados. Isso é
feito clicando no titulo de cada coluna. Neste trabalho, nés também renomeamos as
colunas. Em primeiro lugar, zeramos as configura¢des pré-definidas, usando o botédo
Select None. Em seguida alteramos cada uma das colunas, de acordo com a

listagem abaixo:

* #nodel1: nome alterado para source data e selecionado o icone

correspondente a Source Node Attribute (sexto icone, folha de papel verde);

* node2: nome alterado para target data e selecionado o icone

correspondente a Target Node Attribute (sétimo icone, folha de papel laranja);

* node1_external_id: nome alterado para source e selecionado o icone

correspondente a Source Node (segundo icone, bola verde);

* node2_external_id: nome alterado para tfarget e selecionado o icone

correspondente a Target Node (quarto icone, bola laranja vazada);

« combined_score: o nome nao foi alterado e o icone selecionado foi

correspondente a Edge Attribute (quinto icone, folha de papel roxa).
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Apos clicar em Ok, a rede é gerada.

Foi criada mais uma coluna na tabela de nés (Node Table), visivel abaixo da
visualizacdo da rede. Esse passo € importante para que tenhamos, e uma unica
coluna, a relagdo de todos os identificadores de proteinas externos ao STRING,

apresentados nas colunas source_data e target _data.

Clicando no icone com o sinal +, aparecem a opc¢bdes de criacdo da tabela.
Selecionamos New Single Column — String e nomeamos a coluna como
protein_alias. Em seguida, clicamos na primeira célula dessa coluna e entramos com

a seguinte férmula (a entrada € uma linha unica):

=IF (${source data:""}="",S{target data:""},S{source data:""})

Utilizando a opgao do préprio Cytoscape (Apply to entire column, disponivel ao se
clicar com o botao direito na célula da férmula), essa férmula foi aplicada a coluna

inteira.

Em seguida, renomeamos a colegdo de redes (informacao disponivel na lateral
esquerda da tela). A colegcao recebeu o nome de T. cruzi - proteins. Também

renomeamos 0 nome da primeira rede gerada para STRING - website.

Demos inicio, entdo, a importagdo dos dados gerados anteriormente e salvos no
diretério /proteins/work. Para isso, utilizamos a opc¢éo disponivel em File — Import
— Table — File. Apds selecionar cada um dos arquivos, alteramos/confirmamos
uma série de parametros na janela que se abre, entre eles o0 nome e atributo das
colunas de dados (de forma semelhante ao realizado na importagao inicial da rede).
A relagcdo dos nomes dos arquivos importados (todos presentes no diretério

/proteins/work), com as respectivas alteragdes, encontra-se listada abaixo:

* tcruzi_proteins-TcruziSylvioX10-string_ids.tsv: renomear a coluna Query
name para gene_id e defini-la como Aftribute (terceiro icone, folha de papel);
definir a coluna Subject name como Key (segundo icone, chave); definir Key

Column for Network como shared name;
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* de_proteins_common_results-non-multigene-one_multigene-gene_id-
regulation.tsv: definir a coluna Regulation como Attribute; definir a coluna

Gene_id como Key; definir Key Column for Network como gene _id,

* tcruzi_proteins-string_proteins_annotations-ec_numbers.tsv: renomear a
coluna protein_info para ec_number e defini-la como Afttribute; definir a coluna

string_id como Key; definir Key Column for Network como shared name;

* tcruzi_proteins-string_proteins_annotations-unique_ec_numbers-
colors.tsv: renomear a coluna colors para ec_number _color e defini-la como
Attribute; definir a coluna ec_number como Key; definir Key Column for

Network como ec_number,

* tcruzi_proteins-string_proteins_annotations-functional_annotation.tsv:
definir a coluna string _id como Key; definir a coluna functional _annotation

como Attribute; definir Key Column for Network como shared name;

* tcruzi_proteins-string_interactions-actions_unified.tsv: definir a coluna
Interaction como Key; definir a coluna Actions como Attribute; definir Import
data as: Edge Table Columns; definir Key Column for Network como shared

name;

» tcruzi_proteins-string_interactions-actions_columns.tsv: definir a coluna
Interaction como Key; definir todas as outras colunas como Afttribute; definir
Import data as: Edge Table Columns; definir Key Column for Network como

shared name.

Por fim, importamos os dados da rede com todas as interagcées de proteinas de T
cruzi disponiveis no STRING, gerada na seg¢ao 3.6. Para isso, mais uma vez fomos
ao menu File — Import — Network — File e abrimos o arquivo
353153.protein.links.detailed.v10-experiment_database-combined 400.tsv, presente
no diretério /proteins/string. Na janela que se abre, entramos na opc¢ao Advanced
Options... e selecionamos SPACE como separador de campos (item Delimiter:).
Como no procedimento anterior, inicialmente limpamos as configuragdes prée-

definidas de cada uma das colunas, com o botdo Select None. Dessa vez, nenhuma
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das colunas teve seu nome alterado, sendo alterados somente os papeis de cada

uma, da seguinte forma:

» protein1: selecionado o icone correspondente a Source Node (segundo

icone, bola verde);

* protein2: selecionado o icone correspondente a Target Node (quarto icone,

bola laranja vazada);

« combined_score: selecionado o icone correspondente a Edge Afttribute

(quinto icone, folha de papel roxa).

Apos confirmar as alteragdes, a nova rede € acrescentada ao conjunto T. cruzi —
proteins. Ao final da estruturacdo da rede, o STRING nos deu a opgao de criar sua
visualizagdo. Optamos por nao fazé-lo nesse momento, por motivos de performance.

Renomeamos a rede para STRING - DB/Experiments - Combined 400.

Ao final, eliminamos as arestas duplicadas, através do menu Edit — Remove
Duplicated Edges... Na janela que se abre, selecionamos a rede STRING -
DB/Experiments - Combined 400 e a opgao Ignore edge direction. Apds algum
tempo o STRING nos indicou o total de arestas eliminadas. Por fim, clicamos em

Create View para que a visualizacao da rede fosse criada.

3.8.2 Analise da rede

Executamos uma analise global da rede, usando um recurso proprio do Cytoscape,
denominado NetworkAnalyzer. Ele esta acessivel a partir do menu Tools —
NetworkAnalyzer — Network Analysis — Analyze Network. Na janela que se
abre, selecionamos a opg¢ao para rede nao direcional (Treat this network as
undirected.). Isso gerou uma série de novas colunas, usadas como entrada para

outras analises.

Com o objetivo de apresentar as informacdes de enriquecimento funcional
adicionadas posteriormente, utilizamos o recurso de “estilos” (style) do Cytoscape,
que permite ajustes finos na forma e aparéncia da rede. Isso foi feito através da

associacao dos dados importados para a nossa rede em conjunto com os estilos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se a natureza deste trabalho, que é a construgdo de uma sistematica
de integragdo de dados em RIPPs, o desenvolvimento da metodologia é o nosso
resultado principal e ndo somente um meio para se chegar ao resultado. Assim,
cada etapa metodoldgica foi planejada e testada exaustivamente para que fosse
reprodutivel nas mais diversas situagoes e permitisse sua implementacao inclusive

para outros organismos modelo.

Tendo isso em vista, os resultados de cada uma das etapas metodologicas esta
descrito em detalhes, secdo por segdo, para permitir, inclusive, que elas sejam

implementadas separadamente ou adaptadas para atender a outros protocolos.

4.1 Obtencao e consenso dos dados

Conforme descrito no item 3.1 da metodologia, os dados iniciais utilizados neste
trabalho, foram obtidos a partir do resultado de um projeto de pesquisa envolvendo
diversos pesquisadores, que trabalharam com dados de sequenciamento massivo

de RNA e proteinas de dois clones de T. cruzi com diferentes perfis de infectividade.

A partir desses dados, foi gerado um consenso entre genes e proteinas, ambos
diferencialmente  expressos. Como resultado foram selecionados 233
genes/proteinas. Conforme descrito na metodologia, eles foram agrupados de
acordo com a regulagdo de RNAs e proteinas (regulagéo negativa — neg; regulacéo
positiva — pos) e organizados em arquivos separados. Cada arquivo reuniu um dos
quatro agrupamentos, a saber: RNA neg / proteina neg (26 genes), RNA neg /
proteina pos (8 genes), RNA pos / proteina neg (2 genes) e RNA pos / proteina pos
(197 genes). Esses dados estao representados na TABELA 2.

Uma vez que estamos trabalhando com a representacao das proteinas codificadas
por esses genes em um grafo, cada proteina deve corresponder a um unico né. Por
isso, foi separado um representante para cada familia multigénica, uma vez que
genes diferentes da mesma familia multigénica codificam a mesma proteina. A
relacdo com esses representantes também foi armazenada em um arquivo a parte.

Importante destacar que na representacdo grafica das redes geradas cada no
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anotado como “familia multigénica”, diferentemente do resto da rede, representa a

existéncia de, pelo menos, dez copias do referido gene.

TABELA 2: Relacionamentos entre pares: Regulagéo positiva e negativa de RNA e proteina

para os genes em estudo.

RNA neg / RNA neg /
proteina neg proteina pos

RNA pos /
proteina neg

RNA pos /
proteina pos

Genes

diferencialmente

expressas apos o

corte de logFC * 26 8
0.99 e p-valor

ajustado menor

que 0.05

Genes
pertencentes a
familias
multigénicas

19/26 5/8

Genes nao
pertencentes a
familias
multigénicas

7/26 3/8

Familias
multigénicas 5 3
identificadas

Genes nao

pertencentes a

familias

multigénicas + 12/26 6/8
um representante

de cada familia

multigénica

1/2

1/2

2/2

197

187/197

10/197

17/197

4.2 Configuragcao do espaco de trabalho para o desenvolvimento do projeto

A definigao da arvore de diretérios foi uma etapa importante deste trabalho, uma vez

que, ao executar cada uma das linhas de comando, sao referenciados arquivos de
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entrada e de saida. Por isso foi criada uma estrutura pré-definida, que esta descrita

abaixo, com a explicacédo de cada conteudo associado:

/

L—bin — scripts e programas

Eoriginaldata — dados externos a este trabalho, nos quais ele se baseia

proteins — diretorios e dados resultantes do processamento deste trabalho

blast — arquivos de entrada, saida e processamento de dados do BLAST

:Edatabase — bancos de dados do BLAST
cytoscape — arquivos relacionados ao processamento no Cytoscape

string — arquivos gerados pelo site String

=work — processamento de dados de transporte

Os nomes dos arquivos também possuem uma logica pré-definida. Eles
representam a origem, as adigdes/alteragdes sofridas ao longo dos processamentos
e o0 contexto a que se referem. Arquivos que foram gerados por processamento
desse trabalho, ou que tenham sido transferidos a partir do STRING, possuem o
prefixo tcruzi_proteins. Por exemplo, o arquivo fcruzi_proteins-string_interactions.tsv

contém dados de interagbes de proteinas e foi obtido no site do STRING.

Ao longo das anadlises realizadas, utilizamos alguns scripts para automatizar as
tarefas de processamento computacional. Esses scripts sao sequéncias de
comandos do shell do GNU/Linux, criados para funcionar no interpretador de
comandos Bash (mas também passiveis de serem reconhecidos por outros
interpretadores de comandos do GNU/Linux, do MacOSX e mesmo do Windows 10).
Esses cddigos de programacgédo serao referenciados neste trabalho como scripts
shell. A nao ser quando declarado, todos os scripts citados nessa metodologia foram
digitados em uma unica linha (script de uma linha). Utilizamos também programas
construidos com as linguagens de programacgao Perl e Awk. Esses programas foram

armazenados no diretdrio /bin.
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4.3 Construcao dos arquivos utilizados na origem dos dados de analise

A escolha pela extensdo “.tsv’ para o arquivo de proteins _common_results-non-
multigene-one _multigene-only _gene_ids.tsv teve por objetivo a adequagédo a
nomenclatura mais correta. Em relagdo a sua estrutura, arquivos TSV (Tab-
Separated Values) e CSV (Comma-Separated Values) sao idénticos: ambos séo
arquivos em formato texto puro constituido por colunas delimitadas por um
separador comum. O que os diferencia é o separador: por definicdo, arquivos CSV
deveriam usar a virgula e arquivos TSV, tabulagdes. Com os problemas associados
ao uso da virgula como separador, por exemplo, a possibilidade da existéncia de
dados que incluam a sinal grafico, o formato TSV surgiu como uma alternativa que
eliminasse esse tipo de ambiguidade. Entretanto, ainda € comum o uso de arquivos

que usem tabulagdes como separadores, mas possuam a extensao .csv.

4.4 Pesquisa pelos identificadores do STRING utilizando busca por

similaridade de sequéncia

Existem duas formas de procurar por proteinas no STRING: fornecendo os
identificadores das proteinas ou através da busca por similaridade de sequéncias de

aminoacidos, realizada no proprio site do STRING.

A opg¢ao mais simples seria a utilizacdo dos identificadores ja associados as
proteinas de estudo. Entretanto, devido a auséncia de um identificador unico que
possa ser empregado em todos os bancos de dados, existe o risco de ambiguidades
e duplicidades desses identificadores entre os diferentes bancos (PHILIPPI;
KOHLER, 2006). Além disso, as frequéncias de atualizacdes desses bancos s&o
variaveis. Assim, o identificador de uma proteina em um banco de dados pode estar
desatualizado em relagdo a outros. Por esse motivo, optou-se pela utilizacdo das
proteinas selecionadas como positiva ou negativamente reguladas nas buscas por

similaridade de sequéncias para identificagcao da correlagdo com os STRING ids.

Apesar de o STRING oferecer a opcado por esse tipo de busca, os resultados
fornecidos pelo site apresentam somente as seguintes informacgbes de saida:
identificador da proteina, nome do organismo, anotacao relacionada a essa proteina
e O bitscore e o0 e-value do resultado encontrado. Assim sendo, como nao foi

possivel avaliar neste resultado os parametros analiticos estabelecidos para o
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desenvolvimento deste trabalho (taxa de identidade e de cobertura), optamos por

realizar as buscas por similaridade em servidor local.

Importante destacar que no caso de familias multigénicas, a proteina escolhida

como query foi aquela apresentando maior cobertura e similaridade.

Para a execucdo da busca por similaridade de sequéncias com o BLAST, é
necessario criar um banco de dados que servira como alvo da busca. Uma vez que
€ possivel fazer a transferéncia, para um computador local, de arquivos contendo as
sequéncias de aminoacidos de todas as proteinas armazenadas para cada um dos
organismos cadastrados no site do STRING, utilizamos esse recurso para a criagao
do banco de dados do BLAST.

Executada a busca, iniciamos o trabalho de interpretacédo dos dados. Para agilizar
essa tarefa, criamos um programa em Perl que extrai uma série de informacdes do
resultado bruto do BLAST. Esse programa foi denominado, blast-extract-info.pl e
encontra-se detalhado no Apéndice 2. Para este trabalho nos interessavam duas
informagdes que relacionavam a sequéncias de entrada (query) com o alvo no
banco de dados (subject): as taxas de identidade (identity) e cobertura (calculada a
partir do percentual de sobreposi¢cdo da query sobre o subject). A partir do arquivo
de saida gerado com o script anterior (ftcruzi_proteins_from_TcruziSylvioX10-vs-
353153.protein.sequences-info_extraction.tsv), selecionamos os best hits para cada
um dos resultados do BLAST, considerando-se as informagdes de identidade e
cobertura. O critério de corte estabelecido foi de que ambas as taxas fossem
superiores a 90%. Dentro dos parametros descritos acima 21 correlagdes distintas
foram estabelecidas entre as proteinas utilizadas como query e os STRING ids. O
arquivo tcruzi_proteins_from_TcruziSylvioX10-vs-353153.protein.sequences.v10-

best hits.tsv listando essas correlagdes encontra-se no Apéndice 3.

4.5 Estruturacao da rede no STRING

Apods utilizarmos a coluna de STRING ids obtida através do estabelecimento das
correlagdes descritas no item 4.4 como dado de entrada no STRING, a

representacao grafica inicial da rede em estudo foi gerada (FIGURA 12).
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A lista de proteinas fornecida inicialmente como dado de entrada (STRING ids) néo
possui informagao de interacido entre elas. Essa atribuigcdo é realizada diretamente
pelo site e, caso ndo possa ser estabelecida, o STRING as desenha como esferas

isoladas.

Como esse resultado evidenciou somente a presenca de esferas (nos) isoladas,
iniciamos um estudo visando o estabelecimento de parametrizagdes que
viabilizassem o estabelecimento das relagcdes entre as proteinas em questao e seus

vizinhos.
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FIGURA 12: Representagédo grafica inicial da rede gerada pelo
STRING. As cores atribuidas ndo possuem nenhum significado,
sendo apenas ilustrativas. Na representacdo em questdo n&o existe

conexao direta entre as proteinas.

Dentro desta perspectiva, avaliamos os resultados relacionados a alteracdo dos
valores da variavel “1st shell que passou do valor O (zero) para 500. Esta variavel
define os primeiros vizinhos de cada uma das proteinas pesquisadas, e o valor 500
define o total de interagbes do conjunto de todas as proteinas mapeadas na rede e
nao delas individualmente. Além disso, esse valor garante o estabelecimento do

maior numero possivel de vizinhos na rede.
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Adicionalmente, tendo como objetivo manter um equilibrio entre o rigor na curadoria
da qualidade dos dados e um volume de interag¢des plausiveis de serem analisadas,
utilizamos os seguintes opgdes, como fontes de interagbes (active interaction
sources): experiments e databases. Neste contexto, o valor de escore minimo de
interacao (minimum required interaction score) escolhido foi 400. Este valor define,
dentro do contexto do banco STRING, um grau de confianga média das interag¢des.

O resultado final das configuragbes pode ser visto na FIGURA 13.

A rede final gerada pelo STRING, a partir desses parametros, € composta por 70
nos e 529 arestas, e pode ser visualizada na FIGURA 14. Essa imagem nos permite
fazer uma analise visual da rede como um todo, contudo visando avaliar se a rede
gerada apresentava caracteristicas de uma rede biologica iniciamos uma
investigacdo mais aprofundada dos elementos e métricas da rede. Considerando
que o STRING carece de ferramentas mais adequadas para esse tipo de analise,

utilizamos a opc¢ao de exportagao de dados do site.

minimurm reql lired interaction score

nax number of interactors to show

quick change

0 more proteins
c less proteins

FIGURA 13: Pardmetros aplicados ao STRING para a
montagem da rede adicionando informacbes dos primeiros

vizinhos e critérios de qualidade.
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Os arquivos baixados estdo listados abaixo, com os nomes atribuidos entre

parénteses e uma breve descricao de cada um:

...as simple tabular text output (tcruzi_proteins-string interactions.tsv):

arquivo com as interagdes entre as proteinas;

e ... protein sequences (tcruzi_proteins-string_protein_sequences.fa):

sequéncias de aminoacidos de cada uma das proteinas presentes na rede;

e ... protein annotations (tcruzi_proteins-string_protein_annotations.tsv):

informacgdes extras sobre cada uma das proteinas presentes na rede, tais

como descri¢cao, outros nomes e informacdes de anotagao funcional.
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FIGURA 14: Rede produzida no STRING, a partir das proteinas selecionadas (regulagéo
génica positva e negativa) associadas aos seus primeiros vizinhos. Os vizinhos foram
obtidos no banco de dados do STRING, a partir dos critérios de corte: minimum required

interaction score: 0.400 e active interaction sources: Experiments e Databases.
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4.6 Obtencao e filtragem da rede com todas as interagdes de proteinas de T.

cruzi disponiveis no STRING

Uma vez que um dos objetivos deste trabalho e analisar métricas da rede
estruturada na etapa 3.5, buscamos o arquivo contendo o total de interagdes de
proteinas do T. cruzi, disponivel no STRING. Isso se fez necessario porque, ao
avaliar as métricas da rede gerada, devemos considera-la como uma sub-rede do
total de interagbes proteicas do organismo. Assim, os elementos presentes nessa
sub-rede, ao serem considerados no contexto da rede inteira, apresentam alteracdes
significativas nos valores de determinados parametros avaliados, tais como os de

centralidade e de grau.

Uma vez obtido o arquivo com o total de interagbes, também precisamos adequa-lo
aos critérios de corte utilizados também na etapa 3.5, a saber: experimentos e
bancos de dados como fontes de interacdo, com um escore minimo de 400.
Efetuamos essa adequacgao através de uma linha de comando em awk, utilizada
para calcular o escore adequado e filtrou as entradas que atendessem a esse

escore.

Inicialmente nos baseamos na férmula disponivel na bibliografia (MERING et al.,

2005) para fazermos a filtragem. A formula € a seguinte:
S.=1-[](1-5)

onde S; € o escore combinado e S; cada um dos escores individuais disponiveis

para aquela proteina.

Como controle da acuidade do calculo, decidimos testar a féormula utilizando os
dados ja disponiveis para a rede gerada. Em nosso teste inicial ocorreu uma
discrepancia entre o resultado esperado e o resultado calculado. Encontramos,
entdo, na pagina de perguntas frequentes do STRING, um novo célculo para o
escore combinado, que incluia uma constante, denominada prior no calculo. O valor
de prior segundo definido na pagina deveria ser 0,063. A nova formula foi assim

representada:

SC:1—(1—0,063)-H((1—81-/1000)/(1—0,063))

1
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Entretanto, os resultados dessa férmula também apresentaram discrepancias com o
esperado. Entramos entdo em contato com a equipe do STRING e, apds troca de
algumas correspondéncias eletronicas, eles descobriram que o valor de prior
apresentado na pagina estava errado e nos enviaram o valor correto, que é
0,04113021. A formula definitiva ficou entao:

S,=1—(1-0.04113021)- [ | ((1—S,/1000)/(1—0.04113021))

1

Os resultados obtidos com essa formula foram correspondentes aos esperados, por
isso essa foi a formula usada em nosso comando awk. Ao final do comando, foi
obtida uma rede com 4.897 no6s (proteinas) e 129.091 arestas, denominada
353153.protein. links.detailed.v10-experiment database-

combined 400.tsv. O conteudo desse arquivo ndo se encontra em anexo devido
ao seu numero excessivo de linhas (258.183). Mas ele pode ser facilmente obtido

aplicando-se a metodologia descrita na segéo 3.6.

4.7 Preparagao dos dados utilizados no enriquecimento funcional da rede

Apesar das informagbes compiladas e dados gerados até a presente etapa de
desenvolvimento do projeto serem suficientes para a criagdo da estrutura da RIPP,
com o objetivo de caracterizar funcionalmente essa rede e ampliar as possibilidades
de calculos de suas métricas, adicionamos algumas outras informagdes aos seus
nos e arestas. Para tanto, geramos uma série de arquivos com resultados de
analises e informacgdes funcionais que foram sucessivamente incorporados a rede
com atribuicbes de caracteristica iconografica ou de cor para melhor visualizagéo.

Todos esses arquivos foram salvos no diretorio /proteins/work.

4.7.1 Informacgao funcional: Categorias de regulagao RNA/proteina

Como estratégia de integracdo da informagédo funcional relacionada ao controle
positivo e negativo de expressao génica (vide TABELA 2), separamos as 20
proteinas originalmente fornecidas ao STRING para a constru¢ao da rede, além de
associa-las ao seu grupo de regulacdo de expresséo. A listagem dessas proteinas e
respectiva informagéo funcional encontram-se no arquivo tcruzi_proteins-string_id-

regulation.tsv (Apéndice 4).
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4.7.2 Informacgao funcional: Natureza da interagcao entre as proteinas

Com o propésito de contextualizar a natureza das interagcdes entre as proteinas,
extraimos também as informacgdes relacionadas ao tipo de interagao entre elas. O
STRING divide as interacbes em seis classes: binding, reaction, expression,
activation, catalysis e ptmod (post-translational modifications). Binding s&o
interagcbes fisicas (diretas). Todas as outras sao interagdes funcionais (indiretas)
(SZKLARCZYK et al., 2015, p. 10). Importante destacar que as interagdes nao sao
necessariamente excludentes. Por exemplo, em nosso trabalho, todas as interagcoes
indiretas também sao diretas, ou seja, todas as interagdes funcionais também s&o

classificadas como fisicas.

Operacionalmente, extraimos tal informagdo do arquivo original do STRING do
STRING (353153.protein.actions.v10.txt) que apresenta as proteinas que interagem
entre si e o tipo de interacdo que existe entre elas. Devido a importancia da
incorporagdo desse dado em nossa rede, reunimos todos os tipos de interagao
(denominadas pelo STRING como action) de cada ligagcéo (vide item 3.7.2). Vale
destacar que cada par de proteinas pode apresentar mais de um tipo de interacao
fisica e funcional e assim sendo para o mesmo par protéico podem existir varias
entradas no arquivo original que s&o representadas por linhas distintas. Apos isso,
construimos um programa em awk para separar os tipos de interagcdo em colunas

distintas. O codigo desse programa esta disponivel no Apéndice 5.

Ao final desses procedimentos obtivemos dois arquivos: um contendo todos os tipos
de interacéo na mesma coluna (tcruzi_proteins-string_interactions-
actions_unified.tsv) e outro separando os tipos de interagdo em colunas diferentes
(tcruzi_proteins-string_interactions-actions_unified.tsv). Disponibilizamos o conteudo

do arquivo tcruzi_proteins-string_interactions-actions_unified.tsv no Apéndice 6.

4.7.3 Informacgao funcional: EC numbers

O EC number é uma classificagdo numérica utilizada para enzimas, baseada na
reagcado quimica que elas catalisam. A nomenclatura foi originalmente publicada em
1992, pelo Nomenclature Committee da International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB), com sucessivas atualizagbes nos anos subsequentes

(“Enzyme Nomenclature”, 2016).
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Um EC number é composto pelas letras “EC” seguidas por um codigo numérico no
formato 1.2.3.4, que indicam diversos niveis de classificagdo da reagao enzimatica.
O primeiro campo, indicando as classificagbes mais genéricas, vai de 1 a 6,
representando cada uma das reagdes enzimaticas principais, a saber, segundo
LEHNINGER; NELSON; COX (2011):

+ EC 1: Oxidorredutases — transferéncia de elétrons (ions hidreto ou atomos de

hidrogénio);
+ EC 2: Transferases — reagdes de transferéncia de grupos;

+ EC 3: Hidrolases — reagbes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais

para a agua);

+ EC 4: Liases — adigao de grupos de ligagdes duplas ou formacéao de ligagdes

duplas por remog¢ao de grupos;

+ EC 5: Isomerases — transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula,

produzindo formas isoméricas;

+ EC 6: Ligases — formacéo de ligagcbes C—C, C—S, C—O e C—N por reagdes

de condensacgao acopladas a hidrolise de ATP ou cofatores similares.

Os campos subsequentes indicam detalhamentos na classificacdo da reacéo. Por
exemplo, o EC number 1.1.3.4 (glicose oxidase) indica que as enzimas associadas a
ele sdo oxidorredutases (1.), que atuam no grupo CH—OH dos doadores (1.1.),

utilizando oxigénio como aceptor (1.1.3.) oxidando a glicose (1.1.3.4).

E importante destacar que os EC numbers ndo podem ser usados para identificar
enzimas especificas, mas sim a reacado catalizada pela enzima. Dessa forma,
devemos olhar para os EC numbers como agrupamentos de enzimas com a mesma

funcao catalitica.

Em nosso trabalho, utilizamos a associagdao dos EC numbers as proteinas como
uma forma de caracterizar o seu papel no metabolismo do T. cruzi. Para isso,
extraimos essa informacao do arquivo de anotagdes de proteinas obtido a partir do

STRING (tcruzi_proteins-string_protein_annotations.tsv). Esse arquivo contém uma
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série de dados associados a cada uma das proteinas mapeadas na rede, tais como
nomes alternativos, representagdo grafica do dominio proteico e informagdes
funcionais, como a via metabdlica e o EC number eassociados as proteinas que
porventura possuam tais informagdes. Construimos um programa na linguagem awk
para isolar cada uma dessas informagdes e associa-las as proteinas
correspondentes. Esse programa recebeu o] nome de

split_string_proteins_details.awk e encontra-se no Apéndice 7.

Como esse programa separa todas as informacdes referentes a cada uma das
proteinas, sua execugédo gera uma quantidade massiva de dados. Por isso, a sua
saida foi filtrada com o comando grep, uma vez que nos interessam somente os
dados de EC number. O arquivo resultante (tcruzi_proteins-

string_proteins_annotations-ec_numbers.tsv) encontra-se no Apéndice 8.

Dando continuidade ao processo de integracdo da informagao funcional relaciona
aos EC Numbers, precisavamos de uma forma de identificar cada um deles no
momento em que fossem incorporados a rede. Para isso, decidimos usar cores:
cada EC Number teria uma cor diferente, utilizando matizes para diferenciar os
grandes grupos. Operacionalmente, essa tarefa foi concluida através da associagao
de cada um dos EC Numbers encontrados a um codigo, que € a representacédo da
cor em notacdo RGB hexadecimal. Essa notagdo € reconhecida pelo Cytoscape,
que a converte para a cor equivalente. As cores foram geradas automaticamente,
utilizando o modulo de geragao aleatdria de cores randomcolor para a linguagem
Python. Uma vez que foram encontrados EC numbers pertencentes a trés dos seis
grupos superiores (EC2, EC3 e EC6) decidimos utilizar um recurso desse mddulo
que € a possibilidade de definir matizes diferentes para os grupos (EC2: vermelho,
EC3: verde, EC6: azul). As cores associadas a cada EC number encontram-se na
TABELA 3.
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TABELA 3: Associacdo entre os codigos de cores a cada um dos EC numbers validos

encontrados.

EC number Cédigo da cor
EC:2.7.11.1 #ff8e2b
EC:2.7.1.40 #efabba
EC:2.7.7.6 #cf092a
EC:3.1.2.6 #3fdb42
EC:3.1.3.48 #437e18
EC:6.3.2.19 #7aced6

Ainda em relagdo aos EC numbers encontrados, com o objetivo de melhor
caracteriza-los, optou-se por buscar os detalhes relativos a cada um no banco de
dados de enzimas (ENZYME) mantido pelo portal ExPASy
(http://fenzyme.expasy.org/). O ENZYME ¢é um repositério que reune tanto
informacdes de nomenclatura quanto descricbes sobre cada uma das enzimas
relacionadas nas recomendagdes da /UBMB (BAIROCH, 2000). A busca pelos EC
numbers poderia ter sido feita diretamente no site, entretanto, o ENZYME
disponibiliza um arquivo que é basicamente um espelho do conteudo encontrado no

site, contendo as seguintes informacgdes:
* EC number;
* nome recomendado;
* nome alternativo (caso exista);
« atividade catalitica;
» cofatores (caso existam);

* indicadores de entradas do Swiss-Prot que correspondam a enzima (caso
existam).

Optamos pela transferéncia desse arquivo (enzyme.dat), ja que isso nos oferecia
uma maior flexibilidade nas buscas e no processamento da informacdo. Esse
arquivo possui uma estrutura fixa pré-definida, em que os dois primeiros caracteres
(termos descritores) de cada linha correspondem a um cddigo que indica o tipo de

informacgédo ali contida, seguidos de trés caracteres em branco e, por fim, a
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informacdao propriamente dita, ou seja, os termos anotadores definidos
anteriormente. Maiores detalhes sobre o formato desse arquivo, bem como a
codificacdo utilizada, podem ser obtidos a partir do proprio repositério FTP do

ExPASy, no endereco ftp.//ftp.expasy.org/databases/enzyme/enzuser.txt.

Tendo como referéncia o arquivo com a relagdo dos EC numbers encontrados na
rede, criado previamente (tcruzi_proteins-string_proteins _annotations-
unique_ec_numbers.tsv), buscamos os detalhes de cada enzima no banco
enzyme.dat, através de um script Bash, o que gerou um novo arquivo com essas
informagdes  (fcruzi_proteins-string_proteins_annotations-ec_numbers_details.dat,
Apéndice 9).

Todos esses arquivos foram incorporados individualmente a rede montada pelo
Cytoscape. A ordem de incorporagao € importante e sera descrita mais adiante neste

trabalho.

4.7.4 Informacao funcional: Anotagao funcional das proteinas

Para finalizar a etapa de organizagao da informacgao funcional, extraimos a anotagao
funcional de cada uma das proteinas que fazem parte da rede. Mais uma vez
utilizamos o programa split_string _proteins _details.awk, desta vez filtrando seu
resultado com o comando cut e unificando as repeticbes da saida com o comando
uniq. O conteudo do arquivo resultante deste processamento contendo colunas que
associando cada STRING id a sua respectiva anotagdo (fcruzi_proteins-

string_proteins_annotations-functional_annotation.tsv) encontra-se no Apéndice 10.

Todos os procedimentos de obtencédo e tratamento dos dados descritos até essa
etapa foram resumidos em um fluxograma unificado, que esta disponivel no

Apéndice 11.

4.8 Modelagem das redes no Cytoscape

Considerando que este trabalho foi direcionado para a construgao de um protocolo
de tratamento de dados para criagdo de RIPPs, exploraremos as analises que
podem ser feitas com os recursos oferecidos pelo Cytoscape, com o objetivo de

instrumentalizar os pesquisadores nos potenciais usos dessa ferramenta.
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Entendemos ser possivel aprofundar ainda mais a analise dos dados apresentados
em termos da exploracéo das interrelagbes bioldgicas potenciais entre as proteinas
integrantes da rede, mas isso ampliaria em muito a discussao desses resultados e

fugiria do escopo metodolégico deste trabalho.

4.8.1 A ferramenta Cytoscape

O Cytoscape é um programa criado com o objetivo de integrar, em um ambiente
grafico unico, redes de interagdo de moléculas bioldgicas e dados de expressao de
larga escala (SHANNON et al., 2003). Ele é desenvolvido na linguagem de
programagao Java e possui uma comunidade voltada ao desenvolvimento do
mesmo bastante ativa, com novas versdes langadas regularmente. Além disso, esta

disponivel para as plataformas GNU/Linux, MacOS X e Microsoft Windows 64-bit.

A tela padrao do Cytoscape, apresentada na FIGURA 15, é dividida em trés grandes
areas. A esquerda (FIGURA 15-1) temos a regido onde sdo listadas as redes,
referenciada neste trabalho como “lista de redes”. O Cytoscape trabalha com uma
l6gica de “colecbes de redes”, em que varias redes distintas podem se agrupadas e
compartilhar dados e/ou estilos. A direita (FIGURA 15-2) temos a area de
visualizacdo da rede que esta selecionada na colecao, referenciada neste trabalho
como “area de visualizagao da rede”. Cada um dos nos da rede la exibida pode ser
livremente movimentado e pode-se também controlar o zoom da imagem. Existe um
campo com a miniatura da rede no canto inferior direito, que indica a regiao que esta
sendo visualizada e qual o grau do zoom aplicado nessa visualizagdo. Por fim, na
parte inferior da tela (FIGURA 15-3) encontramos a tabela com todos os dados
associados a rede selecionada, referenciada neste trabalho como “tabela de dados
da rede”. Esses dados sao compartilhados por todas as redes pertencentes a
mesma cole¢do e podem ser acrescentados manualmente, inclusive com a opgéo de
utilizacao de férmulas, ou através da importacao de tabelas de dados. Inclusive uma
caracteristica importante do Cytoscape, € que é um dos elementos tratados neste
trabalho, é a possibilidade de se definir estilos de formatagao dos elementos da rede
com base nos dados disponiveis nessa tabela. Estes estilos podem configurar tanto

caracteristicas gerais, como uma cor ou um tamanho unico para todos os elementos
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da rede, quanto especificas, como variar a cor ou o tamanho de nés especificos, de

acordo com valores presentes na tabela de dados da rede.

Além do recurso de estilos, o Cytoscape também apresenta uma série de outras
funcionalidades de construgdo, edicdo e manipulagdo de redes biologicas. Por
possuir uma arquitetura aberta, € possivel estender os seus recursos com a
utilizacao de plugins (denominados, no contexto do Cytoscape, como apps), que
estdo reunidos em uma pagina propria, dentro do préprio projeto
(http://apps.cytoscape.org) e podem ser instalados a partir do préprio software, na

opgao App Manager, disponivel a partir do menu Apps.

Como o cerne do presente trabalho € estruturar uma metodologia que seja robusta
em relagcdo ao tratamento dos dados de predigdes de redes biolégicas, mas, ao
mesmo tempo, simples de ser implementada, optamos por nao utilizar nenhum app,
uma vez que existe o risco de incompatibilidade entre versdes dos apps e do

Cytoscape, além da interrupgdo de seu desenvolvimento.

Dessa forma, para a tarefa de estruturagdo de nossas redes, utilizamos somente a
implementacgao dos estilos e o NetworkAnalyzer que é uma ferramenta disponivel no
Cytoscape. Inicialmente distribuida como um plugin, atualmente esse recurso se
encontra incorporado ao Cytoscape (ASSENOV et al.,, 2008). Essa ferramenta
permite a analise de uma série de métricas de redes tanto direcionais quanto nao-
direcionais, adicionando os resultados a tabela de dados da prépria rede. Uma vez
efetuada a analise, é possivel associar seus resultados aos estilos e alterar a

representacao visual da rede.
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FIGURA 15: Tela padrao do Cytoscape, apresentando as trés divisdes principais: 1-lista das
colegdes de redes, com as redes associadas a cada uma delas; 2-area de visualizagao do
desenho da rede selecionada na colecéo; 3-tabela com todos os dados associados a rede

selecionada na colecgao.

4.8.2 Entrada e processamento dos dados

Nesta etapa analitica do trabalho consideramos como dados de entrada os
resultados das predicoes e analises funcionais obtidos através de diferentes
metodologias e formatados de maneira tabular em arquivos com nomenclaturas

especificas que refletem a sua origem e o0 seu processamento.

O estabelecimento das correspondéncias destas analises com os elementos da rede
representa o nosso objetivo neste momento. A definicdo das colunas que servirao
como consulta nas tabelas de dados de entrada (atributo Key na tela de importagao
de tabelas) e de indexadora na rede ja existente (pardmetro Key Column for

Network, na tela de importagdo de tabelas) representa um passo critico no
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estabelecimento das associagdes. Isso porque o Cytoscape faz, automaticamente, a
correspondéncia entre os dados de entrada e os dados da coluna utilizada como
indexador. Caso seja definida uma coluna incorreta nos dados ja existentes ou na

tabela a ser incluida, a correspondéncia nao ocorrera.

Além disso, considerando que colunas de uma tabela importada podem servir como
indexadoras para tabelas subsequentes, a ordem de entrada das tabelas de dados
também ¢é importante. Como exemplo especifico podemos mencionar a associagao
estabelecida entre os resultados obtidos das analises de vias metabdlicas através do
EC number e da sua respectiva atribuicdo de cor (arquivos fcruzi_proteins-
string_proteins_annotations-ec_numbers.tsv e tcruzi_proteins-
string_proteins_annotations-unique _ec_numbers-colors.tsv) onde a coluna
ec_number do primeiro conjunto de dados serviu como indexador para a coluna

ec_number_color do segundo conjunto.

Ao fazer a correspondéncia entre as colunas de consulta e de indice o Cytoscape
também elimina automaticamente toda nao correspondéncia. Devido a isso, €&
normal encontrarmos um numero menor de linhas em algumas colunas, ao final da

importacgao.
4.8.3 Analise da rede gerada

Com o objetivo de identificar caracteristicas gerais da rede e ampliar a
disponibilidade de dados utilizaveis na melhor caracterizagdo dos elementos
individuais das nossas redes, utiizamos o NetworkAnalyzer para efetuar uma
analise da rede STRING - DB/Experiments - Combined 400, que contém todas as
interagbes de proteinas de T. cruzi disponiveis no STRING. Na execugédo do
NetworkAnalyzer a rede foi tratada como n&o-direcional, uma vez que redes
direcionais s6 podem ser analisadas por essa ferramenta quando todas as suas
arestas possuem informagdo de direcionamento. Apds executarmos o
NetworkAnalyzer ele nos apresenta uma tela com as caracteristicas gerais da
analise da rede (FIGURA 16).
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FIGURA 16: Tela de resultados da ferramenta NetworkAnalyzer, do Cytoscape, apos

analisar a rede completa de T. cruzi.

Nos interessa, no escopo deste trabalho, a analise encontrada na aba Node Degree
Distribution, por ser um indicativo do tipo de rede. Conforme descrito na segéo 1.2,
redes biologicas tendem a ser do tipo livres de escala, o que pode ser avaliado
quando se analisa o grafico de distribuicdo dos nés da rede. Uma vez que redes

b

livres de escala seguem uma distribuicdo de lei de poténcia, na forma y = ax’,

aplicamos um fitting a esse grafico e obtivemos o resultado apresentado na FIGURA
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17. A correlacado encontrada foi de 0,619, que nao é expressiva, mas, ainda assim,

suficiente para corroborar que a distribuigcdo dos nés segue uma lei de poténcia.
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FIGURA 17: Grafico da distribuicdo de graus dos nds (proteinas) da rede completa de T.
cruzi, calculado pelo NetworkAnalyzer. A linha representa o resultado do fitting desta

distribuicdo através da lei de poténcia, de forma y = ax®.

4.8.4 Exploragao dos estilos de formatagao da rede

Utilizamos os dados que foram incorporados a nossa rede para apresentar o
potencial de uso dos estilos como forma de destacar caracteristicas bioldgicas

significativas.

Através dos estilos é possivel controlar diversos detalhes na exibigao dos elementos
da rede, tais como cor, transparéncia, tamanho, visibilidade e estilo tanto dos icones
representando os nés quando das linhas representando as arestas, além da
posicao, cor, transparéncia e visibilidade de todas as etiquetas vinculadas aos nés e
arestas. Conforme descrito anteriormente, esses parametros podem ser definidos de
maneira unica para os elementos ou podem estar atrelados a alguma coluna da
tabela de dados da rede. Neste caso, os parametros a serem utilizados podem vir
diretamente da tabela, como as cores associadas aos EC numbers, podem ser
calculados em uma escala continua (caso os dados sejam numéricos) ou podem ser

inseridos manualmente, associando-se um valor a cada elemento Unico da coluna
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da tabela. Em nosso trabalho, utilizamos os trés modelos, conforme descrito mais

adiante.

Como critério de comparagao do quanto os estilos podem interferir na visualizagao
da rede, apresentamos, na FIGURA 18, a rede STRING - website, sem nenhum tipo

de formatacao.

FIGURA 18: Rede de interacbes de proteinas construida no Cytoscape a partir dos

dados gerados pelo site do STRING, sem nenhum tipo de formatag¢ao adicional.

Criamos entdo um estilo para esta rede, nomeando-o como t.cruzi-ec-expression-

interactions e definindo os seguintes parametros:
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» alteracao dos icones dos ndés que representavam proteinas com informacéao
de regulagédo génica, para triangulo (A), caso a regulagao seja rna pos/ptn
pos, ou losango (#), caso seja rna pos/ptn neg (que foram os dois unicos
tipos de regulagdo que surgiram em nossa rede ap0s a correspondéncia de

dados, conforme descrito na sec¢ao 4.8.2);

» alteracao do valor da largura das bordas (para 5) de todos os icones desses
mesmos nos, representantes de proteinas que apresentavam informacao de
regulagao génica;

» alteragao das cores dos nds que representavam as proteinas que possuiam

informacgado de EC number, utilizando os valores da coluna ec_number_color

como referéncia;

« alteracdo da exibicdo de rotulos somente dos EC numbers, utilizando os

valores da coluna ec_numbers como referéncia;

» alteragcado das cores das arestas de acordo com o tipo de ligacdo que elas
representam. Esses valores foram fornecidos manualmente, para que fossem
escolhidas cores especificas para cada um dos valores, utilizando a coluna

action como referéncia.

Alterados esses parametros, a visualizacdo da rede assumiu um aspecto muito mais
rico em termos de informagdes biologicamente relevantes, conforme pode ser visto
na FIGURA 19. O STRING oferece a opg¢ao de exportar as configuragoes do estilo
criado para um arquivo XML, que pode ser posteriormente recuperado e aplicado em
uma outra rede. Exportamos entdo esse estilo para o arquivo t.cruzi-ec_number-

actions.xml, cujo conteudo esta disponivel no Apéndice 12.

A adigédo de elementos de formatacéo ja destaca visualmente algumas propriedades
em nossa rede facilitando a curadoria e interpretacdo biolégica dos resultados.
Inicialmente percebemos que trés das quatro proteinas do conjunto original de
dados (selecionadas e organizadas conforme descrito na seg¢ao 3.3), fazem parte de
um unico componente conectado e estdo separadas umas das outras por, no
maximo, dois vizinhos. E apesar dessas trés proteinas nao apresentarem
associacao com nenhum EC number, elas estao ligadas diretamente a 13 outras

proteinas que apresentam tal associacao, conforme detalhado na TABELA 4.
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EC:3.1.2.6
Tipos de interacao entre as proteinas

Cor da aresta Tipo de interagao

- activation binding expression
. activation binding ptmod
| binding

EC:3.1.2.6

binding catalysis ptmod reaction

binding expression

. binding catalysis reaction

binding reaction

Dados de regulagdo de expressao génica

A \
icone do né Regulagédo da expressao 5 7
953 /
O rna up/ptn down “‘< £ 3
Z 0 /
EC:2.7,1.40 i“ Z.
A — N
EC:2.7.1.40 ‘
Y
EC:2.7.7.6
EC:2.7.7.6
EC:2/1.7.6 .
. EC:2.7.7.6 0
S =l
AR
,4’ —RSISR
S /
EC.6.3.Z.19,
EC16,3.219 ei0;

EC:2.7.11.1

FIGURA 19: Rede de interagbes de proteinas construida no Cytoscape a partir dos
dados gerados pelo site do STRING, visualmente reformatada segundo informacdes
dos dados de enriquecimento funcional alimentados na rede. As cores dos nos
correspondem aos EC numbers. A legenda foi gerada através do recurso de criagao de
legendas do préprio Cytoscape, editada digitalmente e adicionada posteriormente a

imagem.

Cabe destacar que essas proteinas associadas a EC numbers nao faziam parte do
conjunto original de dados e s6 foram descobertas por apresentarem algum tipo de

interagéo com as proteinas originais.
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TABELA 4: Ligacoes entre as proteinas utilizadas inicialmente para a geragao da rede no
STRING e seus vizinhos que apresentam associagao com algum EC number. O EC number
6.3.2.19 teve sua entrada transferida para trés outros EC numbers: 2.3.2.23, 2.3.2.27 e

6.2.1.45. Estamos trabalhando com a entrada 6.2.1.45 neste exemplo.

Gene idlanotagdo Primeiros vizinhos
funcional/regulagéo STRING id EC number Anotacio funcional
353153.XP_811202.1 2.7.1.40 pyruvate kinase 2
TCSYLVIO 000129  353153.XP_820627.1 27140 pyruvate kinase 2
actin interactin i
oroteinlike  353153.XP_818575.1 3.1.2.6 hydroxr{jgfc')?;‘;t:th'one
rna pos/ptn pos )
353153.XP_820171.1 3.1.2.6 hydroxyacylglutathione
- ' T hydrolase
DNA-directed RNA polymerase
353153.XP_808084.1 2.7.7.6 | largest subunit
TCSYLVIO 006124  353153.XP_809667.1 27.76 DNA'd'rlelgtrZ‘;g"S‘ﬁ‘b%‘;'%merase
hypothetical protein
rna pos/ptn neg 353153 XP_812569.1 2.7.76 RNA polymerase llAlargest
- ' T subunit
353153.XP 8196911 2776 DNA-directed RNA polymerase
- ' o [l largest subunit
serine/arginine-rich protein
353153.XP_818985.1 2.7.11.1 specific kinase SRPK
353153.XP_804043.1 3.1.3.48 dual specificity protein

phosphatase
TCSYLVIO_001850 dual specificity protein
RNA-binding protein  353153.XP_821800.1 3.1.3.48 P yp
phosphatase
rna pos/ptn neg

6.2.1.45 . .
353153.XP_806008.1 (6.3.2.19)* hypothetical protein

6.2.1.45 . .
353153.XP_816312.1 (6.3.2.19)* hypothetical protein

A seguir detalhamos as caracteristicas funcionais das proteinas ligadas aos EC
numbers encontrados e apresentados na FIGURA 19 (elementos coloridos) e
TABELA 4:

 2.7.1.40 - Piruvato quinase: A piruvato quinase é a ultima enzima da via
glicolitica. E regulada alostericamente pela frutose 2,6-bisfosfato e catalisa a
transferéncia do fosfoenolpiruvato para o difosfato de adenosina (ADT) para
gerar ATP e piruvato. Ocorre tanto no inseto vetor da doengca de Chagas

quanto no hospedeiro mamifero (GRUNING et al., 2011). Em nosso trabalho,
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as duas proteinas associadas a esse EC number estdo anotadas como

pyruvate kinase 2.

2.7.7.6 — RNA polimerase: Nos tripanosomatideos, a transcri¢ao € realizada
por, pelo menos, trés RNAs polimerases, onde as RNA polimerase | e Il séo
responsaveis, respectivamente, pela transcricdo de RNAs ribossomais (rRNA)
e RNAs transportadores (tRNA). Por sua vez, a RNA polimerase Il ¢é
responsavel pela transcricio de genes codificantes para proteinas
(KISSINGER, 2006; PAPADOPOULOU et al., 2003; STUART et al., 2008).
Neste trabalho, associadas a esse EC number, temos duas proteinas
anotadas como DNA-directed RNA polymerase | largest subunit, uma DNA-
directed RNA polymerase Ill largest subunit e uma RNA polymerase IIA

largest subunit.

2.7.11.1 — Serinaltreonina quinase: Essas enzimas catalisam a fosforilagéo
de grupos OH dos aminoacidos serina ou treonina. Elas também atuam na
homeostase celular e em vias de sinalizacdo com a habilidade de fosforilar
fatores de transcricdo e reguladores do ciclo celular (CAPRA et al., 2006;
PARSONS et al., 2005). A Unica proteina associada a esse EC number, esta

anotada como serine/arginine-rich protein specific kinase SRPK.

3.1.2.6 — Hidroxiacilglutationa hidrolase: Um dos produtos dessa reagao de
hidrélise € a glutationa, que esta relacionada a protecdo nos processos de
defesa antioxidante do parasito (ERCOLANI et al., 2016). Associadas a esse
EC number, encontramos duas proteinas anotadas como

hydroxyacylglutathione hydrolase.

3.1.3.48 — Tirosina fosfatase: Estd diretamente associada a cascatas de
sinalizagdo transmembrana. Elas atuam nos processos de desfosforilagao,
removendo grupos fosfato de varios aminoacidos como, por exemplo, tirosina,
serina e treonina. Além de regularem a sinalizagao intracelular ativada pelas
proteinas quinases ativadas por mitdogenos (MAPK, do inglés, Mitogen
Activated Protein Kinases) e por fatores de estresse também estdo

relacionadas a modulagao da progressao de algumas etapas do ciclo celular
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atuando sobre as ciclinas dependentes de quinases (BRENCHLEY et al.,
2007; GARG; GOYAL, 2015; WHITMARSH; DAVIS, 2000). Duas proteinas
estdo associadas a esse EC number, neste trabalho, ambas anotadas como

dual specificity protein phosphatase.

* 6.2.1.45 (6.3.2.19) — Enzima ativadora da ubiquitina: Essa relacionada ao
processo de degradagcdo de proteinas desnaturadas pelo complexo
proteassoma além de atuarem no reparo de DNA, progressao do ciclo celular,
endocitose e apoptose (DE DIEGO et al., 2001; KIRCHHOFF et al., 1988).

Um dos recursos do Cytoscape € a possibilidade de selecionarmos nés especificos
da rede e gerarmos um sub-grafo a partir dessa selecdo. Isso é particularmente util
quanto queremos analisar com mais detalhes regides especificas de interesse
biolégico da rede, eliminando outras interacdes que poderiam confundir a
visualizacdo dos elementos de interesse. Selecionamos entdo trés conjuntos de
proteinas associadas aos EC numbers: 2.7.1.40, 2.7.7.6 e 3.1.3.48 e montamos uma

nova rede, que pode ser vista na FIGURA 20.

Esses EC numbers foram escolhidos por estarem ligados aos mecanismos de
variabilidade genética do T. cruzi: RNA polimerase, quinase e fosfatase. Destaca-se
nessa sub-rede o fato de que tanto as proteinas quinases quanto as fosfatases
estarem ligadas a todas as RNA polimerases. Inclusive as fosfatases estabelecem,
além de interacao fisica, interacdo de reacgao. A informagao do tipo de interagao que

as quinases estabelecem com as RNA polimerases nao esta disponivel no STRING.

Aqui cabe ressaltar que a variabilidade genética dos tripanossomatideos esta
relacionada a adaptacao do parasita ao seu hospedeiro vertebrado e invertebrado e

pode contribuir para a diversidade genética do parasita e sua taxa de infectividade.
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pyruvate kinase 2

DNA-directed RNA polymerase lli
largest subunit

DNA-directed RNA polymerase |
largest subunit

pyruvate kinase 2

RNA polymerase IIA largest\subunit ‘

DNA-directed RNA polymerase |
largest subunit

dual specificity protein phosphatase .
dual specificity protein‘phosphatase

FIGURA 20: Sub-rede gerada a partir da selecdao das proteinas associadas aos EC
numbers 2.7.1.40, 2.7.7.6 e 3.1.3.48. As cores dos elementos sdo as mesmas empregadas
na FIGURA 19.

Mais dois exemplos de destaques de sub-redes podem ser vistos nas FIGURAS 21
e 22. Em ambas selecionamos os primeiros vizinhos de duas das proteinas
utilizadas na construgao original da rede. Em relagdo a primeira, cujo Gene id é
TCSYLVIO 006124, e estda anotada como proteina hipotética, podemos perceber
que todas as suas interagdes sdo com proteinas anotadas como RNA polimerases.
Vale ressaltar nesta representagao que as proteinas anotadas como RNA polimerase
| e Il apresentam diversas interconexdes, enquanto as descritas como RNA
polimerase Il interagem diretamente apenas com a proteina hipotética. Além disso,
essa proteina possui regulagdo da expressado positiva para RNA e negativa para
proteina e quando analisamos as suas interagdes conhecidas, todas sdo do tipo

fisico e modificacdo poés-traducional. Interagdes ocorridas apds a traducdo podem



87

indicar uma ativagao pos-traducional, o que explicaria a diferenca de regulacao entre

o RNA e a proteina.

DNA-directed RNA polymerase |
largest subunit

DNA-directed RNA polymerase |

largest subunit .
DNA-directed RNA polymerase llI

largest subunit

DNA-directed RNA polymerase |
largest subunit

RNA polymerase IlA largest subunit

DNA-directed RNA polymerase Il
largest subunit
hypothetical protein

RNA polymerase IlA largest subunit

RNA polymerase IlA largest subunit
DNA-directed RNA polymerase |
largest subunit

DNA-directed RNA polymerase |

largest subunit :
DNA-directed RNA polymerase |

largest subunit

FIGURA 21: Interacado estabelecidas pela proteina de gene id TCSYLVIO_ 006124, uma das
utilizadas na geracdo da rede original. Todas as suas interagbes sdo com proteinas
anotadas como RNA polimerase e ela serve como mediadora nas interagcdes entre aquelas

identificadas como RNA polimerase lll e as identificadas como RNA polimerase | € II.

Ja a FIGURA 22 foi obtida isolando-se a proteina que ndo aparece no componente
principal da rede, cujo gene id é TCSYLVIO 006143 e também anotada como
proteina hipotética. Quando analisamos a sua vizinhanca, percebemos que todas as
proteinas estdo associadas ou a montagem de clatrinas ou sdo adaptinas, que, junto
com as clatrinas atuam na formacao de vesiculas de transporte. As clatrinas estéao
bem caracterizadas no T. cruzi (KALB et al., 2014, 2016) e existem indicios de que
as vesiculas mediadas por elas possam estar associadas a infectividade desse

organismo (GARCIA-SILVA et al., 2014). Tal informagao é consistente com o fato de
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que a proteina hipotética ligada a essa vizinhanga apresenta regulagéo positiva tanto

para RNA quando para proteina.

Avancando na utilizacdo dos estilos, partimos para a integracdo dos dados
bioldgicos com o0s resultantes da analise realizada pelo NetworkAnalyzer.
Consideramos aqui apenas trés métricas, dentre as disponiveis: o grau (degree), a
centralidade de intermediacdo (betweenness centrality) e o coeficiente de

agrupamento (clustering coefficient).

clathrin assembly sigma-adaptin
protein complex 4

mu-adaptin 1

clathrin assembly sigma-adaptin
protein complex 4

\

clathrin coat assembly protein AP19

mu-adaptin

1557

adaptin-rel

FIGURA 22: Interacao estabelecidas pela proteina de gene id TCSYLVIO_006143, uma das
utilizadas na geracdo da rede original. Todas as suas interagbes s&o com proteinas
adaptinas ou entdo associadas a montagem de clatrinas, ambos elementos atuantes na

formacéao de vesiculas de transporte.

Os grafos presentes na FIGURAS 23, 24 e 25 sdo reformatagdes daquele
apresentado na FIGURA 19, com a diferenga que agora estamos destacando as

informagdes de grau, centralidade de intermediacédo e coeficiente de agrupamento
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para cada um dos nds. Quanto maior o icone do nd, maior o valor correspondente a

cada uma dessas meétricas.

Tamanho do né

Degree ——————— =%

Dados de regulagao de expressao génica

icone do no Regulagao da expressao

<> rna pos/ptn neg
A rna pos/ptn pos

EC:2.7.1.40

EC:2.7.1.40

EC:2.7.7.6

EC:2.7.7.6

RG2F TS EC:2.7.7.6

EC:3.1.3.48

EC:3.1.3.48

<
EC:6.3.2.19
EC:2.7.11.1

EC:6.3.2.19

EC:3.1.2.6

EC:3.1.2.6

FIGURA 23: Rede de interacbes de proteinas construida no Cytoscape a partir dos

dados gerados pelo site do STRING, visualmente reformatada segundo informacdes

dos dados de enriquecimento funcional alimentados na rede, com destaque aqui para

associacao entre o grau do né e o tamanho do seu icone. As cores dos nés

correspondem aos EC numbers. A legenda foi gerada através do recurso de criagao

de legendas do proéprio Cytoscape, editada digitalmente e adicionada posteriormente

a imagem.
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EC:3.1.2.6

0
Bet: ntrality -
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[ ]

EC:3.1.3.48
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©

EC:6.3.2.19
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FIGURA 24: Rede de interagbes de proteinas construida no Cytoscape a partir dos
dados gerados pelo site do STRING, visualmente reformatada segundo informagdes
dos dados de enriquecimento funcional alimentados na rede, com destaque aqui para
associacao entre a centralidade de intermediacdo do n6é e o tamanho do seu icone.
As cores dos nés correspondem aos EC numbers. A legenda foi gerada através do
recurso de criacdo de legendas do proprio Cyfoscape, editada digitalmente e

adicionada posteriormente a imagem.

As métricas de grau e intermediagdo estdo entre os chamados “indicadores de

centralidade”, que estdo entre os conceitos mais estudados nas analises de redes



91

(BORGATTI, 2005). Em relagao essas métricas existem evidéncias de que, apesar
de estarem conceitualmente relacionadas, suas medidas podem ser distintas
(VALENTE et al., 2008). Isso fica claro ao compararmos as FIGURAS 23 e 24, em
que as proteinas associadas aos EC numbers 2.7.7.6 e 6.3.2.19 apresentam

diferengas visiveis, 0 mesmo nao ocorrendo com as associadas ao 3.1.3.48.

Existem também evidéncias de que, do ponto de vista biolégico, inclusive por
representar uma meétrica que considera a rede como um todo, a medida da
intermediacdo tenha um papel mais relevante que a de grau, podendo inclusive
representar indicios de como a rede de interagdes evoluiu com o tempo (JOY et al.,
2005).

Um indicio do papel da medida da intermediagao no entendimento da importancia da
proteina para o organismo pode ser verificado ao se analisar esse valor para as
duas proteinas associadas ao EC number 3.1.3.48, anotadas como dual specificity
protein phosphatase. Além do destaque visual nas figuras, ao consultarmos o valor
dessa métrica na tabela de dados da rede, verificamos que € terceiro maior valor
entre todas as medidas de intermediacdo da rede inteira (que possui 4.839
proteinas). Também é o oitavo maior valor de grau. Ou seja, essa proteina é a oitava
com maior numero de conexdes na rede e também a terceira em numero de
intermediacbes de menores caminhos na rede, resumindo, ela ocupa uma posicao
privilegiada na topologia da rede e pode, inclusive, ser utilizada na conexao de
processos bioldgicos em agrupamentos funcionais distintos na rede, fato que condiz

com a importancia do papel das fosfatases na biologia do T. cruzi.

Por fim, utiizamos a FIGURA 25 para destacar a medida do coeficiente de
agrupamento. Apesar de, isoladamente, essa métrica ndo ser determinante quanto a
caracterizagao de agrupamentos na rede, ela nos da pistas de potenciais grupos. No
caso especifico de nossa rede, ela reforca a analise efetuada anteriormente, a partir
da FIGURA 22, indicando grupos de proteinas associadas a producao de vesiculas

de transporte.
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FIGURA 25: Rede de interagbes de proteinas construida no Cytoscape a partir dos
dados gerados pelo site do STRING, visualmente reformatada segundo informacoes
dos dados de enriquecimento funcional alimentados na rede, com destaque aqui
para associagdo entre o coeficiente de agrupamento do ndé e o tamanho do seu
icone. As cores dos nés correspondem aos EC numbers. A legenda foi gerada
através do recurso de criacdo de legendas do proprio Cytoscape, editada

digitalmente e adicionada posteriormente a imagem.
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5 CONCLUSAO

Com o propdsito de desenvolver e implementar uma metodologia de integracao de
dados 6micos em uma rede de interagédo proteina-proteina, ao longo deste trabalho
desenvolvemos uma metodologia computacional que associou a utilizagdo de dados
do banco STRING v.10, a um outro conjunto de dados, gerados pelo grupo
Informatica de Biossistemas e Gendmica, oriundos de projetos que envolveram a
analise e aquisicdo de informagdes provenientes da analise massiva de RNA e

proteinas.

Ao final do processo, obtivemos um conjunto de procedimentos e ferramentas
utilizaveis no tratamento e integracdo dos dados disponiveis em redes bioldgicas.
Nos atemos ao desenvolvimento e implementacdo de uma metodologia que fosse
plenamente reprodutivel, com detalhamentos relacionados a sua execugado e
inclusdo de todos os codigos utilizados. Ainda pensando em sua reprodutibilidade,
todas as ferramentas utilizadas nesse trabalho sdo distribuidas sob licenca de
software livre, 0 que permite a sua utilizagdo sem restricdes. Foram desenvolvidos
11 scripts e 3 programas, cujos codigos estdo disponiveis nessa dissertagdo. Por
fim, a metodologia foi pensada em formato modular, com passos estanques,
caracteristica que permite que trechos especificos da metodologia sejam aplicadas a
outras situagdes, organismos e dados, com alteragdes minimas. Pelo seu carater
modular, trechos especificos dessa metodologia podem ser adaptadas para atender

a outras demandas similares de tratamento de dados.

Foram geradas duas redes principais, uma com dados oriundos da consulta a
pagina web do STRING, contendo 70 nds e 529 arestas, e a outra construida a partir
dos dados de todas as interacdes de proteinas disponiveis no banco de dados do
STRING, contendo 4.839 nés e 129.030 arestas. A andlise da distribuicdo de graus
dos nds da rede nos apontou que elas podem ser classificadas na categoria livre de
escala, o que é um dos indicios que caracteriza uma rede biologica. Integramos a
RIPP dados de regulagdo funcional, EC number e tipo de interagdo entre as
proteinas, que associados a estrutura organizacional e a métricas especificas (grau,

intermediacao e coeficiente de correlagdo) nos forneceram um cenario propicio ao
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destaque, mediante estilos de formatagao visual, de caracteristicas subjacentes ao

conjunto de dados de entrada.

Os resultados obtidos demonstraram que a metodologia utilizada cumpriu a contento
0 seu papel, permitindo ndo s6 a organizagdo dos dados como a emerséo de novas
informagdes que ndo se encontravam disponiveis inicialmente, tais como
agrupamentos funcionais e métricas demonstrativas da importancia de proteinas,

tudo isso gracas ao carater agregador e integrador das redes.

Separacgéo das proteinas nao pertencentes
a familias multigénicas e um
representante de cada familia

v

37 proteinas

<

BLAST contra proteinas
disponiveis no STRING

-<

22 proteinas

-

Busca por proteinas com
interagao no STRING

-<

4 proteinas

<

Incluséo dos
primeiros vizinhos

87 protcy

FIGURA 26: Esquema apresentando a variacao do volume de

dados ao longo do processamento. As sucessivas filtragens
reduzem gradualmente os dados disponiveis, até 0 momento da
construgao da rede com a adigdo dos primeiros vizinhos, quando

o valor aumenta novamente.
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Tal emersdo de dados apresenta-se evidente quando analisamos a variagao do
volume de dados ao longo dos processamentos efetuados, conforme ilustrado na
FIGURA 26. Nela percebe-se que o0s sucessivos procedimentos reduzem
gradativamente a quantidade de proteinas disponiveis para analise, até o momento
em que elas sdo pesquisadas no banco de dados de redes. La € possivel
acrescentar os seus primeiros vizinhos, que ndo eram parte dos dados originais,
mas, conforme discutido neste estudo, possuem importancia biolégica e servem

para melhor caracterizar as fung¢des bioldgicas do organismo.

A partir dai, concluimos entdo que a mineragdo de novas informagdes biologicas
funcionais a partir dos dados ja existentes € uma caracteristica de destaque na
utilizacao de redes de interagdo como instrumento de analise de dados de diferentes
fontes. Isso ganha especial importancia quando consideramos que a estratégia do
uso de redes viabiliza um novo olhar estratégico sobre a pesquisa cientifica da
atualidade que via de regra esta centrada no estudo de componentes individuais e
nao no aspecto sistémico das interagcdes de um organismo. Tendo este prisma
direcionando nossos estudos, fica evidente que o potencial de integracdo de dados
bioldgicos de diferentes fontes (genoma, transcriptoma e proteoma) tem o potencial
de trazer a luz e/ou gerar novas hipoteses sobre aspectos ainda obscuros da
biologia de tripanossomatideos que representam os principais agentes de doencgas
negligenciadas, abrindo perspectivas para novas pesquisas utilizando dados ja

disponiveis em bancos de dados publicos.
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APENDICES

APENDICE 1 — Conteudo do arquivo de_proteins _common_results-non-multigene-
one_multigene-only_gene_ids.tsv que contém a relacdo dos gene ids utilizados no
BLAST de consulta ao STRING.

Gene _id

TCSYLVIO_000604
TCSYLVIO_001905
TCSYLVIO_002420
TCSYLVIO_002437
TCSYLVIO_008205
TCSYLVIO_009320
TCSYLVIO_009850
TCSYLVIO_009378
TCSYLVIO_010762
TCSYLVIO_000562
TCSYLVIO_009900
TCSYLVIO_008058
TCSYLVIO_004013
TCSYLVIO_004114
TCSYLVIO_010859
TCSYLVIO_006635
TCSYLVIO_001125
TCSYLVIO_008689
TCSYLVIO_006124
TCSYLVIO_001850
TCSYLVIO_000129
TCSYLVIO_000362
TCSYLVIO_000575
TCSYLVIO_002521
TCSYLVIO 002797
TCSYLVIO 004793
TCSYLVIO_006143
TCSYLVIO_006144
TCSYLVIO_006746
TCSYLVIO_011104
TCSYLVIO_006674
TCSYLVIO_006975



TCSYLVIO_007621
TCSYLVIO_007701
TCSYLVIO_007917
TCSYLVIO_008159
TCSYLVIO_011072
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APENDICE 2 - Programa blast-extract-info.pl, utilizado para extrair diversas

informagdes do resultado do BLAST.
#!/usr/bin/perl

use Bio::SearchIO;
use Getopt::Long;

my (Sinblast, Soutfile);
my Susage = "\n$0 -i blast file -o output file\n\n";

GetOptions ('i=s' => \$inblast, 'o=s' => \S$outfile);

if (!S$inblast or !Soutfile) { die Susage;}

if (! -e $inblast) {die "\nCannot find file: $seg\n\n";}
open (OUT ,">Soutfile");

my $Sin = new Bio::SearchIO(-format => 'blast', -file =>
"Sinblast") ;

print OUT "Query name\tQ.length (pb) \tQ.range\tSubject
name\tS.length (pb) \tS.range\tCoverage
length\tCoverage\tExtension\tIdentity\tSimilarity\n";

while (my $result = $in->next result) ({
if (Sresult->num hits == 0) {
print OUT Sresult->query name, "\t", Sresult-
>query length, "\t", "No hits found\n---------- \n";
}

else {
my Scount = 0;
while (my Shit = Sresult->next hit) {
Scount++;
Scount2=0;
my Shspcount=0;

while (my Shsp = Shit->next hsp) {
Scount2++;
$query length = S$result->query length;
@query coords = Shsp->range ('query');
$hit length = S$hit->length;
@hit coords=S$hsp->range('hit');
$coverage length=abs ($query coords[1l]-
$query coords[0]);
$coverage percentage=Scoverage length/Squery length;
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Sextension percentage=$query length/Shit length;

print OUT Sresult->query name,"\t", $Squery length,"\t",
$query coords[0],"-",Squery coords[1l],"\t",Shit->name, "\t",
$hit length,"\t",Shit coords[0],"-",$hit coords[1],"\t",
Scoverage length,"\t",int (Scoverage percentage*100),"%\t",int (
Sextension percentage*100),"%\t", int (Shsp-
>frac identical*100),"%\t",int (Shsp->frac conserved*100),
"$\n";

last if (Scount2 == Shspcount) ;

}

last if (Scount == SnumHits) ;

print ot "-\————————— \nn;
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APENDICE 3 - Conteudo do arquivo tcruzi_proteins from TcruziSylvioX10-vs-353153.protein.sequences.v10-best_hits.tsv, com
0s best hits do BLAST utilizados como entrada da busca no STRING, aqui representado na forma de quadro para melhor

visualizagao do conteudo.

Query name Q.lzgg;]th Q.range Subject name S'l(?;?th S.range Cclgl:;?e Coverage Extension Identity Similarity
TCSYLVIO_010762 232 1-232 353153.XP_805059.1 543 125-356 231 99% 42% 90% 94%
TCSYLVIO_008689 259 1-259 353153.XP_806860.1 377 119-377 258 99% 68% 91% 95%
TCSYLVIO_004793 835 1-835 353153.XP_817126.1 835 1-835 834 99% 100% 98% 99%
TCSYLVIO_004114 610 1-607 353153.XP_809273.1 1003 1-622 606 99% 60% 90% 92%
TCSYLVIO_007621 490 1-490 353153.XP_804170.1 543 54-543 489 99% 90% 94% 96%
TCSYLVIO_009850 268 1-268 353153.XP_807130.1 342 1-268 267 99% 78% 91% 94%
TCSYLVIO_001850 514 1-514 353153.XP_811157.1 619 106-619 513 99% 83% 98% 99%
TCSYLVIO_004013 298 17-295 353153.XP_803308.1 284 1-279 278 93% 104% 90% 92%
TCSYLVIO_006124 308 1-308 353153.XP_820940.1 766 459-766 307 99% 40% 98% 99%
TCSYLVIO_002420 576 1-576 353153.XP_810255.1 576 1-576 575 99% 100% 95% 96%
TCSYLVIO_008205 314 1-314 353153.XP_808883.1 446 1-314 313 99% 70% 94% 96%
TCSYLVIO_006975 291 1-291 353153.XP_805953.1 358 2-292 290 99% 81% 93% 95%
TCSYLVIO_000604 209 1-209 353153.XP_808829.1 3520 533-741 208 99% 5% 93% 94%
TCSYLVIO_011104 200 1-200 353153.XP_805061.1 920 362-560 199 99% 21% 93% 96%
TCSYLVIO_002521 421 1-421 353153.XP_807213.1 421 1-421 420 99% 100% 98% 98%
TCSYLVIO_000129 518 1-518 353153.XP_807157.1 518 1-518 517 99% 100% 97% 98%
TCSYLVIO_001905 333 1-333 353153.XP_816569.1 333 1-333 332 99% 100% 96% 98%
TCSYLVIO_008058 505 1-505 353153.XP_819384.1 737 233-737 504 99% 68% 92% 95%
TCSYLVIO_009378 476 1-476 353153.XP_811516.1 476 1-476 475 99% 100% 98% 99%
TCSYLVIO_006143 1259 1-1259 353153.XP_807687.1 1461 211-1461 1258 99% 86% 96% 97%
TCSYLVIO_002437 644 1-644 353153.XP_803464.1 644 1-644 643 99% 100% 97% 98%
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APENDICE 4 - Conteudo do arquivo tcruzi_proteins-string_id-regulation.tsv, que
apresenta a associagao da regulacdo de RNA/proteina com o STRING id, aqui

representado na forma de quadro para melhor visualizagdo do conteudo.

Subject name Regulation
353153.XP_803464.1 rna down/ptn down
353153.XP_805059.1 rna down/ptn down
353153.XP_807130.1 rna down/ptn down
353153.XP_808829.1 rna down/ptn down
353153.XP_808883.1 rna down/ptn down
353153.XP_810255.1 rna down/ptn down
353153.XP_811516.1 rna down/ptn down
353153.XP_816569.1 rna down/ptn down
353153.XP_819384.1 rna down/ptn down
353153.XP_803308.1 rna down/ptn up
353153.XP_806860.1 rna down/ptn up
353153.XP_809273.1 rna down/ptn up
353153.XP_811157.1 rna up/ptn down
353153.XP_820940.1 rna up/ptn down
353153.XP_804170.1 rna up/ptn up
353153.XP_805061.1 rna up/ptn up
353153.XP_805953.1 rna up/ptn up
353153.XP_807157 .1 rna up/ptn up
353153.XP_807213.1 rna up/ptn up
353153.XP_807687.1 rna up/ptn up
353153.XP_817126.1 rna up/ptn up
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APENDICE 5 — Programa em awk que faz a unido, na mesma linha, de todos os

tipos de interacdo relacionadas a cada uma das ligagdes entre proteinas da rede.

#!/usr/bin/awk -f

SR i
Nome: split proteins actions.awk

Descricdo: separa os tipos de interacdo presentes no
arquivo tcruzi proteins-string interactions-
actions unified.tsv em colunas distintas e pré-
definidas.

split proteins actions.awk <arquivo com tipos de interacdo>

# #
# #
# #
# #
# #
# #
# #
# #
# Utilizacdo: i
# #
# #
# #
# Este cbdigo pode ser utilizado livremente desde que seja #
# citada a fonte. E pode ser incorporado a outros cédigos, #
# desde que esses também sejam disponibilizados livremente. #
# #
# #

G

BEGIN {
FS=" \t"
}

{

if (Sl1=="Interaction") {

# Impress&o do Cabecalho

print
"Interaction\tBinding\tReaction\tCatalysis\tExpression\tActiva
tion\tPTMod"

} else {

# Conjunto de condicionais para procurar cada um dos tipos
de interacéo

# e armazend-los em variadveis distintas

if ($2 ~ "binding") {

bi = "binding"

} else {

bi — mwwn

}

if ($2 ~ "reaction") {
re = "reaction"
} else {
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re = "n

}

if ($2 ~ "catalysis") {
ca = "catalysis"

} else {

ca = ""

}

if ($2 ~ "expression") {
ex = "expression"
} else {

ex = """

—

if ($2 ~ "activation") {
ac = "activation"
} else {

—

print $l"\t"bi"\t"re"\t"ca"\t"ex"\t"ac"\t"pt

}
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APENDICE 6 -

actions_unified.tsv, que apresenta a associacao entre as interagdes e todos os tipos

Conteudo do arquivo ftcruzi proteins-string_interactions-
associados a elas, aqui representado na forma de quadro para melhor visualizagao

do conteudo.

Interaction

Action

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1

binding

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1

binding reaction

353153.XP_818985.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_813966.1

binding reaction

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1 binding
353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding reaction

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_816734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_820958.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819691.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_813863.1

binding catalysis reaction

353153.XP_804193.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_804855.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_819681.1 binding
353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1 binding




353153.XP_810205.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1 binding
353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1 binding
353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1 binding

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

activation binding expression

353153.XP_808084.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_819882.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_805045.1

binding reaction

353153.XP_813201.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

binding

353153.XP_804043.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_811029.1

binding

353153.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

3531563.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_809667.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding

3531563.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_805045.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1

binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1

binding reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1 binding
353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding reaction

353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_816734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1

binding catalysis ptmod reaction
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353153.XP_804100.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding binding reaction

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

3531563.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_818899.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_818899.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_810582.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

3531563.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding

353153.XP_804193.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

3531563.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_819882.1

binding catalysis reaction

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

3531563.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding
353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1 binding
353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1 binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding
353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_804855.1 binding
353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1 binding

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_810582.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1 binding
353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1 binding

353153.XP_810582.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding
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353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_818985.1

binding

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding

353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_814190.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_813445.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_819681.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1 binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_813863.1

binding catalysis reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_821624.1

binding reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1

binding

353153.XP_810168.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_819681.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_820503.1

binding

353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding

353153.XP_808084.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_811185.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_819691.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_805045.1

binding catalysis ptmod reaction
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353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding

3531563.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_809183.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1

binding

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding

353153.XP_810582.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_820334.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_820503.1

activation binding expression

353153.XP_811185.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1 binding
3531563.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding
353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding reaction

353153.XP_819691.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_809018.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_814190.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding reaction

353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1

binding

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1

binding

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_802575.1

binding
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353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_813966.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_819820.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding
353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_804975.1 binding
353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_811029.1 binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_816734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_807687.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding

353153.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_810582.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_810168.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1 binding
353153.XP_807687.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1 binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1 binding
353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1 binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_818899.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

activation binding expression

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_820202.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_819820.1

binding

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1 binding
353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_821488.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1 binding
3531563.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding

353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_813201.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction
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353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding
353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
3531563.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1 binding

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_802575.1

activation binding ptmod

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1 binding
353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding
353153.XP_804100.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1 binding

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_816734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1

binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_818122.1

binding reaction

353153.XP_818985.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1

binding

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_819691.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_811185.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1

binding reaction

3531563.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_804975.1

activation binding ptmod

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_817146.1

binding

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_813966.1

binding reaction

353153.XP_810168.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding reaction

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_818899.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_818826.1

binding reaction

3531563.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_804100.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

115



3531563.XP_811202.1 (interacts with) 353153.XP_807157.1

binding

353153.XP_804193.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1

binding

353153.XP_809183.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813445.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_814190.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_818985.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

activation binding ptmod

353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813966.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_804043.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding reaction

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_810168.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_805045.1

binding reaction

353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_813863.1

binding catalysis reaction

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1 binding
353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1 binding
353153.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_805045.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction
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353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813966.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

3531563.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_820627.1 (interacts with) 353153.XP_807157.1 binding
353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding
353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_810205.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1

binding

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_802575.1

binding

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1 binding
353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_818985.1 (interacts with) 353153.XP_816312.1 binding
353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1 binding

353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

3531563.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_804975.1

binding

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_818826.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

3531563.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_811029.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1

binding reaction

353153.XP_811029.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding expression

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1 binding

353153.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding
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353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_804193.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding

353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_814190.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1

binding

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_813966.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_819681.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_817266.1

binding

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_813863.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_809183.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_819820.1

binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding reaction

353153.XP_808659.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding catalysis reaction

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding reaction

353153.XP_804043.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding reaction

3531563.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_802575.1

binding

353153.XP_809183.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_804975.1

binding

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_802255.1

binding reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

3531563.XP_813700.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_810205.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_808084.1

binding reaction

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_818122.1

binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding
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353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_804855.1

binding

353153.XP_809667.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813201.1 (interacts with) 353153.XP_809018.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_819691.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_804855.1

activation binding ptmod

3531563.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_811029.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

3531563.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1 binding
353153.XP_808659.1 (interacts with) 353153.XP_803300.1 binding
353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_820503.1 binding

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_819882.1

binding catalysis reaction

3531563.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding

353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_805045.1

binding reaction

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_819882.1

binding catalysis reaction

3531563.XP_814552.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_821488.1

binding

353153.XP_811185.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_811485.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_811029.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_818122.1

binding reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_818122.1

binding reaction

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_814744.1

binding reaction

353153.XP_806042.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821226.1 (interacts with) 353153.XP_804127.1

binding catalysis reaction

353153.XP_820202.1 (interacts with) 353153.XP_814734.1

binding catalysis reaction
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3531563.XP_813966.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1

binding reaction

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_820940.1 (interacts with) 353153.XP_802241.1

binding catalysis ptmod reaction

353153.XP_812569.1 (interacts with) 353153.XP_811485.1

binding reaction

353153.XP_820334.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_810205.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding reaction

353153.XP_814744.1 (interacts with) 353153.XP_812569.1

binding reaction

353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_802575.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1 binding
353153.XP_814775.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1 binding

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_814190.1

binding catalysis reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_814552.1

binding reaction

353153.XP_808659.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding

353153.XP_819882.1 (interacts with) 353153.XP_813863.1

binding catalysis reaction

353153.XP_806008.1 (interacts with) 353153.XP_804975.1 binding
353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_811029.1 binding
353153.XP_809667.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1 binding

353153.XP_813863.1 (interacts with) 353153.XP_813201.1

binding catalysis reaction

353153.XP_813106.1 (interacts with) 353153.XP_811157.1 binding
353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1 binding
353153.XP_813445.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding

353153.XP_814734.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_817266.1 (interacts with) 353153.XP_802485.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_809667.1

binding reaction

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_819820.1 binding
353153.XP_814190.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding
353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1 binding
353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1 binding
353153.XP_818899.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1 binding

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_810582.1

binding reaction

353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_813106.1

binding

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_804855.1

binding

353153.XP_820503.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

activation binding expression

353153.XP_816734.1 (interacts with) 353153.XP_807687.1

binding

353153.XP_808084.1 (interacts with) 353153.XP_804193.1

binding

353153.XP_821624.1 (interacts with) 353153.XP_804100.1

binding reaction

353153.XP_814609.1 (interacts with) 353153.XP_813700.1

binding reaction

353153.XP_817146.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding

353153.XP_821488.1 (interacts with) 353153.XP_814775.1

binding
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353153.XP_818122.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding

353153.XP_818826.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding reaction

353153.XP_811126.1 (interacts with) 353153.XP_810205.1

binding reaction

353153.XP_811157.1 (interacts with) 353153.XP_808659.1

binding reaction

353153.XP_816312.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding

353153.XP_820958.1 (interacts with) 353153.XP_813445.1

binding catalysis reaction

353153.XP_804100.1 (interacts with) 353153.XP_802147.1

binding

353153.XP_819681.1 (interacts with) 353153.XP_814609.1

binding reaction

353153.XP_810205.1 (interacts with) 353153.XP_810168.1

binding reaction

353153.XP_819691.1 (interacts with) 353153.XP_804043.1

binding reaction

353153.XP_819820.1 (interacts with) 353153.XP_811126.1

binding

353153.XP_809018.1 (interacts with) 353153.XP_806042.1

binding catalysis reaction

353153.XP_821800.1 (interacts with) 353153.XP_806008.1

binding
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APENDICE 7 — Programa split_string_proteins_details.awk, utilizado para extrair

diversas informacgdes do resultado do BLAST.

#!/usr/bin/awk -f

G
Nome: split string proteins details.awk

# #
# #
# #
# Descricdo: reestrutura o arquivo de anotacdes de proteinas #
# gerado na aba "Tables / Exports" do STRING v.10 #
# (opcdo "... protein annotations"), colocando a #
# proteina na primeira coluna, a sua anotacdo #
# funcional na segunda e cada um dos nomes ou #
# informacdes associadas na terceira, uma i
# informacdo por linha. #
# #
# Utilizacdo: i
# #
# split string proteins details.awk <arquivo de anotacdes> #
# #
# #
# #
# #
# #

Este cdédigo pode ser utilizado livremente desde que seja
citada a fonte. E pode ser incorporado a outros cdédigos,
desde que esses também sejam disponibilizados livremente.

G o

BEGIN {
FS="\t"
# Imprime a linha do cabegalho
print "string id\tfunctional annotation\tprotein info"

}
{

# Condicional para eliminar o cabecalho original
if (substr($1,1,1) != "#") {
# Quebra o campo com a lista de proteinas,gerando um array
split (substr($0, index($0,$5)),aliases,"\t")
# Condicional executada para cada elemento do array
for (id in aliases)
print $2"\t"$4"\t"aliases[id]
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APENDICE 8 — Conteudo do arquivo fcruzi proteins-string_proteins_annotations-
ec_numbers.tsv, que relaciona as proteinas presentes na rede ao seu EC number,
caso exista uma associacdo. O arquivo esta representado na forma de quadro para

melhor visualizacao do conteudo.

string_id functional_annotation protein_info
353153.XP_804043.1 dual specificity protein phosphatase EC:3.1.3.48
353153.XP_804170.1 surface protease GP63 EC:3.4.24.36
353153.XP_805059.1 surface protease GP63 EC:3.4.24.36
353153.XP_806008.1 hypothetical protein EC:6.3.2.19
353153.XP_808084.1 DNA-directed RNA polymerase | largest subunit EC:2.7.7.6
353153.XP_809667.1 DNA-directed RNA polymerase | largest subunit EC:2.7.7.6
353153.XP_811202.1 pyruvate kinase 2 EC:2.7.1.40
353153.XP_812569.1 RNA polymerase IlA largest subunit EC:2.7.7.6
353153.XP_816312.1 hypothetical protein EC:6.3.2.19
353153.XP_816569.1 cysteine peptidase C (CPC) EC:3.4.22.-
353153.XP_818575.1 hydroxyacylglutathione hydrolase EC:3.1.2.6
353153.XP_818985.1 serine/arginine-rich protein specific kinase SRPK EC:2.7.11.1
353153.XP_819691.1 DNA-directed RNA polymerase lll largest subunit EC:2.7.7.6
353153.XP_820171.1 hydroxyacylglutathione hydrolase EC:3.1.2.6
353153.XP_820627.1 pyruvate kinase 2 EC:2.7.1.40
353153.XP_821800.1 dual specificity protein phosphatase EC:3.1.3.48
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APENDICE 9 — Conteudo do arquivo fcruzi proteins-string_proteins_annotations-
ec_numbers_details.dat, contendo os detalhes de cada um dos EC numbers
encontrados na rede. Para reduzir a quantidade de linhas a serem exibidas neste
trabalho (2520 no arquivo original), foram retiradas as informagdes de referéncia

cruzada com o Swiss-Prot.

ID 2.7.11.1
DE Non-specific serine/threonine protein kinase.
AN Protein phosphokinase.

AN Protein serine kinase.

AN Protein serine-threonine kinase.
AN Protein-serine kinase.

AN Serine kinase.

AN Serine protein kinase.

AN Serine (threonine) protein kinase.
AN Serine-specific protein kinase.
AN Serine/threonine protein kinase.

AN Threonine-specific protein kinase.
CA ATP + a protein = ADP + a phosphoprotein.

cc -!- This is a heterogeneous group of serine/threonine protein kinases
cC that do not have an activating compound and are either non-specific
cc or their specificity has not been analyzed to date.

cC -!- Formerly EC 2.7.1.37 and EC 2.7.1.70.

PR PROSITE; PDOC00100;

//

ID 2.7.1.40

DE Pyruvate kinase.

AN Phosphoenol transphosphorylase.
AN Phosphoenolpyruvate kinase.
CA ATP + pyruvate = ADP + phosphoenolpyruvate.

CcC -!- UTP, GTP, CTP, ITP and dATP can also act as donors.

cC -!- Also phosphorylates hydroxylamine and fluoride in the presence of
cC CO(2).

PR PROSITE; PDOC00101;

//

ID 2.7.7.6

DE DNA-directed RNA polymerase.

AN DNA-dependent RNA polymerase.

AN RNA nucleotidyltransferase (DNA-directed).
AN RNA polymerase I.

AN RNA polymerase ITI.

AN RNA polymerase III.

CA Nucleoside triphosphate + RNA (n) = diphosphate + RNA (n+l).

cc -!- Catalyzes DNA-template-directed extension of the 3'-end of an RNA
CcC strand by one nucleotide at a time.

ccC -!- Can initiate a chain de novo.

cC -!- In eukaryotes three forms of the enzyme have been distinguished on
cc the basis of sensitivity of alpha-amanitin, and the type of RNA
cC synthesized.

cC -!- See also EC 2.7.7.19 and EC 2.7.7.48.

PR PROSITE; PDOC00106;
PR PROSITE; PDOC00410;
PR PROSITE; PDOC00411;
PR PROSITE; PDOC00790;
PR PROSITE; PDOC00854;
PR PROSITE; PDOC00855;
PR PROSITE; PDOC00856;
PR PROSITE; PDOC00889;
PR PROSITE; PDOC00896;
!/



ID
DE
AN
CA
CA
cc
cC
//
ID
DE
AN
AN
CA
cc
cC
PR

ID
DE
AN
AN
CA
CA
CF
cC
cc
cC
cc
cC
cc
cC
cc
PR
//

DE
//
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3o1:2,6

Hydroxyacylglutathione hydrolase.

Glyoxalase II.

S-(2-hydroxyacyl)glutathione + H(2)0O = glutathione + a 2-hydroxy
carboxylate.

-!- Also hydrolyzes S-acetoacetylglutathione, more slowly.

-!- Formerly EC 3.1.2.8.

3.1.3.48

Protein-tyrosine-phosphatase.

Phosphotyrosine phosphatase.

PTPase.

Protein tyrosine phosphate + H(2)0 = protein tyrosine + phosphate.

—-!- Dephosphorylates O-phosphotyrosine groups in phosphoproteins, such as
the products of EC 2.7.10.2.

PROSITE; PDOC00323;

3.4.24.36

Leishmanolysin.

Glycoprotein gp63.

Promastigote surface endopeptidase.

Preference for hydrophobic residues at Pl and P1l' and basic residues at

P2' and P3'. A model nonapeptide is cleaved at -Ala-Tyr-|-Leu-Lys-Lys-.

Ca(2+); Zn(2+).

-!- A membrane-bound glycoprotein found on the promastigote of various
species of Leishmania protozoans.

-!- Contains consensus sequence for a zinc binding site; Z-Tyr-Leu-NHOH
is a strong inhibitor.

-!- The enzyme can activate its proenzyme by cleavage of the 100-
Val-|-Val-101 bond.

-!- An acidic pH optimum is found with certain protein substrates.

-!- Belongs to peptidase family MS8.

PROSITE; PDOC00129;

60302,1Y
Transferred entry: 2.3.2.23, 2.3.2.27 and 6.2.1.45.
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APENDICE 10 — Conteudo do arquivo fcruzi proteins-string_proteins_annotations-
functional_annotation.tsv, gerado na secdo 3.7.4, e que contém as anotacdes
funcionais de todas as proteinas presentes na rede, aqui representado na forma de

quadro para melhor visualizagao do conteudo.

string_id

functional_annotation

353153.XP_802143.1

hypothetical protein

353153.XP_802147.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_802241.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_802255.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_802485.1

hypothetical protein

353153.XP_802575.1

protein kinase

353153.XP_803300.1

branch point binding protein

353153.XP_803308.1

hypothetical protein

353153.XP_803464.1

lysosomal/endosomal membrane protein p67

353153.XP_804043.1

dual specificity protein phosphatase

353153.XP_804100.1

RNA polymerase IIA largest subunit

353153.XP_804127.1

clathrin coat assembly protein AP19

353153.XP_804170.1

surface protease GP63

353153.XP_804193.1

RNA polymerase IlA largest subunit

353153.XP_804855.1

protein kinase

353153.XP_804975.1

protein kinase

353153.XP_805045.1

DNA-directed RNA polymerase Il largest subunit

353153.XP_805059.1

surface protease GP63

353153.XP_805953.1

metacaspase

353153.XP_806008.1

hypothetical protein

353153.XP_806042.1

mu-adaptin 4

353153.XP_806860.1

UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase

353153.XP_807130.1

lipase

353153.XP_807157.1

actin interacting protein-like protein

353153.XP_807213.1

hypothetical protein

353153.XP_807687.1

hypothetical protein

353153.XP_808084.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_808659.1

hypothetical protein

353153.XP_808883.1

trans-sialidase

353153.XP_809018.1

clathrin coat assembly protein AP19

353153.XP_809183.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_809273.1

hypothetical protein

353153.XP_809667.1

DNA-directed RNA polymerase | largest subunit

353153.XP_810168.1

U2 small nuclear ribonucleoprotein B

353153.XP_810205.1

spliceosome-associated protein
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353153.XP_810255.1

hypothetical protein

353153.XP_810582.1

splicing factor 3A

353153.XP_811029.1

branch point binding protein

353153.XP_811126.1

hypothetical protein

353153.XP_811157.1

RNA-binding protein

353153.XP_811185.1

snoRNP protein gar1

353153.XP_811202.1

pyruvate kinase 2

353153.XP_811485.1

RNA-binding protein

353153.XP_811516.1

amino acid transporter

353153.XP_812569.1

RNA polymerase IIA largest subunit

353153.XP_813106.1

hypothetical protein

353153.XP_813201.1

mu-adaptin 4

353153.XP_813445.1

clathrin coat assembly protein

353153.XP_813700.1

small nuclear ribonucleoprotein Sm-F

353153.XP_813863.1

beta-adaptin 4

353153.XP_813966.1

nucleolar RNA-binding protein

353153.XP_814190.1

beta-adaptin

353153.XP_814552.1

small nuclear ribonucleoprotein Sm-F

353153.XP_814609.1

hypothetical protein

353153.XP_814734.1

clathrin assembly sigma-adaptin protein complex 4

353153.XP_814744.1

splicing factor 3B subunit 1

353153.XP_814775.1

hypothetical protein

353153.XP_816050.1

hypothetical protein

353153.XP_816312.1

hypothetical protein

353153.XP_816569.1

cysteine peptidase C (CPC)

353153.XP_816734.1

mu-adaptin 1

353153.XP_817126.1

hypothetical protein

353153.XP_817146.1

hypothetical protein

353153.XP_817266.1

hypothetical protein

353153.XP_818122.1

U2 small nuclear ribonucleoprotein B

353153.XP_818575.1

hydroxyacylglutathione hydrolase

353153.XP_818826.1

RNA-binding protein

353153.XP_818899.1

mu-adaptin 1

353153.XP_818985.1

serine/arginine-rich protein specific kinase SRPK

353153.XP_819384.1

trans-sialidase

353153.XP_819681.1

splicing factor 3A

353153.XP_819691.1

DNA-directed RNA polymerase Il largest subunit

353153.XP_819820.1

hypothetical protein

353153.XP_819882.1

clathrin coat assembly protein

353153.XP_820171.1

hydroxyacylglutathione hydrolase

353153.XP_820202.1

beta-adaptin 1

353153.XP_820334.1

beta-adaptin
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353153.XP_820503.1

hypothetical protein

353153.XP_820627.1

pyruvate kinase 2

353153.XP_820940.1

hypothetical protein

353153.XP_820958.1

clathrin assembly sigma-adaptin protein complex 4

353153.XP_821226.1

adaptin-related protein-like

353153.XP_821488.1

hypothetical protein

353153.XP_821624.1

PRP8 protein homologue

353153.XP_821800.1

dual specificity protein phosphatase
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APENDICE 11 — Fluxograma resumido de todas as etapas de tratamento dos dados integrados no Cytoscape. As cores indicam a

categoria de cada um dos elementos, segundo a legenda ao lado do fluxograma.

O Origem dos dados

Processamento de dados

‘ Resultado de processamento

Dado para o Cytoscape
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APENDICE 12 - Contetdo do arquivo de estilo t.cruzi-ec_number-expression-

interaction.xml, utilizado na

formatacéo da rede apresentada na FIGURA 19.

<?xml version="1.0" encoding="UTF-8" standalone="yes"?>
<vizmap documentVersion="3.0" id="VizMap-2017 05 27-18 21">
<visualStyle name="t.cruzi-ec-expression-interaction">

<network>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

</network>

<node>

name="NETWORK NODE SELECTION" default="true"/>
name="NETWORK SCALE FACTOR" default="1.0"/>
name="NETWORK DEPTH" default="0.0"/>
name="NETWORK HEIGHT" default="400.0"/>
name="NETWORK CENTER X LOCATION" default="0.0"/>
name="NETWORK WIDTH" default="550.0"/>
name="NETWORK TITLE" default=""/>

name="NETWORK BACKGROUND_ PAINT" default="#FFFFFF"/>
name="NETWORK CENTER Y LOCATION" default="0.0"/>
name="NETWORK SIZE" default="550.0"/>
name="NETWORK CENTER Z LOCATION" default="0.0"/>
name="NETWORK EDGE SELECTION" default="true"/>

<dependency name="nodeCustomGraphicsSizeSync" value="true"/>
<dependency name="nodeSizeLocked" value="true"/>

<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

default="org.cytoscape.ding.

Graphics 1,"/>
<visualProperty

default="C,C,c,0.00,0.00"/>
<visualProperty

default="org.cytoscape.ding.

Graphics 1,"/>
<visualProperty

default="C,C,c,0.00,0.00"/>
<visualProperty

name="NODE LABEL POSITION" default="N,S,c,0.00,0.00"/>
name="NODE DEPTH" default="0.0"/>

name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 8" default="50.0"/>
name:"NODE_CUSTOMGRAPHICS_5"
customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove

name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 2"

name="NODE CUSTOMGRAPHICS 8"
customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove

name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 9"

name="NODE BORDER WIDTH" default="0.0">

<discreteMapping attributeType="string" attributeName="Regulation">
<discreteMappingEntry value="5.0" attributeValue="rna up/ptn

down" />
<discreteMappingEntry value="5.0" attributeValue="rna up/ptn
Up"/>
</discreteMapping>
</visualProperty>
<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS 9"

default="org.cytoscape.ding

Graphics 1,"/>
<visualProperty
<visualProperty

default="org.cytoscape.ding.

Graphics 1,"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

.customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove

name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 3" default="50.0"/>
name="NODE CUSTOMGRAPHICS 2"
customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove

name="NODE TOOLTIP" default=""/>
name="NODE SELECTED" default="false"/>
name="NODE X LOCATION" default="0.0"/>
name="NODE CUSTOMPAINT 6"

default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 6, name=Node Custom

Paint 6)"/>
<visualProperty

name="NODE_CUSTOMPAINT 2"

default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 2, name=Node Custom

Paint 2)"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

name="NODE SIZE" default="25.0"/>
name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 9" default="50.0"/>
name="NODE PAINT" default="#787878"/>
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<visualProperty name="NODE CUSTOMPAINT 7"
default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 7, name=Node Custom
Paint 7)"/>

<visualProperty name="NODE VISIBLE" default="true"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMPAINT 4"
default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 4, name=Node Custom
Paint 4)"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS 3"
default="org.cytoscape.ding.customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove
Graphics 1,"/>

<visualProperty name="NODE SELECTED PAINT" default="#FFFFO00"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 5" default="50.0"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 1"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS 7"
default="org.cytoscape.ding.customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove
Graphics 1,"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 3"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE LABEL FONT SIZE" default="10"/>

<visualProperty name="NODE HEIGHT" default="30.0"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS 6"
default="org.cytoscape.ding.customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove
Graphics 1,"/>

<visualProperty name="NODE LABEL WIDTH" default="200.0"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMPAINT 1"
default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 1, name=Node Custom
Paint 1)"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 5"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE BORDER TRANSPARENCY" default="255"/>

<visualProperty name="NODE Z LOCATION" default="0.0"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMPAINT 5"
default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 5, name=Node Custom
Paint 5)"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 6" default="50.0"/>

<visualProperty name="COMPOUND NODE SHAPE" default="ROUND RECTANGLE"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 6"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS 1"
default="org.cytoscape.ding.customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove
Graphics 1,"/>

<visualProperty name="NODE SHAPE" default="ELLIPSE">

<discreteMapping attributeType="string" attributeName="Regulation">
<discreteMappingEntry value="DIAMOND" attributeValue="rna
up/ptn down"/>
<discreteMappingEntry value="TRIANGLE" attributeValue="rna
up/ptn up"/>
</discreteMapping>

</visualProperty>

<visualProperty name="NODE LABEL TRANSPARENCY" default="255"/>

<visualProperty name="NODE LABEL COLOR" default="#333333"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 7"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE LABEL FONT FACE"
default="Dialog.plain,plain,12"/>

<visualProperty name="NODE Y LOCATION" default="0.0"/>

<visualProperty name="NODE TRANSPARENCY" default="255"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 1" default="50.0"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 8"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE WIDTH" default="70.0"/>

<visualProperty name="NODE FILL COLOR" default="#CCCCCC">

<passthroughMapping attributeType="string"
attributeName="ec number color"/>
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</visualProperty>

<visualProperty
<visualProperty

name="COMPOUND NODE PADDING" default="10.0"/>
name="NODE CUSTOMPAINT 3"

default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 3, name=Node Custom

Paint 3)"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

name="NODE BORDER_PAINT" default="#000000"/>
name="NODE BORDER STROKE" default="SOLID"/>
name="NODE CUSTOMPAINT 9"

default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 9, name=Node Custom

Paint 9)"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

default="org.cytoscape.ding.

Graphics 1,"/>
<visualProperty

name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 4" default="50.0"/>
name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 7" default="50.0"/>
name="NODE CUSTOMGRAPHICS 4"
customgraphics.NullCustomGraphics, 0, [ Remove

name="NODE LABEL" default="">

<passthroughMapping attributeType="string"

attributeName="ec number"/>

</visualProperty>

<visualProperty name="NODE CUSTOMGRAPHICS POSITION 4"
default="C,C,c,0.00,0.00"/>

<visualProperty name="NODE NESTED NETWORK IMAGE VISIBLE"
default="true"/>

<visualProperty name="NODE CUSTOMPAINT 8"

default="DefaultVisualizableVisualProperty (id=NODE CUSTOMPAINT 8, name=Node Custom

Paint 8)"/>
<visualProperty
</node>
<edge>

name="NODE CUSTOMGRAPHICS SIZE 2" default="50.0"/>

<dependency name="arrowColorMatchesEdge" value="false"/>

<visualProperty

default="Dialog.plain,plain,

<visualProperty
default="#000000"/>
<visualProperty
default="#FFFF00"/>
<visualProperty
<visualProperty
default="#FFFFOO"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
default="#000000"/>
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty
<visualProperty

name="EDGE LABEL FONT FACE"
10"/>
name="EDGE TARGET ARROW UNSELECTED PAINT"

name="EDGE SOURCE ARROW SELECTED PAINT"

name="EDGE TOOLTIP" default=""/>
name="EDGE TARGET ARROW SELECTED PAINT"

name="EDGE_LABEL" default=""/>
name:"EDGEisOURCEiARRowisHAPE" default="NONE" />
name="EDGE TRANSPARENCY" default="200"/>
name="EDGE BEND" default=""/>

name="EDGE SELECTED PAINT" default="#FF0000"/>
name="EDGE WIDTH" default="1.0"/>

name="EDGE SOURCE ARROW UNSELECTED PAINT"

name="EDGE UNSELECTED PAINT" default="4#404040"/>
name="EDGE SELECTED" default="false"/>

name="EDGE CURVED" default="true"/>
name="EDGE_STROKE SELECTED PAINT" default="#FF0000"/>
name="EDGE LINE TYPE" default="SOLID">

<discreteMapping attributeType="string"

attributeName="interaction">

<discreteMappingEntry value="SOLID" attributeValue="pp"/>
<discreteMappingEntry value="LONG_ DASH" attributeValue="pd"/>
</discreteMapping>

</visualProperty>

<visualProperty name="EDGE VISIBLE" default="true"/>
<visualProperty name="EDGE TARGET ARROW SHAPE" default="NONE"/>
<visualProperty name="EDGE PAINT" default="#323232"/>
<visualProperty name="EDGE LABEL FONT SIZE" default="10"/>
<visualProperty name="EDGE LABEL WIDTH" default="200.0"/>
<visualProperty name="EDGE LABEL TRANSPARENCY" default="255"/>

<visualProperty

name="EDGE STROKE UNSELECTED PAINT" default="#CCCCCC">
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<discreteMapping attributeType="string" attributeName="Actions">

<discreteMappingEntry value="#3130E4"
catalysis reaction"/>

<discreteMappingEntry value="#00D2D8"
reaction"/>

<discreteMappingEntry value="#00CC00"
expression"/>

<discreteMappingEntry value="#FFAA00"
attributeValue="binding"/>

<discreteMappingEntry value="#006666"
attributevValue="activation binding expression"/>

<discreteMappingEntry value="#990099"
attributevValue="activation binding ptmod"/>

<discreteMappingEntry value="#FF9AC3"
catalysis ptmod reaction"/>

</discreteMapping>
</visualProperty>

attributeValue="binding
attributeValue="binding

attributeValue="binding

attributeValue="binding

<visualProperty name="EDGE LABEL COLOR" default="#333333"/>

</edge>
</visualStyle>
</vizmap>
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ANEXO

ANEXO 1 - Artigo publicado, que utilizou parte da metodologia construida neste
trabalho. O artigo, na integra, encontra-se nas paginas seguintes. Ele também esta
disponivel em http://www.mdpi.com/1422-0067/18/2/371.

Immunoinformatics Features Linked to Leishmania Vaccine

Development: Data Integration of Experimental and In Silico Studies

Rory C. F. Brito, Frederico G. Guimaraes, Jodo P. L. Velloso, Rodrigo Corréa-

Oliveira, Jeronimo C. Ruiz, Alexandre B. Reis and Daniela M. Resende

(This article belongs to the Special Issue Reverse Vaccinology)
Abstract

Leishmaniasis is a wide-spectrum disease caused by parasites from Leishmania
genus. There is no human vaccine available and it is considered by many studies as
apotential effective tool for disease control. To discover novel antigens, computational
programs have been used in reverse vaccinology strategies. In this work, we
developed a validation antigen approach that integrates prediction of B and T cell
epitopes, analysis of Protein-Protein Interaction (PPl) networks and metabolic
pathways. We selected twenty candidate proteins from Leishmania tested in murine
model, with experimental outcome published in the literature. The predictions for
CD4+ and CD8+ T cell epitopes were correlated with protection in experimental
outcomes. We also mapped immunogenic proteins on PPl networks in order to find
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways associated with
them. Our results suggest that non-protective antigens have lowest frequency of
predicted T CD4+ and T CD8+ epitopes, compared with protective ones. T CD4+ and
T CD8+ cells are more related to leishmaniasis protection in experimental outcomes
than B cell predicted epitopes. Considering KEGG analysis, the proteins considered
protective are connected to nodes with few pathways, including those associated

with ribosome biosynthesis and purine metabolism.

Keywords: immunoinformatics; epitope prediction; pathways; protein—protein

interaction networks; reverse vaccinology; leishmaniasis
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Abstract: Leishmaniasis is a wide-spectrum disease caused by parasites from Leishmania genus.

There is no human vaccine available and it is considered by many studies as apotential effective tool
for disease control. To discover novel antigens, computational programs have been used in reverse
vaccinology strategies. In this work, we developed a validation antigen approach that integrates
prediction of B and T cell epitopes, analysis of Protein-Protein Interaction (PPI) networks and
metabolic pathways. We selected twenty candidate proteins from Leishmania tested in murine model,
with experimental outcome published in the literature. The predictions for CD4* and CD8* T cell
epitopes were correlated with protection in experimental outcomes. We also mapped immunogenic
proteins on PPI networks in order to find Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathways associated with them. Qur results suggest that non-protective antigens have lowest
frequency of predicted T CD4* and T CD8* epitopes, compared with protective ones. T CD4* and T
CD8" cells are more related to leishmaniasis protection in experimental outcomes than B cell predicted
epitopes. Considering KEGG analysis, the proteins considered protective are connected to nodes
with few pathways, including those associated with ribosome biosynthesis and purine metabolism.

Keywords: immunoinformatics; epitope prediction; pathways; protein-protein interaction networks;
reverse vaccinology; leishmaniasis

1. Introduction

Leishmaniasis is a wide-spectrum disease caused by parasites from Leishmania genus. It is
prevalent in Americas, Europe, Africa and Asia. Overall, human infection is caused by at least 20

Int. . Mol. Sci. 2007, 18, 371; doi:10.3390/ ijms18020371 www.mdpi.com/journal/ijms
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species whose vectors are phlebotomine sandflies [1]. Although being considered by many studies one
of the best possible alternatives for this disease control, there is no human vaccine available [2].

In the advent of reverse vaccinology, in the latest years, a great effort has been made by
bioinformaticians in order to provide epitopes predictors programs. Currently, it is possible to
scan entire genomes searching for immunogenic epitopes and then select promising proteins for
vaccine development. The bottleneck in this workflow analysis is the validation of predictions for
protozoan parasites. Many predictors are available for B cells, T CD4* cells and T CD8" cells epitopes
and subcellular localization. They are valuable in a pre-screening evaluation for vaccine targets and
searching for diagnostic markers.

The building of protein-protein interaction (PPI) networks may give some insights to understand
the biological role of these targets, and so might be a valuable asset in vaccine development. These
networks are constituted by nodes that correspond to proteins, connected by edges, representing the
interactions between two connected proteins. With PPI networks, we can have an overview of protein
relationships and notice those with high connections (also referred as “hubs”). Hub proteins tend to
have essential role in the parasite metabolism and might be good candidates to vaccinal and drug
target [3,4].

To support Leishmania vaccine research, we developed an approach that integrates prediction of
B and T cell epitopes, analysis of PPI networks and metabolic pathways. With the aim of validating
this methodology, we selected Leishmania proteins tested as vaccine candidates in murine model,
with experimental outcome (EO) published in the literature. After predicting epitopes in the selected
proteins using specific computational programs, we correlated the predictions for T CD4* and T CD8*
cells with protection in EQ. Finally, we mapped the immunogenic proteins on PPI networks in order to
find Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways associated with them.

2. Results

2.1. Leishmania Proteins Dataset Selection

Through the use of text mining technics from Pubmed website that included, but was not restricted
to, categorization and entity extraction, we were able to identify and select 20 proteins from six different
Leishmania species that were used in studies aiming the vaccine development against these parasites.

It is important to highlight that, for each one of those proteins, a specific MySQL ID was assigned
to link GI accession number and TriTrypDB specific ID. Based on the results published, the EO was
categorized into: (a) “no protection” (nine proteins); (b) “partial protection” (five proteins); and
(c) “protection” (six proteins). The accession numbers of these proteins are depicted in Table 1.

2.2. Epitope and Subcellular Localization Predictions

With the purpose of selecting potential immunogenic epitopes in the selected experimental dataset,
Structured Query Language (SQL) statements were used. The results obtained in terms of number of
predicted binding Major Histocompatibility Complex (MHC) class [ and II epitopes, B cell epitopes
and subcellular locations are detailed in Table 2. Interestingly, the majority of the proteins within the
“protection” group were predicted as extracellular and the proteins belonging to “no protection” group
were predicted as located in nuclear and cytoplasmic compartments.
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Table 1. Selected candidate antigens from dermatotropic and visceratropic Leishmania species to leishmaniasis vaccine development. Proteins in literature tested in
mice model were selected randomly.

. - . NCBI Experimental
Leishanariia Geographic Specie Candidate Antigen Function MySQL ID Sequence Animal Outcome Reference
Tropism Area A " Indicati
cession ndicative
Thiol-specific-antioxidant (TSA) Tryparedoxin peroxidase LbrM.15.1080 gi 154334618 mice No protection [5]
L. brazilinensis LeiF Leishmania pulative eukaryotic initiation factor LbrM.25.0580 gi 154338682 mice No protection [5]
LACK Leishmania homolog of receptors for activated C-kinase LbrM.28.2950 gi 154340729 mice Tartial protection [5]
New world T4 nuclease partial Endonudease activity Al6600 £i 29165287 No protection [6]
L amazonensis Cysteine proteinase Cysteine-type peptidase activity A22180 gi30142572 Tartial protection [71
Dermatotropic S HSP20 Heat shock protein A38570 gi 513044565 No protection [8]
Leishmani . GP46 Membrane glycoprotein Apd110 gi 159321 Protection @]
ishinania species

L. mexicana GF63 Metalloendopeptidase activity LmxM.10.0465 gi 401416782 Protection [10]
LmTSI Stress-induced protein stil LmjF08.1110 gi 68124434 Protection [11]
GP63 Metalloendopeptidase activity LmjE10.0470 gi 157865341 Protection [17]
L i PSA 2 Promastigote surface antigen protein 2 LmjE12.1000 gi 68124979 No protection [13]
Old woald - major TSA Thiokspecificantioxidani—Tryparedoxin peroxidase  LmjF151080  gi 68125473 No protection [14]
Histone H1 DNA binding LmjF27.1190 £i 4008565 No protection [15]
LACK Leishmunin homolog of receptors for activated C-kinase LmjF282740 gi 157872022 TPartial protection [16]
H2A DNA binding Lin]21.1160 gi 339898105 No protection [17]
; LiCY1 Peptidylprolyl isomerase Lin]25.0940 i 146083699 Partial protection [18]
Viscerotrapic New world L. infontuns Histone H1 DNA binding Lin]27.1070 i 78146500 No protection [19]
Leistunania species CcrC Cysteine-ty pe peptidase activity Lin].29.0860 gi 146092987 Protection [20]
. NH36 Hydrolase activity LdBPK_181570.1 gi 19667561 Tartial protection [21]

0ld world L. donovani . o T 3 _ A B N
A2 Amastigote-spedific protein—stress response protein LdBPK_220560.1 gi 12382244 mice Protection [22]
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Table 2. Number of binding Major Histocompatibility Complex (MHC) epitopes, B cell epitopes and subcellular localization predicted by different

computational programs.

Prediction of Binding MHC Epitopes

Prediction of B Cells Epitopes

Prediction of Subcelular

MySQLID Binding MHC Class I Epitopes Binding MHC Class 11 Epitopes AAPIZ BCPrediz BepiPred EO1 vl
NetMHC NetCTL NetMHCII

LbrM.15.1080 7 74 132 97 32 1 No protection cyt
LbrM.25.0580 6 31 121 75 23 2 No protection cyt
LbrM.28.2950 14 67 298 130 15 2 Partial protection nuc
Aloesld 4 18 63 21 9 2 No protection cyt
AZ22180 15 105 403 214 65 14 Partial protection ext
A38570 10 46 146 52 0 5 No protection ext
AB4110 28 149 739 193 20 10 Protection ext
LmxM.10.0465 31 196 747 302 91 36 Protection ext
LmjF.08.1110 29 177 369 291 79 16 Protection cyt
LmijE10.0470 27 177 668 317 52 19 Protection pla
LmijE12.1000 23 100 475 220 102 12 No protection ext
LmjE15.1080 9 77 199 81 35 5 No protection cyt
LmjE27.1190 1 27 8 20 20 2 No protection nuc
LmjE282740 16 64 301 172 18 7 Partial protection nuc
Lin].21.1160 5 52 130 33 30 2 No protection nuc
Lin].25.0940 8 26 116 98 a9 2 Partial protection cyt
Lin].27.1070 1 36 53 80 58 2 No protection nuc
Lin].29.0860 21 99 331 201 85 4 Protection ext
LdBPK_181570.1 14 89 356 161 63 2 Partial protection ext
LdBPK_220560.1 35 159 669 200 165 12 Protection pla

TEQ = Experimental outcome.
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Specifically regarding the epitopes capacity to bind MHC class I, MHC class Il and epitopes for B
cell activation, considering a path from “no protection” to “protection” groups, a gradual increase of
the number of predicted epitopes for T cells and B cells was observed.

2.3. Predicted Epitopes and Experimental Outcome Correlation

To evaluate the possible association between the number of predicted epitopes (NPE) for B
and T cells, and the EO of selected proteins, the following consensus predictions were produced:
(a) prediction for T CD8* epitopes obtained from NetMHC and NetCTL; and (b) prediction for B cell
epitopes obtained from AAP12, BCPred12 and BepiPred. The consensus predictions were obtained
overlapping identical predictions made by different methodologies.

To graphically depict the results, Box Plots and Correspondence Maps (CM) approaches were
applied to visualize the potential associations determined through Spearman r and Chi-square distance,
respectively. Firstly, the disease (leishmaniasis) was stratified into cutaneous leishmaniasis (CL) and
visceral leishmaniasis (VL) and the EO of antigens from Leishmania that cause CL and VL were
correlated with NPE (Figure 1a). Regarding VL analyses, significant correlation was observed only
with EO and predicted epitopes for CD8" T cells (p < 0.05) (data not shown). On the other hand, for
CL analyses, it was cbserved significant correlation between EO and NPE for T CD4*, T CD8* and
B cells, as shown in Figure 1a. After that, analyses were performed concerning the disease without
any stratification. As can be observed from Figure 1b (NPE and EQ correlation for T CD4*, T CD8*
and B cells), a significant correlation exists between NPE specific to CD4* and CD8* T cells with
r=0.752/p < 0.05 and r = 0.793/p < 0.05. In addition, a weak association with B cell predicted epitopes
(r=0.515/p < 0.05) was cbserved. In other words, non-protective antigens have lowest frequency of
predicted T CD4* and T CD8" epitopes, compared with protective ones.In regards to CM analysis
(Figure 1c), considering the adopted variables (antigens EO versus NPE for T and B cells), the grouping
outcome, which is related with data correlation, shows the same strong association above mentioned
for leishmaniasis with no stratification.

As the last analysis layer used to validate data correlation, the Chi-square results confirmed
the significant association between EO and the predicted epitopes for T CD4* and T CD8*, p < 0.05
(Tables S1 and S2) and the weak one between EQ and predicted epitopes for B cells (p < 0.05, see
Table S3).

2.4. Number of Alleles (NA) and Experimental Outcome (EC) Correlation

To hypothesize possible reasons linked with vaccine success or failure, an evaluation of
allele-specific affinity (MHC I and II) was investigated. As illustrated in Figure 2a, the amounts
of epitopes binding MHC haplotype 4 (BALB/c MHC alleles) and haplotype b binders (C57BL/6
MHC alleles) identified in the “protection” group were superior to those ones identified in the “no
protection” group. In summary, our results indicate that epitopes for MHC class I and Il haplotype b
and d are more frequent in the success antigens tested for vaccine development. In addition, a detailed
analysis in which MHC class I and II haplotypes were individually investigated revealed a strong
association between NPE from MHC class I haplotype d and EO (p < 0.05 and r = 0.855) that is not
observed for MHC class Il haplotype 4 and b.
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Figure 1. Correlation analysis: (a) Box plots of the relationships between T CD4*, T CD8* and B cell epitopes and experimental outcome of candidate antigens taking
into account cutaneous leishmaniasis (CL); (b) box plots of the relationships between T CD4*, T CD8" and B cell epitopes and experimental outcome of candidate
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classified in “protection” and “no protection” groups; and (b) box plot of the relationships between
CD4" and CD8* T cell epitopes and experimental outcome of candidate antigens.

2.5. Mapping Immunogenic Proteins on Pretein-Protein Interaction Networks (PPI Networks)

We chose Cytoscape to model PPInetworks using data from STRING v.10. Figure 3a presents these
networks, annotated according to their related KEGG pathways. Analyses of enriched pathways are
shown in Figure 3b, according to their False Discovery Rate. Considering the “no protection” group, the
most common pathways found were: ribosome (58 genes involved), glutathione metabolism (17 genes),
RNA degradation (15 genes), protein processing in endoplasmic reticulum (15 genes), peroxisome
(sixgenes) and homologous recombination (sevengenes). On the other hand, for “protection” group,
we identified pathways as ribosome (195 genes involved), metabolic pathways (12 genes), purine
metabolism (sixgenes) and protein processing in endoplasmic reticulum (seven genes). Interestingly,
target proteins from “no protection” group are connected with nodes from many different pathways.
In contrast, we observed that proteins of the “protection” group are connected to nodes of few
pathways. Thus, there is a strong negative correlation (r = —8.55) between the number of connected
pathways and EO of the selected proteins (Figure 3c).
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Figure 3. Immunogenic proteins mapped in Protein-Protein Interaction (PPI) networks:

(a) PPI networks constructed starting with the target proteins (“no protection” and “partial
protection/ protection”) represented by triangles and specific pathways associated with each node
(circles) using KEGG database. (b) Analysis of KEGG enriched pathways was performed by False
Discovery Rate. For both “no protection” and “partial protection/protection”, the bar shows the
fold-enrichment of the pathways. (¢) Significant correlation between number of pathways connected
with the target proteins of “no protection” and “partial protection/protection” groups (p = 0.007).
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3. Discussion

Nowadays, many computational methodologies have been described for epitope predictions of
bacterial, fungal and others microorganisms. For protozoan (specifically Leishmania species), there are
not strong and validated platforms to identify promising antigens for Leishmania vaccines [23]. Herein,
we developed a sturdy and complete platform with potential of identifying candidates for vaccines
against leishmaniasis. This platform integrates prediction of B and T cell epitopes, analysis of PPI
networks and signaling pathways.

The first step was to select the input antigens to validate the platform. In this concern, we did
an extensive search in the literature regarding antigens tested in murine model. It was difficult to
categorize the 20 selected antigens for this work because there is a lack of consensus concerning
the model, challenge inoculum, mechanisms of protective immunity (response induction, parasite

burden reduction), so there is no standardization to appoint if a vaccine indicates protection or not [24].

We tried to choose proteins with no interference of adjuvant since it can entirely modify the antigen
response [25].

Regarding the platform validation, we performed the epitope mapping using ad-hoc algorithms.
Our results suggest that antigens with more predicted epitopes for T CD4* and T CD8" cells could be
associated with protection in EQ. In this regard, our results revealed that there are strong correlation and
association between predicted epitopes and the EO. The inertia values show the powerful association
between the variables. The CM dimension 1 represents the highest inertia allowing the interpretation
of the results in the first dimension. T CD4* and T CD8* predicted epitopes versus EO show higher
inertia values when compared to B cells predicted epitopes emphasizing that epitopes for CD4" and
CD8" T cells are crucial for Leishimania vaccines success. We used all available human and mouse
alleles to restrict the epitopes allowing enhance the assertive prediction. This analysis is useful to
identify conserved epitopes that can bind various alleles of MHC appointing for rare and promising
epitopes. The in silico analyses and in vivo validation of epitopes demonstrates that some algorithms
may be important tools for the identification of epitopes, and consequently of immunogenic proteins.
The algorithm NetCTL version 1.2 makes prediction of peptide-MHC class I binding, proteasomal C
terminal cleavage, both using artificial neural networks, and TAP transport efficiency using weight
matrix. The tree predictions are then integrated [26]. Another predictor also used for MHC class I
binding peptides was NetMHC version 3.0. It predicts binding of peptides to different HLA alleles
using artificial neural networks and weight matrices. For peptide-MHC class II binding prediction
NetMHCII, version 1.0, was used. It predicts binding of peptides to 14 different HLA-DR alleles,
including human and mouse, using position specific weight matrices [27]. To perform B-cell epitopes
predictions, we used only methods that predict continuous epitopes. We used first BepiPred, version
1.0, that predicts linear B-cell epitopes using a combination of Hidden Markov model and a propensity
scale method [28]. Then we used BCPREDS server comprising the AAP12 and BCPred12 predictors.
The first one is based on the finding that B-cell epitopes favor particular amino acid pair, and it was
trained using support vector machine classifier. The second uses subsequence kernel trained using
support vector machine classifiers with 701 linear B-cell epitopes, extracted from Beipep database,
and 701 non-epitopes, randomly extracted from SwissProt sequences [29-31]. Finally, we used WoLF
PSORT predictor, which is an amino acid sequence predictor of subcellular localization sites of proteins.
It uses known sorting signal motifs and some correlative sequence features [32]. The integration of
these predictors could reveal proteins that are secreted or presented in parasite membrane, capable of
eliciting B and T cells responses.

Herrera-Najera etal. [33] performed a large-scale prediction of T cell epitopes in the whole genome
of L. majer, obtaining 26 potential epitopes through prediction consensus. Fourteen of them revealed
to be immunogenic epitopes that were capable to stimulate T cells to produce IEN-y. Other studies
employing computational predictions in specific Leishmania proteins have shown that itis quite possible
to use combined algorithms in epitopes searching that could be validated by in vivo experiments [34].
Duarte et al. [35] developed a combined epitope prediction platform in order to investigate T CD8*
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epitopes in 63 L. braziliensis proteins, demonstrating a cytotoxic activity of some predicted epitopes in
Leishmania infected mice. Recently, in silico methods for linear epitope predictions (NetMHC, NetCTL,
and NetMHCII) were combined with molecular modeling to identify potential epitopes in the whole
L. braziliensis proteome. Therefore, the pipeline was validated based on stimulation of human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) proliferation. The results obtained after the in vitro
assays showed that six of ten selected epitopes could be classified as potentially immunogenic [36].

The role of B cell epitopes still hasroom for discussion since there is no consensus if
immunoglobulins could be associated with resistance or susceptibility in leishmaniasis [37,38]. On the
other hand, our results demonstrate a correlation between protection and specific B cell epitopes.
In this context, we suggest that an effective vaccine should have epitopes capable of eliciting a strong
T cell response and B cells too. In addition to the epitopes for B cells and MHC class I and II, another
important feature is the subcellular localization of the antigen. It is known that extracellular Leishmania
proteins are more immunogenic and considered better targets for vaccine development [39,40]. This fact
is indeed corroborated by our findings that show the majority of the antigens from “protection group”
are linked with extracellular compartmentalization. In silico approaches have limitations regarding the
proteome annotation (e.g., the data of L. amazonensis used in this work) and the large number of linear
epitopes. Nevertheless, our results of epitope prediction indicate a higher assertive and successful
prediction, so it can be a useful approach for vaccine development against leishmaniasis.

To better understand the biological importance of vaccine candidates, we proposed the use of PP1
networks enriched with KEGG pathways information. It is well known that some proteins are essential
for specific biological processes of Leishinania spp. [41,42]. In this context, we proposed to analyze
antigen pathways through modeled PPI and its relation with protection and no protection of vaccine
candidates after challenging with infective Leishmania parasites. Our analyses showed that many of
the selected antigens do not have any KEGG pathway associated to them, but, instead, are connected
to proteins that are part of some pathway. Pathways associated with ribosome biosynthesis, purine
metabolism and metabolic processes are present in “protection” group networks. Ribosome related
proteins were considered relevant molecules during infection, since in some circumstances they can
modulate cell activities and cytokine release. Many works associated these pathways to immune
response [43]. Cordeiro-Da-Silva and collaborators in 2001 characterized a Leishmania major gene
considered to be homologous to the mammalian ribosomal protein S3a. This ribosomal protein
can be found in many other Leishmania species such as L. infantum, L. amazonensis, and L. mexicana.
The article authors suggested that this protein could participate in the Th1/Th2 immune response
balance during leishmaniasis [44]. Soto and collaborators in 1993 using sera from dogs affected
by visceral leishmaniasis identified high antigenic Leishinania acidic ribosomal proteins, also called
P-type proteins [45]. Another work by Soto and cellaberators in 2000 showed that intraperitoneal
administration in BALB/ ¢ mice of the acidic ribosomal protein LiP2a, without adjuvants, elicited a
strong humoral response and was capable of stimulating production of IEN-vy in cultured splenocytes
from LiP2a-immunized mice [46]. Our findings also match with results obtained in the secretome of
L. donovani, where the majority of virulent proteins (secreted proteins) belong mainly to metabolic and
biosynthesis processes [47]. To check the importance of some proteins related to metabolic process,
Leishmania knocked-out for protein kinases and phosphatases possible involved in parasite metabolism
regulation were generated. After this process, in many cases highly attenuated or completely
avirulent parasites could be observed [48]. Naderer and collaborators generated a Leishmania major
mutant lacking the regulatory subunit of the Ca?*/ calmodulin-dependent serine/ threonine-specific
phosphatase. This modified Leishinania grew normally at 27 °C. However, this parasite lost viability
when exposed to 34 °C [49]. Target of rapamycin (TOR) kinases are involved in some regulatory
pathways related to cell growth and structure in eukaryotes. Silva and collaboraters generated
TOR3 knocked-out Leishmania major parasites. These knocked-out parasites exhibited slower growth
than wild-type parasites and were unable to survive or replicate in macrophages in vitro. These
parasites were not capable of inducing disease or establish infection in mice in vivo [50]. In addition,
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McConville and Naderer [48] have shown that metabolic pathways are important to Leishmania
virulence, since down regulation of metabolic genes causes latency of many Leishmania species.
One possible application of these attenuated or avirulent parasites could be in whole parasites vaccines.
Carter et al. [51] have noticed that purine metabolism is vital for Leishimania survival. Surprisingly,
our findings show that proteins associated to protection are connected to few pathways when compared
to proteins that are not protective.

In summary, in this work, we proposed and validated a computational approach regarding
epitope prediction, topological structure and pathway analyses to drive a rational vaccine design
against leishmaniasis.

4. Materials and Methods

4.1. Selection of the Leishmania Antigens

Leishmania proteins tested in murine model, with EO published in the literature, were selected.
Studies describing vaccine effectiveness after challenge with Leishmania spp. were preferentially chosen.
Bearing in mind that there is no standardization of the protection concept and that there is variation of
results in the literature, it was necessary to create three categories as already described. According to
our categorization, “no protection” group includes antigens that promote no or slight reduction of
parasite burden or lesions after Leishmania challenge. The “protection” group includes antigens that
promoted significantly strong reduction of the parasite burden or lesions showing strong immune
response to Leishmania antigens. Thus, the term partial protection was used to classify antigens that
are between a potential protection and no protection at all. The “partial protection” group comprises
proteins that could slightly reduce the parasite burden and/ or lesions more than “no protection” group.
In addition, these proteins can elicit some immune response which results in ineffective protection. Itis
important to highlight that the influence of adjuvants was not taken into account for the categorization,
thus only the response of antigens tested alone was chosen to categorize the groups. Twenty candidates
from Old and New World Leishmania species were categorized according with their experimental
results in the following groups: (a) “no protection”; (b) “partial protection”; and (c) “protection”.
The selected experimentally validated data included information from proteins of L. amazonensis,
L. braziliensis, L. major, L. mexicana, L. donovani and L. infanfum that were subsequently used in this
study to corroborate the in silico bioinformatics predictions. The selected antigens are described
in Table 1.

4.2, Leishmania Proteome Data

The predicted proteome sequences of dermatotropic and viscerotropic Leishmmania species were
obtained from TriTrypDB (Kinetoplastid Genomics Resource) and the sequence of L. amazonensis was
downloaded from http://bicinfo08.ibi.unicamp.br/leishmania/ [52]. Detailed information about the
predicted proteomes versions used in this work can be found in Table 3.

Table 3. Leishmania predicted proteomes used in the study. The version and number of predicted
proteins of each species are shown.

Leishmania Specie Version of Proteome Predicted Proteins
L. braziliensis 31 8357
L. amazenensis -1 8168
L. mexicana 9.0 8250
L. major 9.0 8400
L. donovani 8.0 8083
L. infanfum 3.2 8241

! This is a draft version. This proteome still has many annotation errors.
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4.3. Epitope and Subcellular Localization Predictions

All proteomic data used in this work were screened in order to predict T CD4* and T CD8*
epitopes, B cell epitopes and subcellular localization of proteins.

For T CD8* epitope prediction (MHC class I binding epitopes), algorithms NetCTL [26,53,54] and
NetMHC [55-57] were used. Regarding T CD4" epitopes, NetMHCII [27,58] was used to predict MHC
class II binding epitopes. For B cell epitopes, BepiPred [28] and BCPREDS (AAP12 and BCPred12
models) [29-31] were used to predict epitopes. Finally, the protein subcellular localization was
predicted using WoLF PSORT [32,55-57]. The algorithms choice was made taking into account their
viability for local stand-alone server installation, the number of citations found in literature, and
the results previously published by Resende, Rezende, Oliveira, Batista, Correa-Oliveira, Reis and
Ruiz [23] describing algorithms specificity, sensitivity and accuracy with parasite data obtained from
UniProt (http:/ /www.uniprot.org/) and IEDB (Immune Epitope Database and Analysis Resourse)
(http:/ /www.iedb.org/). The analytical workflow used in this study is presented in Figure 4.

Proteames of L amazenensis,
L.mexicana, L.donovani,
L.braziliensis, L.major
and L.infantum from TriTrypDB,

20 Leishmania vaccine candidates.
tested in
murine model

B-cell epitopes: g )
BepiPred
AAP12
BCPred12
T-cell epitopes:
NetMHCII
NetMHC
NetCTL
Subcellular
localization: Search in STRING
WolF for proteins and first
PSORT neighbors

Draw networks
in Cyloscape
* Network analysis ./

Figure 4. Workflow of analysis showing the steps followed along this work.

To carry out the predictions, the algorithms were parameterized for eukaryotic genomes.
For MHC class I binding epitopes, predictions for 12 human supertypes and seven mice alleles
were performed. The following alleles were used: Al, A2, A3, A24, A26, B7, B8, B27, B39, B44,
B58, B62, H2-Db, Dk-H2, H2-Dd, H2-Kb, H2-Kd, Kk-H2, and H2-Ld. Concerning MHC class II
binding epitopes, we used 14 human alleles and three mice alleles bringing the total of different
alleles to 17, as follows: HLA-DRB1%01:01, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:04,
HLA-DRB1*04:05, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:02, HLA-DRB1*09:01, HLA-DRB1*11:01,
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HLA-DRB1713:02, HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB3*01:01, HLA-DRB4*01:01, HLA-DRB5*01:01, H2-1As,
H2-1Ad and H2-IAb.

4.4. Development of Relational Database

Taking into account the great amount of data generated by the algorithms, we constructed
a relational database using MySQL as Relational Database Management System (RDBMS)
(http:/ /www.mysgl.com). The use of a database system in this work represents a crucial step that
allows the integration of the results from all predictors and a way of getting a data receptacle or
conceptual repository from which is possible to extract data correlation, helping in the identification
of target proteins. The MySQL GUI Tools (http://dev.mysql.com/downloads/gui-tools/5.0.html)
were used as a graphical user interface for our MySQL database. The relational model was built in
MySQL Workbench (http:/ /wb.mysql.com). To extract, parse and load data into database, specific Perl
scripts were developed using DBI (the Perl interface to databases) and BioPerl modules. The relational
schema is presented in Figure 5.
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Figure 5. MySQL relational database scheme developed to integrate data from predictions.

4.5. Mapping Inmunogenic Proteins on Protein-Protein Interaction Networks (PPI Networks)

In this topic, two groups were created: P (protection), aggregating proteins classified as “partial
protection” and “protection”, and NP (no protection) for proteins classified as “no protection”.
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We entered these proteins into STRING v.10 [59] looking for interaction networks associated with
them, using Leishmania as reference organism. The active interaction sources used were text mining,
experiments, database, co-expression, neighborhood, gene fusion and co-occurrence, with medium
confidence score (0.400). The networks were built using the target proteins as central nodes and
expanding them with the first neighbors, using 500 as maximum value of interactions. From STRING,
we obtained the PPI network data and KEGG [60] pathway functional enrichments (p < 0.05) of proteins
involved in these networks. Then we built the protein networks using Cytoscape [61], adding KEGG
information over them.

4.6. Statistical Analysis

The analyses were performed using SPSS version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Association
coefficients were determined using Spearman two tailed test and correspondence analysis were
determined by Chi-squared, statistical significance was considered when p < 0.05.

5. Conclusions

In this work, we validated a computational approach regarding epitope prediction, topological
structure and pathway analyses to drive a rational vaccine design against leishmaniasis, using antigens
tested in murine model described in literature. Qur results suggest that CD4* and CD8" T cells are
more related to leishmaniasis protection in EO than B cells. For a deeper analysis, we also used PPL
networks enriched with KEGG pathways information. According to our results, proteins associated to

protection are connected to few pathways when compared to proteins classified as “no protection”.

In addition, analysis of PPIs and KEGG pathways associated to proteins from “protection” group
corroborate the idea already published in the literature that reverse vaccinology approaches are able
to identify proteins related to pathogenicity of infectious agents, helping researchers to understand
virulence mechanisms and how immune responses from hosts are able to fight them. Obtained results
may be helpful in discovering new potential antigens using computational approaches.
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