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Depois de realizadas as duas primeiras fases do trabalho de mac0465', Biologia Computacional,
apresentamos as respostas a cinco perguntas que visaram fomentar uma andlise final da comparacdo e
inferéncia da filogenia das diferentes cepas do corona virus causador da covid 19. Abaixo colocamos nossas
respostas, que servem de gabarito estendido para o trabalho apresentado pelos alunos. Elas foram estendidas
com consideragdes que abordam questdes que apareceram nos diversos trabalhos e levam a uma analise mais
aprofundada sobre as caracteristicas incompativeis da primeira cepa do corona virus sequenciada no Brasil, e
que tem espalhado a covid 19 pelo pais.

1) Quantas e quais sdo as posi¢oes em que ha mutagdo (substitui¢do no alinhamento otimo com a
sequéncia de referéncia’) na cepa brasileira? (# 56/108, id MT126808)

O arquivo mutacoes108.txt fornecido lista as posi¢gdes em que had mutagdo entre a sequéncia de
referéncia e cada uma das 107 sequéncias completas ndo ambiguas publicadas no Genbank até 27 de margo
de 2020, mais a sequéncia italiana, que apresenta apenas uma ambiguidade. Das 29903 posicdes da
sequéncia de referéncia, sdo apenas quatro as que apresentam substituicdo no alinhamento 6timo exibido
contra a sequéncia brasileira:
@ NC 045512 29903 2019-12-32 China

NC_045512 |Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1| complete genome
56  MT126808 29876 2020-02-28 Brazil

MT126808 |Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isoclate SARS-CoV-2/5P82/human/2820/BRA| complete genome

Parametros do alinhamento: 2 0 -1 -1
Distancia: 31

Primeiro ATG: 106 106 Delta: 8

NC 845512 © 29903 -- 20876 56 MT126808

identidades: 29872

remocoes: 27
29871 A -> - 29871
29872 A -» - 29871
20873 A -> - 20871
29874 A -» - 29871
29875 A -» - 29871
290876 A -> - 20871
29877 A -» - 29871
20878 A -> - 20871
29879 A -» - 29871
29880 A -> - 29871
20881 A -> - 203871
29882 A -» - 29871
20883 A -> - 20871
29884 A -» - 29871
29885 A -» - 29871
20886 A -> - 20871
29887 A -» - 29871
20888 A -> - 20871
29889 A -» - 29871
29890 A -> - 29871
20891 A -> - 203871
29892 A -» - 29871
20893 A -> - 20871
29894 A -> - 29871
29895 A -> - 29871
20896 A -> - 20871
29897 A -» - 29871

insercdes: ]

substituicdes: 4
11883 G -= T 11083
14805 C -> T 14805
17247 T -= C 17247
26144 G -> T 26144

as posigoes 11083, 14805, 17247 e 26144. Observe que quatro posi¢des representam apenas
0,013% em relagdo as 29903 posi¢des da sequéncia de referéncia.

1 Dep. de Ciéncia da Comp., Inst. de Mat. e Estat. da Univ. de Sao Paulo. Cf. <http://www.ime.usp.br/~alair/mac0465>.
2 Sequéncia do Genbank id NC 045512, Wuhan, China, 2019-12, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512



http://www.ime.usp.br/~alair/mac0465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512

2) Quantas delas estdo presentes no grupo de caracteristicas compativeis selecionadas na segunda

fase do projeto e quantas ndo?

0 cn  2019-12-32 NC_045512
17 tw  2020-01-25  MT192759
24 ws  2020-02-17  MTI184912
31 us  2020-02-17  MT159710
69 np  2020-01-13  MT072688

11083
14805 —— 74 us  2020-01-27  MT044258

77 en  2020-01-20  MTO039873
83 cn  2019-12-30  MTO019531
84 cn  2019-12-30  MTO019532
89 cn  2020-01-01 LR757996
94 cn  2019-12-30  MN996528
96 cn  2019-12-30  MN996530
98 cn  2020-01-02 MN988669

24325 ——————— 64 us 2020-02-10 MT106053
L2816 93 ¢cn 2019-12-30  MN996527
21707 —2— 79 us  2020-01-29  MT027064
L—— 85 fi 2020-01-29 MT020781
1532420303 —=80—— 48 jp  2020-01-32 LC529905
L—<% 60 cn 2020-02-05 MTI23290
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15 vn  2020-01-22  MTI192772
L2 48 vn 2020-01-22 MTI192773

L——— 30 wus 2020-02-21 MTI159722
10232 ..

138529930 38 us  2020-02-21  MTI159720

— 39 us 20200220  MT159709
L = 5 jp 2020-02-10  LC528233

681929577 S 61 cn  2020-01-29  MTI23291

i ] 3 62 cn  2020-01-29  MT123293
e 49 in 2020-01-27  MT012098

76 us  2020-01-31  MTO039887

20553
2
34379511

us  2020-03-13  MT246450
6 us  2020-03-14  MT246467

1059

L 10 us  2020-03-13  MT246480

o 16 us  2020-03-11  MT192765

S84, 13981397.0150 13 pk  2020-03-04  MT240479

N 26 use  2020:02:27.  MTI63716

— 56 br 2020-02-28  MTI126808

2717.9274.13! 13226.17376.23952 68 se 2020_02_07 MT093571

26144 2971.6031,12115.15597.20936,22224.25775.26354 75 kr 2020-01-32 MT039890
1906222303 92 au  2020-01-25  MT007544

L 100 us  2020-01-22  MN994468

e 107-it. 2020-01-30  MT066156

———©70 tw 2020-01-31 MT066175

L——©91 cn 2019-12-26  LR757995

2672028077 Ll 73 us  2020-01-28  MT044257
LSO 999 us  2020-01-23  MN994467

101us  2020-01-22  MN997409
— L 105 e 20200110  MNO38384
18603,18975,19175.27925

66 us  2020-02-11 MT106054

I 220115607 104 cn 2020-01-11  MN975262

4402.5062 T 52 cn 2020-01-26 MT135041

L2500 54 cn 2020-01-28  MTI135043

" ! us 2020:01-19  MT23356

12 us  2020-01-19  MT246667

L 0103 us  202000-19 MN985325

ll % 28 us  2020-03-01  MTI163720
51 us  2020-02-24  MTI52824

878228144 18060 = us  2020-03-13  MT246464

5
— — 7oms  2020-03-14  MT246471
T 'T Lz o 9 4 20200314  MT246478
27525 3
4
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us  2020-03-13  MT246452
us  2020-03-12  MT246457
us  2020-03-13  MT246476

140.12213
5052,17474.27226

17747.17858

5.21575.22088 11 us 2020-03-14  MT246488
Ll el 20 us  2020-03-09  MTI188339

OGO DBIRDMIININGE - 21 us  2020-03-05  MTI88341

e 25 us  2020-03-01  MT163719

27 us  2020-02-28  MT163717

$471,25975 28657 28863 14 es 2020-03-04 MT233523
1691,6501,16877.24351 50 in  2020-01-31  MT050493
1253413072 59 cn 2020-01-27  MTI23292

2887820742 65 us  2020-02-06 MTI106052

7521644 72 en 2020-01-17  MT049951

s1417410 19 us  2020-03-07 MTI188340
. 32 us  2020-02-24  MTI59715
22033 33 us  2020-02-24  MTI59716
6636.11750.11956 35 us  2020-02-25  MTI59712
3099.28378 36 us  2020-02-17  MTI59717
602612473 40 cn 2020-02-02  MTI21215
2840029736 41 us  2020-02-18  MTI159718
10036 43 us  2020-02-17  MT159708
— 45 us  2020-02-17  MT159707
o474 46 us  2020-02-17  MT159706
78151617 58 jpr 2020-02-10  LC528232
2024 63 us 2020-02-23  MT118835
L 67 cn  2020-01-08  MT093631
9034.9491 71 tw  2020-02-05  MTO066176
614508428854 78 us  2020-01-29  MT027063
7866 82 cn  2020-01-01  MT019533
104.111.112.119.120.124 86 cn 2019-12-30 MTO019530
3778.8388.8087 87 cn  2019-12-23  MT019529
6968.11764 90 cn  2019-12-26  LR757998
701621137 95 cn 2019-12-30  MN996529
5001.9534 97 cen 2019-12-30  MN996531

Filogenia das 107 sequéncias completas sem ambiguidade de virus da SARS2 mais a sequéncia italiana com uma
ambiguidade, publicadas no Genbank a 27 de margo de 2020. Ha repeti¢des, mas nunca de paises distintos. A raiz
¢ a barra vertical a esquerda e sdo 94 as sequéncias distintas listadas a direita nesta filogenia perfeita que ignora
seis caracteristicas incompativeis. Os niimeros nas arestas sdo de posi¢des que sofreram um evento de mutagao.

Ao lado vemos a
filogenia obtida do
algoritmo descrito na
secao 6.1, que
acrescenta a arvore
filogenética  arestas
com caracteristicas,
grupos de posigdes,
das relativas a maior
quantidade de cepas
para as relativas a
menor quantidade.

A cepa 56 brasileira
tem duas mutagdes
caracteristicas  que
formam a filogenia:
nas posicoes 26144 e
17247,  destacadas
em azul e cinza.

Das 182 posigdes
com substituicao,
resultam apenas 94
grupos de posigcdes
(que formam 94
caracteristicas)  por
terem  substituicoes
no mesmo conjunto
de cepas. Destas 94
caracteristicas, 19
sdo  incompativeis
com alguma outra e
na segunda fase
recomendamos  “o
critério de descartar
caracteristicas  [que
sdo] incompativeis
com outras de maior
cardinalidade que
[ja] ndo tenham sido
descartadas”.

Por este critério,
foram  descartadas
seis  caracteristicas
incompativeis com
alguma outra dentre
as 19 mencionadas.
Quatro destas seis



sdo incompativeis com a caracteristica formada pelas posi¢cdes 8782, 28144 — que estdo destacadas
em roxo e que sofrem a mesma mutagdo em 35 das 108 cepas —, inclusive as duas das quatro
posicdes onde a cepa brasileira apresenta mutacdo e que nao rotulam arestas da arvore filogenética
obtida: a posi¢cao 11083 e a posicao 14805, destacadas em verde e amarelo-ouro.

A mutacdo na posicdo 14805 ¢ uma mutacao silenciosa (ndo produz alteragdo de aminodcidos) e
ocorre apenas em trés sequéncias, destacadas todas em amarelo-ouro. J4 a mutacdo na posicao
11083 produz uma substituicdo de Leucina por Fenilalanina, e ocorre em dez das 108 cepas,
destacadas em verde na filogenia acima.

3) Ha incompatibilidades entre as caracteristicas/posi¢oes da cepa brasileira? Se houver, desenhe
o grafo de incompatibilidades entre as caracteristicas que apresentam alguma incompatibilidade.
(Uma aresta ligando duas caracteristicas indica que elas sdo incompativeis entre si.)

E imediato verificar que mutagdes que ocorrem em apenas 26144

uma sequéncia ndo sao incompativeis com nenhuma outra; o

que ¢ o caso da mutagdo na posi¢do 17247, cuja TUnica

sequéncia que apresenta esta mutagdo ¢ a brasileira:

Seq(17247) = {56}. Assim, resta examinar as caracteristicas

relativas as posigdoes 11083, 14805 e 26144. Observando na

filogenia acima também os destaques em amarelo-ouro e

verde, notemos que 14805 11083
Seq(26144) = {26, 56, 68, 75, 92, 100, 107}, Grafo de incompatibilidades das mutagdes
Seq(14803) = { 14, 26, 56 } s s s s o e 0 SALSD
Seq(]]083) = { 7, ]3, 24, 26, 56, 57, 58, 72, ]0], ]07} 14805 ¢ 26144 sao duas a duas incompativeis.

Assim, as computagdes feitas a tabela seguinte sdo imediatas:

P q Seq(p) N Seq(q) Seq(p) - Seq(q) Seq(q) - Seq(p)
26144 14805 {26, 56} {68, 75 92, 100, 107} {14}
26144 11083  {26,56) {68, 75 92,100,107} {7 13 24,57, 58 72, 101, 107}
14805 11083 {26, 56 [14) {713, 24,57, 58 72, 101, 107 }

Qualquer que seja a escolha de posigdes distintas p € g em { 11083, 14805, 26144 }, tanto a
intersec¢ao de Seq(p) e Seq(q) quanto as diferencas reciprocas sdo ndo vazias, o que implica que

Seq(p) < Seq(q) <L Seq(p).

Portanto, p e ¢ sdo incompativeis entre si. Isto completa a demonstragdo de que o grafo de
incompatibilidades das mutagdes da cepa brasileira com alguma incompatibilidade ¢ o da figura.

4) Para cada posi¢do de uma caracteristica incompativel da cepa brasileira, cuja informagdo foi
ignorada na elaborag¢do da filogenia obtida, listar que outras cepas de que outros paises
apresentam a mesma mutag¢do. Existe algum padrdo geografico observavel? Considere a
representabilidade de cada pais no conjunto das cepas observadas; compare as probabilidades de
se ter o pais em questdo dado que sejam satisfeitas as seguintes condi¢oes: a cepa pertence ao
conjunto de todas as cepas, a cepa pertence ao conjunto das cepas que apresentam a caracteristica
incompativel em questdo.

Como exposto na resposta a questdo 2, sao duas as posi¢des da cepa brasileira que foram ignoradas
na elaboracao da filogenia obtida em nossa segunda etapa: 14805 e 11083. Elas foram descartadas
por serem incompativeis com uma caracteristica cuja mutacdo se manifesta num numero maior de



sequéncias: a caracteristica associada as posicoes 8782 e 28144, cujas mutagdes sdo observadas nas
mesmas 35 cepas destacadas em roxo. Observamos que a da posi¢cao 8782 ¢ silenciosa (nao altera o
aminoécido codificado na proteina) e a da posicdo 28144 substitui um aminoacido ndo polar (a
leucina L) por um polar (a serina S). Note que ¢ esperado que uma mutacao que altere a classe dos
aminoacidos seja mais dificil de ser aceita pela Natureza e que seja pouco observada. E o caso desta
substituicdo rara (pontuacdo -8 na matriz de substituicdes PAM-30). Ainda assim ocorre em quatro
das 96 posi¢des com aminoacidos distintos e s6 4 substituigdes de aminoacidos sdo mais frequentes!

A reconsideragdo das posi¢cdes omitidas no processo de inferéncia de uma arvore filogenética
perfeita (sem caracteristicas incompativeis) requer eventos de mutacdes paralelas, repetidas: em
principio, uma mutagdo paralela para cada sequéncia que sofreu mutagdo para cada posi¢ao que foi
descartada. Algumas destas mutagdes repetidas na mesma posicdo podem ainda ser fatoradas,
reduzindo a quantidade de mutagdes paralelas, como se discutird a seguir.

A mutagdao na posicao 14805 ¢ uma mutacao silenciosa que ocorre em trés sequéncias: na 56,
brasileira; na 14, espanhola; na 26, americana. Coletadas entre 27 de fevereiro e 4 de marco, as trés
provém de regides distantes entre si, ainda que todas ocidentais. Se observarmos que 63 (58.3%)
das 108 sequéncias foram coletadas no Ocidente, 100% dos que manifestam esta mutacdo sdo de
pacientes no Ocidente. As mutagdes desta posicdo nas sequéncias 26 e 56, americana e brasileira,
podem ser fatoradas num unico evento devido a sua proximidade na arvore filogenética da figura:
depois da mutagdo na posi¢cdo 26144, teria havido uma tinica mutacao na posi¢ao 14805, antes de
acontecerem as mutacdes nas posi¢des 17247 e 2446, 3411, 5572, 2986 que teriam levado as
sequéncias 56 e 26, respectivamente. Nenhuma delas sofre mutacao nas posigcdes 8782 e 28144, ao
contrario da sequéncia espanhola 14. Por esta razdo, a menos que se conceda uma nova mutagdo
paralela em cada posi¢ao 8782 e 28144, nao € possivel unificar num Gnico evento as mutagdes na
posicao 14805 nas trés sequéncias.

Ja a mutac¢do na posi¢ao 11083 produz uma substituicdo de Leucina por Fenilalanina (tida como
relativamente rara por possuir pontuacdo -3 na tabela PAM-30), mas ocorre nas dez cepas de
Seq(11083) destacadas em verde na filogenia acima: 7, 13, 24, 26, 56, 57, 58, 72, 101, 107.
Algumas destas sequéncias sdo de vértices relativamente proximos na arvore filogenética, de modo
que podemos fatorar algumas mutacdes paralelas. Assim, podemos supor que a sequéncia 58,
japonesa, tenha sido obtida depois de mutacdes nas posigoes 7,8,15,16,17 (de uma cdpia anterior)
da sequéncia 24, americana, ndo requerendo uma nova mutagao paralela. Também as mutagdes da
posicdo 11083 nas sequéncias 26, 56 ¢ 107 (americana, brasileira e italiana) podem ser fatoradas
num Unico evento devido a sua proximidade na arvore filogenética: depois da mutagcdo na posicao
26144, teria havido uma tnica mutagdo na posi¢do 11803. A partir desta nova sequéncia obtida:
uma mutagdo silenciosa na posicdo 2269 teria originado a sequéncia italiana 107; e uma unica
mutagdo na posicao 14805

0 cn  2019-12-32 NC_045512
11803 —————— 24 us 2020-02-17 MTI184912 1
ETYENERT Bl ety e Ferla %frafio uma ) cega
29635 ————— 39 us 2020-02-20 MT159709 lnterme lérla ue. sofrendo
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E— 75 kr 2020-01-32  MT039890 gerado as sequeéncias 56 ¢
22208 92 au  2020-01-25  MTO007544 . -
7000 100 us 20200122 MN9oddes | 26, Assim, sete mutagdes
29095 28— 101 us 20200122 MN997409 s .
o
— 105 e 202001-10  MNo3sssa | paralelas na posicdo 11803
s 5 us  2020-03-13  MT246464 o .
1724217858 = 7 us 20200314 MT246471 | SA0 suficientes para as dez
sT822814 18060 27 us  2020-0228 MTI163717

I s 20200119 MT233526 | C€pas com esta mutacao.

9477.25979.28657,28863 14805 14 es 2020-03-04 MT233523

1521040 72 o 20200117 MToaoost | Entretanto, mais fatoragdo

91 cn  2019-12-26 LR757995 d f .

Filogenia restrita a um subconjunto das 108 sequéncias. Incluem-se as que sofreram mutagdo nas pode SCI’ cita, contanto que
posicdes 11803 ou 14805, e proximas na Filogenia. Em amarelo destacam-se dois eventos de mutagdes | S€ adicione a0 menos uma
paralelas na posi¢ao 14805, donde derivam as trés sequéncias com esta mutagdo. Em verde destacam- muta G5 o par alela em outra

se sete eventos de mutagdes paralelas na posigdo 11083, donde derivam as dez com esta mutagio. .
posi¢ao.




As 10 sequéncias que apresentam mutag¢do na posi¢do 11083 foram
coletadas de pessoas dos: EUA (7, 24, 26, 101); China (72); Japdo | ™8 WSk
(57, 58); Brasil (56); Italia (107); Paquistdo (13). Portanto, 40% das A_umm PO 000
cepas que apresentam mutagdo nesta posi¢cdo sao dos EUA, 10% da E:;‘:;d 1 g’z 2 2’2
Ch1n§1, 20% do Japdo, 10% do Brasil, IQ% da I“cé‘ha e 10%.d0‘ SouthKorea 1 019 o 0:0
Paquistdo. Cada um destes paises possui probabilidade a priori Spain 1 09 0 00
respectivamente 53,7%, 28,7%, 2,8%, 0,9%, 0,9% e 0,9%. Se China | ¢ .. 1 09 0 0.0
e EUA representam 82% das 108 cepas, apenas 50% das cepas que | [,g4ia 219 0 00
sofreram mutacdo na posicdo 11083 infectaram pessoas que vivem | viemNam 2 19 0 0.0
nestes paises: uma reducao em 1,6 vezes. Os EUA reduziram sua | Taiwan 3 2.8 0 00
participagdo de 53.7% para 40%, uma reducdo em 1.4 (1 / 0.74) | china 31287 1 035
vezes. Ja a China reduziu sua participagao em 2.9 (1 /0.35) vezes, de | usa 58 53,7 4 074
28.7% para 10%. Ja os 50% restantes ficaram restritos aos paises de | Japan 328 2 71
fora deste eixo e que antes representavam apenas 18% das cepas, um | Brazil 109 L1l
aumento em 2,8 vezes. Ttaly 109 1111
Pakistan 1 09 1 11,1
Observe que ndo pode ser o caso de que alguma destas cepas derive 108 100 10
da sequéncia 72 de Yunnan, provincia do sudoeste chinés, que além | ;... 4.« 108 sequéncias ordenados pela
da posi¢do 11083 apresenta mutagdes nas posigdes 8782, 28144, j4 | razdo de chances da probabilidade de
citadas, bem como mutagdes exclusivas nas posi¢des 75, 21644. gﬁfjﬁﬁigsdgojlgﬁzé;%ife(geﬁuzg?l)oegf
Coletada a 17 de janeiro, ela ¢ também a mais antiga do grupo, | Se agrupados, os paises fora do eixo
seguida pela sequéncia 101 coletada cinco dias depois nos EUA, Sg;?ﬁgg;g?fg;rgiazoﬁ’/‘jftICIPaQaO

com mutagdo na posi¢ao 29095, ao contrario das demais do grupo. A
sequéncia americana 24, coletada a 17 de fevereiro, € a tnica do grupo que sofreu apenas a mutagao
de substitui¢ao da posicdo 11083 e, como visto antes, podemos supor que a sequéncia japonesa 58
seja uma descendente de uma cdpia sua (a japonesa foi coletada sete dias antes). Poderia ocorrer o
mesmo fendmeno com outras sequéncias do grupo? Nao sem a introducdo de novas mutacdes
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Filogenia restrita a um subconjunto das 108 sequéncias. Incluem-se as que sofreram mutagdo nas | @Clma VISt0 que 1ncorpora
posigdes 11803 ou 14805, e algumas proximas. Em amarelo destacam-se dois eventos de mutagdes todas estas trés fatoragées
paralelas na posi¢ao 14805, donde derivam as trés sequéncias com esta muta¢do. Em verde destacam- N N
se quatro eventos de mutagdes paralelas na posigdo 11083, donde derivam as dez com esta mutagio. Ao custo de trés mutagoes
Este niimero reduzido de eventos paralelos nesta posigao requer a introdugdo de mutagdes paralelas nas aralelas em trés posicoes
posicdes 241, 26144 e 29635. p , p ¢ ’
ela reduz o nuamero de

mutagdes paralelas na posi¢do 11803 de sete para quatro. Conforme se incorpore cada uma das trés
fatoragdes ou ndo, pode-se oferecer oito filogenias alternativas, todas com a mesma quantidade de
eventos de mutacdes. Outras fatoragdes mais complexas requereriam o acréscimo de mais de uma
mutacdo paralela: a sequéncia 7 requereria mutacdes paralelas nas posicdes 8782, 28144, 18060,
17747, 17858, 27384; a sequéncia 101 requereria mutagdes paralelas nas posigdes 8782, 28144,
29095. A sequéncia 72 ¢ um caso a parte: mesmo mutacgdes paralelas nas posi¢des 8782, 28144 nao
seriam suficientes pois as mutagdes na posi¢ao 11083 substituem uma guanina G da sequéncia 0 de
Wuhan para: uma citosina C, no caso da sequéncia 72; uma timina T, no caso das demais sequéncias
do grupo. Isto ndo altera a substituicdo da leucina L pela fenilalanina F na cadeia proteica (ao



contrario do que ocorreria se houvesse substituicao para adenina A), mas garante que a sequéncia 72
nao derive da sequéncia 24 sem que ocorra uma nova mutagao na mesma posig¢ao 11083.

Todas as caracteristicas das posicdes antes citadas onde eventualmente se requereriam mutacgdes
paralelas sdo de fato incompativeis com a caracteristica da posi¢ao 11083 e nas filogenias anteriores
estdo destacadas em rosa ou vermelho, mas também em roxo e azul.

O programa fornecido MutacoesDeAminoacidos.py processa o arquivo de mutagoes
mutacoesl08.txt e verifica se cada muta¢do se encontra em regido codificante ou ndo. As
regioes codificantes sdo os ORFs (Open Reading Frames) estudados e anotados na sequéncia de
referéncia. Caso perten¢a a uma regido codificante, o programa também calcula o codon a que
pertence a posi¢do em que ocorre a mutagdo, bem como o aminodacido codificado. Isto é feito
diretamente, no caso da sequéncia de referéncia, e requer que se calcule em que posi¢do do codon
ocorreu a muta¢do. As mutagoes silenciosas sdo mais faceis de serem aceitas e costumam ocorrer
na posicdo 2 do codon, enquanto que mutagoes ocorridas nas posigoes 0 ou 1 costumam produzir
alteragdo no aminodcido. Como quase ndo hd operagoes de inser¢do e remogdo nas regioes
codificantes, e quando ha ocorrem em multiplos de trés, a muta¢do correspondente na outra
sequéncia, também mencionada como sequéncia alvo (target), deve se dar na mesma posi¢do no
codon correspondente. Decodificados os aminodcidos associados aos referidos codons nas
sequéncias de referéncia e alvo, o programa contabiliza a muta¢do nos contadores de frequéncias
de mutagoes de aminodcidos associados ao par de aminodcidos em questdo. Aléem de listar estas
informagoes relativas a cada substitui¢do, o programa lista ao final toda a tabela de contadores.
No caso de sequéncias similares, a matriz PAM normalmente recomendada é a PAM-30, de modo
que sua pontuagdo para o par de aminodcidos em questdo também é exibida nesta listagem. Tal
como observado na se¢do 3.5.1,° o cdlculo das matrizes PAM faz uso de frequéncias f., em seus
cdlculos. No programa, as frequéncias relativas a todas as substitui¢oes presentes no arquivo
mutacoesl08.txt sdo armazenadas no dicionario Freghbs. Jd o diciondrio FreqPos registra
quais sdo as posigoes envolvidas, de modo que a cardinalidade do conjunto de posicoes funciona
como um contador da frequéncia de eventos de mutagoes.

5) Seja A o conjunto dos pares de aminodcidos distintos com pontuag¢do estritamente positiva na
matriz PAM-30, e seja m o numero destes pares. A grosso modo, estes pares de aminodcidos
participam mais frequentemente de substituicoes que os outros pares. Considere o conjunto C
formado pelos m pares de aminodcidos mais frequentes na lista de posi¢coes com mutagoes
(segundo contadores dados pela cardinalidade de FregPos[par]). Liste os conjuntos A e C,
compare-0s, e comente. (Além da propria fung¢do ListaConjunto formecida, ajuda nesta
comparagdo o calculo do indice de Jaccard entre A e C.) Busque explicagio a qualquer
discrepdncia observada.

Temos ao todo, 415 | pacosss:

mac@465: ./MutacoesDeAminoacidos.py

mutag()es (SubstituiQ6CS) :;59465: . /MutacoesDeAminoacidos . py
o5

|

|

anallsadas: 95 mutagaes mace465: ./MutacoesDeAminoacidos.py |
que Se dﬁo em pOSiQGCS nao TZ§8465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | grep pam3@ | sort -k 2 | awk 'last!=$2{ print; last =$2;}' | wc -1

|

|

|

grep -- '->' | wc -1
grep codificante| wc -1

grep pam30 | wc -1

. ~ mac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | grep pam3@ | sort -k 2 | awk 'last!=$2{ print; last =$2;}' | awk '$10==$13"' | we -1
codificantes; 320 mutagdes | o
mac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | grep pam3@ | sort -k 2 | awk 'last!=$2{ print; last =$2;}' | awk '$10!=$13" | wc -1
AN 5 96
numa pOSlQaO COdlﬁcante i ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/ && $7 > ©' | wc -1

39

de nossa sequéncia de | macosss: _ , . , »
A Estatisticas gerais tomadas da listagem provida por MutacoesDeAminoacidos.py em sistema linux
referéncia (0) contra outra

das 108. Contudo, as posigOes internas a regioes codificantes envolvidas nestas 320 mutagdes sao
apenas 148, das quais: 52 posicdes onde as mutagdes sdo silenciosas, ndo alterando o aminoacido
gerado; 96 posigdes cujas mutagdes envolvem dois aminoacidos distintos. Ademais, dos 190
possiveis pares de aminoacidos distintos, apenas 39 pares foram observados nestas 96 posicdes.

3 Meidanis & Setubal, Introduction to Computational Molecular Biology, 1997, PWS Publishing.



A execugdo de MutacoesDeAminoacidos.py de fato imprime trés tabelas: na primeira delas cada
mutacdo listada em mutacoes108.txt ¢ complementada com informagdes adicionais, como 0s
aminoacidos eventualmente envolvidos; na segunda (tabela), uma contabilidade das mutagdes ¢
feita segundo cada um dos 190 pares de possiveis aminoacidos distintos; na terceira, calculos
diversos evolvendo razdes de chance e conjuntos de pares de aminodcidos. A segunda tabela
também informa na terceira coluna (col pam30) quais os valores da pontuagdo segundo a PAM-30
(ProteinSubsMatrix[par]) relativos ao par dos aminodcidos das duas primeiras colunas. Desta
forma ¢ imediato computar | [sacosss:

mac@465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/ && $3 > 0' | LANG=C sort -n -k 3 -k 7 | wc -1

— 1 7
m = 7 Contando as llnhas macB465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/ && $3 > 0' | LANG=C sort -n -k 3 -k 7

que tém valor estritamente 1 0701355 0. 00271 4 594
. . . 1 0.01542 0.00275 5.608

positivo na terceira coluna, 2 003372 0.00400  8.478

como nas computagdes ao 2

lado. Elas mostram em

[l
o

2 0.02083 7.577 133.3
1 0.01042 2.604 30.8
0.01680 0.00255 6.578 1 0.01042 4.079 61.6
0.05282 0.00500 10.561 2 0.02083 4.166 39.3
3 0.83125 6.106 729
p

y | awk '/~[A-Z] [A-Z]1/ && $3 > 0' | LANG=C sort -n -k 3 -k 7 | sumcol.awk 4

2 0.04254 0.00512 8.311
0465: ./MutacoesDeAminoacidos.
0165

dArT<sLUn<BNA<M<ZO =

Har > voXIE o8 HO MO I

. ~ ac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]1/ ' | LANG=C sort -n -k 7 -k 3 | tail -7

Segulda que uma Ordenagao -3 0.00256 0.00217 1.179 4 0.04167 19.194 1399.8
. -2 0.02894 0.01326 2.183 4 0.04167 3.143 141.9
-2 0.01707 0.00760 2.247 4 0.04167 5.484  238.3
pela tercelra COluna neSta -2 0.02301 0.01203 1.912 5 0.65208 4.328 221.3
: -7 0.00323 0.00923 ©.350 7 0.07292 7.904 1841.7
Segunda tabela peﬂnlte -3 0.91030 0.00724 1.423 7 0.07292 10.077 661.1
. . ~ -2 0.00813 0.00457 1.780 14 ©.14583 31.931 1520.9

Selec]onar quals Sao 0OS mac8465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/ ' | LANG=C sort -n -k 7 -k 3 | tail -7 | sumcol.awk 7

45

pares de aminodcidos nas | mecosss: N S , ,
Processamento da execugdo de MutacoesDeAminoacidos.py em sistema linux que oferece amparo

duas primeiras colunas das | ao cilculo de m = 7 ¢ dos conjuntos A = { (E,Q), (L,M), (H,Q), (D,N), (EY), (D,E), (ILV) } e C =
linhas de maior pontuac;ﬁo { (HY), (G,S), (P,S), (A,V), (L,P), (F,L), (I,T) }, cuja intersecgdo ¢ vazia. Da terceira coluna vé-se que

as pontuac¢des da PAM-30 sdo positivas para os pares de A e negativas para os de C. Ao somar a coluna
SegundO a tabela PAM-30. 7, vemos que os pares de C cobrem 47% (45) das 96 posigdes codificantes associadas a uma mutagio
Desta forma ¢é imediato de aminoacidos. Somando a coluna 4, vemos que o conjunto A cobre 20% dos pares associados a
eventos de mutagdo contabilizados nos célculos originais das tabelas PAM.

verificarmos que o conjunto
A ={(EQ) (L,M), (HQ), (D,N), (F,Y), (D,E), (I,V) }. Ademais, para os aminoacidos a ¢ b das
duas primeiras colunas, a quarta coluna (col paml) contém P(bja)P(a) + P(a/b)P(b),' ou seja, a
probabilidade de que a mude para b mais a probabilidade de que b mude para a. Como se pode
observar nas computagdes acima, somando-se a quarta coluna vemos que o conjunto 4 oferece uma
cobertura de 20% dos pares associados aos 1572 eventos de mutagdo contabilizados nos calculos
originais das tabelas PAM (Margaret Dayhoff, A model of Evolutionary Change in Proteins, 1978)
resumidos na secao 3.5.1 do livro de Meidanis e Setubal.

A sétima coluna desta mesma segunda tabela contém a quantidade de posi¢des cuja substitui¢ao de
aminodcidos listada na primeira tabela envolve os aminoacidos das duas primeiras colunas, de
modo que uma ordenagdo pela sétima coluna permite selecionar os sete pares mais envolvidos nas
96 substituicdes contabilizadas. Isto ¢ feito nas execugdes descritas na figura acima, resultando que
C=1{(HY) (GS) (PS), (A, V), (L,P), (F,.L), (IT) }> Assim, ¢ imediato verificar que os dois
conjuntos 4 ¢ C sao completamente disjuntos, até porque as pontuagdes da PAM-30 presentes na
terceira coluna sdo estritamente positivas para os pares de A e negativas ( < -2 ) para os de C. Isto
apesar do conjunto C cobrir 47% (45) das 96 posi¢cdes com mutagdes que substituem aminoacidos!

Quao discrepante do esperado ¢ isto? Nao se deveria esperar uma grande intersec¢ao em fun¢do das
tabelas PAM refletirem as probabilidades das mutagdes de aminoacidos observadas na Natureza
conhecida?

Ocorre que no célculo das matrizes PAM computa-se uma matriz de razdes de chances tal que “Os
pares de aminoacidos com valores acima de 1 substituem-se mutuamente com mais frequéncia do
que em sequéncias aleatérias de mesma composi¢do,® enquanto que os de valores abaixo de 1
substituem-se com menos frequéncia.” Cada elemento da matriz PAM propriamente dita ¢ dez
vezes o logaritmo da razio de chances’, de forma que a pontuagio neutra é zero € uma “pontuagio

Vide fator M[ (a,b) ] *ProbPriori[a]+M[ (b, a)]*ProbPriori [b] atribuido a abpaml, coluna col paml.

Ha ambiguidade na defini¢ao pois (L,S) é tdo frequente quanto os trés menos frequentes de C ... e ndo pertence a A.
Vide fator ProbPriori[a]*ProbPriori [b] atribuido a abrand, coluna col rand, ou 5 na figura.

Vide fator abpaml /abrand atribuido a abodds, coluna col pamodds, ou 6" na figura.
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de —10 significa que se espera que o par ocorra em sequéncias relacionadas apenas um décimo das
vezes do quanto seria previsto ao acaso, € uma pontuacdo de +2 significa que se espera que o par
ocorra 1,6 [ = 10 ] vezes mais” (Dayhoff, 1978, p.351-352) A maximiza¢do da soma destas
pontuagdes nos algoritmos de alinhamento equivale a solugdo de um problema de maxima
verosimilhanga envolvendo produto de razdes de chances envolvendo probabilidades condicionais.

Ademais, as 1572 mutacdes estudadas em transi¢des de 71 arvores filogenéticas cuidadosamente
inferidas a partir de grupos de proteinas similares com no méaximo 15% de diferencas entre as
sequéncias mais distantes, levantados a partir do Protein Data Bank (PDB) na década de 70,
constitui o primeiro grande trabalho de modelagem estatistica das diferentes probabilidades de
substituicdo entre aminoacidos. Esta modelagem reflete as diferentes abundancias dos aminoécidos
€ uma comparagao entre os extremos relata que a glicina G ocorre 8,9 vezes mais que o triptofano
W no amplo conjunto de dados entdo estudado (tabela 22). Ainda que a glicina seja 2,7 vezes mais
propensa a sofrer mutagdes que o triptofano, o mais estdvel dos aminoacidos, ela ¢ também 2,7
vezes menos propensa a sofrer mutagdes que a asparagina, o mais instavel (tabela 21). A glicina € o
14° aminoacido de maior mutabilidade e “a baixa mutabilidade da glicina deve ser devido a sua
pequenez Unica que € vantajosa em muitos lugares” (Dayhoft, 1978, p.347). Além desta modelagem
estatistica que leva em consideracdo a abundancia de cada aminoacido e sua mutabilidade, este
trabalho se propde a reconhecer padrdes de conhecimento que melhor expliquem a distribuicao de
pares de aminoacidos observados nas mutagdes aceitas pela Natureza. “Os padrdes t€m sido visiveis
nas mutagdes pontuais aceitas desde o inicio do trabalho de sequenciamento de proteinas.
Isoleucina-valina e serina-treonina foram alternativas frequentemente observadas. Era 6bvio que
essa intercambiabilidade tinha algo a ver com suas semelhangas quimicas. Na grande quantidade de
informagdes que agora existe, correlacoes muito mais detalhadas sdo visiveis e muitas inferéncias
funcionais podem ser feitas. [...] os grupos de aminoacidos quimicamente semelhantes que tendem
a substituir um ao outro: o grupo hidrofébico; o grupo aromatico; o grupo basico; o acido, grupo
acido-amida; cisteina; e os outros residuos hidrofilicos. [...] Esses padrdes sdo impostos
principalmente pela selecao natural e apenas secundariamente pelas restricdes do codigo genético:
refletem a semelhanga das fungdes dos residuos de aminoacidos em suas fracas interagdes entre si
na conformacgao tridimensional das proteinas.” (Dayhoft, 1978, p.351) As tabelas PAM refletem este
conhecimento inferido do mais tradicional banco de dados de proteinas que a ciéncia humana
produziu e as matrizes de substitui¢do sdo criticas nos algoritmos usados nas etapas mais
fundamentais do trabalho de um bidlogo que se pde a sequenciar uma nova proteina descoberta: o
alinhamento da proteina obtida contra outras ja previamente estudadas.

Uma questdo que se coloca ¢ qual das diferentes tabelas PAM se recomenda usar, ja que elas levam
em consideragdo a distancia evolutiva das sequéncias estudadas. Poderia ser o caso de que o uso da
tabela PAM ndo ideal seja a causa da discrepancia observada? Diversas tabelas sdo calculadas e as
tabelas PAM mais recomendadas para as sequéncias mais conservadas sao as de menor valor. A
tabela PAM-30, por exemplo, ¢ recomendada para mudangas observadas em 25% das posigdes das
sequéncias comparadas e a tabela PAM-1 para mutacdes em 1% das posi¢des (tabela 23, p.351).
Lembremos que as quatro mutagdes da variante brasileira contra o virus de Wuhan representa
apenas 0,013% das 29903 posigdes da sequéncia de referéncia e ndo ha tabela PAM publicada para
uma taxa de mutagdo tdo pequena. As tabelas PAM disponiveis num ajuste paramétrico feito no
alinhador BLASTP disponivel no NCBI sdao apenas PAM30, PAM70 € PAM250 € no Biopython a
oferta ¢ maior mas ainda limitada: pam30, pam60, pam90, pam120, pam180, pam250, pam300. A
verdade ¢ que se pode assumir que ndo haja sobreposicdo de mutacdes para taxas de mutagdao mais
baixas, 0 que ao contrario ¢ a propria razdo dos calculos que levam a PAM250, onde se supdem
haver uma média de 2,5 mutagdes por posicdo. Mesmo o artigo citado de Dayhoff nao publica a
tabela com logaritmos de razdes de chances PAM-1, mas a matriz de probabilidades condicionais
(M[ (a,b) 1, ou P(bja)) que elevada a uma poténcia k permite calcular PAM-k. Ainda que sem os
coeficientes de normalizagdo de Dayhoff, espera-se que a razdo de chances abpaml / abrand



que compde a variavel abodds (coluna col pamodds) produza a mesma ordenagdo durante a
execucdo de MutacoesDeAminoacidos.py.
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Assim, estamos aptos A | pacvaoa:
mac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/' | LANG=C sort -n -k 6 -k 7 | tail -7
5.143
1 0.01542 0.00275 5.608 2 0.02083 7.577 133.3
entre 4 e C permaneceria ao 1002080 0.00404 G.020 o T oL
3 0.
trocarmos a PAM-30 pela 2 0.03372 0.00400 8.428 1 0.01042 2.604  30.8
. 2 0.05262 0.00500 10.561 2 0.62083 4.166 393 ) e )
PAM_I. Sendo B 0 COIl_]ul’ltO ga;g;gi ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]1/' | LANG=C sort -n -k 6 -k 7 | tail -7 | sumcol.awk 4
dos m pares de aminoacidos | |i-coss
. mac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/7~[A-Z] [A-Z]/ ' | LANG=C sort -n -k 7 -k 6 | tail -7
com a maior PAM_I (Ou HY -30.00256 0.00217 1.179 4 0.04167 19.194 1399.8
0.01707 0.00760 2.247 4 0.04167 5.484 238.3
0.02301 0.01203 1.912 5 0.05208 4.328 221.3
1 - 0.00323 0.00923 0.356 7 0.67292 7.904 1841.7
sexta co una)’ as execucocs ©.00813 0.00457 1.780 14 0.14583 31.931 1520.9
ao lado l’IlOStI'am Justamel’lte |4||5ac846 ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]/ | LANG=C sort -n -k 7 -k 6 | tail -7 | sumcol.awk 7
mace465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/~[A-Z] [A-Z]1/ ' | LANG=C sort -n -k 7 -k 6 | tail -190 | sumcol.awk 7
pares de A. trocando (L ]\4) Processamento da execucdo de MutacoesDeAminoacidos.py em sistema linux que obtém, para m =
’ ’ 7, os conjuntos B = { (E,Q), (S,T), (H,Q), (D,N), (FY), (D,E), (LV) } e C = { (H)Y), (G.S), (B,S),
nao sO de 4 como também | coluna vé-se que s6 (S,T) € par novo e que a intersec¢do com C permanece vazia. Ao somar a coluna 7,
vemos C cobre 47% (45) das 96 posi¢des codificantes associadas a uma mutagao de aminoacidos entre
de B) cquea cobertura de B as variantes do virus da SARS2 e, somando a coluna 4, vemos que o conjunto B cobre 23% dos pares

verificar se a discrepancia | [T © o-0a 0.0036 5.
2 0.04254 0.00512 8.311 03125 6.106 72.9
mac0465: ./MutacoesDeAminoacidos.py | awk '/*[A-Z] [A-Z]/' | LANG=C sort -n -k 6 -k 7 | tail -19@ | sumcol.awk 4

0.02894 0.01326 2.183 4 0.04167 3.143 141.9
maior razao de chances na

0.01030 0.00724 1.423 7 6.07292 10.077 661.1
que B possui seis dos sete | e
por (S, D, que Cé dlS_]ul’ltO (A,V), (L,P), (F,.L), (IT) }. O conjunto B estd para a PAM-1 assim como A para a PAM-30. Da terceira
aumenta de 20% para 23%,. associados aos 1572 eventos de muta¢do de aminoacidos contabilizados nos calculos das tabelas PAM.

O par (L,S) ndo estd em B.

Ha que se observar que o valor de m ¢ definido em fun¢do da PAM-30, e que este limiar pode ser
redefinido ao se usar a razdo de chances da PAM-1. Permaneceriam ainda as discrepancias
observadas se permitirmos a inclusdo de pares com PAM-30 nulos? Neste caso obtemos m = 12, e
novas versdes A’, B’ e C’ para os conjuntos 4, B e C. A terceira tabela listada pelo programa
MutacoesDeAminoacidos.py faz este tipo de exploragcdo e as versdes dos conjuntos 4, B e C
que dependem do pardmetro m correspondem as listas TopPAM30, TopPAM1 Rand € TopSARS2,
respectivamente. Para m = /2 em particular, podemos verificar que: as novas versoes de 4 e B sao
iguais e cobrem 36,7% das 1572 mutagdes que deram suporte 3 modelagem feita com as tabelas
PAM; ao passo que a nova versao de C passa a cobrir quase dois ter¢os das mutacdes das variantes
do virus de Wuhan, inclusive 6 das 96 mutagdes que sdo associadas aos dois pares em comum entre
as novas versdes de A e de C.* A intersec¢do nio ¢ vazia, mas permanece a discrepancia de que esta
intersec¢ao seja tdo pequena e cubra apenas 6 das 96 mutagdes ndo silenciosas.

Talvez por um preciosismo se possa considerar uma comparagdo em que ao invés do conjunto C
obtido por TopSARS2 se venha a optar por um conjunto D obtido como TopSARS2 Rand,’
ordenando ndo segundo as probabilidades inferidas pelas frequéncias freg=len (FregPos [par])
mas segundo a razdo de chances com o que se esperaria ao acaso: (freq/nposmult) /abrand.
Assim, para m = 12, a cobertura diminui de 61 / 96 em C para 50/96 = 25/48 (52%) em D ao passo
que permanece a discrepancia de que sua intersec¢do com A seja tdo pequena quanto a de C (dois
entre doze elementos) e cubra apenas 5 das 96 mutagdes nao silenciosas.

Nao poderia ser que as discrepancias observadas entre os pares de aminodcidos que mais se
destacam em relacdo ao que se esperaria ao acaso sejam porque as mutagdes observadas nas
primeiras variantes do virus de Wuhan possam ndo ser aceitas pela Natureza? E dificil de dizer que
um virus contagioso que prolifere dentro do organismo a ponto de provocar diversos pontos de
embolia e um estado inflamatério em diversos 6rgaos nao tenha ja em certo grau se adaptado ao
ambiente. De toda maneira, € certo que a posi¢do mais frequente com muta¢do ndo silenciosa
associada ¢ a mais forte candidata a ser considerada aceita pela Natureza e, como ja visto, a posi¢ao

8 Na terceira tabela, na linha em que m = 12, observa-se que Jaccard (TopPAM30, TopPAM1 Rand) € 1,
IntegraColuna (tabela,col paml,TopPAM30) € 0,367, Jaccard(TopPAM30,TopSARS2) €
1/11 =2/22 e IntegraColuna (tabela,col sars2, TopSARS2) € 61/96.

9 Definidos respec. por SelecionaMParesTopo (OrdenaTabelaPorColuna (tabela,col sars2),m)
e por SelecionaMParesTopo (OrdenaTabelaPorColuna (tabela,col sars2odds),m).



28144 apresenta mutagdo em cerca de um ter¢o das sequéncias publicadas até 27 de margo, todas
destacadas em roxo na filogenia da figura. Ademais, as 35 linhas da primeira tabela impressa por
MutacoesDeAminoacidos.py relatam sempre a mesma substituicdo de nucleotideos (de T para
C) e a mesma substitui¢do de aminoacidos (de L para S). Pois este par de aminoacidos aparece
também noutras trés posi¢des (28854, 09561, 28863) e somente outros quatro pares de aminoacidos
sa0 mais frequentemente associados as posi¢cdes com mutacao entre as variantes estudadas dos virus
da covid 19. Em contraste, a mutacdo entre a leucina e a serina possui pontuacdo -8 na tabela
PAM30 (ha 121 pares de aminoacidos com pontuagdo superior de modo que (L,S) ndo pertence a A
mesmo para m=121) e apenas o 97° posto entre os pares de aminoacidos ordenados segundo a
probabilidade decrescentes de serem associados a uma mutagdo aceita entre as 1572 extraidas do
PDB quando as tabelas PAM foram computadas. A raridade desta mutacdo na natureza explica-se
pelo fato de que a leucina ¢ apolar e hidrofobica enquanto a serina € polar e seu substituinte tende a
formar pontes de hidrogénio. De fato, a mutagdo de leucina para serina deve tornar a proteina mais
reativa e potente, de forma que isto levanta a questao de como foi que esta variante foi gerada.

Teria havido alguma forma de fator externo a Natureza que teria gerado esta mutagdo, que segundo
a Quimica deveria ser extremamente rara? Afinal, quando foi que a mutacdo na posicdo 28144 se
deu? De fato, como se verifica na filogenia da figura, duas sequéncias apresentam mutagao apenas
nesta posi¢do: a sequéncia 78, de Taiwan, coletada a 31 de janeiro de 2020; a sequéncia 91, da
China, coletada a 26 de dezembro de 2019. Sao apenas 13 as sequéncias coletadas em 2019 e
somente a sequéncia 91 tem mutacdo nesta posi¢do. A propor¢ao aumentou de 1/13 para 35/108 em
trés meses, de forma que esta mutagado ¢ definitivamente uma mutacao aceita.

Se para um leigo pode parecer a primeira vista que ndo hd por que se deva esperar que a
substituicdo envolvendo leucina e serina deva ser esperada de ocorrer muito raramente, tal como se
observa nos dados dos estudos das mutacdes pontuais aceitas (PAM), a verdade que a nds emerge
desta andlise ¢ que a introducdo destas mutagdes ndo obedecem as leis da natureza inferidas por
uma aprendizagem computacional calcada numa modelagem estatistica bastante sofisticada.

O por qué das discrepancias observadas requer analises futuras, que podem ser facilitadas pelo
estudo da regido onde se dao as mutagdes observadas na sequéncia 86, coletada ainda em 2019.

A titulo de curiosidade, quisemos pegar a proxima mutacdo ndo silenciosa mais frequente,
manifesta em 13 sequéncias. Em todas elas, a mutagdo observada a posi¢ao 17747 sempre muda o
nucletideo C para T e um aminoécido P para L. Com valor -7 na tabela PAM-30, esta substitui¢ao
de aminoacidos ndo ¢é presente em A (para m = 7,12,...,103) e constitui o 63° par de aminoacidos
mais frequentemente observado entre os 1572 eventos de mutag¢do inferidos nas 71 &rvores
filogenéticas reconstituidas nos estudos da tabelas PAM. Ordenados os pares segundo seu
correspondente valor na matriz da razdo de chances da PAM-1, seu posto cai de 63 para 90, de
modo que a substituicdo também ndo pertence a B, para m < 90. Em contraste, esta mutagdo
envolvendo a prolina e a leucina ¢ a terceira mais frequente e pertence a C, manifestando-se em sete
posicdes: 3177, 3738, 5052, 6501, 9159, 14408 e 17747. Como a razdo de chances entre a
probabilidade associada a esta quantidade de posi¢des e o que se esperaria do acaso a coloca no 6°
posto, esta substituicdo de aminoacidos também pertence a D para m > 6. Tanto a prolina quanto a
leucina estdo entre os aminoacidos classificados —"
como apolares. Contudo, o indice de hidrofobia de J, R
ambas as coloca em subclasses diferentes, o que s st o . s
talvez ajude a explicar por que razdo a figura 84 do 'T T ‘j! ;

trabalho de Dayhoff que publicando a tabela — 8
PAM250 coloque a prolina em subgrupo distante T »
dos hidrofobicos M, I, L, V, reunindo-a com as »

. : Detalhe da filogenia perfeita com o descarte de caracteristicas
p olares treonina T e Serina S. incompativeis. As cinco flechas apontam para as cinco posigdes

A . - .o~ cujas mutagdes mais se manifestam nas 108 sequéncias. As duas
As treze sequencias com mutagao a posi¢ao 17747 | fiechas cinza apontam para mutagdes silenciosas e as trés flechas

também possuem uma se gunda mutag 30 nAo | azuis apontam para mutagdes entre aminodcidos distintos.

17747,17858




silenciosa: a da posicdo 17858, que substitui a trianina Y pela cistina C no Unico sitio que envolve
este par de aminodcidos polares. Este par ndo pertence a nenhum dos conjuntos A, B, C ou D, nem
param =7, nem param = 12.
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A ciéncia, fruto do maravilhamento humano diante daquilo que existe, ultimamente recorre a
propria Ontologia na busca do conhecimento daquilo que existe. O virus de referéncia cuja
sequéncia 0 foi extraida ¢ um ser, e podemos chamar de s; o primeiro ser da mesma espécie cuja
sequéncia ndo registra qualquer mutacdo de diferenca em relacdo a sequéncia 0. Analogamente,
podemos chamar de s, o primeiro ser da mesma espécie cuja sequéncia nao registra qualquer
mutag¢do de diferenca em relacdo a sequéncia 86. H4 um movimento que levou de s; a s,. Este
proprio movimento €. Ele é um ser, a relacdo entre s; € s, € que chamamos s;. Esta na genética de s;
o conjunto de seis mutagdes que transforma a sequéncia 0 na sequéncia 86. Suas posi¢des sdo {104,
111, 112, 119, 120, 124}, todas proximas entre si € a posi¢ao 107, onde se encontra a primeira
ocorréncia de um ATG na sequéncia de referéncia. As anotacdes do Genbank nao relatam que esta
ocorréncia de um ATG abra uma janela de leitura para formar o que seria o primeiro gene deste
virus, e que deveria codificar uma proteina de apenas nove aminoécidos.

M L S A L T Q Y N

seq 0 @ 100: CGGCLTGC ATG CTT AGT GCA CTC ACG CAG TAT AAT TAA

Y Rl AR A B B R A R S R N N N I -
seq 86 @ 100: CGGCAEC ATG CCG AGT GCA GCC ACA CAG TAT AAT TAA

M P S A A T Q Y N

Alinhamento de 37 nucleotideos no entorno da regido da primeira ocorréncia de um ATG nas sequéncias com ids NC 045512 e
MTO019530, coletadas em Wuhan, Hubei, China, em dezembro de 2019. Os seis asteriscos representam as seis mutagdes de
substituicdo que separam uma sequéncia da outra. O diagrama destaca o que poderia ser os dez primeiros cédons de um gene,
desde o start codon destacado em verde até o stop codon destacado em vermelho, bem como a proteina de nove aminoéacidos
correspondente. A coluna cinza destaca uma mutagao silenciosa, os codons envolvidos e os aminoacidos idénticos correspondentes.
Cada coluna laranja destaca o efeito de duas mutagdes nos codons e nos aminoacidos distintos envolvidos. As substitui¢cdes de
leucina L por prolina P e por alenina A tém pontuacdo -7 e -6 na PAM-30. A mutagdo cuja coluna no alinhamento estd envolta por
uma elipse roxa situa-se numa regido critica que regula a expressdo de um gene e potencialmente ativa ou desativa sua transcri¢ao.

E por conta de padrdes curtos e apropriados que imediatamente precedem a ocorréncia de um ATG
que um potencial gene é promovido a um gene real, codificante de uma proteina de verdade; e este
ser s; coincidentemente opera uma mutagdo na posi¢do 104, que pertence a regido promotora deste
gene e onde potencialmente se ligaria algum tipo de fator de transcrigdo. Teria esta mutacdo na
posicdo 104 a capacidade de ativar ou desativar um potencial gene na posi¢do 107? Teria o ser s;
esta finalidade? Nao se pode fazer um estudo apropriado sobre um processo evolutivo quem nao
usar os conceitos empregados por Aristoteles em Metafisica... Levantar as perguntas certas a partir
da realidade ¢ condi¢@o necessaria a uma boa ciéncia. Assim, qual a causa final desta relagao s;?

Sendo esta mutacdo bem sucedida em efetivamente promover a ativacdo deste gene, as demais
mutagdes deste grupo produziriam duas mutagdes de aminodcidos: uma envolvendo leucina L e
prolina P, um par de aminoacidos de pontuagdo —7 na PAM-30 presente na posi¢ao 17747
examinada acima; outra que produziria a primeira mutagdo entre as 108 sequéncias analisadas
envolvendo leucina L e alanina A, par de aminodcidos com pontuagdo —6 na PAM-30 que requer
muta¢do nos dois primeiros nucleotideos do codon por conta do codigo genético.

A probabilidade de que uma mutagao se dé numa janela de cerca de 30 posigdes proximas a
primeira ocorréncia de um ATG dentro de uma sequéncia de 30000 posi¢des € de cerca de 1/1000, a
probabilidade de que um grupo de ao menos seis mutacdes se dé exatamente nesta regido ¢ da
ordem de 107'®. Seria simplesmente obra do acaso este conjunto de mutagdes? Quais sdo suas
causas? Qual a causa final de s; ? Das treze sequéncias de virus coletadas em 2019, a sequéncia 86 ¢
aquela com mais mutagdes, seguida por uma com trés. As demais tém no maximo duas ...
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Como ja visto, a leucina L e a prolina P formam o terceiro par de aminodcidos mais envolvido em
mutacgoes do virus de Wuhan publicados no Genbank até 27 de margo. O segundo par ¢ formado
pela leucina e fenilanina F. Cada par participa de mutagdes em 7 posicdes na sequéncia de
referéncia, mas ¢ necessario acrescentar a contabilidade do par (L,F) o que ¢ devido as mutacdes
paralelas da posicao 11083, como cuidadosamente exposto na resposta a pergunta 4, sem falar na
possibilidade de que na posicao ambigua da sequéncia italiana o nucleotideo seja outro que ndo a
timina presente na sequéncia brasileira ou a guanina presente na sequéncia de referéncia. Ainda que
o posto do par se altere de 2° para 5° se ranqueado pela razdo de chances, o par pertence a C e a D
tanto para m = 7 quanto para m = 12. Com pontuagao -3 na tabela PAM-30, ele ndo pertence nem a
A nem a B para m < 28. Além de incompativel, a mutagdo caracteristica 11803 ¢ testemunha
eloquente da discrepancia entre a realidade observada dos eventos de mutagdes inferidos entre as
variantes do virus de Wuhan completamente sequenciados e a modelagem da evolugdo das
mutagdes aceitas obtida pela ciéncia humana na década de 70.

sequéncia MT019530

Estruturas secundarias que afetam a janela de leitura aberta pelo primeiro ATG (posig¢do 107) nas sequéncias 0 e 86. Se os padroes
que se repetem no comportamento dos assassinos ajudam na investigacdo de organizagdes criminosas, a conformagdo das
repetigdes presentes nas sequéncias dos coronas virus quando se alinha com seu reverso complementar revela estruturas ocultas
aos olhos de quem examina a sequéncia de nucleotideos apenas na ordem direta. A estrutura secundaria tem papel primordial na
ativacdo de um virus de RNA e a ocorréncia na extremidade do lago formado entre as posi¢des 84 e 127 do sitio onde
potencialmente se atracara um fator de transcrigdo para o ATG (AUG) da posigdo 107 destacado em verde deve dar-lhe a poténcia
de ser ativavel ao extremo. Nas posi¢oes destacadas em laranja encontram-se as mutagdes ndo silenciosas das posigdes 111, 112,
119, 120. A mutagdo silenciosa da posi¢do 124 e o codon de parada da posi¢ao 134 recebem destaques cinza e vermelho, respec.

De fato, temos sempre suposto que o nucleotideo da posicdo 11083 da sequéncia italiana 107 seja a
timina, até porque esta seria uma condicdo mais favoradvel ao que se vem afirmando de que a
sequéncia brasileira 56 tenha sido contraida no norte italiano. A sequéncia 107 ¢ apontada como
sendo a primeira sequenciada por pesquisadores do norte italiano e foi coletada a 30 de janeiro de
um turista da provincia de Hubei, onde fica Wuhan, que teria levado a doenga para a Itélia.
Corrobora com a tese da ancestralidade italiana da cepa brasileira o fato de que a sequéncia 56 ¢ a
sequéncia italiana 107 manifestarem a mutagao da posicao 26144. Mesmo que obscurecido pela
ambiguidade, o estado da posi¢do 11083 na sequéncia italiana também corrobora. Se dai se pergunta
se a sequéncia brasileira 56 descende da Uinica sequéncia italiana completa publicada no Genbank



até 27 de margo, deve-se dizer que ndo, a menos que se suponha ter havido um fenomeno de
reversdo da mutagdo silenciosa que a sequéncia italiana sofreu na posi¢ao 2269, mas que a

sequéncia brasileira ndo possui.

Se nossa sequéncia 56 ndo
descende do primeiro ser com
sequéncia genética idéntica a
sequéncia 107, de quem entdo
descenderia? Quem seria o pai
da crianca? Dentre as demais
107 sequéncias, de qual delas o
primeiro virus com a mesma
sequéncia ¢ 0 mais proximo
ancestral de nossa sequéncia
brasileira? Seria a sequéncia 0,
a sequéncia de referéncia? A
sequéncia 31, das sequéncias
sem nenhuma mutacdo (de
substituicdo) que as separe da
sequéncia 0, aquela contra a
qual nossa sequéncia brasileira
possui a menor distincia de
edicdo? A sequéncia 24, das
107 demais sequéncias, aquela
contra a qual a sequéncia
brasileira possui a menor
distancia de edicao? Dentro do
teatro das 108 sequéncias,
saindo de cena a sequéncia
107, o palco do teatro italiano
permanece vazio € a crianga
brasileira estd orfa. A menos
que apare¢a um novo ator neste
cenario, a peca que se encerra
no teatro italiano ¢ um
auténtico suspense.

Se das sequéncias publicadas a 27 de
margo permanece o suspense sobre um
eventual pai italiano da crianga
brasileira com suas incompativeis
caracteristicas dotadas de posi¢des
discrepantes, num cenario tdo distante
quanto a China de 2019 projeta-se a
luz da conjungdo astral que produziu
em ser tdo improvavel e de causa final
misteriosa como s3 e sua relagdo entre
sl e s2. Tanto na sequéncia 0 quanto
na 86, a segunda ocorréncia de um
ATG situa-se a posi¢ao 266 e inicia um
gene com um raro frameshift -1 a
posicdo 13468 e que termina apenas a
posi¢do 21555. O mal causado pela
covid 19 deve-se principalmente a este
gene, que se inicia numa substrutura
secundaria assemelhada a um tridente,
e que evoca a memoria do mal
representado por Goethe em Mefisto,
uma obra apreciada por Marx em sua
juventude. A tematica ¢ dominante no
livio de poemas que o jovem Karl
Marx ofereceu a seu pai como presente
de aniversario em 1837: em Orgulho
Humano, o jovem Marx escreveu:
“Com desdém langarei meu desafio /
Em cheio no rosto do Mundo / Verei o
colapso deste gigante pigmeu / Cuja
queda ndo podera sufocar meu ardor. /
Entdo eu passearei divino e vitorioso /
Através das ruinas do mundo / Darei
as minhas palavras uma forga ativa, /
Me sentirei igual ao Criador.”; ja em O
violinista (The Fiddler), o jovem Marx
escreveu: “Com Satanas eu fiz o meu
pacto. / Ele escreve as partituras e
marca o0 compasso, / Eu toco e canto a
marcha da morte com rapidez e
desembarago.”  (Karl Marx &
Frederick Engels, Collected Works,
International Publishers, New York,
1975, v.1, p. 586 e 22) A marcha da
morte tocada pelo virus SARS-CoV-2
ameaca dar corpo a pretensdo do jovem Marx de sentir-se igual ao Criador vendo o colapso do
Mundo. Que culpa tem o Criador se a humanidade tem dado ouvidos ao Manifesto Comunista de
Marx e Engels que prega um comunismo que “abole as verdades eternas, abole toda a religido e
toda a moralidade™? Sera que o espirito que inspirou Marx inspirou os homens que deixaram a
marca do tridente nestas estruturas virais? Ou serd que se trata de uma imagem deformada da
cruz? Carregar a cruz destes dias ¢ disseminar a verdade. E a verdade ¢ que também eu sou
pecador, esperando ser agoitado com falacias ad hominem por quem tem se condenado a viver no
inferno da desinformagdo e da mentira ainda que acredite ser ele mesmo o messias prometido. O
que me provoca a meditar sobre o capitulo 53 de Isaias, e a esperar cheio de certeza, esperar que a
marcha da morte tocada pelo violinista sera vencida pela epidemia da verdade! Viralize.




