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RESUMO

No cendrio da crescente preocupacao com o acimulo de plasticos, a micorremediacdo emerge
como uma solucdo promissora, dado o papel crucial desempenhado pelos fungos na reciclagem
de matéria organica. A chave para a micorremediac¢do reside na identificagdo dos fungos mais
adequados para combater poluentes especificos. Essa selecdo pode ocorrer empiricamente,
expondo os fungos aos poluentes e observando os resultados ao longo do tempo, ou através
de abordagens in silico que exploram os genomas dos fungos para identificar seu potencial de
degradar poluentes. Levando em consideracdo que algumas vias metabdlicas podem permanecer
inativas nos fungos por vdrias geracdes, manifestando-se apenas quando expostas a substancias
especificas, descobrir esses genes "adormecidos"em experimentos de bancada pode demandar
considerdvel tempo. No entanto, o Plasticome identifica essa potencialidade ao final da anélise
das proteinas anotadas do genoma, o que leva em torno de 3 horas.

O Plasticome compreende um banco de dados e um pipeline capaz de identificar enzimas com
potencial para degradar plasticos em genomas fungicos. Primeiramente, foi construido um banco
de dados baseado em uma revisao da literatura, contendo enzimas flingicas comprovadamente
eficazes na degradacdo de diferentes tipos de plasticos, com destaque para o Polietileno (PE) e o
Poliestireno (PS), os plasticos mais produzidos e utilizados globalmente. O PE, em particular,
demonstrou ter o maior potencial de degradagdo por fungos, sendo consumido por cinco tipos
de enzimas: peroxidases de manganés, peroxidases versateis, lacases, peroxidases de lignina e
cutinases.

O pipeline permite a selecdo de um genoma a partir do GenBank, seguido pelo download de todas
as sequéncias de proteinas do fungo escolhido. Ele compreende trés etapas: 1) identificacdo de
Enzimas Ativas em Carboidratos (CAZy) usando o software dbCan (v4.0.0). Os resultados do
dbCan sdo filtrados para manter apenas as CAZymes associadas as atividades de degradacao de
plasticos encontradas no banco de dados; 2) os resultados filtrados da etapa 1 sdo submetidos ao
ECPred (v1.1) para identificar os nimeros EC (Enzyme Commission), que classificam enzimas
com base nas reagdes quimicas que catalisam; e 3) em seguida, o BLAST identifica a similaridade
com as enzimas ja conhecidas do banco de dados.

Finalmente, os resultados sdo consolidados em graficos que relacionam as enzimas mineradas e
os respectivos tipos de plasticos que elas poderiam degradar. Por exemplo, foi observado que o
Aspergillus brasiliensis IFM 66951 possui potencial para degradacao de PE, com trés lacases

EC 1.10.3.2 da familia AA1 e duas cutinases EC 3.1.1.74 da familia CES. Nossa abordagem



in silico economiza tempo e custo em comparagdo com testes empiricos, contribuindo para o
avanco urgente que a micorremediacdo necessita. O Plasticome estd disponivel no repositério do

G2BC no GitHub.

Palavras-chave: Bioinformatica. Micoinformética. Degradagdo de plésticos. Biorremediagao.

Fungos. Micorremediagao;



ABSTRACT

In the scenario of growing concern about plastic accumulation, mycoremediation emerges as a
promising solution, given the crucial role played by fungi in recycling organic matter. The key to
mycoremediation lies in identifying the most suitable fungi to combat specific pollutants. This
selection can occur empirically, exposing the fungi to pollutants and observing the results over
time, or through in silico approaches that explore the genomes of fungi to identify their potential
to degrade pollutants. Considering that some metabolic pathways may remain inactive in fungi
for several generations, manifesting only when exposed to specific substances, discovering
these “dormant” genes in bench experiments can take considerable time. However, Plasticome
identifies this potential at the end of the analysis of the annotated proteins of the genome, which
takes around 3 hours.

Plasticome comprises a database and a pipeline capable of identifying enzymes with potential
to degrade plastics in fungal genomes. Firstly, a database was built based on a literature
review, containing fungal enzymes proven to be effective in degrading different types of plastics,
with emphasis on Polyethylene (PE) and Polystyrene (PS), the most produced and used plastics
globally. PE, in particular, has shown to have the highest potential for degradation by fungi, being
consumed by five types of enzymes: manganese peroxidases, versatile peroxidases, laccases,
lignin peroxidases, and cutinases.

The pipeline allows the selection of a genome from GenBank, followed by the download
of all protein sequences of the chosen fungus. It comprises three steps: 1) identification of
Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy) using the dbCan software (v4.0.0). The dbCan results are
filtered to keep only the CAZymes associated with the activities of plastic degradation found in
the database; 2) the filtered results from step 1 are submitted to ECPred (v1.1) to identify the EC
numbers (Enzyme Commission), which classify enzymes based on the chemical reactions they
catalyze; and 3) then, BLAST identifies the similarity with the already known enzymes from the
database.

Finally, the results are consolidated into graphs that relate the mined enzymes and the respective
types of plastics they could degrade. For example, it was observed that Aspergillus brasiliensis
IFM 66951 has potential for PE degradation, with three laccases EC 1.10.3.2 from the AA1
family and two cutinases EC 3.1.1.74 from the CES family. Our in silico approach saves time and
cost compared to empirical tests, contributing to the urgent advancement that mycoremediation

needs. Plasticome is available in the G2BC repository on GitHub.
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1 INTRODUCAO

A bioinformatica desempenha um papel fundamental na andlise e interpretagao de
dados gendmicos, oferecendo métodos e ferramentas computacionais para extrair informacoes
relevantes de sequéncias genéticas. No contexto da crescente preocupagcdo com a polui¢do
causada pelo acimulo de plédsticos no meio ambiente (MARTIN et al., 2020), surgem novos
desafios e oportunidades para a aplicacdo da bioinformética na identificacdo de fungos com

capacidade de degradacao de plasticos.

Os fungos sdo organismos eucariotos que desempenham papéis essenciais nos ecos-
sistemas, incluindo a reciclagem de materiais organicos (YADAV et al., 2021). Dentre os fungos,
ha aqueles capazes de degradar os plasticos, oferecendo uma alternativa promissora para a
mitigacdo desse problema ambiental. No entanto, a identificagdo das proteinas envolvidas nesse
processo de degradacdo em diferentes espécies de fungos requer abordagens avancadas, devido a

complexidade e ao tamanho dos genomas.

Nesse contexto, surge a necessidade de desenvolver métodos computacionais que
possam analisar e minerar informacdes nos genomas de fungos, a fim de identificar as proteinas
relacionadas a degradacdo de plasticos. Esses métodos podem se basear em técnicas de alinha-
mento de sequéncias (MIYAUCHI et al., 2020), que permitem comparar sequéncias de proteinas
conhecidas com sequéncias gendmicas desconhecidas, a fim de identificar semelhangas e inferir
a presenca de proteinas de interesse, também pode ser feito o uso ou adaptacdo de softwares e

bancos de dados preexistentes com a finalidade de identificar as enzimas que degradam plésticos.

A utilizacdo de métodos computacionais nessa andlise proporciona uma abordagem
eficiente e escaldvel, uma vez que os genomas de fungos podem conter um grande nimero de
genes e informagdes que seriam invidveis de serem analisadas manualmente. Para compreender
a magnitude desses dados, € importante considerar a unidade de medida utilizada para descrever
o comprimento de moléculas de acidos nucleicos, como o DNA, que ¢ o kilobase (kbp). Um
kilobase representa 1.000 pares de bases de DNA, sendo que cada par é composto por duas bases
quimicas ligadas entre si que podem ser: adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T).

Essas bases se unem de forma especifica: A com T e C com G, formando um "degrau da escada
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do DNA", um genoma flingico na média possui 42.300 Megabases (Mbp)(MOHANTA; BAE,
2015).

Essa vasta quantidade de informacdes gendmicas demanda o uso de abordagens
computacionais para a andlise e interpretacao dos dados. Os métodos computacionais permitem
explorar a diversidade gendmica dos fungos de forma mais eficiente, identificando genes e
proteinas com potencial de degradacdo de plasticos. Além disso, esses métodos oferecem
uma oportunidade de descobrir novas proteinas que desempenham um papel importante nesse

Processo.

Nesta pesquisa, busca-se explorar a aplicagao de um método computacional baseado
em alinhamento de sequéncias para a mineracdo em genomas de fungos, visando identificar as
proteinas relacionadas a degradacdo de pldstico. Sao utilizadas técnicas de bioinformatica e
andlise genOmica para investigar os genomas de diferentes espécies de fungos em busca dessas

proteinas de interesse.
Diante disso, surgem as seguintes perguntas norteadoras:

* Quais proteinas estdo presentes nos fungos e tém capacidade de degradar plédsticos?
» Existem métodos computacionais especificos para identificar essas proteinas no genoma
de um fungo?

* Quais sao esses métodos e como funcionam?

O objetivo geral deste trabalho € desenvolver um método computacional capaz de
minerar genomas de fungos para encontrar enzimas com potencial de degradacao de plasticos.

Para alcancar esse objetivo geral, sdo estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

* Realizar uma revisdo da literatura existente sobre o tema.
* Propor um método computacional para a identificacdo dos genes alvo nos genomas de
fungos.

* Construir um banco de dados de enzimas com acdo comprovada na degradacao de plésticos

Validar o método proposto utilizando o banco de dados proposto no objetivo anterior.
Os resultados esperados para esta pesquisa sao:

¢ Revisdo sistematica da literatura.

* Aplicacdo web implementando o método computacional proposto.
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* Banco de dados de enzimas enzimas com atividade comprovada na degradacdo de pldasticos.

* Validadagdo qualitativa da aplicacdo web.

Ao responder a essas perguntas e atingir esses objetivos, espera-se contribuir para o

avanco do conhecimento cientifico na area de biodegradacdo de plésticos por fungos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O presente capitulo sustenta a fundamentacao e o embasamento conceitual desta
monografia. Por meio de uma revisdo bibliografica criteriosa, busca-se explorar os principais

estudos, teorias e conceitos que constituem a base tedrica do tema em questao.

2.1 REFERENCIAL TEORICO DA AREA DE APLICACAO

Nesta secdo, serd apresentado o referencial tedrico que sustenta o desenvolvimento
deste trabalho, com foco nos conceitos fundamentais das sequéncias gendmicas flingicas e na
aplicacdo de pipelines na bioinformdtica. As referéncias utilizadas foram obtidas por meio de
uma extensa busca em bases de dados cientificas reconhecidas na area da bioinformatica, bem

como por recomendacgdo de especialistas atuantes nesse campo.
2.1.1 Poluicado Ambiental por Acimulo de Plasticos na Natureza

O actimulo de plésticos na natureza é uma preocupacgdo cada vez mais presente em
todo o mundo. O descarte inadequado e a falta de reciclagem desse material t€ém contribuido para
um aumento significativo de sua presenca nos ecossistemas terrestres e aquaticos. Esse acimulo
de plasticos tem impactos negativos na fauna, flora e também na saide humana, afetando a

biodiversidade, a qualidade da dgua e do solo.

O crescente e continuo actimulo de plésticos provenientes de acdes e praticas huma-
nas em ecossistemas aqudticos causa interrupgdes diretas e indiretas na estrutura e nas funcoes
desses ecossistemas, comprometendo seus servicos e valores. Além de causar a morte de animais
marinhos por ingestdo ou enredamento, o plastico tem a capacidade de contaminar toda a cadeia
alimentar, uma vez que sua degradacdo € lenta e persistente.(THUSHARI; SENEVIRATHNA,
2020)

Quando o fotégrafo americano Chris Jordan visitou o Atol de Midway, no meio do
Oceano Pacifico, em setembro de 2009, sua intencao era documentar os alarmantes niveis de
polui¢do nos oceanos. Apods capturar fotografias de enormes montanhas de lixo, Jordan estava em

busca de uma abordagem diferente para ilustrar a magnitude do problema do consumo excessivo
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de plastico, quando soube de uma ilha remota, localizada a 2.100 km a noroeste de Honolulu, no
Havai, coberta por milhares de aves mortas com seus estdmagos repletos de residuos plasticos

do cotidiano, como tampas de garrafas e escovas de dentes (figura 1) (BBC, 2023).

Figura 1 — Filhote de albatroz morto com pléstico no estdbmago

A0

Fonte: Chris Jordan

Para enfrentar esse problema global, diversas solucdes estdo em discussao, incluindo
o desenvolvimento de plasticos biodegradaveis (FLURY; NARAYAN, 2021). Além disso, a
micorremediacio surge como uma abordagem promissora, embora atualmente careca de meios
suficientes para ser aplicada em escala. A falta de ferramentas para coletar informacdes e orientar
a micorremedia¢do na drea de degradacao de plasticos € um dos principais obstaculos a serem

superados nessa busca por solucdes eficazes.
2.1.2 Micorremediaciao

Os fungos sa@o seres vivos com atividade metabdlica que possuem habilidades noté-
veis para explorar, investigar e decompor substancias resistentes. Eles utilizam combinacdes de
enzimas e substancias dcidas poderosas para desintegrar componentes como lignina (presente
na madeira), rochas, petréleo bruto, pldsticos de poliuretano e até mesmo o explosivo TNT.
Algumas espécies de fungos encontradas em locais contaminados por residuos nucleares, como
Chernobyl, sdo extremamente resistentes a radiacdo e podem até mesmo utilizar a radiagdo como
fonte de energia, assim como as plantas utilizam a luz solar. Em situagdes de destrui¢do, como
apds uma explosao nuclear, cogumelos como o matsutake sdo os primeiros organismos vivos a

emergir (SHELDRAKE, 2020).

Essa forma de usar fungos para devolver um ambiente contaminado por poluentes
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a um estado menos poluido se chama micorremediacao, o termo refere-se ao uso de micélios
de fungos na biorremediacdo. Um dos papéis primarios dos fungos num ecossistema € a
decomposic¢do, que é efetuada pelo micélio. O micélio segrega enzimas e dcidos extracelulares
que decompdem a lignina e a celulose, os principais constituintes das fibras vegetais. Trata-se de
compostos organicos constituidos por cadeias longas de carbono e hidrogénio, estruturalmente

semelhantes a muitos poluentes organicos.

Micélio € o corpo dos fungos, que consiste de uma massa de ramificagdo formada
por um conjunto de hifas emaranhadas (figura 2). O micélio é responsavel pela absorcao de
nutrientes do ambiente em que se encontra. Ele faz isso em um processo de duas etapas, primeiro
as hifas secretam enzimas no alimento ou sobre ele, quebrando polimeros biolégicos em unidades
menores, como mondmeros. Esses mondmeros sao entdao absorvidos pelo micélio por difusao
facilitada e transporte ativo. O micélio desempenha um papel vital nos ecossistemas terrestres
e aqudticos, pois contribui para a decomposicao do material vegetal e seu crescimento libera

diéxido de carbono de volta para a atmosfera.

Figura 2 — Estrutura dos fungos

Hifas

L

Micelio

Fonte: Blog sé biologia

Os fungos possuem uma ampla diversidade de apetites, mas existem certos materiais
que eles ndo conseguem decompor, a menos que sejam for¢ados a fazé-lo. Eles ndo produzem
enzimas desnecessdrias. Algumas enzimas ou caminhos metabdlicos podem permanecer inativos
nos genomas dos fungos por vdrias geragdes e se manifestarem apenas quando expostos a uma
situacdo de necessidade (SHELDRAKE, 2020). Um exemplo disso € o treinamento do fungo
Pleurotus para digerir bitucas de cigarro, que sdo um dos itens mais comumente descartados no

mundo. Essas bitucas contém residuos téxicos que dificultam sua decomposi¢ao natural. No
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entanto, ao longo do tempo, o fungo Pleurotus (um cogumelo comestivel conhecido popularmente
como Hiratake) foi gradualmente alimentado com bitucas de cigarro usadas, eliminando outras
opcoes de alimento. Com o tempo, o fungo "aprendeu" a utilizar exclusivamente as bitucas como

fonte de alimento, e seu micélio comegou a crescer e se alimentar desses residuos.

Quando o fungo Pleurotus digere as bitucas de cigarro, pode ser necessario ativar
uma enzima que ndo era usada hi muito tempo ou utilizar uma nova enzima para essa funcdo
especifica. Muitas enzimas flingicas ndo sdo especificas para um tinico composto, o que significa
que uma unica enzima pode ser util para metabolizar diferentes compostos com estruturas
semelhantes. Isso € especialmente vantajoso quando se trata de poluentes toxicos, como os
encontrados nas bitucas de cigarro, que se assemelham aos subprodutos da decomposi¢do da
lignina. Portanto, oferecer bitucas de cigarro ao fungo Pleurotus representa um desafio comum
para ele. A micologia radical baseia-se na capacidade dos fungos em degradar uma ampla
variedade de compostos. No entanto, nem sempre € possivel prever quais substancias uma
determinada cepa fingica serd capaz de metabolizar. Por exemplo, algumas cepas de fungos
podem evitar ou crescer através das substancias consumindo-as enquanto outras podem parar
de crescer proximo a elas. Isso demonstra a diversidade de chaves enzimaticas presentes nos
fungos: algumas prontas para uso imediato e outras ocultas dentro de seus genomas necessitando

uma analise mais detalhada.

A chave da micorremediacdo reside em identificar a espécie de fungo adequada para
combater um poluente especifico. Essa selecao pode ser realizada empiricamente, de forma a
envolver a coleta de vdrias espécies de fungos, a exposi¢do a diferentes poluentes e a observacao
dos resultados ao longo do tempo. Esse método, embora valioso, pode ser demorado, uma vez
que requer experimentacdo e coleta de dados a longo prazo para determinar a eficicia de uma
espécie de fungo em particular para um determinado poluente. Alternativamente, e de forma
mais eficiente, a sele¢do pode ser realizada por meio de abordagens in silico. Essas abordagens
envolvem andlises computacionais usando a gendmica dos fungos para identificar genes ou

caracteristicas que sugerem a capacidade de degradar um poluente especifico.

2.1.3 Genomica de Fungos

A gendmica de fungos é um campo de estudo dedicado a andlise e compreensao dos

genomas de diferentes espécies de fungos. O genoma de um fungo € composto por todo o seu
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conjunto de DNA, que contém todas as informacdes genéticas necessdrias para o funcionamento

e desenvolvimento do organismo.

Este DNA ¢ transcrito em RNA através de um processo chamado transcri¢do. O
RNA, por sua vez, € traduzido em proteinas, conforme o dogma central da biologia molecular.
Estas proteinas podem ser enzimas, proteinas transportadoras, entre outras, que desempenham
funcdes vitais para o organismo, este processo € inerente e crucial para qualquer ser vivo (CRICK,

1970).

A gendmica de fungos envolve o uso de técnicas avangadas de sequenciamento
de DNA, andlise bioinformatica e estudos funcionais para explorar e decifrar as informagdes
genéticas presentes nos genomas flingicos. Essa abordagem permite identificar e estudar genes es-
pecificos relacionados a caracteristicas importantes dos fungos, como a capacidade de decompor

materiais organicos, produzir metabdlitos tteis ou causar doencas em plantas e animais.

O estudo gendmico dos fungos fornece insights valiosos sobre a diversidade genética,
evolucdo, adaptacao e interagdes dos fungos com o ambiente, o que € de extrema importancia
para avaliar o potencial biotecnolégico das espécies e compreender como elas funcionam e

podem ser utilizadas de forma benéfica (MORGAN, 2021).

Em particular para a aplicacao da micorremediacdo da polui¢do com plasticos é
necessario encontrar no genoma dos fungos as caracteristicas das enzimas que tem a capacidade

de realizar a degradagdo de plésticos.

2.1.4 Enzimas (EC number e CAZymes)

As enzimas CAZy (Carbohydrate-Active EnZymes) sao uma classificacao de enzimas
que estdo envolvidas no metabolismo de carboidratos. Elas desempenham um papel fundamental
na quebra, sintese e modificacao de diferentes tipos de carboidratos, como celulose, quitina,

amido e outros polissacarideos.

A classificacdo CAZy foi desenvolvida pelo grupo de Glicogendmica no AFMB(Laboratoire
Architecture et Fonction des Macromolécules Biologiques) em Marselha, Frangca. com o objetivo
de categorizar e nomear as enzimas com atividade em carboidratos. Essa classificacdo € baseada
na sequéncia de aminodcidos e na estrutura das enzimas, bem como na funcio que desempenham

no metabolismo dos carboidratos.
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As enzimas CAZy sdo divididas em varias classes e cada classe possui familias com
um codigo numérico identificador, como pode ser visto na tabela 2, cada uma das classes €
associada a um grupo especifico de enzimas com fun¢des semelhantes. Essas classes incluem:
Glycoside Hydrolases (GHs), GlycosylTransferases (GTs), Carbohydrate Esterases (CEs) e
outras (CAZY, 2023).

Os ndmeros EC (Enzyme Commission) sao um sistema de classificacdo numérica
para enzimas, baseado nas reagdes quimicas que catalisam. Cada enzima € descrita por um
numero de quatro digitos, onde o primeiro digito representa a classe da enzima e os outros trés

fornecem informagdes adicionais sobre a reacdo catalisada.

Tabela O — As 5 classes de CAZymes e seus Nimeros EC

CAZyme Nimero EC
Auxiliary Activities (AAs) 1.-.-.-
Carbohydrate Esterases (CEs) 3.1.1.-
Glycoside Hydrolases (GHs) 3.2.1.-
Glycosyl Transferases (GTs) 24.-.-
Polysaccharide Lyases (PLs) 42.2.-

Fonte: O autor

Essas enzimas sdo encontradas em uma variedade de organismos, incluindo bactérias,
fungos, plantas e animais. Elas desempenham papéis essenciais em processos bioldgicos
importantes, como a digestdo de alimentos, a degradac@o de biomassa vegetal, a biossintese de

carboidratos estruturais e a modificacdo de carboidratos em células.

A classificagdo CAZy é uma metodologia valiosa para os pesquisadores que estudam
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos. Ela ajuda na compreensdo da diversidade
enzimatica, na identificagdo de novas enzimas e na investigacdo de suas func¢des e aplicacdes
biotecnoldgicas. O estudo e a compreensdo das enzimas CAZy tém implicagdes importan-
tes em dreas como bioenergia, producdo de bioplasticos, producdo de enzimas industriais e

desenvolvimento de terapias farmacoldgicas.

2.1.5 Enzimas com potencial para degradacao de plasticos

Os fungos tem potencial para degradar diferentes tipos de plasticos, incluindo plésti-
cos a base de petréleo e plasticos biodegraddveis. Varios estudos foram realizados para investigar

a degradacdo de pldsticos por fungos, e os resultados mostram que diferentes espécies de fungos
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tém a capacidade de degradar diferentes tipos de plésticos. Por exemplo, o fungo Penicillium
simplicissimum foi capaz de degradar HDPE (polietileno de alta densidade) com a ajuda de um
tratamento prévio de irradiagdo UV. Além disso, o fungo Fusarium solani foi capaz de degradar
plasticos PU (poliuretano) em compostagem a 25°C. Existem vadrias atividades enzimaticas
necessdrias para a degradacdo de diferentes tipos de plasticos, principalmente hidroliticas, mas
também oxidoredutases. E importante destacar que as enzimas relevantes para a degradacio de
plasticos incluem lacases (AA1), peroxidases de classe 11 (AA2) e esterases (CES). Além disso,
as atividades de proteases/peptidases (EC 3.4.-) também podem ser aplicdveis a degradacdo de

plasticos (DALY et al., 2021).

Durante a realizacdo desta pesquisa, foram identificados os seguintes plasticos que

apresentaram algum grau de degradacao causada por fungos:

Tabela 1 — Pl4sticos encontrados com algum grau de degradagdo fingica.

Nome do plastico Sigla
Polietileno PE
Polietileno tereftalato PET
polietileno de alta densidade | HDPE
Policloreto de Vinila PVC
Poliuretano PU/PUR

Fonte: O autor

2.1.6 Contribuicoes do trabalho na area de aplicacao

Atualmente, a drea da micorremediacdo carece de métodos eficazes ou repositorios
abrangentes para armazenar informacdes relacionadas a degradagdo de plésticos por meio de
atividade enzimatica em fungos. A contribuicdo essencial desse projeto consiste na criacao de um
repositorio que unifica e arquiva esses dados, fornecendo um valioso recurso para a comunidade
cientifica. Além disso, por meio deste projeto, também sdo geradas novas informacdes e
conhecimentos a respeito do processo de degradacdo de plasticos por fungos, enriquecendo,

assim, a base de dados disponivel.

2.2 REFERENCIAL TEORICO DA AREA COMPUTACIONAL

Nesta sec¢do, serd apresentado o referencial tedrico da drea computacional, forne-
cendo a base necessdria para o desenvolvimento do método proposto para a mineracdo de

genomas. Serdo explorados os métodos e técnicas utilizados por outros estudos na drea, bem
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como os programas e ferramentas computacionais que possuem funcionalidades relevantes para
a andlise e mineracdo de genomas. Ao explorar este referencial tedrico da area computacional,
busca-se obter um amplo conhecimento sobre as abordagens, técnicas e ferramentas que sdao
utilizadas no campo da bioinformadtica para a minera¢do de genomas. Com base nessa compreen-
sdo, serd possivel desenvolver um método computacional robusto e eficiente, aproveitando as

melhores praticas e recursos disponiveis para alcancar os objetivos propostos neste trabalho.

2.2.1 Bioinformatica

A Bioinformaética é uma disciplina que combina a biologia com a tecnologia da
informacao para resolver problemas relacionados a analise de dados bioldgicos, e para que isso

seja possivel alguns conceitos sdo extremamente importantes.

2.2.1.1 Pipeline de Bioinformética

o conceito de pipeline na bioinformatica descreve uma abordagem sistematica e
automatizada para processar e analisar grandes volumes de dados gendmicos. Essa abordagem en-
volve a criacdo de uma sequéncia de etapas interconectadas, que podem incluir pré-processamento
dos dados, alinhamento de sequéncias, anota¢cdo funcional, identificacdo de variantes genéticas,
entre outras tarefas. A utilizacdo de pipelines na bioinformética agiliza o fluxo de trabalho,
aumenta a reprodutibilidade dos resultados e permite a integracao de diferentes ferramentas e

recursos para a analise genomica (BINI et al., 2021).

O objetivo de se ter um pipeline € organizar e analisar informagdes genéticas com-
plexas utilizando uma combina¢do de ferramentas de informdtica, matemadtica e estatistica, para
que essas informagdes possam ser interpretadas por profissionais da drea biolégica. Um dos
passos mais importantes em um pipeline de bioinformética é a mineragdo de genomas, para

extrair informacdes do genoma dos organismos alvo.

2.2.1.2 Mineracao em Genomas

Mineracao em Genomas € o processo de extrair informagdes tuteis € conhecimento
a partir de grandes conjuntos de dados gendmicos. Essa técnica é amplamente utilizada na
bioinformética para identificar padrdes e relacdes em dados gendmicos, com o objetivo de

entender melhor a biologia molecular e celular. Uma aplicagdo importante da mineracao em
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genomas € a andlise de dados de virus. Um estudo realizado pela Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre utilizou técnicas de mineracdo de dados para analisar
uma base publica de dados de genoma do virus influenza (CORREA, 2017). Os resultados
mostraram que a mineracio de dados € uma ferramenta promissora para a descoberta de novos

conhecimentos na area da saude.

Em resumo, a mineracdo em genomas € uma técnica poderosa que permite aos
pesquisadores extrair informagdes valiosas a partir de grandes conjuntos de dados gendmicos.
Essa técnica tem diversas aplicacdes na bioinformética e na pesquisa médica, e estd sendo
cada vez mais utilizada para desenvolver novas terapias e tratamentos. Além da mineracdo em
genomas para extrair e analisar informacdes também sdo usados softwares e repositdrios de
dados biol6gicos. Na proxima secdo serdo descritos os softwares e repositérios utilizados no

pipeline desse trabalho.
2.2.1.3 Repositérios de dados e ferramentas utilizadas

Os bancos de dados e softwares consolidados desempenham um papel fundamental
na drea da bioinformadtica, fornecendo acesso a informagdes valiosas e ferramentas essenciais
para andlise e interpretacdo de dados bioldgicos. Neste topico, exploraremos algumas dessas

ferramentas que serdo utilizadas no desenvolvimento dessa pesquisa.
2.2.1.3.1 GenBank

O NCBI (National Center for Biotechnology Information) é uma institui¢ao res-
ponsével por fornecer acesso e ferramentas para explorar e analisar informagdes bioldgicas e
genéticas. Ele hospeda o GenBank, além de outros bancos de dados relacionados a genémica,

protedmica, estruturas tridimensionais e literatura cientifica.

O NCBI e o GenBank sdo recursos essenciais para a comunidade cientifica na drea da
genética e biologia molecular. O GenBank € um banco de dados publico e global que armazena
sequéncias genéticas, incluindo sequéncias de DNA e RNA, de diversas espécies. E considerado

um dos maiores repositorios de dados genéticos do mundo.

O GenBank possui um papel fundamental na divulgacdo e compartilhamento de

informacdes genéticas, permitindo que pesquisadores e cientistas de todo o mundo tenham acesso
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a sequéncias genéticas de diferentes organismos. Isso possibilita estudos comparativos, andlises
evolutivas, descobertas de novas espécies e investigacdes sobre as bases genéticas de doencas,

entre outras aplicacoes.

No contexto dos fungos, o0 GenBank disponibiliza um vasto nimero de genomas
completos de fungos para a comunidade cientifica. De acordo com a pesquisa realizada, atu-
almente, existem 14.697 (consulta em 14/06/2023) genomas completos de fungos disponiveis
nesse banco de dados. Essas informagdes genéticas sdo valiosas para estudos sobre a diversidade

fingica, biotecnologia, evolucao e outros aspectos relacionados aos fungos.

2.2.1.3.2 Ferrementa dbCAN

O dbCAN (ZHENG et al., 2023) € um servidor da web para anotacdo automatizada de
enzimas ativas em carboidratos (CAZymes) em genomas. Ele usa ferramentas de bioinformdtica
para identificar CAZymes e prever seus substratos. O processo de anotacdo comega com a
entrada de sequéncias de proteinas em formato FASTA no servidor da web do dbCAN. Em
seguida, o dbCAN executa uma andalise de dominio de CAZymes usando o banco de dados de

modelos ocultos de Markov (HMMdb) para identificar CAZymes em sequéncias de proteinas.

O dbCAN3, a versdo mais recente, combina véarias ferramentas para melhorar a
anotac¢do de CAZymes e inclui o CGC-Finder, uma ferramenta para identificar clusters de genes
de CAZymes (CGCs) em genomas. Ele também possui um banco de dados de modelos ocultos
de Markov (HMM(db) para prever substratos de CAZymes em niveis de subfamilia e niveis de
CGC. O dbCAN3 usa uma abordagem de votac@o para prever substratos de CGCs, considerando
todas as CAZymes que fazem parte de um CGC e que tiveram seus substratos previstos pelo
dbCAN-sub. Cada previsao de substrato é considerada como um “voto”, e o substrato que

receber a maioria dos “votos” € entdo previsto como o substrato do CGC.

O dbCAN € amplamente utilizado em vérias aplica¢des, como bioenergia, microbi-
oma, nutri¢do, agricultura e reciclagem global de carbono. Ele é capaz de identificar CAZymes
em sequéncias de proteinas de diferentes organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas e
animais. O dbCAN também € capaz de prever substratos de CAZymes, o que € ttil para enten-
der a func¢do bioldgica dessas enzimas em diferentes contextos. O dbCAN € uma ferramenta
importante para a analise de genomas e metagenomas em varias dreas de pesquisa, incluindo

biotecnologia, microbiologia, ecologia e biologia molecular.
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Figura 3 — Esquema do dbCAN-sub para permitir a anotag@o de substrato no nivel de subfamilia de

CAZyme
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Fonte: (ZHENG et al., 2023)

2.2.1.3.3 Ferramenta ECPred

O ECPred € uma poderosa ferramenta de bioinformatica voltada para a previsao
dos codigo EC. Além disso preve as funcdes das proteinas que nao foram ainda caracterizadas,
uma tarefa de suma importincia na bioinformatica. Apesar de muitos métodos e ferramentas
terem sido desenvolvidos para a classificacdo de enzimas, a maioria deles se concentra em

classes funcionais especificas e niveis hierdrquicos especificos do sistema de classificagcdo EC

(DALKIRAN et al., 2018).

No ECPred, cada nimero EC € tratado como uma classe distinta, o que resulta em
um modelo de aprendizado independente para cada uma. Além disso, o ECPred incorpora uma
abordagem de previsdo hierdrquica que explora a estrutura hierdrquica da nomenclatura EC, que
se assemelha a uma arvore. Para a constru¢cao do conjunto de treinamento negativo do mesmo
numero EC, sdo usadas proteinas que nao t€ém nenhuma anota¢do de funcdo enzimatica, ou seja,
ndo sdo enzimas, e aquelas anotadas com outros nimeros EC, ou seja, proteinas pertencentes a

diferentes familias enzimaticas.

O ECPred possui uma arquitetura abrangente que fornece previsdes para um to-
tal de 858 nimeros EC. Isso inclui 6 classes principais, 55 subclasses, 163 sub-subclasses
e 634 classes de substratos. A ferramenta ECPred foi desenvolvida em Java e estd dispo-
nivel de duas formas: como uma ferramenta autdbnoma com seu cédigo-fonte acessivel no

GitHub (https://github.com/cansyl/ECPred) e como um servigo web acessivel através do site
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(https://ecpred.kansil.org/). Essa ferramenta oferece previsdes de fungdo enzimdtica com base
em probabilidades para sequéncias de proteinas ndo caracterizadas em todos os cinco niveis
da classificagio EC. E uma contribuico significativa no campo da bioinformdtica, permitindo
uma andlise detalhada e predi¢des confidveis de fungdes enzimadticas a partir de sequéncias de

proteinas previamente ndo caracterizadas.(DALKIRAN et al., 2018)

Figura 4 — Método de predi¢cdo usado pelo ECPred
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2.2.1.34 BLAST

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é uma ferramenta amplamente
utilizada na area de bioinformdtica para realizar alinhamentos de sequéncias de DNA, RNA

e proteinas. Ele desempenha um papel fundamental na andlise comparativa de sequéncias
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bioldgicas, permitindo identificar similaridades e relagdes evolutivas entre diferentes organismos.

O BLAST utiliza algoritmos eficientes para comparar uma sequéncia de interesse
com um banco de dados contendo diversas sequéncias ja conhecidas. O objetivo é encontrar re-
gides de alta similaridade entre a consulta e as sequéncias do banco, indicando possiveis relagdes
funcionais, estruturais ou evolutivas. A principal utilidade do BLAST esté na anotagdo funcional
de sequéncias desconhecidas, permitindo inferir fungdes bioldgicas a partir de similaridades com
sequéncias ja caracterizadas. Além disso, o BLAST auxilia na identificacdo de homdlogos em

diferentes espécies, possibilitando estudos comparativos entre organismos.

A ferramenta BLAST oferece diferentes tipos de busca, como BLASTp (comparagdo
de sequéncias de proteinas), BLASTn (comparagdo de sequéncias de DNA), BLASTX (tradugdo
de sequéncias de DNA para proteinas e posterior comparagdo) e muitos outros. Essas variantes
do BLAST sdo adaptadas para atender as necessidades especificas dos pesquisadores e facilitar a

andlise de diferentes tipos de dados biol6gicos (MCGINNIS; MADDEN, 2004).

Na Figura 5, pode-se observar o resultado de um alinhamento realizado com a
proteina Pho4p de S. cerevisiae (levedura). A sequéncia de consulta possui 184 aminoécidos,
enquanto a sequéncia de referéncia contém 269 aminodcidos. O alinhamento apresenta um
bit-score de 83.6, um E-value de 3e-14 e uma porcentagem de identidade de 44% (61/136). Além
disso, a porcentagem de similaridade é de 53% (73/136) e a porcentagem de lacunas é de 13%
(18/136). Isso indica que, além dos 44% de residuos idénticos, existem mais 9% de residuos
que sdo similares, € 13% de lacunas no alinhamento. Esses dados sugerem uma significativa
similaridade entre as duas sequéncias. Para melhor compreensao desses dados, segue uma breve

explicacdo dos termos utilizados:

* Bit-score: Representa a qualidade do alinhamento. Quanto maior o bit-score, melhor é o
alinhamento.

» E-value: Refere-se a expectativa estatistica de encontrar um alinhamento igualmente bom
ou melhor por acaso. Um E-value menor indica que € menos provdvel que o alinhamento
seja devido ao acaso, tornando o alinhamento mais significativo.

* Identidade (%): Corresponde a porcentagem de residuos (aminodcidos ou nucleotideos)
que sdo idénticos no alinhamento.

« Similaridade(%): E a porcentagem de residuos (aminodcidos ou nucleotideos) que sdo

similares no alinhamento. Isso inclui residuos idénticos e também residuos que nao sao
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idénticos, mas possuem propriedades quimicas semelhantes. Por exemplo, a leucina e a
isoleucina s@o consideradas similares porque ambas sdo aminodcidos hidrofébicos.

* Lacunas (%): Representa a porcentagem de lacunas no alinhamento. As lacunas sio
introduzidas para otimizar o alinhamento quando um residuo em uma sequéncia nao tem
correspondente na outra sequéncia. Uma alta porcentagem de lacunas pode indicar que as

duas sequéncias t€ém um nivel baixo de similaridade.

Figura 5 — Alinhamento de duas proteinas usando BLAST

Alinhamento BLAST - Pho4p (S. cerevisiae)

Bit-Score = 83.6 bits (205), |[E-value = 3e-14, Método: ajuste de matriz composicional
Identidade = 61/136 (44%), Similaridade = 73/136 (53%) , Lacunas = 18/136 (13%)
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Fonte: O Autor

2.2.2 Ferramentas para construcao do pipeline

A drea de bioinformaética tem se beneficiado cada vez mais do desenvolvimento de
aplicacdes web para andlise e processamento de dados biolégicos. Nesse contexto, a combinagdo
da linguagem de programacdo Python com a biblioteca Biopython tem se destacado como
uma poderosa ferramenta para manipulagdo e andlise de sequéncias biolégicas. Além disso, o
uso de sistemas de mensageria como o RabbitMQ e frameworks como o Celery tém facilitado
o gerenciamento e distribui¢do de tarefas computacionalmente intensivas. Integrado a essas
tecnologias, o micro framework Flask oferece uma sélida estrutura para o desenvolvimento de
aplicativos web direcionados a bioinformatica. Nesta se¢do, exploraremos com mais detalhes as

ferramentas mais relevantes para este trabalho.
2.2.2.1 Liguagem Python e biblioteca Biopython

Python € uma linguagem de programacao de alto nivel, amplamente utilizada em
ambientes comerciais e académicos. Sua sintaxe € facil de aprender, possui recursos de pro-

gramacao orientada a objetos e uma ampla variedade de bibliotecas. Python pode ser usado
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para interface com cédigo otimizado escrito em C e C++ o que a torna 6tima escolha para

programacao cientifica (PYTHON, 2023).

Biopython é uma biblioteca que possui um conjunto de ferramentas gratuitas para
computacao bioldgica escritas em Python por uma equipe internacional de desenvolvedores.
E um esfor¢o colaborativo distribuido para desenvolver bibliotecas e aplicativos Python que
atendam as necessidades do trabalho atual e futuro em bioinformética. O cddigo-fonte esta
disponivel sob a licenca Biopython, que é extremamente liberal e compativel com quase todas as

licengas do mundo (BIOPYTHON, 2023).

Na érea de bioinformatica, Python e Biopython sdo importantes porque oferecem
uma ampla gama de ferramentas e recursos para andlise de sequéncias, estruturas de proteinas,
consulta a bancos de dados bioldgicos, genética populacional, filogenia e muito mais. Isso
permite realizar andlises complexas e avancadas de maneira eficiente e eficaz (COCK et al.,

2009).
2.2.2.2 RabbitMQ

RabbitMQ € um software de corretagem de mensagens de cédigo aberto que ori-
ginalmente implementou o protocolo avangado de enfileiramento de mensagens (AMQP). E
usado como um intermedidrio para lidar com o processamento de mensagens em segundo plano
e comunicacdo entre servicos. Ele aceita e encaminha mensagens, permitindo que os aplicativos
se conectem a ele para transferir uma mensagem ou mensagens. Uma mensagem pode incluir

qualquer tipo de informacao.

RabbitMQ € amplamente utilizado, leve e facil de implantar no ambiente local e na
nuvem. Ele suporta varios protocolos de mensagens e pode ser implantado em configuragdes
distribuidas e federadas para atender aos requisitos de alta escala e alta disponibilidade. Por esse
motivo foi escolhido para lidar com o processamento assincrono das tarefas e a comunicacao

entre os servicos (RABBITMAQ, 2023).
2.2.2.3 Celery

O Celery € um sistema de fila de tarefas distribuido e assincrono em cddigo aberto,

geralmente usado em desenvolvimento de software para tratar tarefas em segundo plano. Ele é
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particularmente ttil em situacdes em que € necessdrio processar tarefas demoradas ou intensivas
em recursos de forma eficiente, sem bloquear o aplicativo principal. Ele utiliza uma arquitetura
cliente-servidor, onde um ou mais servidores executam as tarefas e o cliente envia as solicitagdes

de execucdo.

Essa biblioteca € altamente escaldvel e flexivel, permitindo que as tarefas sejam
distribuidas em vdrios nds de processamento, o que torna o Celery ideal para lidar com cargas
de trabalho intensivas e que exigem alto desempenho. Além disso, ele oferece recursos avan-
cados, como agendamento de tarefas, monitoramento e gerenciamento de filas, o que facilita a

implementagdo de sistemas robustos e eficientes (CELLERY, 2023).

2.2.2.4 Flask

Flask € um micro framework que utiliza a linguagem Python para criar aplicativos
Web de forma simples e eficiente (FLASK, 2023). Ele € ideal para quem busca simplicidade,
rapidez, solugdes para projetos pequenos e aplicagdes robustas. Alguns dos beneficios do flask

no desenvolvimento de aplicacoes:

Simplicidade: Por possuir apenas o necessario para o desenvolvimento de uma aplicacdo,

um projeto escrito com Flask é mais simples se comparado aos frameworks maiores.

* Flexibilidade: O Flask é conhecido por sua flexibilidade. Ele oferece uma abordagem
minimalista para o desenvolvimento web em Python, fornecendo apenas as funcionalidades
essenciais para criar aplicacdes web.

 Extensibilidade: O Flask possui uma vasta comunidade de desenvolvedores que contribuem
com extensoes e pacotes que podem ser facilmente integrados as aplicacoes.

* Performance: Por ser um microframework, o Flask tem uma performance superior quando
comparado a outros frameworks mais pesados.

* Compatibilidade: O Flask é compativel com diversas bibliotecas e ferramentas utilizadas

em bioinformatica, facilitando a integracdo de diferentes componentes.

2.2.2.5 PostgreSQL

O PostgreSQL é um sistema de gerenciamento de banco de dados relacional de
codigo aberto, altamente confidvel e poderoso. Ele é amplamente utilizado em diferentes

dominios, incluindo bioinformaética, devido as suas caracteristicas e capacidades avangadas.
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Na érea de bioinformética, onde grandes quantidades de dados gendmicos, proted-
micos e outros dados bioldgicos sdo gerados, € crucial ter um sistema robusto e eficiente para
armazenar, consultar e analisar essas informacdes. O PostgreSQL se destaca como uma escolha

popular nesse contexto devido as suas principais vantagens.

Além disso, o PostgreSQL oferece recursos avancados, como suporte a consultas
complexas e capacidade de extensdo. Outra vantagem do PostgreSQL é a sua escalabilidade. A
medida que a quantidade de dados aumenta, € essencial ter um sistema que possa crescer e lidar

com essa demanda sem comprometer o desempenho (WISESO et al., 2020).

2.3 TRABALHOS CORRELATOS

* ANTISMASH (GALAL et al., 2023): Foi desenvolvido em Python e também usa o Redis
como banco de dados e o Werkzeug e o Jinja2 como ferramentas auxiliares. O ANTIS-
MASH € um software de andlise de genomas que identifica e caracteriza biossinteses de mo-
léculas secundérias em genomas bacterianos e fingicos. Ele é um software de cddigo aberto
disponivel sob a licenca GNU (acessivel em: https://github.com/antismash/antismash)

« 2ndFind (ZHANG et al., 2021): E uma ferramenta de anélise de sequéncias gendmicas
bacterianas baseada na comparacao de sequéncias desconhecidas com um banco de dados
contendo elementos conhecidos, como transposons e integrons. A ferramenta utiliza algorit-
mos de busca de similaridade para encontrar regides homdlogas (que possuem uma origem
ancestral em comum), permitindo a identificacdo de possiveis elementos genéticos moveis.
E uma ferramenta WEB que pode ser acessada em (https://biosyn.nih.go.jp/2ndfind/),
porém ndo possui o cddigo aberto e ndo fornece informacdes detalhadas sobre o desenvol-
vimento.

* TGFAM-FINDER (ZHOU et al., 2021): Uma ferramenta de andlise de genomas foi
desenvolvida para identificar novas familias de genes de transportadores ABC, com o
objetivo de tornar a anotacdo de genes mais rapida e identificar qualquer gene alvo
em um genoma ja montado. Usa Pearl e Biopearl, porem a comunidade do Python
e Biopython € muito maior em relagcdo a resolu¢do de problemas e implementacdo de
novas funcionalidades.O TGFAM-FINDER foi desenvolvido para funcionar no ambiente
do sistema operacional Linux. Para um funcionamento adequado requer a instalagdo

dos seguintes programas: Perl 5.6.1 ou versao superior, Bioperl, YAML (mdédulo perl),
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Bowtie2-2.3.1, HMMER-3.1b2, BLAST 2.6.0+, InterproScan-5.22-61.0, Exonerate-2.2.0,
Blat v35, Tophat-2.1.1 e Cufflinks-2.2.1, Augustus-3.2.3, Scipio-1.4 e ClustalW-2.12.

As tecnologias predominantes identificadas utilizam Python e Biopython, além do
Blast para o alinhamento de sequéncias. E crucial destacar que nio foi encontrado nenhum outro
software com caracteristicas semelhantes a esta pesquisa, seja em termos de armazenamento de

dados ou na geragdo de novos dados na drea de micorremediacao de plésticos.
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3 METODOLOGIAS

Neste capitulo, serdo apresentadas em detalhes as metodologias adotadas para a
conducdo desta pesquisa, englobando tanto a metodologia da pesquisa em si quanto a metodologia
do desenvolvimento do método computacional. A descricao detalhada dessas metodologias
permitird uma compreensao clara e transparente dos procedimentos adotados, garantindo a

validade e confiabilidade dos resultados obtidos.

3.1 METODOLOGIA DE PESQUISA

A metodologia adotada neste trabalho segue uma abordagem de pesquisa conhecida
como Design Science Research (DSR) (GOECKS et al., 2021), que se baseia no desenvolvimento
e avaliacdo de artefatos para resolver problemas especificos. Essa abordagem combina aspectos
de pesquisa cientifica e desenvolvimento pratico, buscando produzir conhecimento aplicado e

solugdes tangiveis.

Em relagdo a natureza, a pesquisa segue uma abordagem aplicada, pois visa criar
um método computacional baseado em analise de sequéncias para a mineracdo de genomas. O
objetivo principal € desenvolver um artefato que possa contribuir para a extracdo de informagdes
valiosas dos genomas de organismos, proporcionando insights e hipdteses para pesquisas futuras

na area de bioinformatica.

Os objetivos da pesquisa s@o multiplos e interligados. Primeiramente, busca-se
compreender os desafios e demandas da drea de mineracdo de genomas, identificando lacunas
e problemas a serem abordados. Em seguida, o objetivo é projetar e desenvolver um método
computacional eficiente, capaz de analisar sequéncias gendmicas e extrair informagdes relevantes,
como a identificacdo de proteinas com potencial para degradacio de plasticos por fungos. Além
disso, pretende-se avaliar a eficicia e a aplicabilidade do método desenvolvido testando com

pelo menos cinco genomas de fungos diferentes.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa seguem a metodologia do DSR, isso
envolve a identificacdo clara do problema a ser abordado, a defini¢do dos objetivos do artefato a

ser desenvolvido, o processo de design e implementagao do método computacional, a avaliacdo
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da eficicia do artefato e, por fim, a comunicacio dos resultados obtidos. Durante o processo de
desenvolvimento do método, serdo empregados principios e técnicas de bioinformética, como

algoritmos de alinhamento de sequéncias e andlise de dados gendmicos.

Em suma, a metodologia da pesquisa combina uma abordagem aplicada, visando a
criagdo de um método computacional, com o framework do DSR. Essa abordagem permite uma
investigacao sistematica e orientada para a solucdo de problemas, possibilitando o desenvolvi-
mento de um artefato que atenda as necessidades dos pesquisadores na drea de bioinformatica e

contribua para a mineracao eficiente de genomas.
No contexto deste projeto o DSR pode ser adaptado da seguinte maneira:

* Identificacao do problema: A necessidade de um método computacional eficiente para a
encontrar potenciais enzimas para a degradacdo de pldstico em genomas flingicos.

* Definicao dos objetivos do artefato: Automatizar algumas etapas do processo de minera-
¢do e fornecer uma interface para os pesquisadores.

* Desenvolvimento do artefato: Projetar e desenvolver o método computacional para a
mineracao de genomas. Isso envolverd a selecdo de algoritmos, a implementacdo de
funcionalidades especificas e a criagdo de uma arquitetura que permita o processamento
eficiente das sequéncias gendmicas.

* Avaliacao do artefato: Aplicar testes para verificar a funcionalidade do método desenvol-
vido.

* Refinamento do artefato: Refinar o artefato para melhorar sua funcionalidade. Isso pode
envolver ajustes nos algoritmos, otimizacao de recursos computacionais ou melhorias na
interface do usudrio.

* Comunicacao dos resultados: Documentar e comunicar sobre os resultados da pesquisa,
descrevendo o artefato desenvolvido, as melhorias realizadas e os insights obtidos durante

O Processo.

3.2 METODOLOGIA DE DESENVOLVIMENTO

A metodologia de desenvolvimento adotada neste trabalho é baseada em gestao
agil, utilizando como framework os principios de OKRs (Objectives and Key Results), Scrum
e Kanban. A gestdo agil proporciona um planejamento estratégico orientado por objetivos

especificos do projeto e pela medicao do seu sucesso. Dessa forma, é possivel estabelecer a
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direcdo que ird guiar o projeto ao longo do tempo.

O Scrum é empregado para realizar o trabalho operacional de forma planejada e efi-
ciente, visando alcancgar os objetivos definidos pelos OKRs. O trabalho operacional, relacionado
a implementacdo de métodos computacionais e ferramentas de software, é dividido em ciclos
chamados de sprints. Cada tarefa dentro das sprints segue um fluxo de trabalho composto por
trés etapas: "A fazer", "Em andamento"e "Concluido". Além disso, os papéis no Scrum sdo
bem distribuidos e alinhados com a multidisciplinaridade de cada membro da equipe, sendo

destacadas as reunides semanais realizadas para gestao e controle dos projetos.

A metodologia Kanban, adaptada ao Scrum e baseada em uma abordagem japonesa,
¢ utilizada para gerenciar e controlar as atividades. A ferramenta online Trello é empregada para

escrever e organizar todas as etapas e tarefas necessarias em sprints de uma semana de duragdo.

Além disso, a geréncia de configuracdo € essencial para controlar e acompanhar as
alteragdes e versoes do codigo fonte do projeto e para fazer isso serd usado o Github. O GitHub
€ uma plataforma de hospedagem de cédigo-fonte e arquivos com controle de versao usando o
Git. Ele permite que programadores, utilitdrios ou qualquer usudrio cadastrado na plataforma

contribuam em projetos privados e/ou Open Source de qualquer lugar do mundo.

Em resumo, o GitHub é um servigo baseado em nuvem que hospeda um sistema de
controle de versdao (VCS) chamado Git. Ele permite que os desenvolvedores colaborem e fagam
mudangas em projetos compartilhados enquanto mantém um registro detalhado do seu progresso.
O GitHub ¢€ utilizado como uma plataforma de gerenciamento de repositérios, permitindo que os
membros da equipe colaborem no desenvolvimento do software, registrem alteracdes, resolvam

conflitos e tenham um histérico detalhado das modificagdes realizadas ao longo do tempo.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados alcancados ao longo do desenvolvi-
mento dessa pesquisa, enfocando o Banco de Dados de Enzimas, o Método Computacional e a

Aplicagao Web.

4.1 BANCO DE DADOS DE ENZIMAS

Foi de importancia fundamental estabelecer um banco de dados dedicado ao armaze-
namento das enzimas com atividade comprovada na degradagdo de plasticos, juntamente com
seus metadados. Nesta se¢do, iremos explorar em detalhes o processo de modelagem desse banco
de dados, bem como apresentar uma visdo abrangente das enzimas que foram incorporadas até a

data atual desta pesquisa (out/2023).

4.1.1 Modelagem do banco de dados

Durante a conduc¢ao da pesquisa, alguns dados foram considerados mais relevan-
tes e fundamentais para o armazenamento deste conjunto de informagdes. O banco de dados
foi compilado manualmente apés uma revisao sistematica da literatura, com foco em iden-
tificar enzimas cuja atividade na degradacdo de plasticos ja havia sido comprovada. Infor-
macoes adicionais foram obtidas nos sites www.cazy.org, que classifica enzimas (CAZymes),
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ e https://www.uniprot.org, onde as sequéncias de ami-

nodcidos estdo disponiveis. Na tabela Enzymes, foram incluidas as seguintes informacoes:

* DOI do artigo: Isso permite a localiza¢do de fontes adicionais para obter informagdes
detalhadas sobre a descoberta da enzima.

* CAZY: A classificagdo na familia CAZY a qual a enzima pertence, ajudando na categori-
7acao.

* Numero EC: O ntiimero de classificagdo da Comissdo de Enzimas (EC) que caracteriza a
funcdo da enzima.

* Nome da enzima: Para identificacdo e referéncia.

* Nome do fungo: O fungo onde a enzima foi originalmente encontrada.
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* Numero de acesso do GenBank: Quando disponivel, esse cddigo facilita o acesso direto a
sequéncia genética da enzima.
* Sequéncia de aminodcidos: A composi¢cdo da enzima em termos de sequéncia de aminoa-

cidos.

Esses dados se tornaram essenciais, ndo apenas como um meio de comparagdo e
validacdo com as enzimas a serem testadas na ferramenta, mas também para enriquecer o banco
de dados. Além da tabela que abriga metadados sobre as enzimas, o banco de dados inclui outras
duas tabelas complementares. Uma delas lista uma variedade de tipos de plastico reconhecidos
atualmente, enquanto a terceira tabela estabelece a relacao entre as enzimas e o tipo de pléstico
que sdo capazes de degradar. Com essas trés tabelas interconectadas, o banco de dados se torna

um recurso valioso e completo, como mostrado na Figura 6.

Figura 6 — Modelo do banco de dados de enzimas

Enzymes_PlasticTypes

PK | plastic_enzyme id int NOT MULL

FKL1| plastic_id int NOT NULL

FK.2 [ enzyme_id int NOT NULL

PlasticTypes

PK | plastic_id int NOT NULL Enzymes

plastic_name char(50) NOT NULL PK | enzyme id_id int NOT NULL

article_doi char{150) NOT NULL

plastic_acronym char{S) NOT NULL

cazy_family char(4)

ec_number char(8) NOT NULL
enzyme_name char(30) NOT NULL
fungi_enzyme char(50) NOT NULL
genbank_id char(10)

protein_seq char(2000) NOT NULL

Fonte: o autor

4.1.2 Enzimas coletadas para o banco de dados

A partir da revisao de artigos cientificos foram encontradas uma relagdo de enzimas
que degradam plasticos. Contudo esses artigos ndo tinham a caracterizacdo molecular, ndo
identificavam quais vias metabdlicas nem quais as sequéncias de proteinas correspondentes a

essas enzimas. Nesse contexto foi fundamental buscar as informag¢des necessarias para tornar o
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banco de metadados completo, foram realizadas pesquisas adicionais para encontrar as familias

CAZy, os numeros EC dessas enzimas, obtidos no site (CAZY, 2023) e as sequéncias de proteinas

obtidas nos sites (GENBANK, 2023) e (UNIPROT, 2023). Atualmente, as enzimas da tabela 2

estdo armazenadas no banco de dados:

Tabela 2 — Enzimas incluidas no banco de dados.

- Nome do fungo Enzima Cédigo EC | Familia Cazy
1 Pleurotus sp. 'Florida’ manganese peroxidase | 1.11.1.13 AA2
2 Trametes versicolor lignin peroxidase 1.11.1.14 AA2
3 Pleurotus eryngii versatile peroxidase 1.11.1.16 AA2
4 Aspergillus oryzae triacylglycerol lipase 3.1.1.3 CE5
5 Fusarium solani cutinase 3.1.1.74 CES5
6 Bjerkandera adusta versatile peroxidase 1.11.1.16 AA2
7 Aspergillus terreus esterase 3.1.1.- CE3
8 Aspergillus flavus laccase 1.10.3.2 AAl
9 Phanerodontia chrysosporium | manganese peroxidase | 1.11.1.13 AA2
I precursor
10 Pleurotus ostreatus manganese peroxidase | 1.11.1.13 AA2
11 Trametes versicolor laccase3 1.10.3.2 AAl
12 Humicola insolens cutinase 3.1.1.74 CE5
13 | Fusarium oxysporum f. sp. cepae Cutinase 3 3.1.1.74 CES5
14 Pleurotus ostreatus laccase 1.10.3.2 AAl
15 | Phanerodontia chrysosporium lignin peroxidase 1.11.1.14 AA2

Fonte: Tabela: O autor, Dados: (TEMPORITI et al., 2022), (CAZY, 2023), (GENBANK, 2023), (UNIPROT, 2023)

4.2 PLASTICOME: METODO COMPUTACIONAL

O Plasticome € uma ferramenta que implementa um método computacional que

minera um genoma de um fungo buscando enzimas que degradam pldstico, como o processo

consta com vdrias fases foi desenvolvido na arquitetura de pipeline (vide secdo 2.2.1.1). A

pipeline escolhida para compor este projeto é uma sequéncia de etapas que visa realizar a andlise

computacional das enzimas envolvidas no processo de degradacao de plasticos. Essa pipeline,

representada graficamente pela figura 7 é composta pelos seguintes passos:
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Figura 7 — Representagdo grafica para os passos da pipeline definida

Proteinas

Dbcan 3

Comparagio das proteinas
com 0 banco de enzimas

verificadas
relagho de enzimas

classificadas

Fonte: O autor

1. Um arquivo em formato fasta com todas as proteinas anotadas do organismo escolhido
pelo usudrio ¢ baixado do GenBank, a figura 8§ mostra um exemplo de um arquivo fasta de

proteinas.

Figura 8 — Representagdo de trés proteinas em um arquivo fasta
o

>KAF7722121.1 Uncharacterized protein PECH_005776 [Penicillium ucsense]
MEIQORLLDQOKELCEGLVQSKPAVEEQSLNSMEIMKTLYSHONVDENSMRAIVDGIRGYKSLLRSDGRSPISATTPCLL
TRGPDPAGSLEHDFTTNGPOQGSLHCPFSKPTTPRPGSDMASGRRDDGPKILIDDTCGHDDLDPIKADQEERRSSTAPSVG
RSSOGHCPVSRCPIRYLDKHSPKEIAEYVERHKHEIPRSHATICVKRY(QRDPONMROLDAKYGGLINMIRGLSAKHOQAFLP
EREANEDGEVDEQSGHSSSPERVEKWAEEVDPVTPMPPTQPADERESRFDRPLREVRVGESPSRPWGIPVPIAEQPPAPS
SYPFPPSSNAPTPPEPTTAAPSISSPHOPPAKPAGRCPFGHDAPKQKPVASPPAPAPAPAPASAPPPAPAAHLESPWSNW
GNVDLTNTGOATVGOGGTSRIENGPVRIDGOSPLPSHVTFNGPVFFGYSAEQTASLLOQLAQONKDPSQG
>KAF7722122.1 L-PSP endoribonuclease family protein, partial [Penicillium ucsense]
MSAHMSAVTAKDACPPAGPYSOAIRANGQIFVSGOIPADSTGALVQGTIGELTOQACCNNIDAILKAAGSEVSKIVKVNVF
LTDMANFAEMNATYEKFFVHKPARSCVAVHOLPKGVLVEIECIAL

>KAF7722162.1 Uncharacterized protein PECH_005542 [Penicillium ucsense]
MLTHFQEEAEQIYKNGOKAVVPAGNAGRQTGAGIYALRGFROWNSEVSTMWDCAMT IDSDVWNGWNKIWLPRFFEFPEDK
EKDPOTCKPRDLCGMTPIOQKKDRARFLOYIDPSYTVDNTVIFSNVVSHKDKVQCY IPNGLVKTNOQIWLTPCTERLAKDSE
RLGVEFGTAEWDLTSLPGWGLGVELPQ

Fonte: O Autor

Cada ‘>‘ representa o inicio de uma anotag@o de proteina, e na linha logo abaixo sao

descritos todos os aminodcidos que formam essa proteina.

2. Nesta etapa, a ferramenta DBCAN ¢ utilizada para identificar quais enzimas do arquivo de
proteinas, extraido na etapa anterior, sdo ativas em carboidratos, assim como determinar a

qual familia CAZy essas enzimas pertencem, a figura 9 mostra o formato do resultado da
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identificacdo de cada proteina.

Figura 9 — Exemplo de saida do dbcan, em um arquivo separado por tabulagcdo

171(22-406 )+CBM24(448-522 )+CBM24(541-617)

. 11(22-486 )+CE5( 448-522 )+CBM24(541-617) CBM24+GH71
22222358.1 - 11(22-486 )+CE2( 448-522 )+CBM24(541-617) CBM24+GH71
PEUE % | - 11(22-406 )+CE1( 448-522 )+CBM24(541-617) CBM24+GH7

Fonte: O Autor

O cabecalho dessa saida representa os seguintes dados:

a) Gene ID: O id da proteina analisada;

b) EC: Um possivel nimero EC para a proteina;

¢) HMMER: Resultado da consulta contra o banco de dados dbCAN HMM (modelo
oculto de Markov), nesse caso interpretando a primeira linha a proteina foi classi-
ficada pelo HMMER como GH71 da sua posicdo 22 a 406, como CBM?24 da sua
posicdo 448 a 522 e também da posicao 541 a 617,

d) eCAMI: resultado da andlise de acordo com a ferramenta eCAMI do dbCAN, que
classificou a primeira proteina como CBM24+GH71;

e) DIAMOND: Outra ferrmaneta usada pelo dbCAN que classificou toda a proteina da
primeira linha como sendo da familia GH71;

f) ofTools: Representa a quantidade de ferramentas que retornam um resultado, o valor
3 significa que todas as 3 ferramentas retornaram um resultado.

3. Ap6s a anotacao das CAZymes, o arquivo de proteinas passa por um processo de filtragem,
retendo apenas aquelas que foram identificadas com alguma familia CAZy presente no
banco de metadados do plasticome, na figura 10, € possivel ver quais dados restam apds o
filtro, também € possivel identificar na coluna ‘plasticome_cazyme*‘ quais enzimas nao
possuem familia cazy definida no banco de metadados, marcadas com o valor booleano

"False"e quais possuem, com a respectiva familia CAZy.
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Figura 10 — Exemplo de saida ap0s filtro de CAZY's

plasticome_cazyme
AAl
AAl

False
AAl
False
AAl

Fonte: O Autor

4. Ap6s aidentificagdo das familias CAZy, a ferramenta ECPred é empregada para determinar
os nimeros EC correspondentes a cada enzima restante no arquivo de proteinas, Na figura

11 é possivel ver como o ECPred apresenta os resultados.

Figura 11 — Exemplo de saida da fase do ECPred, em um arquivo separado por tabula¢io

yre(max 1.0)
ily protein, partial [Penicillium 4.-.-.- 0.9

n endo-1,3-alpha-glucosidase [Penicillium ucsense] 3.2.1.4 0.97

Fonte: O Autor

Para interpretar corretamente os dados da saida do ECPred, leve os seguintes fatos em
consideracgao:
a) Protein ID: Todo o cabecgalho da proteina;
b) EC Number: O numero EC previsto para essa proteina, no contexto da primeira linha
onde encontra-se o valor "4.-.-.-"significa que o ECPred conseguiu encontrar apenas
a classe principal e ndo obteve correspondéncias para as subclasses;
c) Confidence Score: O percentual da confianca com a predi¢cdo do EC, o valor pode
variar de 0 a 1.0.
5. Assim como as enzimas que possuiam familias CAZy divergentes do banco de metadados
foram descartadas, acontece com enzimas que possuem nimeros EC divergentes, mantendo
assim um arquivo com apenas enzimas que possuem ambos (familia CAZy e nimero EC)

presentes no banco, o resultado fica como na figura 12.



Figura 12 — Exemplo de saida do filtro de nimeros EC, em um arquivo separado por tabulagdo

EC Number
False

False
False
1.10.3.2
3.2.1.4
False

Fonte: O Autor

44

6. ApOs essa segunda filtragem, o arquivo contendo as enzimas restantes € fragmentado para

realizar um alinhamento de um para um com a enzima do banco de dados que compartilha

a mesma familia CAZy e o mesmo nimero EC, utilizando a ferramenta BLAST, o BLAST

ndo retorna um cabecalho para seus resultados (figura 13), porém as colunas devem ser

interpretadas da seguinte forma:
a) QUERY ID: O 1d da proteina que foi consultada,
b) REF ID: O id da proteina de referéncia,
c) IDENTITY (%): A porcetagem de identidade entre as duas proteinas,
d) LENGTH: Indica tamanho do alinhamento,

e) MISMATCHES: Indica o nimero de nucleotideos/aminodcidos diferentes em um

alinhamento,
f) GAP OPENS: Representa a quantidade de lacunas,
g) Q. START: Posi¢do de inicio do alinhamento na sequéncia de consulta,
h) Q. END: Posicao do término do alinhamento na sequéncia de consulta,
1) S. START: Posicdo de inicio do alinhamento na sequéncia de referéncia,

J) S. END: Posigao de término do alinhamento na sequéncia de referéncia,

k) E-VALUE: Medida da probabilidade de que um alinhamento observado seja devido

a0 acaso,

1) BIT SCORE: Valor de pontuacao, que representa a qualidade do alinahmento.

O BLAST em alguns alinhamentos de pares calcula diferentes alinhamentos que possuem

diferentes similaridades (c) e diferentes bit-score (I), por representar a qualidade do

alinhameto nesses casos foram escolhidos os alinhamentos com maior bit-score (NCBI. . .,
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2023).

Figura 13 — Exemplo de saida do alinhamento com Blast

Fonte: O Autor

7. Por fim, depois das andlises, filtragens e alinhamento das enzimas, realiza-se uma compa-
racdo de classificagdo com o banco de metadados para determinar os tipos de plésticos
para os quais cada enzima possui potencial de degradagdo. Os resultados sdo apresentados
em dois formatos (figura 14 e tabela 3): primeiro, um gréfico que relaciona cada enzima
potencial identificada no genoma com os tipos de plasticos que pode degradar; e segundo,
uma tabela que classifica o percentual de similaridade entre a enzima consultada e a enzima

similar encontrada no banco de metadados.

Figura 14 — Gréfico enviado ao usudrio relacionando enzimas e tipos de plastico
Relacao de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.

PIL36360.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] L J
PIL36359.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] 4 L ]
PIL33565.1 transporter [Ganoderma sinense 2Z0214-1] [ J L J
. Tipos de plastico testados
PIL31400.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] - [ ] L ] ® HoPE
PIL30424.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] 4 [ ] [ ] ® PE
PIL30422.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] 4 [ ] L ] ® mC
® PUR
PIL30321.1 transporter [Ganoderma sinense zZ0214-1] [ ] ® PET
PIL29303.1 transporter [Ganoderma sinense 7Z0214-1] [} o
PIL23727.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] [ ] [ ]
PIL23007.1 hypothetical protein GSI_14314 [Ganoderma sinense 770214-1] [ )
PET PUR HDPE PE

Plasticos com possibilidade de degradagdo

Fonte: O Autor
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Tabela 3 — Resultado 2: relacdo de similaridade entre enzimas encontradas no genoma e enzimas na base

do Plasticome.

- Enzima consultada Enzima com atividade comprovada | Similaridade (%)

1 PIL36360.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 22.951
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

2 | PIL23007.1 hypothetical protein | GFF16684.1 carbohydrate esterase 100
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | family 3 protein [Aspergillus terreus)

3 PIL23727.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 34.444
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

4 PIL29303.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 31.111
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

5 | PIL30321.1 hypothetical protein RMZ41798.1 multicopper 32.967
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

6 PIL30422.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 24.04
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

7 PIL30424.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 31.098
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

8 PIL31400.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 32.778
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

9 PIL33565.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 32.804
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

10 PIL36359.1 transporter RMZ41798.1 multicopper 25.043
[Ganoderma sinense ZZ0214-1] | oxidase/laccase [Aspergillus flavus)

Fonte: O autor

A escolha dessa pipeline visa integrar diferentes ferramentas e técnicas computacionais

para realizar uma anélise abrangente e detalhada das enzimas envolvidas na degradacao de

plasticos, do fungo alvo. Essa abordagem permite uma melhor compreensdo dos processos

de degradacgdo e contribui para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes para a

biodegracdo dos plésticos.

4.3 APLICACAO WEB

Neste capitulo, exploraremos em detalhes a aplicacao web "Plasticome", incluindo

sua arquitetura, funcionalidades-chave e como ela pode ser uma ferramenta valiosa para a

pesquisa em bioinformatica. Além disso, serd evidenciada a verificacdo de funcionalidade e

caracterizacdo da ferramenta.
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4.3.1 Arquitetura da Aplicacao

A aplicagdo possui uma interface que pode ser visualizada na figura 15 com trés
campos. O usudrio deve fornecer seu nome, e-mail para o envio dos resultados e o nimero de
acesso do GenBank correspondente ao genoma escolhido para anélise. E fundamental observar
que, neste momento, a aplicacdo € funcional apenas para genomas registrados no GenBank que
tenham suas sequéncias de proteinas devidamente anotadas, caso seja enviado um niimero de

acesso de um genoma que ndo possui anotacdo de proteinas, a andlise ndo serd executada.

Além disso, o Plasticome estd comprometido com a privacidade dos usudarios. As
informacgdes pessoais fornecidas, como nome e e-mail, sdo usadas apenas para o propdsito de
enviar os resultados da andlise e ndo sdo armazenadas ou compartilhadas com terceiros. Essa

plataforma fornece acesso direto por sessdo sem precisar cadastrar uma conta com login e senha.

Figura 15 — Interface da ferramenta

Para iniciar a analise do genoma

Bem vindo ao Plasticome!

preecha as informacoes abaixo!

Desenvolvida para a andlise e exploragdo de

genomas de fungos com foco na identificagdo Como posso te
de genes relacionados a degradacdo de
pldsticos. Com base em técnicas avangadas
de bioinformética, a Plasticome permite aos
pesquisadores e cientistas investigar a Identificador do genbank da espécie a ser
capacidade dos fungos de decompor residuos analisada

pldsticos, um problema ambiental cada vez
mais premente.

E-mail

Qual ¢ seu melhor email?

Qual a espécie do fungo?

Fonte: o autor

Ap6s o envio dos dados, o usudrio recebe uma mensagem de alerta na tela, infor-
mando que sua andlise estd em andamento e que o resultado serd enviado por e-mail. A requisi¢ao
¢ recebida pelo servidor e entra em uma fila orquestrada pelo RabbitMQ, dando inicio a pipeline.

Esta é mediada pelo Celery, que cria uma cadeia de tarefas subsequentes.

A arquitetura completa do ferramenta estd representanda na figura 16.
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Figura 16 — Arquitetura do sistema
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l

resultados emviados por emai

Fonte: O autor

A primeira tarefa € o download do arquivo fasta de proteinas do genoma escolhido
do genbank (figura 16, setor servidor, bloco 2, passo 1). Em seguida, a anélise € realizada pelo
dbCAN, através de um container Docker que utiliza a imagem do projeto autdbnomo do servidor

web dbCAN3, run_dbcan (acessivel em: https://github.com/linnabrown/run_dbcan).

O passo seguinte € a filtragem do arquivo fasta com base no resultado do dbCAN,
mantendo apenas as proteinas que foram classificadas pelo dbCAN como pertencentes as familias
CAZy cadastradas no banco de dados. Este arquivo fasta filtrado € enviado ao container do
ECPred (acessivel em: https://github.com/cansyl/ECPred), que teve sua imagem Docker criada e

publicada durante a execugao deste projeto (acessivel em: https://hub.docker.com/u/blueevee).

Ap6s o recebimento do resultado do ECPred, € realizado outro filtro no arquivo,
desta vez para manter apenas as enzimas com nimeros EC que existem no banco de dados. Em
seguida, € realizado um alinhamento de sequéncia usando o BLAST para verificar a similaridade
entre a enzima do fungo consultado e uma enzima com atividade comprovada na degradacgdo de

plésticos que possua o mesmo nimero EC e familia CAZy.

Por fim, € realizada uma comparacao das enzimas do banco de dados e seus respecti-
vos nimeros EC e familias CAZy com as classificagdes disponibilizadas pelo dbCAN e ECPred

para identificar quais tipos de plasticos essas enzimas tém a possibilidade de degradar.

Caso ndo exista nenhuma correspondéncia, € enviado um e-mail para o usudrio infor-

mando que, no momento, ndao foram identificadas enzimas com possibilidade para degradagdo
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de plasticos. No entanto, isso pode mudar no futuro, tendo em vista que a base do Plasticome

devera aumentar e, com isso, ampliar a relagdo com fungos diferentes.

Caso existam enzimas identificadas, sdo gerados dois resultados: uma imagem que
possui um grafico relacionando cada enzima com os tipos de plastico que pode degradar e
uma tabela com a relac¢do da similaridade encontrada no alinhamento feito pelo BLAST. Esses
resultados podem ser usados para certificar e aumentar a confiabilidade de que aquela enzima
realmente consiga degradar aquele tipo de pléstico. Contudo podem existir enzimas com alta

capacidade de degradacdo que ainda nao tenham sido identificadas e armazenadas na nossa base.

4.3.2 Verificacao de funcionalidade

A verificacdo da aplicacdo web envolveu a defini¢do de um protocolo de testes para
verificar o desempenho e a funcionalidade da aplicagdo. Esse protocolo foi dividido em trés

tarefas principais:

1. Teste de funcionalidade do banco de dados de genes com atividade comprovada na degra-
dacdo de plasticos.

2. Definic¢ao de testes utilizando pelo menos 5 genomas de fungos: Nessa etapa, foram
definidos cinco genomas de diferentes ordens de fungos que possuem anotagdo de proteinas
no Genbank. As ordens dos fungos sdo categorias taxondmicas que agrupam diferentes
familias de fungos com caracteristicas semelhantes, existem diversas delas, porém cinco
ordens distintas foram escolhidas arbitrariamente com uma espécie de fungo por ordem,

os fungos escolhidos podem ser visualizados na tabela 4.

Tabela 4 — Espécies de fungos escolhidos para fazer os testes no Plasticome

Ordem do fungo Espécie escolhida Niimero de acesso do Genbank
Sordariales Neurospora tetrasperma FGSC 2508 GCA_000213175.1
Eurotiales Aspergillus brasiliensis IFM 66951 GCA_027924065.1
Hipocreales Fusarium oxysporum Fo47 GCA_013085055.1
Polyporales Ganoderma sinense 720214-1 GCA_002760635.1
Agaricales Pleurotus pulmonarius PM_ss5 GCA_012979565.1

Fonte: O autor

3. Execugdo e Organizacao dos Testes: Uma vez estabelecido o protocolo de testes, procedeu-
se a sua execugdo conforme planejado. Cada andlise resultou em dois arquivos para os

fungos que apresentaram enzimas com potencial de degradacdo de plasticos. Adicio-
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nalmente, registrou-se o tempo decorrido em cada fase para todas as requisicdes. Os

resultados detalhados dos testes estao disponiveis abaixo.



43.2.1

Resultados da verificacao

Nesta subsecdo, estdo disponiveis tabelas e figuras que documentam os resultados dos testes executados na ferramenta web Plasticome.

Na Tabela 5, é possivel verificar a quantidade de proteinas anotadas para o organismo usado em cada requisi¢ao, o tempo (em segundos) que cada

requisi¢cdo levou em cada etapa do pipeline, o tempo total em horas, além de identificar quantas enzimas o fungo consultado possui com potencial

para a degradacgdo de plasticos. Os experimentos foram realizados em um notebook com sistema operacional windows versdao 10, 16GB de RAM,

Processador Intel i7-7500U 2.70GHz, portanto o tempo pode variar de acordo com o ambiente utilizado para execugao.

Nas Figuras 17, 18, 19, 20 e 21, apresentam-se os graficos correspondentes a cada consulta. Cada grafico exibe uma marca¢do em forma

de circulo colorido, indicando a relagdo entre a enzima e os tipos de plasticos que ela potencialmente pode degradar. Adicionalmente, um quadro

contendo a nomenclatura de todos os tipos de plastico testados durante a consulta estd disponivel.

Nas Tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, encontram-se os resultados dos alinhamentos realizados pelo BLAST. Algumas enzimas podem possuir mais

de um alinhamento quando mais de uma enzima semelhante foi encontrada no banco de dados.

Tabela 5 — Resultado dos testes executados, com tempo de execugdo em segundos em cada fase.

- | Espécie escolhida | Proteinas | DbCan (s) | Filtro de CAZy (s) | EcPred (s) | Filtro de EC (s) | BLAST (s) | Total (H:m) | Enzimas encontradas
1 | GCA_000213175.1 10.380 4837.109 5.875 1343.766 0.160 14.937 1:43 5
2 | GCA_027924065.1 11.888 7627.530 6.406 1955.483 0.112 14.590 2:40 5
3 | GCA_013085055.1 16.202 7848.0626 5.125 2752.1098 0.309 15.046 2:56 5
4 | GCA_002760635.1 15.478 6425.047 7.172 1992.687 0.977 25.797 2:21 10
5 | GCA_012979565.1 11.873 5944.094 6.530 1508.531 0.030 16.672 2:04 4

Fonte: O autor
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Figura 17 — Consulta 1: Resultado grafico com potenciais enzimas encontradas no Neurospora tetrasperma FGSC 2508.

Relacdo de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.
s =

XP_009857095.1 hypothetical protein NEUTELDRAFT_133868 [Neurospora tetrasperma F
XP_009854221.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_103704 [Neurospora tetrasperma F 4 ® ® @ ° ﬁsoﬁ?egfeﬁfmw testados
i i @ Polietileno de alta densidade
XP_009853179.1 hypothetical protein NEUTELIDRAFT_85559 [Neurospora tetrasperma FG [ ] o L ® FPoliureteno
) ! ® Tereftalato de polietileno
XP_009852809.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_47815 [Neurospora tetrasperma FG 4 ® ® ® Cloreto de polivinilo
XP_009848441.1 hypothetical protein NEUTELIDRAFT_98493 [Neurospora tetrasperma FG [ ] > ,
Polietileno de alta densidade Polietileno Tereftalato de polietileno
Plasticos com possibilidade de degradacéo
Fonte: O autor
Tabela 6 — Consulta 1: Similaridade das enzimas encontradas no Neurospora tetrasperma FGSC 2508 com o banco de dados Plasticome.
Enzima consultada \ Enzima com atividade comprovada \ Similaridade (%)
XP_009848441.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_98493 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 31,515
XP_009848441.1 hypothetical protein NEUTEIDRAFT_98493 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] BADO98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 32,319
XP_009848441.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_98493 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 30,263
XP_009852809.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_47815 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 33,013
XP_009852809.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_47815 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 31,927
XP_009852809.1 hypothetical protein NEUTE1IDRAFT_47815 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 22,648
XP_009853179.1 hypothetical protein NEUTE1IDRAFT_85559 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 29,981
XP_009853179.1 hypothetical protein NEUTEIDRAFT_85559 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 31,619
XP_009853179.1 hypothetical protein NEUTE1IDRAFT_85559 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 40,323
XP_009854221.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_103704 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 28,624
XP_009854221.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_103704 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 29,026
XP_009854221.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_103704 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 38,835
XP_009857095.1 hypothetical protein NEUTE1IDRAFT_133868 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 28,731
XP_009857095.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_133868 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 31,936
XP_009857095.1 hypothetical protein NEUTE1DRAFT_133868 [Neurospora tetrasperma FGSC 2508] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 23,702

Fonte: O autor
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Figura 18 — Consulta 2: Resultado grafico com potenciais enzimas encontradas no Aspergillus brasiliensis IFM 66951.

Relacao de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.

GKZ51546.1 lactose Permease [Aspergillus brasiliensis] 4 [ ]
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GKZ43692.1 hypothetical protein AbralFM66951 005168 [Aspergillus brasiliensis] 4

GKZ41292.1 hypothetical protein AbralFM66951_008692 [Aspergillus brasiliensis] 4 [ ]
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Plasticos com possibilidade de degradacdo

Fonte: O autor

Tabela 7 — Consulta 2: Similaridade das enzimas encontradas no Aspergillus brasiliensis IFM 66951 com o banco de dados Plasticome.

Enzima consultada

Enzima com atividade comprovada \ Similaridade (%)

GKZ41292.1 hypothetical protein AbralFM66951_008692 [Aspergillus brasiliensis] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 24,621
GKZ41292.1 hypothetical protein AbralFM66951_008692 [Aspergillus brasiliensis] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 23,438
GKZ41292.1 hypothetical protein AbralFM66951_008692 [Aspergillus brasiliensis] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 39.18
GKZ43692.1 hypothetical protein AbralFM66951_005168 [Aspergillus brasiliensis] AAA33334.1 cutinase [Fusarium solani] 22,727
GKZ43692.1 hypothetical protein AbralFM66951_005168 [Aspergillus brasiliensis] AAE13316.1 Sequence 2 from patent US 5827719 23,256
GKZ43692.1 hypothetical protein AbralFM66951_005168 [Aspergillus brasiliensis] RKK11869.1 Cutinase 3 [Fusarium oxysporum f. sp. cepae] 25,234
GKZ49312.1 hypothetical protein AbralFM66951_001716 [Aspergillus brasiliensis] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 30,181
GKZ49312.1 hypothetical protein AbralFM66951_001716 [Aspergillus brasiliensis] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 31,546
GKZ49312.1 hypothetical protein AbralFM66951_001716 [Aspergillus brasiliensis] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 42,056
GKZ49538.1 hypothetical protein AbralFM66951_002107 [Aspergillus brasiliensis] AAA33334.1 cutinase [Fusarium solani] 48,571
GKZ49538.1 hypothetical protein AbralFM66951_002107 [Aspergillus brasiliensis] AAE13316.1 Sequence 2 from patent US 5827719 50,644
GKZ49538.1 hypothetical protein AbralFM66951_002107 [Aspergillus brasiliensis] RKK11869.1 Cutinase 3 [Fusarium oxysporum f. sp. cepae] 44,978
GKZ51546.1 lactose Permease [Aspergillus brasiliensis] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 29,135
GKZ51546.1 lactose Permease [Aspergillus brasiliensis] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 30,862
GKZ51546.1 lactose Permease [Aspergillus brasiliensis] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 35,795
Fonte: O autor
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Figura 19 — Consulta 3: Resultado grafico com potenciais enzimas encontradas no Fusarium oxysporum Fo47.

Relacao de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.
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Fonte: O autor
Tabela 8 — Consulta 3: Similaridade das enzimas encontradas no Fusarium oxysporum Fo47 com o banco de dados Plasticome.
Enzima consultada \ Enzima com atividade comprovada \ Similaridade (%)
XP_031036799.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 32,128
XP_031036799.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 36,439
XP_031036799.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 31,126
XP_031038750.2 cutinase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] AAA33334.1 cutinase [Fusarium solani] 73,593
XP_031038750.2 cutinase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] AAE13316.1 Sequence 2 from patent US 5827719 53,879
XP_031038750.2 cutinase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] RKK11869.1 Cutinase 3 [Fusarium oxysporum f. sp. cepae] 69,697
XP_031041063.2 multicopper oxidase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 28,458
XP_031041063.2 multicopper oxidase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 31,238
XP_031041063.2 multicopper oxidase-domain-containing protein [Fusarium oxysporum Fo47] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 24,796
XP_031044377.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 29.15
XP_031044377.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 32,296
XP_031044377.2 Cupredoxin [Fusarium oxysporum Fo47] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 23,986
XP_054558657.2 cutinase [Fusarium oxysporum Fo47] | GFF16684.1 carbohydrate esterase family 3 protein [Aspergillus terreus] | 22,727

Fonte: O autor
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Figura 20 — Consulta 4: Resultado grafico com potenciais enzimas encontradas no Ganoderma sinense ZZ0214-1.

Relacdo de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.

PIL36360.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]1{ @ [ ] ®
PIL36359.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] ® [ ] ®
PIL33565.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] ® [ ] ® -
. Tipos de plastico testados
PIL31400.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] ® [ ] [ ] @ Polietileno
PIL30424.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] @ [ ] ® @ Polietileno de alta densidade
PIL30422.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] - [ ] [ ] [ ] @ Foliureteno o
1211t rter [Ganod . 270214-1 P ® ® ® Tereftalato de polietileno
PIL30 .1 transporter [Ganoderma sinense -1] Cloreto de polivinilo
PIL29303.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] [ ] [ ] [ ]
PIL23727.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1] [ ] @ [ ]
PIL23007.1 hypothetical protein GSI_14314 [Ganoderma sinense ZZ0214-1] ® @
T T T T
Tereftalato de polietileno Poliureteno Polietileno de alta densidade Polietileno

Plasticos com possibilidade de degradagéo

Fonte: O autor
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Tabela 9 — Consulta 4: Similaridade das enzimas encontradas no Ganoderma sinense ZZ0214-1 com o banco de dados Plasticome.

Enzima consultada

Enzima com atividade comprovada | Similaridade (%)

PIL36360.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL36360.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL36360.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

59,687
66.8
22,951

PIL23007.1 hypothetical protein GSI_14314 [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

\ GFF16684.1 carbohydrate esterase family 3 protein [Aspergillus terreus]

100

PIL23727.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL23727.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL23727.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

54,739
62,725
34,444

PIL29303.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL29303.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL29303.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

61,961
73,653
31,111

PIL30321.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30321.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30321.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

60,314
62.5
32,967

PIL30422.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30422.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30422.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

55,166
59,375
24,04

PIL30424.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30424.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL30424.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

54,403
59,761
31,098

PIL31400.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL31400.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL31400.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

61,942
67,878
32,778

PIL33565.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL33565.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL33565.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

58,414
59,501
32,804

PIL36359.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL36359.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]
PIL36359.1 transporter [Ganoderma sinense ZZ0214-1]

AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus]
BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor]
RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus]

62,897
71,735
25,043

Fonte: O autor
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Figura 21 — Consulta 5: Resultado grafico com potenciais enzimas encontradas no Pleurotus pulmonarius PM_ss5.

Relacdo de enzimas que podem ser candidatas a degradacao de plasticos.
O

KAF4576943.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] ®
Tipos de plastico testados
KAF4569591.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [P [ ] [ ] @ Cloreto de polivinilo
@® Polietileno de alta densidade
@® Polietileno
KAF4569379.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] [ ] 9 ® Poliureteno
Tereftalato de polietileno
KAF4569369.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [P [ ] ! :
Polietileno de alta densidade Polietileno Tereftalato de polietileno
Plasticos com possibilidade de degradacao
Fonte: O autor
Tabela 10 — Consulta 5: Similaridade das enzimas encontradas no Pleurotus pulmonarius PM_ss5 com o banco de dados Plasticome.
Enzima consultada \ Enzima com atividade comprovada \ Similaridade (%)
KAF4569369.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 76,953
KAF4569369.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 61.31
KAF4569369.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 27,508
KAF4569379.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 59,841
KAF4569379.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 54.44
KAF4569379.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 24,434
KAF4569591.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 60,588
KAF4569591.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 55,556
KAF4569591.1 laccase, multicopper oxidase, benzenediol:oxygen oxidorectuctase [Pleurotus pulmonarius] | RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 32.99
KAF4576943.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 50,595
KAF4576943.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] BAD98307.1 laccase3 [Trametes versicolor] 46,139
KAF4576943.1 laccase [Pleurotus pulmonarius] RMZ41798.1 multicopper oxidase/laccase [Aspergillus flavus] 23,364

Fonte: O autor
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5 TRABALHOS FUTUROS

O Plasticome tem demonstrado sucesso na identificacdo de enzimas com potencial
para degradacdo de plésticos em genomas fungicos. No entanto, hd dreas que podem ser

otimizadas e expandidas para aprimorar ainda mais o desempenho da ferramenta.

Uma melhoria significativa seria a incorporacao de uma funcionalidade durante o
processo de BLAST que se concentre exclusivamente no sitio ativo das enzimas identificadas.
Isso possibilitaria uma andlise mais refinada, resultando em uma correspondéncia mais precisa

entre as enzimas mineradas e aquelas ja conhecidas.

A inclus@o do SignalP no Plasticome representa um avango promissor. Esta ferra-
menta € crucial para a pesquisa em fungos, permitindo a identificacdo de proteinas secretadas,
especialmente relevantes para processos bioldgicos. No contexto do Plasticome, a integracao
do SignalP poderia aumentar a confiabilidade na identificacdo de enzimas potenciais, ja que a
capacidade de uma enzima degradar substancias estd diretamente ligada a sua secrecao pelo
fungo. Assim, a inclusao do SignalP enriqueceria a anélise, proporcionando uma compreensao
mais profunda das proteinas envolvidas nos processos de degradagdo de pléasticos (TEUFEL et

al., 2022).

Para ampliar a flexibilidade e utilidade do Plasticome, seria vantajoso permitir que os
usudrios enviassem seus proprios arquivos FASTA contendo sequéncias de proteinas. Atualmente
restrito a organismos anotados no GenBank, essa expansdo permitiria que pesquisadores explo-
rassem uma variedade mais ampla de dados proteicos. Essa melhoria ndo apenas democratizaria
0 acesso a ferramenta, mas também enriqueceria a diversidade de dados analisados, ampliando

assim o potencial para descobertas significativas.

Estas sugestdes buscam ndo apenas otimizar tecnicamente o Plasticome, mas também

expandir suas capacidades para atender as diversas demandas dos pesquisadores.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa em torno do Plasticome representa uma etapa significativa no avango da
micorremediacao por meio da identificacdo computacional de enzimas potencialmente capazes
de degradar plésticos em genomas flingicos. Os resultados obtidos, ao analisar diversos fungos,
fornecem insights valiosos sobre o potencial generalizado desses organismos na luta contra
a poluicdo plastica. Uma observacao intrigante proveniente desta pesquisa € a identificacao
consistente de potenciais enzimas de degradacao em todos os cinco fungos analisados. Essa
constancia levanta duas possibilidades, a primeira sugere que o método computacional adotado
pode gerar falsos positivos, indicando a necessidade continua de refinamento e validacdo das
ferramentas utilizadas. A segunda possibilidade, aponta para a hipdtese de que as enzimas
com capacidade de degradar plésticos sdo mais comuns e difundidas entre os fungos do que se
imaginava inicialmente. Essa descoberta provocativa sugere a necessidade de investigacdes mais
aprofundadas, tanto experimentalmente quanto computacionalmente, para elucidar a prevaléncia
real dessas enzimas na natureza. Diante dessas consideragdes, a pesquisa do Plasticome nao
apenas oferece uma ferramenta valiosa para a comunidade cientifica, mas também estabelece
bases para futuras exploracdes no campo da micorremediacdo. O desafio agora reside em
aprimorar as metodologias computacionais, validar os resultados experimentalmente e explorar
ainda mais a diversidade fliingica em busca de solu¢des inovadoras para a problematica global

dos residuos plésticos.
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