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RESUMO

Uma das preocupacdes envolvendo a expressdo de diferentes proteinas heterélogas em
alimentos é a possibilidade do desenvolvimento de reagdes alérgicas ou antigénicas nos
consumidores finais. A Food and Agriculture Organization of the United Nations
juntamente com a World Health Organization definiram que uma sequéncia de
aminoacidos seria considerada alergénica/antigénica quando apresentasse ao menos 35
% de identidade em uma janela de 80 aminoécidos ou 6 — 8 aminoécidos contiguos e
idénticos quando comparada com sequéncias de alergénos conhecidos. Para categorizar
proteinas alergénicas ou antigénicas foi construida uma plataforma (chamada
Plataforma de Andlise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas — PA3P - e
disponivel em http://pa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p/index.jsp ou
http://pluriserver.com.br/pa3p/) que congrega um conjunto de ferramentas especificas
para tais analises. A plataforma fora construida através da linguagem de programacao
Java e HTML. Desta forma, foram separados grupos de proteinas
alergénicas/antigénicas de ndo alergénicas/ndo antigénicas com reducdo dos casos de
falsos positivos ou falsos negativos. As analises complementares utilizadas neste
trabalho sdo necessarias, pois a metodologia proposta pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations juntamente com a World Health Organization é
insuficiente, gerando resultados duvidosos. A plataforma construida neste trabalho
obteve valores de 98 % de sensibilidade e 96 % de especificidade, comparada com 89 %
e 85 %, respectivamente, dos testes utilizados isoladamente. Esta plataforma pode ser
utilizada para embasar a decisdao de utilizar determinada proteina na construcdo de um

Organismo Geneticamente Modificado com finalidade nutricional.

Palavras-chave: Analise de Proteinas. Bioinformatica. Predi¢do. Transgénico.



ABSTRACT

A major drawback involving heterologous protein expression in organisms used for
human consumption is the possibility of allergenic or antigenic reactions. Both Food
and Agriculture Organization of the United Nations and World Health Organization
determined that a potentially allergenic protein world present at least 35 % identity in a
80 amino acid window or 6 — 8 contiguous and identical amino acids when compared
with known allergens. In order to assess the allergenic or antigenic potential of a given
protein, the Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity of Proteins (PA3P —
available at http://Ipa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p/index.jsp or
http://pluriserver.com.br/pa3p/) was developed. The platform was constructed using
Java and HTML programming languages. It was possible to discriminate
allergenic/antigenic from non-allergenic/non-antigenic proteins, with reduction of false
positive and false negative samples. The additional analyses used in the platform are
necessary, since the insufficient FAO and WHO proposed methods, rendering doubtable
results. In our tests, PA3P presented 98% sensibility and 96% specificity when
compared with the web tools used independently (89 and 85%, respectively). This tool
has a potential to contribute to decision making regarding the of a given protein in

GMO construction with nutritional intent.

Palavras-chave: Protein analysis. Bioinformatics. Prediction. Transgenic.
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1. Introducéo

O termo alergia pode ser definido como uma resposta imunologica anormal
(SICHERER; SAMPSON, 2010). Na alergia alimentar (do inglés food allergy — FA) esta
resposta anormal ocorre pela exposi¢do a uma proteina dietética (WASERMAN; WATSON,
2011) uma vez que algumas familias de proteinas possuem capacidade de gerar alergias, ou
seja, possuem potencial alergénico (ROTH-WALTER, 2014). InGmeros alimentos podem
desencadear uma resposta imunoldgica adversa, destacando-se como principais alérgenos
proteinas do leite, ovo, amendoin, nozes, mariscos, peixe, trigo e soja (SICHERER;
SAMPSON, 2010).

De acordo com Solé et al. (2008) cerca de 3,5 % da populacdo apresenta alergia
alimentar. A FA atinge de 3 a 6 % das criangas e por este motivo € considerada um problema
de saude publica em diversos paises (TOIT et al., 2016). Dados dos Centros de Controle e
Prevencdo de Doencas indicam um aumento de 18 % nos casos de alergia alimentar em
criangas entre 0s anos de 1997 e 2007 (SICHERER; SAMPSON, 2010) e estes valores estéo
aumentando (SOLE et al., 2008). A introducio de novas proteinas em alimentos,
medicamentos e outros produtos podem expor os consumidores a novos riscos (MARI et al.,
2009), como, por exemplo, o risco de reacao alérgica e toxicidade (COSTA et al., 2011).

A inser¢do de genes que codificardo novas proteinas ocorre atraves de técnicas de
engenharia genética. O termo engenharia genética refere-se ao uso de técnicas capazes de
inserir fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA), geralmente genes, de um organismo a
outro, mudando, portanto, a constituicdo genética do receptor (SHRADER-FRECHETTE,
2005). As principais técnicas e ferramentas utilizadas na engenharia genética sdo apresentadas
na Figura 1. Dentro deste panorama, a utilizacdo de tais técnicas permite a construcdo de
transgénicos, um tipo de Organismo Geneticamente Modificado (OGM). Diferentemente das
técnicas tradicionais de melhoramento genético, a engenharia genética permite um maior
controle sobre aalteracdo pretendida. Apenas o gene de interesse € inserido no organismo
(HUG, 2008). Assim, podem ser construidos OGM expressando proteinas que confiram
vantagens econdmicas, como vegetais mais resistentes a pragas ou a herbicidas (VON KRIES;
WINTER, 2011).
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Figura 1 - Principais técnicas e ferramentas da engenharia genética.

Engenharia
Genética

Ferramentas
u DNA f h
complementar| || Enzimasde
Restrigao
u DNA
recombinante
- Enzimas DNA
Reag¢ao em ligases
— Cadeiada
Polimerase - J

Fonte: adaptado de http://oportaldomundobiologico.blogspot.com.br/2011/04/engenharia-genetica-tecnicas.html.
Acesso em 04/01/2016.

Diferente de um OGM que tem seu genoma modificado, um transgénico é submetido a
alguma metodologia de transformacdo para que um trecho do DNA de outra espécie seja
introduzido. Em suma, todo transgénico pode ser considerado um OGM, mas nem todo OGM
constitui um transgénico.

O maior impasse para a ampla comercializacdo de alimentos transgénicos é garantir a
sua seguranca ambiental e a confiabilidade do consumidor nos produtos finais, uma vez que a
modificacdo genética de tais organismos leva a expressdo de proteinas antes ausentes. Para
minimizar um possivel impacto negativo devem ser analisados os possiveis efeitos sobre a
seguranca alimentar bem como aqueles relacionados com o meio ambiente (Food and
Agriculture Organization of the United Nations — FAO/ World Health Organization - WHO,
2001). Os principais perigos potenciais dos OGM podem estar associados com toxicidade,
alergenicidade e antigenicidade, alteracGes nutricionais e efeitos antinutrientes e possibilidade
remota de transferéncia horizontal de genes (COSTA et al., 2011) sendo que todos estes
perigos devem ser testados antes da liberagdo do organismo transgénico e monitorados apos a

liberacdo para comercializagdo. No Brasil, a Lei de Biosseguranga (Lei n° 11.105 de 24 de
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mar¢o de 2005) foi aprovada para normatizar a pesquisa, 0 manuseio e 0 uso de transgénicos
(BRASIL, 2005).

Para minimizar um possivel impacto negativo devem ser analisados 0s possiveis
efeitos sobre a seguranca alimentar bem como aqueles relacionados com 0 meio ambiente
(Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO/ World Health
Organization - WHO, 2001). Assim, a avaliacdo do potencial de alergenicidade e
antigenicidade das proteinas codificadas pelos genes inseridos é imprescindivel, uma vez que
ndo é facilmente previsivel, sem estudos especificos. Para resolver esta questdo, a FAO e a
WHO, em 2001, determinaram testes que devem ser realizados para identificar caracteristicas
que definem o potencial alergénico e antigénico de uma nova proteina introduzida em
alimentos geneticamente modificados. Também foi criada, pela FAO (2001) uma arvore de
decisdo para a avaliacdo do potencial de alergenicidade de proteinas introduzidas no OGM
(KLETER; KUIPER, 2002). De acordo com a arvore de decisdo da FAO (Figura 2),
primeiramente, deve-se comparar a estrutura da nova proteina com as estruturas de alérgenos
conhecidos através do alinhamento das sequéncias. O conhecimento acerca da origem do gene
é de extrema importancia, pois caso esta seja de um alérgeno conhecido a sua reacdo com
soros de pacientes que sdo alérgicos a fonte especifica deve ser testada. Testes adicionais
como, por exemplo, a digestdo in vitro com pepsina, podem ser necessarios. A FAO/WHO
(2001) indica que testes adicionais devem ser realizados quando ndo houver nenhuma
homologia de sequéncia com um alérgeno conhecido. O teste de resisténcia a pepsina é
realizado quando o resultado para o teste de reacdo a soro especifico é negativo (FAO/WHO,
2001). O teste de digestdo in vitro com pepsina baseia-se na premissa de que a maioria dos
alérgenos alimentares sdo estaveis a digestdo (KLETER; KUIPER, 2002). Entretanto, deve-se
considerar que a promocdo ou a reducdo da degradacdo de proteinas podem estar relacionadas
a presenca de inibidores de proteases ou outras substancias. Se qualquer uma destas etapas
produzir um resultado positivo, a proteina deve ser consideradao passivel de ser alergénicao
(FAO/WHO, 2001).
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Figura 2 - Arvore de decisdo da FAO.
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Fonte: adaptado de Kleter & Kuiper (2002).

A verificacdo destas caracteristicas isoladas ndo é suficiente e por vezes apresenta
resultados duvidosos. Assim, a utilizacdo de varios algoritmos de avaliacdo torna-se
necessaria (KLETER; KUIPER, 2002). Neste contexto, alguns algoritmos foram
desenvolvidos e hoje sdo amplamente utilizados, o que torna as avaliagbes mais robustas.
Contudo, a anélise por meio destes algoritmos € dificultada por dois problemas principais: (i)
dificuldades como, por exemplo, a exigéncia de registro para ter acesso aos sites que
hospedam tais algoritmos, muitas vezes com interface pouco amigavel; e, (ii) resultados em
graficos ou tabelas ndo autoexplicativos e de qualidade grafica baixa, comprometendo a
analise realizada pelo leigo em bioinformatica. O desenvolvimento de uma plataforma que
congregue tais analises, somadas aos testes sugeridos pela FAO/WHO, pouparia tempo de
analise por proteina avaliada e ofereceria ao usuario um resultado mais compreensivel e
confidvel.

Posto isso, este trabalho objetivou a construcdo de uma plataforma.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Engenharia Genética (tecnologia do DNA recombinante)

Cordeiro (2003) conceitua a engenharia genética como um conjunto de técnicas que
possibilitam avancos em diferentes campos, incluindo modificaces do material genético, seja
ele DNA ou &cido ribonucleico (RNA). Modificacbes em sequéncias gendmicas sdo
realizadas através de recombinacdes homologas pela engenharia genética (ROCHA-
MARTINS et al., 2015). Por meio destas recombinagdes originam-se DNA recombinantes e
por essa razdo a engenharia genética € comumente chamada de “tecnologia do DNA
recombinante” (ALBERTS et al., 2010).

Na década de 1970 foram descobertas algumas enzimas de restricdo e realizados 0s
primeiros ensaios de clonagem. Em 1977 foi desenvolvida a técnica de sequenciamento de
DNA (CORDEIRO, 2003).

Dentre as técnicas da tecnologia do DNA recombinante pode-se destacar como
técnicas-chave: (i) clivagem do DNA em sitios especificos; (ii) ligacdo de DNA,; (iii)
clonagem de DNA via vetores de clonagem; dentre outras (ALBERTS et al., 2010). A
utilizacdo de tais técnicas permite a constru¢do de Organismos Geneticamente Modificados
(OGM), comumente chamados de transgénicos (FALEIRO; ANDRADE, 2009).

A construcdo de OGM através de técnicas de engenharia genética torna o processo de
manipulacdo genética mais eficaz (CANHOTO, 2010), ou seja, apenas 0 gene que possui a
caracteristica desejada é transferido (AMARAL; SILVA, 2003). Esta diferenga quando
comparada a engenharia genética com o melhoramento genético classico pode ser observada

na Figura 3.

Figura 3 - Diferenca entre um OGM e um melhoramento genético classico.
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Planta ariedade Nova planta, animalou  comerda | variedade
doadora comercial variedade microoganismoe

A B

Em (A) tem-se um esquema de como ocorre no melhoramento genético classico e em (B) como um organismo
geneticamente modificado é produzido.
Fonte: adaptado de http://ciencia.hsw.uol.com.br/transgenicos3.htm. Acesso em 21/01/2016.
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Segundo Faleiro e Andrade (2009) a producdo de plantas geneticamente modificadas
(PGM) acarretou em novas possibilidades na agricultura beneficiando tanto produtor como
consumidor.

Em suma, a engenharia genética permite a selecdo de determinada sequéncia
nucleotidica de uma espécie e sua posterior associacdo ao DNA de outra espécie. A insercdo
do gene selecionado ocorre por transformacdo genética (AMARAL,; SILVA, 2003).

2.2 Metodologias de Transformagéo

Atraveés das técnicas modernas de transformacdo genética é possivel inserir genes de
interesse de outros organismos em plantas (CANHOTO, 2010). A transformacdo indireta
utiliza-se de um vetor para realizar a transferéncia de DNA e a transformacdo direta utiliza
métodos quimicos ou fisicos para transferir o DNA (ANDRADE, 2003). A seguir séo
apresentadas as principais metodologias de transformacao utilizadas para obter transgénicos.

2.2.1 Agrotransformagéo

A transformacdo via Agrobacterium, ou agrotransformacdo, € um método de
transferéncia indireta (ANDRADE, 2003) que realiza a transformacao genética em plantas por
meio de uma bactéria gram-negativa chamada Agrobacterium spp. (CANHOTO, 2010),
tipicamente do solo (BRASILEIRO; LACORTE, 2000). As espécies deste género induzem a
formacdo de tumores nas plantas, chamados tumores da galha-da-coroa (crown gall), reflexo
direto da transferéncia de genes especificos, e por esta razdo sdo utilizadas na engenharia
genética (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996). Nesta doenca, as células vegetais infectadas
pela bactéria possuem a capacidade de se multiplicarem sem a necessidade de estimulos
externos (BRASILEIRO; LACORTE, 2000).

A espécie Agrobacterium tumefaciens induz a formacéo de tumores pela transferéncia
de uma regido especifica (regido T ou T-DNA) de um plasmideo indutor de tumor (Ti) no
DNA nuclear do hospedeiro (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996) através da regido de
viruléncia (regido vir) (BRASILEIRO; LACORTE, 2000). A presenca do plasmideo Ti esta
diretamente relacionada a capacidade que as agrobactérias tém de infectar células vegetais
(BRASILEIRO; LACORTE, 2000). A Figura 4 apresenta a metodologia proposta na

agrotransformacéo.
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Figura 4 - Transformacéo de plantas via Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterum tumefaciens
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Em 1 ocorre a inser¢do do gene de interesse no plasmideo por enzimas de restricdo e DNA ligase, dando origem
a um plasmideo Ti recombinante. Este plasmideo Ti recombinante é transferido para uma célula de A.
tumefaciens. O A. tumefaciens contendo o plasmideo modificado é utilizado para infectar uma planta(2). Para
que a infeccdo ocorra é necessario que haja algum ferimento no tecido vegetal por onde a agrobactéria possa
reconhecer a planta e iniciar a transferéncia do T-DNA do plasmideo Ti. Desta forma, o T-DNA é transferido da
bactéria para a célula vegetal onde serd integrado ao genoma da planta. Por fim, ocorre a regeneracéo da planta
gue agora expressa novas caracteristicas (3).

Fonte: adaptado de http://transgeniaemvegetais.blogspot.com.br/2010/08/tecnicas-de-transformacao-de-
dna.html. Acesso em 21/01/2016.

O género Agrobacterium possui 5 espécies que diferem entre si pela patogenicidade e
0 modo de infeccdo em diferentes plantas (BRASILEIRO; LACORTE, 2000). A espécie
Agrobacterium rhizogenes é utilizada quando o principio ativo a ser transformado encontra-se
nas partes subterrdneas da planta (AMARAL; SILVA, 2003) uma vez que € 0 agente
etiologico da raiz em cabeleira (hairy root) (BRASILEIRO; LACORTE, 2000). Ja para
principios ativos localizados nas partes areas utiliza-se preferencialmente a espécie A.
tumefaciens (AMARAL,; SILVA, 2003). Cabe ressaltar que esta condi¢do ndo constitui uma
regra, ou seja, os sistemas podem ser utilizados independentes da localizacdo do principio
ativo.

Dentre as vantagens da técnica destaca-se a transmissdo dos novos genes as progénies
e como desvantagem pode-se citar a eficiéncia de transformacéo, que varia drasticamente para
diferentes espécies vegetais (ANDRADE, 2003).
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2.2.2 Biobalistica

A biobalistica, também conhecida como bombardeamento de (micro) particulas, foi
desenvolvida por Klein et al. (1987 apud NONOHAY, 2002) e Sanford et al. (1987 apud
SARTORETTO; SALDANHA; CORDER, 2008).

Este método de transformacdo direta consiste no bombardeamento de microparticulas
com DNA exogeno aderido (ANDRADE, 2003). Desta forma, moléculas de DNA séo
introduzidas em células e tecidos intactos (NONOHAY, 2002); Este mecanismo busca
ultrapassar as principais barreiras da célula vegetal, a parede celular e a membrana plasmatica
(ANDRADE, 2003). O protocolo do método é apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Transformacdo por biobalistica.

'(-1'“. % Acelerador

de Particulas

Nesta técnica, os fragmentos de DNA exdgeno (1) sdo aderidos a microparticulas metalicas (2) e (3). Estas
microparticulas sdo aceleradas (~1.200 km/h) em direcdo a célula vegetal (4). Quando dentro da célula, o DNA
exogeno se desliga das microparticulas e, eventualmente, se integra ao DNA nuclear. Por fim, as células
transformadas séo selecionadas (5) e regeneradas em plantas geneticamente modificadas (6).

Fonte: adaptado de http://www.cgm.ich.ufmg.br/oquesao/figura05.gif. Acesso em 21/01/2016.

Existem diferentes aparatos para bombardear as células vegetais com as
microparticulas. A aceleragdo pode ocorrer por diferentes mecanismos como, por exemplo,
pela aceleracdo de gas hélio ou por descarga elétrica, dentre outros mecanismos (NONOHAY,
2002). Contudo, é necessario que o tecido a ser bombardeado apresente potencial de
regeneracgdo para que seja transformado atraves desta técnica (SARTORETTO; SALDANHA,;
CORDER, 2008).
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A grande vantagem deste método é a transformagdo sem limitacdo de hospedeiro
(NONOHAY, 2002) de forma direta, simples e rapida (ANDRADE, 2003). Em contrapartida,
este método € limitado por aspectos técnicos e pela resisténcia a penetracdo das particulas que
alguns tecidos apresentam (NONOHAY, 2002)

2.2.3 Microinjecdo em células vegetais

A microinjecdo é uma metodologia de transformacdo direta (NONOHAY, 2002).
Nesta técnica as células podem estar intactas ou desprovidas total ou parcialmente de suas
paredes celulares (ANDRADE, 2003). Contudo, ha a necessidade de que cada célula seja
injetada individualmente (ALBERTS et al.,, 2010). Desta forma, macromoléculas séo
introduzidas de forma precisa dentro da célula (ANDRADE, 2003). A técnica de microinjecdo

é ilustrada na Figura 6.

Figura 6 — Método de transformacao por microinjecao.

Micropipeta de vidro
contendo a substancia X

—»

Microinjecéo da
substancia na célula

Fonte: adaptado de Alberts et al. (2010).

A principal vantagem desta técnica de transformacdo é que a introducdo da
macromolécula ocorre de forma precisa dentro da célula e até o volume introduzido pode ser
controlado. Contudo, este método é exaustivo e ndo € indicado para um numero grande de
células a serem transformadas (ANDRADE, 2003). Este método foi desenvolvido para

transformacdo em animais e, posteriormente foi adaptado a plantas.

2.2.4 Eletroporacéo de protoplastos vegetais

Este método de transformacdo direta faz uso do protoplasto vegetal (ANDRADE,

2003). Raven, Evert e Eichhorn (1996) definem protoplasto como uma unidade do
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protoplasma constituido por um citoplasma e um nucleo, ou seja, sdo células vegetais que nao
possuem parede celular.

Nesta técnica, um choque elétrico, ou um composto quimico como, por exemplo,
baixas concentracbes de detergente, torna a membrana celular temporariamente permeavel
permitindo que o DNA exdgeno entre no citoplasma (ALBERTS et al., 2010). Esta técnica é

apresenta na Figura 7.

Figura 7 - Eletroporacgéo de protoplastos vegetais.

Célula colocada na substancia X
entre dois eletrodos e submetida
a um breve choque elétrico
Os poros transitérios feitos na membrana
‘ permitem que a substancia entre na célula
antes de se fecharem.

Fonte: adaptado de Alberts et al. (2010).

O principal limitante desta técnica refere-se a obtencdo dos protoplastos bem como a
regeneracdo do material. Por outro lado, nesta transformacdo, moléculas de diferentes

tamanhos sdo passiveis de serem introduzidas nos protoplastos (ANDRADE, 2003).
2.3 Biosseguranca

Juntamente com o advento da biotecnologia moderna surgiu a preocupagdo com 0s
riscos relacionados &, por exemplo, experimentos laboratoriais e seus possiveis impactos
ambientais (SCHOLZE, 1999). A palavra biosseguranca esta atrelada a ideia de minimizar ou
eliminar estes possiveis riscos, ndo sendo limitada apenas ao campo da biotecnologia
moderna.

A FAO define biossegurangca como um conjunto de medidas destinadas a evitar 0s
riscos, para a sade humana e para a conservagdo ambiental, advindos da pratica de diferentes
tecnologias aplicadas em pesquisa e praticas comerciais (FAO/WHO, 2001).

No Brasil, em 1995 foi criada a Lei de Biosseguranca (Lei n® 8.974) para regulamentar

as pesquisas na area da biotecnologia (BRASIL, 1995). A criagdo desta Lei levou a criacdo da
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Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBI0), responsavel pelo que tange o uso e
a liberacdo de organismos geneticamente modificados no ambiente (CASTRO, 1998). Em
2005, a Lei de Biosseguranca n° 8.974 de 1995 foi revogada pela Lei n° 11.105 de 24 de
marco de 2005 (BRASIL, 2005). Esta Lei foi aprovada para normatizar a pesquisa, 0O
manuseio e 0 uso de OGM. Desta forma, uma instituicdo s6 podera desenvolver atividades
com OGM se obtiver o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) concedido pela
CTNBio (SCHOLZE, 1999). Além de emitir os certificados, compete a CTNBIo avaliar 0s
requerimentos de liberagdo planejada no meio ambiente de um OGM (BRASIL, 2005). Uma
instituicdo que utiliza técnicas de engenharia genética ou realiza pesquisas com OGM deve
solicitar o CQB, sendo inicialmente necessario a criacdo de uma Comissdo Interna de
Biosseguranca (CIBio) (BRASIL, 2006).

A Resolugdo Normativa n° 2, de 27 de novembro de 2006, dispde sobre a classificagdo
de riscos de OGM e os niveis de biosseguranca a serem aplicados. De acordo com o Art. 7°,
0s OGM serdo classificados em quatro classes de risco de acordo com 0s seguintes critérios:
(i) potencial patogénico dos organismos doador e receptor; (ii) a sequéncia nucleotidica
transferida; (iii) a expressao desta no organismo receptor; e, (iv) o OGM resultante e seus
efeitos adversos & salide humana e animal, ao vegetais e a0 meio ambiente (BRASIL, 2006").
As classes de risco previstas pela Resolu¢do Normativa n°® 2/2006 séo: (i) Classe de Risco 1:
baixo risco individual e baixo risco para a coletividade; (ii) Classe de Risco 2: moderado risco
individual e baixo risco para a coletividade; (iii) Classe de Risco 3: alto risco individual e
risco moderado para a coletividade; e, (iv) Classe de Risco 4: alto risco individual e alto risco
para a coletividade (BRASIL, 2006").

Tais medidas juntamente com a analise de riscos de produtos biotecnolégicos,
incluindo OGM, e mecanismos de monitoramento Sao essenciais para garantir a seguranca de
tais produtos (NODARI; GUERRA, 2003). Responder a estas inquietacdes é o contexto da
biosseguranca (ANDRADE; PARROTT; ROCA, 2012).

2.4 Organismos Geneticamente Modificados e Transgénicos

Um organismo geneticamente modificado (OGM) é aquele que, através da engenharia
genética, foi submetido a adi¢do ou subtracdo de um gene (BROWN, 2010). Para a Lei de
Biosseguranga vigente no Brasil, um OGM ¢ aquele organismo cujo material genético (DNA

ou RNA) tenha sido modificado por qualquer técnica de engenharia genética (BRASIL,
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2005). A partir da interpretagdo da Lei se conclui que a denominagdo OGM é utilizada como
sinénimo de transgénico no Brasil.

Além das metodologias de transformacédo outras etapas sdo de suma importancia para
a construcdo de um organismo geneticamente modificado como, por exemplo, o isolamento e
a caracterizacdo do gene de interesse (FALEIRO; ANDRADE, 2009).

As primeiras plantas transgénicas foram criadas no inicio da década de 1980
(CANHOTO, 2010), mas s6é em 1994 foi comercialmente cultivada a primeira variedade
geneticamente modificada nos Estados Unidos (BOREM, 2005).

Uma variedade geneticamente modificada que possivelmente sera utilizada como
alimento, antes de sua liberacdo devera passar por uma analise acerca de seu historico como
cultivar e sua relacdo com a saude humana incluindo, por exemplo, informacdes sobre
toxicidade e alergenicidade (FAO/WHO, 2001). Esta avaliagdo de risco considera 0s
potenciais perigos associados a possiveis impactos negativos (ANDRADE; PARROTT;
ROCA, 2012). A Figura 8 ilustra os eventos referentes a avaliacdo de risco ambiental pelo
cultivo de um OGM.

Figura 8 - Eventos da avaliacdo de risco ambiental (ERA) pelo cultivo de um OGM.
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A ERA inicia com a formulacéo do problema. Posteriormente, sdo identificados a probabilidade de ocorréncia e
o0 dano potencial associado a cada novo perigo. Perigos improvaveis ou que nao sdo novos sao descartados. Por
conseguinte, o risco de cada perigo restante é estimado com base em um algoritmo qualitativo tabular que inclui
a dimensdo do dano potencial estimado. Havendo risco determina-se se ele € aceitavel ou se pode ser manejado
para reduzir, evitar, mitigar ou minimizar seus efeitos.

Fonte: adaptado de Andrade, Parrott, Roca (2012).

A avaliacdo de risco é o primeiro passo no fluxograma da analise de risco. Para a
liberacdo de um OGM alem da avaliacdo de risco é necessaria a gestdo e a comunicacéo de
risco. Este fluxograma é apresentado na Figura 9.
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Figura 9 - Fluxograma da analise de risco de um OGM.
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Fonte: adaptado de Andrade, Parrott, Roca (2012).

rotulado adequadamente. No Brasil, em abril de 2003 foi emitido o Decreto n® 4.680 que
regulamenta o direito a informagdo (BRASIL, 2003%), assegurado pela Lei n°® 8.078/1990
(Cddigo de Defesa do Consumidor — CDC), quanto aos alimentos e ingredientes alimentares
que contenham ou sejam produzidos a partir de OGM. O artigo 2° deste decreto versa sobre a
obrigatoriedade de rotulagem informando a presenca de OGM (limite de 1 %). A Portaria n°
2.658 de 22 de dezembro de 2003 define o simbolo de que trata o artigo 2°, § 1°, do Decreto
4.680 (BRASIL, 2003°). A Figura 10 apresenta a simbologia.

Figura 10 - Apresentacdo grafica do simbolo transgénico para rotulagem de alimentos

embalados.

Fonte: adaptado de Brasil (2003").
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A avaliacdo de risco supracitada considera ndo so riscos ambientais como também

riscos a saude humana no que tange, por exemplo, a alergenicidade e antigenicidade.

2.5 Alergenicidade e Antigenicidade

O termo alergia refere-se a uma reacdo imunologica anormal em resposta a um
material estranho, ou seja, um alérgeno (TAYLOR, 1992). Na alergia alimentar (FA) esta
reacdo anormal ocorre em resposta a um alimento (LONGO et al, 2013), mais
especificamente a uma proteina dietética (WASERMAN; WATSON, 2011). Para Sanchez-
Monge e Salcedo (2005) os protagonistas da alergia alimentar, além dos alérgenos alimentares
de natureza proteica, sdo os anticorpos de Imunoglobulinas E (IgE) especificos.

A alergia alimentar € um dos tipos de reacBGes adversas decorrentes da exposicdo a
determinados alimentos (LONGO et al., 2013). A figura 11 apresenta uma breve classificacdo

quanto as reacdes adversas aos alimentos.

Figura 11 - Classificacdo das ReacGes Adversas aos Alimentos.
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Fonte: adaptado de Bruijnzeel-Koomen et al. (1995).
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Quando uma proteina estranha é reconhecida pelo sistema imunoldgico ocorre a
secrecdo de Imunoglobulinas A (IgA) que bloqueardo a absorcdo de tais proteinas (SOUZA
JUNIOR; MARTINS, 2003). Caso esta proteina atinja o sistema circulatério, de acordo com
Souza Junior e Martins (2003), serdo gerados anticorpos da classe IgA, IgM (Imunoglobulinas
M) e IgG (Imunoglobulinas G) em pequenas quantidades para eliminar este antigeno
alimentar. A alergia alimentar do tipo mediada por IgE ocorre pela sensibilizacdo a alérgenos
alimentares com formacdo de anticorpos especificos da classe IgE (SOLE et al., 2008) e
liberacdo de histaminas, prostaglandinas e leucotrienos resultando em uma reacdo alérgica
imediata (SOUZA JUNIOR; MARTINS, 2003). Por outro lado, as reacdes alérgicas nio-
mediadas por IgE referem-se a reacles citotoxicas, reacdes por imunocomplexos e
hipersensibilidade mediada por células (SOLE et al., 2008). Solé et al. (2008) caracterizam
ainda as reacBes mistas que sdo aquelas que sdo mediadas por IgE e células onde ocorrem
manifestacdes decorrentes de mecanismos mediados por IgE e com participacdo de linfécitos

T. Os eventos que ocorrem durante uma reacao alérgica sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Eventos na reacdo de alergenicidade.
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Em A tem-se a primeira exposi¢do ao alérgeno. Esta exposicao leva a ativacdo dos linfécitos T2 e a estimulagéo
da troca para classe IgE nos linfocitos B (B). Posteriormente, (C) ocorre a producdo de IgE. Este IgE produzido
se liga aos mastdcitos (D). Uma nova exposi¢do ao alérgeno ocorre (E) e com a ativacdo do mastécito (F) ocorre
a liberacdo dos mediadores. Quando liberados mediadores do tipo citocinas ha uma reacédo de fase tardia (6-8
horas apds a exposicao ao alérgeno). Por outro lado, quando liberados mediadores lipidicos ha uma reacéo de
hipersensibilidade imediata.

Fonte: adaptado de Abbas, Lichtman e Pillai, 2008.
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O processo de sensibilizacdo, ou seja, a ligacdo de anticorpos IgE a receptores Fc dos
mastocitos, (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008) leva a liberacdo de mediadores quimicos
ou farmacoldgicos da inflamacido (SOUZA JUNIOR; MARTINS, 2003). As histaminas
(aminas vasoativas), prostaglandinas e os leucotrienos (metabdlitos do &cido araquiddnico) e
as citocinas, entre outros, sdo mediadores quimicos que sdo liberados pelos mastocitos
(CAMPILLO-NAVARRO et al., 2014).

As manifestagdes clinicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - ManifestacGes Clinicas nas Diferentes Reacbes Alérgicas.

Reac6es Mediadas por Reacbes Mistas Reacdes Nao-Mediadas por
IgE IgE

Angiodema Dermatite Atopica Proctocolite Induzida por
Proteina

Urticaria Doencas Digestivas Enterocolite

Eosinofilicas

Asma Gastrite Doenca Celiaca

Rinite Dermatite de Contato e
Herpetiforme

Anafilaxia Sindrome de Heiner

Fonte: adaptado de Sampson (1999).

Alergias, de modo geral, afetam de 20 — 30 % da populacdo a nivel mundial (GALLI
et al., 2016). Dados apresentados por Toit et al. (2016) demonstram que a alergia alimentar
afeta de 3 a 6 % das criancas. Solé et al. (2008) indica que para a populacdo mundial este
valor é de 3,5 %. Ja para Sicherer (2011) este valor é maior que 1 — 2% mas menor que 10%.
Sicherer e Sampson (2010) identificaram um aumento de 18 % nos casos de alergia alimentar
em criancas entre os anos de 1997 e 2007. Para Longo et al. (2013) a alergia alimentar
influencia substancialmente a qualidade de vida das criancas afetadas e suas familias. A
ocorréncia da alergia alimentar depende de fatores genéticos, idade, habitos alimentares,
posicao geografica e procedimentos de diagndstico (SOLE et al., 2008).

De acordo com o exposto anteriormente e com Roth-Walter et al. (2014), algumas
familias de proteinas possuem capacidade de gerar alergias, ou seja, possuem potencial
alergénico. As caracteristicas daquele que ¢é alérgeno definem a alergenicidade
(MOHABATKAR et al. 2013). Estes alérgenos podem induzir uma sensibilizacdo pela
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inducdo de respostas imunes e producdo de IgE (TSAI et al., 2015). J& a antigenicidade é
conceituada como a capacidade de uma substancia ou fracdo da mesma de ligar-se a
anticorpos ou células do sistema imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008), ou seja,
capacidade de atuar como antigeno. Antigenos sdo substancias que além de estimular a
producdo de anticorpos sdo capazes de reagir especificamente com eles (TSAI et al., 2015). A
menor parte deste antigeno que possui capacidade de ligar-se a anticorpos é conhecida como
epitopo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A partir da caracterizacdo de diferentes alérgenos foi possivel identificar as
caracteristicas, como, por exemplo, a similaridade com familias de alérgenos conhecidas,
responsaveis pelo potencial de alergenicidade de determinada proteina (SANCHEZ-MONGE;
SALCEDO, 2005). Contudo, apenas a analise isolada destas caracteristicas ndo é suficiente
para predizer que determinada sequéncia de aminoécidos possui potencial alergénico.
Métodos in vivo, in vitro e in silico foram desenvolvidos para definir o potencial alergénico de

uma proteina, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Métodos in vivo, in vitro e in silico para defini¢cdo do potencial de alergenicidade.

Métodos Fundamentacéo Processo de Avaliagéo
In vivo

- DBPCFC Humano, ingestao Sintomas clinicos

- SPT Humano, puncéo da pele Reatividade da pele

- Modelos Animais Camundongos, cées, porcos, Sensibilizacao, sintomas de
coelhos, oral ou intraperitoneal  desenvolvimento

In vitro
- Imunoensaios Soro humano Ligacdo a IgE especifica
- Immunoblotting ~ Soro humano Ligacdo a IgE especifica

- Teste de Ativacdo Sangue humano, preparacdo de Desgranulacdo de células efetoras
de Basofilos leucdcitos

- Ensaio de Células mononucleares de Proliferacdo de linfocitos T e perfil
resposta das sangue, clones de célula T das citocinas

celulas T

In silico

- Busca por Bancos de dados de alérgenos  Homologia com sequéncias de

homologias alérgenos conhecidos
- Baseados em Support Vector Machine Identificagdo de padrfes nas
Algoritmos sequéncias

Fonte: adaptado de S&nchez-Monge e Salcedo (2005).
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Para satisfazer o0 método de busca por homologias para identificacdo do potencial de
alergenicidade de proteinas alguns algoritmos foram desenvolvidos e bancos de dados de
alérgenos foram elaborados. A ciéncia da bioinformatica € a responsavel por tais ferramentas

e metodologias.

2.6 Bioinformatica

Um dos conceitos mais aceitos para esta ciéncia é a de Luscombe, Greenbaum e
Gerstein (2001) que definem a bioinformatica como uma unido entre a biologia e a
informatica.

Xiong (2006) apresenta um breve historico referente a bioinformatica:

e Década de 1960: Dayhoff desenvolveu o “Atlas of Protein Sequence and Structure”;

e Década de 1970: Needleman e Wunsch criaram o primeiro algoritmo para o
alinhamento de sequéncias e Chou e Fasman foram responsaveis pelo primeiro
algoritmo de predicéo de estruturas proteicas;

e Década de 1980: Altschul desenvolveu o BLAST, Pearson o FASTA e teve inicio o
Projeto Genoma Humano; e,

e Deécada de 1990: advento da internet.

Com o advento da internet, a bioinformatica assumiu sua posi¢cdo na ciéncia. Para
Xiong (2006), o destaque da bioinformatica ocorreu com a explosdo de informacdo gerada
pelo sequenciamento gendmico. Esta informacdo necessitava, e ainda necessita, de
ferramentas computacionais eficientes para gerenciar e analisar os dados gerados (XIONG,
2006).

Para melhor compreender a funcdo de um gene, diversos algoritmos foram
desenvolvidos. Estes algoritmos podem ser sumarizados em; (i) comparacdo de sequéncias;
(i) arvores filogenéticas; (iii) deteccdo de padrbes em sequéncias; (iv) determinacdo de
estruturas tridimensionais; (v) inferéncia da regulacdo celular; (vi) determinacdo de funcbes
proteicas e vias metabolicas; e, (vii) montagem de fragmentos de DNA, dentre outros
algoritmos (COHEN, 2004). No que tange a comparacdo de sequéncias destaca-se 0
alinhamento de sequéncias.

O alinhamento de sequéncias é considerada uma das ferramentas mais importantes da
bioinforméatica (PROSDOCIMI et al., 2002). A Figura 13 apresenta um alinhamento de duas

sequéncias de proteinas.
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Figura 13 - Alinhamento de duas sequéncias de proteinas.

seql KKAK=-TTHHGA--YHN-G
seq2 KKRUDTTH-GAIKYGNTG

Bl match mismatch [l gap

Match é uma unidade pareada, mismatch sdo as posi¢fes ndo pareadas e gaps sao espacos inseridos para obter
um melhor alinhamento entre as sequéncias.
Fonte: adaptado de Prosdocimi et al. (2002).

No caso da alergenicidade este alinhamento ocorre utilizando a sequéncia de consulta
comparada com um banco de dados de alergénicos (SOUZA JUNIOR; MARTINS, 2003).
Uma proteina sera categorizada como alergénica quando possuir 35 % de similaridade entre a
sequéncia de consulta e uma sequéncia comprovadamente alergénica em uma janela de 80
aminoacidos (FAO/WHO, 2001). A similaridade refere-se a propriedades fisico-quimicas
semelhantes (aminoacidos conservados) entre pares de sequéncias ap0s estas serem alinhadas
(PROSDOCIMI et al., 2002).

Também serd categorizada como alergénica uma proteina que possuir 6 ou mais
aminoéacidos contiguos e idénticos quando alinhada a sequéncia de consulta e sequéncias de
bancos de dados alergénicos (FAO/WHO, 2001). A identidade difere da similaridade por se
tratar de aminoacidos idénticos entre os pares de sequéncias apdés o alinhamento (FALTA
REFERENCIA). O alinhamento de sequéncias pode ser dividido em alinhamento local e
alinhamento global.

O alinhamento local busca alinhamentos em regibes de alta similaridade
desconsiderando as regifes adjacentes; e, o0 alinhamento global considera que as sequéncias

sdo similares em todo seu comprimento (XIONG, 2006). A Figura 14 ilustra esta diferenca.

Figura 14 - Diferenca entre alinhamento global e local.

seql EARDF-NQYYSSIKRSGSIQ seql NQYYSSIKRS
seq2 LPKLFIDQYYSSIKRTMG-H seq2 DQYYSSIKRT
Alinhamento Global Alinhamento Local

Fonte: adaptado de Xiong (2006).
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Outro método utilizado na andlise do potencial de alergenicidade de proteinas é o
método baseado em algoritmos, mais especificamente as Maquinas de Vetores de Suporte (do
inglés Support Vector Machine - SVM). As SVM constituem uma técnica de aprendizado pro
vezes superior a modelos como as Redes Neuras Artificiais (LORENA; CARVALHO, 2007).
A Figura 15 apresenta uma breve descricéo sobre o método.

Figura 15 - Determinacdo do conjunto de classificadores do SVM.
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Cada classificador (C,,) € treinado por uma subamostra (S,,) a partir de um conjunto de treinamento (conjunto de
dados que possui um numero equilibrado entre casos negativos e positivos). O conjunto de classificadores é
treinado e avaliado pelo conjunto de dados de teste. Por fim, a predi¢do é calculada a partir da predicdo dos
classificadores individuais.

Fonte: adaptado de Caragea et al. (2007).

O SVM analisa dados a fim de reconhecer padrdes para classificar determinada
amostra (LORENA; CARVALHO, 2007). O conjunto de treinamento e o conjunto de teste,
podera ser constituido por aminoacidos bem como dipeptideos originando atributos e rétulos
(classificadores).

O objetivo final da bioinformatica é entender melhor uma célula e suas

funcionalidades a nivel molecular (XIONG, 2006). A bioinformatica revolucionou a avaliagdo
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do potencial de alergenicidade de proteinas por fornecer uma base de dados e ferramentas de
predicéo in silico para tal (SANCHEZ-MONGE; SALCEDO, 2005). Neste ponto, a analise
das sequéncias é essencial para detectar e prever estruturas, reacdes adversas e o0 potencial de
alergenicidade (SOUZA JUNIOR; MARTINS, 2003).
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3. Contextualizacéo

Este trabalho descreve a construcdo de uma plataforma, chamada Plataforma de
Andlise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas — PAS3P, utilizada para categorizar
proteinas alergénicas ou antigénicas. A categorizacdo foi realizada de acordo com as
caracteristicas da sequéncia putativa de aminoacidos e pelo uso de um conjunto de
ferramentas especificas que contribuira para embasar a decisdo de utilizar ou ndo determinada
proteina na construcdo de um Organismo Geneticamente Modificado (OGM) com finalidade
nutricional. Com o intuito de facilitar a compreenséo tanto da metodologia utilizada quanto
dos resultados apresentados, esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos:

Capitulo I, intitulado “Construcdo da Plataforma de Analise da Alergenicidade e
Antigenicidade de Proteinas” dispGe sobre a concatenacdo das principais ferramentas
disponiveis na web para predicdo do potencial de alergenicidade e antigenicidade de
proteinas;

e

Capitulo II, intitulado “Categorizagdo in silico de proteinas alergénicas ou antigénicas
por meio da Plataforma de Anélise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas (PA3P)”
apresenta a funcionalidade da PA3P para a identificacdo de proteinas potencialmente
alergénicas.

A dissertacdo também apresenta apéndices contendo informacgdes suplementares para
melhor descrigéo do trabalho:

e Apéndice 1: manuscrito gerado a partir deste trabalho;

e Apéndice 2: planilha do célculo da acurécia e validacdo da PASP via dataset;

e Apéndice 3: planilha de validacéo; e,

e Apéndice 4: codigos-fonte de construgdo da PA3P.
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4. Objetivos

4.10bjetivo Geral

Construir uma plataforma — chamada PA3P (Plataforma de Andlise da Alergenicidade e

Antigenicidade de Proteinas) de analise integrada.

4.2 0bjetivos Especificos

e Estimar a acuracia das ferramentas web disponiveis para analise do potencial de
alergenicidade e antigenicidade;

e Compilar as informaces e tecnologias dos diferentes sites de pesquisa e bancos de
dados publicos em um unico local;

e Categorizar proteinas alergénicas ou antigénicas, de acordo com as caracteristicas
bioldgicas da expressdo da sequéncia de aminoacidos, pelo uso de um conjunto de
ferramentas especificas; e,

e Analisar grupos de proteinas in silico, definindo seu potencial alergénico e antigénico.
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5. Capitulo I - Construcéo da Plataforma de Anélise da Alergenicidade e

Antigenicidade de Proteinas
5.1Introducéo

Para que novas proteinas, oriundas de modificacbes genéticas, possam estar presentes
em alimentos é necessario que seu potencial alergénico seja avaliado (FIERS et al., 2004). A
predicdo e avaliacdo do potencial alergénico € essencial para a avaliacdo da seguranca do
consumidor final (WANG et al., 2013). Contudo, tal potencial ndo é facilmente previsivel
uma vez que depende de diversos fatores como, por exemplo, a variabilidade da resposta de
IgE especificas (SOUZA JUNIOR; MARTINS, 2003).

A FAO juntamente com a WHO, em 2001, definiram que uma proteina seria
possivelmente alergénica quando apresentasse: (i) seis ou mais aminoacidos contiguos e
idénticos quando comparada com uma proteina sabidamente alergénica; ou, (ii) mais de 35 %
de identidade em uma janela de 80 aminoacidos quando comparada com uma proteina
sabidamente alergénica (FAO/WHO, 2001). Tais caracteristicas isoladas ndo sdo suficientes
para determinar um possivel potencial alergénico (STADLER; STADLER, 2003).

Para cumprir a exigéncia de avaliacdo do potencial de alergenicidade de novas
proteinas, diversas abordagens computacionais foram desenvolvidas (WANG et al., 2013).
Tais abordagens investigam: (i) a fonte do gene; (ii) a homologia da sequéncia com alérgenos
conhecidos; (iii) a associacdo com IgEs de fonte sorolégica de individuos alérgicos; e, (iv)
propriedades fisico-quimicas da proteina codificada pelo gene introduzido (SOUZA JUNIOR;
MARTINS, 2003). Para identificar homologias entre a sequéncia de consulta (query
sequence) e sequéncias de aminoacidos de alérgenos conhecidos novas ferramentas web
foram desenvolvidas como, por exemplo, Prediction of Allergenic Proteins and Mapping of
IgE Epitopes (AlgPred), Allergen Online, Allergen Database for Food Safety (ADFS), dentre
outras.

A ferramenta AlgPred (descrita por SAHA; RAGHAVA, 2006; e, disponivel em
http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/) realiza predicdes de proteinas alergénicas e
mapeamento de epitopos elicitores de IgE através da busca por similaridades. De acordo com
este método uma proteina é predita como alergénica quando possuir um ou mais epitopos IgE.
A busca por Allergen Representative Peptides (ARPs) é uma abordagem com alta
sensibilidade e precisdo. Consiste em um banco de 2.890 ARPs e quando um hit é encontrado
a sequéncia de consulta é categorizada como alérgeno (SAHA; RAGHAVA, 2006). AlgPred
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ndo realiza apenas predigdes baseadas em similaridades como também realiza predicGes in
silico baseadas em algoritmos, como a predicdo baseada em Support Vector Machine (SVM).
SVM pode ser conceituado como um conjunto de métodos do aprendizado supervisionado
que analisam os dados a fim de reconhecer padrdes e, desta forma, classificar determinada
amostra (LORENA; CARVALHO, 2007).

Outra ferramenta que possibilita a predigcdo in silico € o banco de dados Allergen
Online (disponivel em http://allergenonline.com/). Esta possibilita a comparacdo entre a
sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse com sequéncias de proteinas alergénicas. A
predicdo ocorre seguindo as recomendacgdes da FAO/WHO, conforme segue: (i) Allergen
Online com janelas de 80 aminoacidos: uma proteina sera considerada alergénica quando
apresentar uma similaridade igual ou maior que 35 % - em uma janela de 80 aminoacidos; e,
(ii) Allergen Online com wordmatch de 8 aminoacidos: uma proteina serd considerada
alergénica quando apresentar 8 aminoécidos contiguos comparada a uma proteina
comprovadamente alergénica.

Um método baseado na busca por similaridades entre motivos de proteinas consiste na
principal ferramenta do banco de dados Allergen Database for Food Safety [ADFS;
disponivel em http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/ e descrito por NAKAMURA; NAKAMURA,;
TESHIMA (2009)]. O ADFS possui um banco de dados proprio com mais de 1.300 alérgenos
(NAKAMURA; NAKAMURA; TESHIMA, 2009).

Por fim, a ferramenta web chamada Protein Allergenicity Prediction [proAP;
disponivel em http://gmobl.sjtu.edu.cn/proAP/main.html e descrito por WANG et al. (2012)]
realiza andlises por meio de algoritmo de SVM baseado nos aminoacidos que compde a
sequéncia de interesse. Dentro do contexto das novas abordagens computacionais que avaliam
o potencial de alergenicidade e antigenicidade, a Plataforma de Analise da Alergenicidade e
Antigenicidade de Proteinas (PASP - disponivel em
http://pa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p/index.jsp ou http://pluriserver.com.br/pa3p/)
foi desenvolvida concatenando as ferramentas supracitadas.

A construcdo da plataforma PA3P (Plataforma de Anélise da Alergenicidade e
Antigenicidade de Proteinas) visa contribuir para embasar a decisdo de utilizar ou néo
determinada proteina na constru¢cdo de OGM com finalidade nutricional. A plataforma conta
com trés sec¢des: (i) as andlises sugeridas pela FAO/WHO; (ii) alinhamentos em diferentes

bancos de dados que possuem sequéncias de proteinas comprovadamente ou potencialmente
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alergénicas e antigénicas; e, (iii) analises por diferentes algoritmos de predicdo por busca de
motivos e epitopos.

5.2Metodologia
5.2.1 Dataset

Para definir o n amostral que constituiria o dataset utilizou-se o célculo de
amostragem para populacdes finitas, uma vez que até o momento foram descritas 1.897
sequéncias de proteinas sabidamente alergénicas, conforme equacéo:

Z**PxQ*N

n= , onde:
e>*(N—1)+ Z*PxQ

Z —nivel de confianca de 99 %;

P —acerto esperado de 60 %;

Q — erro esperado de 40 %;

N — populacéo total de 1.897 individuos; e,
e — nivel de precisdo de 5 %.

Através deste calculo foi fixado um valor amostral de n = 475. Entdo, o dataset foi
constituido de 475 sequéncias de proteinas comprovadamente alergénicas obtidas da listagem
de alérgenos do banco de dados Allergen Online (disponivel em http://allergenonline.com/
versdo de Janeiro de 2015) por meio de amostragem aleatoria. Para sequéncias de proteinas
ndo-alergénicas realizou-se uma busca no banco de dados de proteinas do National Center
for Biotechnology Information (NCBI — disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O valor
de n deveria ser igual para o dataset das sequéncias de proteinas alergénicas e ndo-
alergénicas. Contudo, a busca junto ao NCBI (em junho de 2015) retornou apenas 466
sequéncias de proteinas relacionadas as palavras-chave “immunogenic” e “Homo sapiens”.

O dataset completo encontra-se em
http://pluriserver.com.br/pa3p/database/database.jsp ou
http://Ipa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p/database/database.jsp.

5.2.2 Acuricia

A acurécia das ferramentas compiladas na plataforma foi definida de acordo com a
seguinte equacao:
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7 . VP+VN
Acurdcia = ————  , onde:
VP+FP+VN+FN
Alergénica N&o-Alergénica
Alergénica Verdadeiro Positivo (VP) Falso Positivo (FP)
Né&o-alergénica Falso Negativo (FN) Verdadeiro Negativo (VN)

Para chegar aos valores finais de acurécia, as 475 sequéncias de proteinas alergénicas
e as 466 sequéncias de proteinas ndo-alergénicas foram submetidas as ferramentas
individualmente. Uma matriz binaria (0 para auséncia; 1 para presenca) foi construida com o
resultado total de todas as analises (ver Tabela 6 - Apéndice 2) e um resultado sumarizado €
apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais resultados referentes ao calculo da acuracia das web tools.

1 2 3 4 5* 6 7
Verdadeiros Positivos 103 439 378 416 98 462 472
(VPs)
Verdadeiros Negativos 462 337 459 388 94 437 453
(VNs)
Falsos Positivos (FPs) 372 36 97 59 2 13 3
Falsos Negativos (FNs) 4 129 7 78 6 29 13
Acurdcia 60,04% 82,47% 88,95% 85,44% 96,00% 95,54% 98,30%

Web tools: (1) AlgPred — IgE; (2) AlgPred - SVM dipeptide; (3) AlgPred — ARP; (4) proAP - SVM aa; (5) ADFS
- Motif-based; (6) Allergen Online - 80 aa window; e, (7) Allergen Online - 8 aa wordmatch.

* Foram analisadas 100 sequéncias de proteinas alergénicas e 100 de proteinas ndo-alergénicas devido a
indisponibilidade do banco de dados ADFS.

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

5.2.3 Construcdo da Plataforma de Analise da Alergenicidade e Antigenicidade

de Proteinas

As ferramentas web selecionadas foram concatenadas na PA3P através das linguagens
de programacdo HyperText Markup Language (HTML), Java SE 1.7 e JavaScript em um
sevidor web (Apache Tomcat 7 Server). Programas em Java podem ser incorporados a HTML
(DEITEL;DEITEL, 2005), ou seja, paginas da web como a PA3P.

Os plugins utilizados na construgcdo da PASP foram: (i) jQuery, uma biblioteca de

fungdes de JavaScript; (ii) jQuery User Interface (Ul), responsavel pela interface amigavel e
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interativa da PA3P; e, (iii) Highcharts JS, uma biblioteca de graficos baseada em JavaScript
responsavel pelos resultados graficos da PA3P. As ferramentas utilizadas para construcao da
PASP sdo gratuitas para projetos pessoais ou sem fins lucrativos.

A plataforma foi alocada no servidor web da Universidade Federal do Pampa. Além
disso, serd mantida no http://pluriserver.com.br como alternativa para o caso de o enderego
principal estar offline. Todos os codigos-fonte sdo apresentados no Apéndice 4.

A sequéncia de consulta quando submetida na PA3P é processada em todas as web
tools implementadas. Conforme cada ferramenta retorna resultados como allergen ou non-
allergen uma planilha (ver Tabela 4) é preenchida de acordo com o método e respectiva

acuracia para que ao final obtenha-se o resultado sumarizado.

Tabela 4 - Planilha de pontuacédo da acuracia conforme o método e o resultado da analise.

1 2 3 4 5 6 7 Média
Alergénica 96% 88,95% 60,04% 82,47% 95,54% 98,30% 85,44% 85,12%
N&o-Alergénica 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Conforme a query é processada na plataforma, uma planilha de pontuacéo € preenchida. Quando ocorre um erro
no processamento, o valor de acurécia da ferramenta é desconsiderado. Ao final da andlise uma média é
calculada de acordo com os resultados (alergénica/ndo-alergénica) de cada web tool. Web tools: (1) ADFS —
Motif-based; (2) AlgPred — ARP; (3) AlgPred — IgE; (4) AlgPred — SVM dipeptide; (5) Allergen Online — 80 aa
window; (6) Allergen Online — 8 aa wordmatch; e, (7) proAP — SVM aa.

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

5.2.4 Validacédo

O processo de validagdo da PAS3P consistiu na submissdo do dataset, de 475
sequéncias de aminoacidos referentes a proteinas alergénicas bem como 466 sequéncias de
aminoacidos referentes a proteinas ndo-alergénicas, a plataforma. Esta etapa é de extrema
importancia para analisar a confiabilidade da nova ferramenta.

O resultado do processo de validacdo também possibilita a delimitacdo da

sensibilidade e especificidade da PA3P com as seguintes equaces:
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Sensibilidade = VP‘:PFN e,
Especificidade = VNVJZEP, onde:
Alergénica Néo-Alergénica
Alergénica Verdadeiro Positivo (VP) Falso Positivo (FP)
Né&o-alergénica Falso Negativo (FN) Verdadeiro Negativo (VN)

Concomitantemente ao processo de validacdo ocorreu a delimitagdo do valor do erro
de acordo com a seguinte equagéo:

Desvio Padrao

Erro Padrio =

VTamanho da Amostra

5.2.5 Categorizacdo de Proteinas

Um grupo composto de 100 sequéncias de amino&cidos de proteinas com indices de
alergenicidade e antigenicidade desconhecidos foi submetido a analise na PAS3P. Tais
proteinas foram selecionadas aleatoriamente do banco de dados Protein Data Bank
(disponivel em http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do). Este teste foi realizado para
comprovar a funcionalidade da PASP e seu resultado completo pode ser consultado na Tabela
7 no Apéndice 3.

5.3Resultados

A plataforma conta com trés secdes: (i) as analises sugeridas pela FAO/WHO; (ii)
alinhamentos em diferentes bancos de dados que possuem sequéncias de proteinas
comprovadamente ou potencialmente alergénicas e antigénicas; e (iii) analises por diferentes

algoritmos de predigdo por busca de motivos e epitopos (Figura 16).
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Figura 16 - Fluxograma de construcdo e funcionamento da Plataforma de Analise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas (PA3P).
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Figura 16 — Fluxograma de construcdo e funcionamento da Plataforma de Analise da Alergenicidade e
Antigenicidade de Proteinas (PA3P).

A. Dataset da PA3P. O célculo de amostragem para populagdo finita de allergen consiste em: 99 % de nivel
de confianca (Z); acerto esperado (P = 60 %) complementar ao erro esperado (Q = 40 %); populagéo total de
N =1.897; e, um nivel de precisdo e =5 %; resultando em n = 475 sequencias allergen por meio de sorteio
aleatorio. Para o dataset de sequéncias non-allergen o n foi fixado em 466 sequéncias uma vez que estas sdo
as Unicas sequéncias relacionadas a imunnogenic e Homo sapiens depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI). B. O dataset foi submetido as web tools isoladamente para que por
meio do céalculo da acuracia fosse possivel identificar quais métodos apresentavam menos casos de falsos
positivos e falsos negativos (C). Apos a identificacdo dos métodos que melhor se adequam ao modelo, estes
foram compilados pela linguagem Java dando origem a PA3P (D). Ao inserir sua sequencia query em D, esta
é processada nos diferentes métodos (C) presentes na plataforma. Em E temos a tabela de pontuacdo
baseada na acuracia, conforme o método retorna o resultado alergénico/ndo alergénico a pontuacdo é
distribuida e por fim ha o calculo da média adcionado/subtraido o valor do erro populacional. Quando uma
das ferramentas retorna ‘Error’ este valor ndo ¢ atribuido como, por exemplo, a ADFS. Baseado nesta
media, os gréaficos sdo gerados (F).

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).
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A Plataforma de Analise da Alergenicidade e Antigenicidade pode ser acessada em
http://lpa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p ou http://www.pluriserver.com.br/pa3p. A

Figura 17 apresenta a interface da nova ferramenta.

Figura 17 - Interface da Plataforma de Andlise da Alergenicidade e Antigenicidade de
Proteinas (PA3P).

<> PA'P - Platform for Analy: X =7

<« C' [O pluriserver.com.br/pa3p/index.jsp S

\é},s/ PA3P oL

Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity of Proteins

Y

Home About PAP Dataset Useful Links Contact

The evaluation of protein allergenicity and antigenicity potential is paramount when designing Genetically Modified Organisms (GMOQ), since exogenous proteins may cause a series of allergenic reactions when
uuuuuuuu d by humans. Therefore, Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ) and World Health Organization (WHO) defined that proteins should be in silico tested for its allergenicity and
antigenicity potential prier to GMO construction. In order to assess the allergenic potential of a given protein, both WHO and FAO determined that a query protein is potentially an allergen if it either presented six or
more contiguous amino acids (id length n=6) or over 35% identity in a 80 amino acid window when compared with known allergens. However, according to several authors (Zorzet, Gustafsson, Hammerling, 2002
Souza Junior & Martins, 2003; Stadler & Stadler, 2003; Mirsky, Cressman Junior, ladics, 2013; Wang et al., 2013; Chrysostomou & Seker, 2014) these methods have low precision, In order to overcome this drawback
several other approaches have been developed, to evaluate the potential allergenicity of proteins, and released as free web services (see "About” for further informatien).

The availability of several tests throughout the Internet, each of which presenting different methods and outputs, may render misinterpretation of results for the wet lab scientists with limited knowledge of
bioinformatics. Considering the number of available tests, the Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity of Proteins (PA*P) was developed and tested with the goal of providing as comprehensive as possible
coverage of tests associated with an easy interpretable output. PA*P is a robust web tool capable of categorizing allergenic or antigenic proteins by summarizing and statistically testing each outcome derived from a set
ed on every test compiled by PA®P allows the characterization (expressed on % chance) of a given protein as allergen or non- allergen with high
sensibility, specificity, and precision. In our tests, PA % sensibility and a 96 % specificity when compared with isolated tool analyzes (89 % and 85 %, respectively).

For more information on how PA*P works, please visit the “About” section

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

O quadrante superior esquerdo da PA3P é composto de diferentes secdes. A aba
“Home” apresenta uma breve descricdo sobre a plataforma. A secdo “About” apresenta
informacdes acerca da funcionalidade da plataforma bem como descreve as ferramentas
utilizadas e sua respectiva metodologia. A secdo “PA3SP” é destinada ao processamento da
andlise de interesse. “Dataset” refere-se as sequéncias de aminoacidos utilizadas para calcular
tanto a acuracia das web tools como validar a plataforma. Em “Useful Links” estdo
disponiveis o0s acessos as ferramentas individuais e outros bancos de dados de interesse. E,
por fim, na se¢do “Contact” s&o disponibilizados os e-mails de contato.

A validagdo da PA3P revelou um aumento substancial tanto na sensibilidade quanto na
especificidade quando se compara aos valores obtidos pelas ferramentas individualmente,
conforme Figura 18 (A e B). Resultado semelhante foi encontrado tanto para a analise do
dataset (Apéndice 2 — Tabela 6) quanto para o grupo de sequéncias de aminoacidos com

indices de alergenicidade e antigenicidade desconhecidos (Apéndice 3 — Tabela 7).



Figura 18 - Especificidade e sensibilidade da PA3P.
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M Allergen Online - 80 aa Window
m Allergen Online - 8 aa Wordmatch
m AlgPred-IgE

M AlgPred-ARP

M AlgPred-SVM Dipeptide

M proAP-SVM aa

M ADFS - Motif-based

m PA%P

m Média
mPASP

B Média (em azul) refere-se a média dos resultados obtidos nas web tools. PA3P (em vermelho) refere-se ao
resultado obtido quando utilizada a plataforma como ferramenta de categorizagdo de proteinas.
Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

referentes ao erro amostral observaveis na Tabela 5.

Concomitante ao processo de validagdo da PA3P ocorreu a delimitacdo dos valores
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Tabela 5 - Valores referentes ao erro amostral.

Erro Amostral

Resultado baseado em algoritmo +1,20%
Resultado baseado em similaridade + 1,02 %

Resultado sumarizado +0,97 %

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

Novas ferramentas podem ser adicionadas a PA3P. Outras informacGes podem ser

obtidas mediante acesso a plataforma.
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6. Capitulo Il — Categorizacao in silico de proteinas alergénicas ou antigénicas por
meio da Plataforma de Analise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas
(PA3P)

6.1Introducéo

Um OGM ¢ aquele que teve seu material genético modificado por qualquer técnica de
engenharia genética (BRASIL, 2005). Esta modificacdo levard a novas caracteristicas
bioldgicas originarias da expressdo da sequéncia de aminoacidos (HJALTEN et al., 2013).
Contudo, nem sempre estas novas caracteristicas sdo benéficas, ou seja, existem alguns riscos.
Para os OGM os principais perigos potenciais incluem a alergenicidade e antigenicidade,
alteracdes nutricionais e efeitos antinutrientes, toxicidade e possibilidade remota de
transferéncia horizontal de genes (COSTA et al., 2011).

O potencial de alergenicidade e antigenicidade de proteinas pode ser predito e
avaliado. O potencial de alergenicidade de uma proteina pode ser previsivel por meio de testes
in silico (MOHABATKAR et al., 2013), in vivo e in vitro. Diversas ferramentas foram criadas
para realizar predicGes in silico do potencial alergénico e antigénico de proteinas, dentre estas
a Plataforma de Andlise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas (PA3P).

O método de predicdo baseado em similaridades realiza comparacdes entre
sequéncias. Estas comparacGes, conhecidas como alinhamentos, buscam identificar
caracteristicas comuns entre os pares. Por outro lado, 0 método de predicdo in silico baseado
em algoritmos utiliza de modelos que toma como padréo para determinada classe (SOUZA
JUNIOR; MARTINS, 2003). O Support Vector Machine (SVM) pode ser conceituado como
um conjunto de métodos do aprendizado supervisionado que analisam o0s dados a fim de
reconhecer padrdes e, desta forma, classificar determinada amostra (LORENA; CARVALHO,
2007). Neste tipo de aprendizado, o indutor (algoritmo de aprendizado) recebe exemplos
(padrBes) de treinamento. Estes padrBes sdo descritos por atributos e pelo rotulo da classe
(neste caso, os alérgenos).

Neste contexto, a categorizacdo de proteinas € um passo essencial na construcdo de
OGM, pois sdo os resultados das analises prévias que definirdo a possibilidade do uso seguro

de determinada proteina.
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6.2Metodologia

A categorizagdo (em alergénica ou ndo-alergénica) da sequéncia de consulta (query)
foi realizada pela inser¢do da sequéncia de aminodcidos correspondente na Plataforma de
Analise da Alergenicidade e Antigenicidade de Proteinas (PA3P)
(http://pluriserver.com.br/pa3p/ ou http://Ipa.saogabriel.unipampa.edu.br:8080/pa3p ),
conforme ilustrado na Figura 19. Exemplos de sequéncias de aminoacidos séo apresentados a

sequir.

e Exemplo de sequéncia de uma proteina alergénica:

>(0i|14423645|sp|P79085.1|ALTAL_ALTAL RecName: Full=Major allergen Alt a 1;
AltName: Allergen=Alt a 1; Flags: Precursor
MQFTTIASLFAAAGLAAAAPLESRQDTASCPVTTEGDYVWKISEFYGRKPEGTYYNS
LGFNIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHKWY SCGENSFMDFSFDSDRSGLLLKQKVSD
DITYVATATLPNYCRAGGNGPKDFVCQGVADAYITLVTLPKSS

e Exemplo de sequéncia de uma proteina ndo-alergénica:

>(0i|68161511|ref[NP_001020131.1| actin-related protein 2/3 complex subunit 4 isoform b
[Homo sapiens]
MRFMMMRAENFFILRRKPVEGYDISFLITNFHTEQMYKHKLVDFVIHFMEEIDKEISE
MKLSVNARARIVAEEFLKNF

Figura 19 - Destaque para o campo destinado a insercdo da sequéncia de consulta para
submissao a andlise na PA3P.

Sequence:

MOQFTTIASLFAAAGLAAAAPLESRODTASCPYTTEGDY VWK ISEFYGREPEGTYYNSLGFNIKATNGGTLDFTCSAQADKL EDHKWY SCGENSFMDFSFDSDRSGL
LLKQKVSDDITYVATATLPNY CRAGGNGPKDFVCQGVADAYIT LVTLPKSS'

£

New Query Run

A sequéncia é analisada pela PA3P ao clicar-se em “Run”. Uma nova busca pode ser conduzida clicando em
“New Query”.
Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

A sequéncia analisada foi o alérgeno Alt a 1 pertencente ao fungo Alternaria

alternata.
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6.3Resultados

Ap0Gs o processamento da sequéncia de consulta, uma tabela apresenta os resultados
para ferramenta conforme a categorizacdo da sequéncia em alergénico/ndo alergénico (Figura
20).

Figura 20 - Tabela de resultados individuais conforme ferramenta e método.

Algpred Proap ADFS Allergen Online

Individual Results

WebTool Method Result
Algpred - IgE Similarity (60.04%) Allergen
Algpred - SVM Dipeptide Algorithm (82.47%) Allergen
Algpred - ARP Similarity (88.95%) Allergen
Proap - SVM aa Algorithm (85.449%) Allergen
ADFS - Motif-based Similarity (96.0%) Error
Allergen Online - 80 aa Window Similarity (95.54%) Allergen
Allergen Online - 8 aa Wordmartch Similarity (98.3%) Allergen

No centro da tabela observa-se a categorizacéo das diferentes web tools conforme seu método de predigdo in
silico. No canto superior esquerdo ha a possibilidade de visualizar o resultado de cada ferramenta isoladamente.
Quando um erro em uma das web tools ocorre, este resultado ndo é contabilizado no processamento final e o
resultado impresso no output é “Error”.

Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

Para facilitar a interpretacdo dos resultados expostos pela PA3P sdo gerados gréaficos
(Figura 21).

Figura 21 - Gréaficos para melhor visualizacao e interpretacdo dos resultados.

Algorithm Based Result Similarity Based Result Summary Result
Result % (= 1.20%) Result % (= 0.87%) Result % (= 0.89%)
Allergen 83.95 Allergen 85.71 Allergen 85.12
Non-Allergen - Non-Allergen - Non-Allergen
Algorithm Based Result = Similarity Based Result = Summary Result =
100 100 100
83.05 85.71 85.12
5 75 5
£ s0 £ s0 50
25 25 25
0 0 0
0 0 0
Allergen Non-Allergen Allergen Non-Allergen Allergen Non-Allergen

Da esquerda para direita: resultado dos métodos baseados em algoritmos, resultado dos métodos baseados em
similaridade e um resultado sumarizado. Acima dos gréaficos ha os resultados tabelados e juntamente o erro
padrdo para cada método. O erro padrdo (erro padrdo = desvio padrdo/vtamanho da amostra) €
necessario uma vez que trabalhamos com uma amostra representativa de uma populagdo. Este erro pode ser
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subtraido ou adicionado ao resultado, desta forma infere-se que uma populagdo possui comportamento igual ao
apresentado nos resultados.
Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

A diferenca observada entre os resultados baseados em similaridade e os baseados em
algoritmos é exclusivamente devido a diferenca na acuracia de cada ferramenta isoladamente.
H& a possibilidade de realizar o download dos resultados gréaficos conforme ilustrado na

Figura 22.

Figura 22 - Download dos resultados graficos.

Summary Result

Result % (= 0.89%)
Allergen 85.12

Non-Allergen

Summary Result =
100 Print chart

85.12 | Download PNG image

Download JPEG image
75 Download PDF document
Download SVG vector image

0

Allergen Non-Allergen

Clicando-se nas barras do quadrante superior direito do grafico é possivel realizar o download do mesmo em
diferentes formatos.
Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

A analise demonstra um indice de 85,12 % (+ 0,89 %) para categorizar esta sequéncia
de aminoéacidos como alergénica e um indice de 0 % (+ 0,89 %) como ndo-alergénica. Desta
forma, pode-se constatar que se trata de uma proteina potencialmente alergénica.
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7. Discussao

O critério proposto pela FAO/WHO de 6 ou mais aminoécidos contiguos e idénticos
(FAO/WHO, 2001) € criticado por produzir um grande nimero de falsos positivos
(STADLER; STADLER, 2003; MIRSKY; CRESSMAN JUNIOR; LADICS, 2013) sendo
sugerido que este numero seja fixado em 8 aminoécidos contiguos (SANCHEZ-MONGE;
SALCEDO, 2005). Stadler e Stadler (2003) indicam que utilizando o método proposto pela
FAO/WHO, um a cada 200 resultados positivos sdo verdadeiramente positivos, ou seja,
representam um alérgeno de fato. Estes resultados ndo condizem com os resultados obtidos
pela PA3P onde se identificou uma reducdo de 24 % nos casos de falsos negativos e 15,06 %
nos casos de falsos positivos quando submetido o dataset & analise, conforme Figura 23 (A e
B).
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Figura 23 - Reducéo dos casos de falsos positivos/negativos pelo uso da PA3P.

80%
70% -
60%
M Allergen Online - 80 aa Window
50% - ® Allergen Online - 8 aa Wordmatch
W AlgPred-IgE
40% - M AlgPred-ARP
M AlgPred-SVM Dipeptide
30% B proAP -SVM aa
W ADFS - Motif-based
20% - [ PA%P
10% -
0% -

Falsos Positivos Falsos Negativos

A Casos de falsos positivos e falsos negativos para as ferramentas web individuais e para PA3P.
25%

20% -

15% -
B Média

10% - mPAP

Falso Positivo Falso Negativo

B Média (em azul) refere-se a média dos resultados obtidos nas web tools. PA3P (em vermelho) refere-se ao
resultado obtido quando utilizada a plataforma como ferramenta de categorizacdo de proteinas.
Fonte: dados produzidos pelo autor (2016).

Wang et al. (2013) relata que quando alterado o critério de 6 para 8 aminoacidos
contiguos ocorre um aumento da acurécia e da especificidade e uma reducgéo da sensibilidade.
Estes dados ndo sdo sustentados por nossas analises.

A ferramenta Allermatch (disponivel em http://www.allermatch.org, descrito por
descrito por FIERS et al., 2004) apresenta baixa sensibilidade (60 %) e alta especificidade (95
%) para 0 método de 6 aminoacidos contiguos. Por outro lado, utilizando como critério 8
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aminoéacidos contiguos na ferramenta Allergen Online obtém-se alta especificidade (99 %) e
sensibilidade (97 %). Por esta razdo, optamos por utilizar a ferramenta Allergen Online para
satisfazer a metodologia proposta pela FAO/WHO para predicdo do potencial de
alergenicidade de proteinas. Dimitrov et al. (2014) questiona o grande numero de falsos
alérgenos produzidos pelas ferramentas SDAP, AllerTool e Allermatch.

Durante o processo de validacdo da nova ferramenta néao foi identificado nenhum caso
de falso positivo, ou seja, todos os resultados positivos representavam um alérgeno. Este
decréscimo nos casos de falsos positivos corrobora com o aumento substancial da
sensibilidade e especificidade.

Em nossos testes, a PA3P apresentou 98 % de sensibilidade e 96 % de especificidade
guando comparada com as analises das ferramentas isoladas (89 % e 85 %, respectivamente).
Outro ponto favoravel da plataforma, no que tange a confiabilidade da mesma, é o desvio
padrdo de 19 % para os resultados obtidos a partir do seu uso contra um desvio padrdo de 35
% para as analises isoladamente.

Para Mirsky, Cressman Junior e Ladics (2013) ha negligéncia nos resultados da
predicdo in silico por homologia do potencial de alergenicidade de proteinas. Desta forma, é
de suma importancia que sejam combinados diferentes métodos para categorizar proteinas
como alergénicas/ndo-alergénicas. Para sanar a caréncia dos resultados obtidos nos métodos
baseados em similaridade, compilamos métodos baseados em algoritmos. Ferramentas com
métodos baseados em algoritmos funcionam através da identificacdo de padrbes nas familias
de amostras.

Existem diversas ferramentas disponiveis online para predicéo in silico do potencial de
alergenicidade e antigenicidade de proteinas. Apesar de possuirem métodos parcialmente
satisfatorios de predicdo, suas interfaces ndo sdo amigaveis e seus resultados sdo confusos. A
PA3P foi construida para apresentar resultados sumarizados e de fécil entendimento até
mesmo para leigos no assunto. Os resultados graficos podem ser utilizados para justificar o
uso ou ndo de determinada proteina uma vez que podem ser salvos em diferentes formatos
diretamente da plataforma.

Uma alternativa ao uso desta metodologia de predicao in silico € o acompanhamento
das recomendac6es da FAO/WHO. O pesquisador, primeiramente, deve obter a sequéncia de
aminoéacidos de todas as proteinas comprovadamente ou supostamente alergénicas a partir de
bancos de dados como, por exemplo, o SwissProt e 0 GenBank para construir um banco de

dados em formato FASTA. Outro banco de dados deveria ser construido contendo sequéncias
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de 80 aminoacidos cada, derivados da sequéncia da proteina que esta sendo analisada. Por
fim, deve comparar cada uma das sequéncias do banco de dados (que contém as sequéncias de
80 aminoacidos) com todas as sequéncias do banco de dados composto de todas as proteinas
comprovadamente ou supostamente alergénicas. Com base nos resultados dos alinhamentos,
uma proteina seria considerada possivelmente alergénica quando houvesse mais de 35% de
identidade em uma janela de 80 aminoacidos ou houvesse identidade de 6 aminoacidos
contiguos (FAO/WHO, 2001). Contudo, apenas a identidade entre as sequéncias ndo é
suficiente para atestar o potencial alergénico de determinada proteina. Conforme descrito por
Stadler & Stadler (2003), quando utilizada a metodologia proposta pela FAO/WHO, 1 a cada
200 resultados positivos sdo verdadeiramente positivos, ou seja, representam um alérgeno.
Visando agregar valor as predi¢es in silico é que as ferramentas que foram compiladas neste

trabalho foram criadas.
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8. Conclusdes e Perspectivas

A PAS3P consiste em uma ferramenta que foi capaz de categorizar proteinas alergénicas
ou antigénicas, de acordo com as caracteristicas bioldgicas originarias da expressdo da
sequéncia de aminoacidos. A PA3P permite que analises in silico fossem realizadas e que
potenciais alergénicos ou antigénicos fossem definidos concomitantemente a uma reducéo dos
casos de falsos positivos/falsos negativos bem como uma elevada sensibilidade e
especificidade. Esta ferramenta podera contribuir para embasar a decisdo de utilizar ou nédo
determinada proteinas na construcdo de um Organismo Geneticamente Modificado com

finalidade nutricional.
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In addition, PA°P summarizes the results obtamed from several
web tools, allowing accurate and simpler interpretation for the end
user.

2 DATA MINING AND METHODS

2.1 Dataset and Accuracy

Considering the sampling effort calculation for a finite
population, n was fixed in 475 allergenic proteins amino acid
sequences and 466 non-allergenic proteins sequences. All
allergenic protein sequences were obtained from the Allergen
Online database (http://allergenonline.com/). Non-allergenic
protein sequences were obtained from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) database using “immunogenic”
and “Homo sapiens™ as keywords. The complete dataset (n= 941
sequences) was subjected to every web tool allergenic evaluation
in order to determine each web tool accuracy. For this version, we
used Allergen Online — 8 aa wordmatch; Allergen Online — 80 aa
window;, AlgPred — IgE (Saha and Raghava, 2006); AlgPred —
ARP (Saha and Raghava, 2006); and ADFS - Motif-based
(Nakamura et al. 2009); SVM-amino acid composition (Wang et
al. 2012); and (ii) SVM dipeptide (Saha and Raghava 2006) web
tools.

2.2 Platform Development

PA?P was implemented in HTML and Java, running into
a Web Server (Apache Tomcat 7 Server). We used Eclipse Java EE
IDE as the developing tool. As programming languages, we used
Java SE - 1.7, HIML, JavaScript, and as pluging we used Jquery,
Jquery UI and Highcharts JS. Tools and software packages used
are free for personal or non-profit projects. The “About” section
presents the PA*P workflow in detail.

2.3 Validation

After the platform development, the n= 941 dataset was
subjected to PA'P analysis, allowing sensibility and specificity
determination of our platform compared with the web tools used
independently. After, a dataset composed by 100 proteins with
unknown allergenicity and antigenicity potential was subjected to
PA?P and web tools for further platform validation.

3 USING PA°P

The query sequence is input in the proper space, in the
context of the “PA®P™ tab. After hitting “Run”, the sequence is
analyzed by the implemented tools. Returning outputs are
organized in a table and presented as “allergen” or “non-allergen”.
A chart summarizing the result is presented. The end user is able to
export the chart in different file formats.

4 RESULTS AND DISCUSSION

The methods proposed by FAO/WHO for allergenicity
and antigenicity potential are highly criticized by several authors.
Stadler and Stadler (2003) demonstrated when the methodology is
employed, one out of 200 positive results is a true positive, in other
words, FAO/WHO methodology has a high false positive rate.

PA’P reduced 24 and 15.06 % of false positives and false negatives
cases, respectively, when compared with the web tools used
independently. In the PA°P validation process, no false negative
results were obtained and all true positives represented a known
allergen. This reduction in the false positive cases is consistent
with the increase in the sensibility and specificity percentages. In
our tests, PA*P presented 98% sensibility and 96% specificity
when compared with the web tools used independently (89 and
85%, respectively).

Concluding, PA*P consists in a free, web based platform,
that is highly reliable in categorizing proteins as allergenic or
antigenic based on its amino acid sequence with the reduction n
false positive and false negative cases as well as with high
sensibility and specificity. This tool will contribute to support the
decision whether to use or discard a given protein in GMO
construction with nutritional intent.

5 AVAILABILITY AND LONG-TERM MAINTENANCE

The platform is available at the web server of the
Universidade Federal do Pampa and will be maintained by this
university for an unlimited time. Also, PA*P will be maintained at
http ://pluriserver.com.br as an alternative link in order to keep
providing access if the main address becomes offline. PAP is a
free  platform,  which is  publicly available at
(http://Ipa.saogabriel unipamp a.edu.br:8080/pa3p or
http ://pluriserver.com.br/pa3p/). Other tools and methods may be
added in the future.

Funding information: This work was supported by the funding
agencies Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel
Superior, and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico [473528/2013-4].
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Apéndice 2: Planilha do célculo da acurécia e validagdo da PA3P via dataset.

Tabela 6 - Matriz binaria ( 0 = presenca; 1 = auséncia) relativa ao processo de determinacéo
da acurécia das web tools e validagdo da PA3P.

Sequéncia de
Aminoacido’ 1

[N
N
w
w
I
D
3,
ol
o
»
i
\l
oo
(00]
©

1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1
9 0 1 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1 1 1
11 1 1 1 1 1 1 1 1
12 0 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1 1 1 1 1 1 1 1
17 1 1 1 1 1 1 1 1
18 1 1 0 1 1 1 1 1
19 1 1 1 1 1 1 1 1
20 1 1 1 1 1 1 1 1
21 1 1 1 1 1 1 1 1
22 1 1 1 1 1 1 1 1
23 1 1 1 1 1 1 1 1
24 1 1 1 1 1 1 1 1
25 1 1 1 1 1 1 1 1
26 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1 1 1 1 1 1 1 1
28 1 1 1 1 1 1 1 1
29 1 1 1 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 1 1 1 1

! Sequéncias de aminoacidos referentes ao dataset. De 1- 475 s&o sequéncias de aminoacidos de proteinas
alergénicas; de 476 — 941 sdo sequéncias de aminoacidos de proteinas ndo-alergénicas.

2 AlgPred - IgE

® AlgPred - SVM dipeptide

* AlgPred - ARPs

® proAP — SVM aa

® ADFS — Motif-based

” Allergen Online — 80 aa window

® Allergen Online — 8 aa wordmatch

*PAP
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859
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861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
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877
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879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
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892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
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905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941



Apéndice 3 — Planilha de Validacéo.

Tabela 7 - Validacdo da PA3P mediante grupo de proteinas com alergenicidade
desconhecidas, onde 0 = presenca e 1 = auséncia.

ID PA3P ID PA3P
1 102m_A 1 38 1t26_A 1
2 1a5n_C 1 39 1lukl_B 1
3 1ai0_C 1 40 1vf8_A 1
4 lahz_A 1 41 1vfc_A 1
5 lagm_A 0 42 1vgo A 1
6 laqu_ A 1 43 1vqo_E 1
7 lagp_ A 1 44 1vz3 A 1
8 laux B 1 45 1vz6 A 1
9 lavl B 1 46 1wef C 1
10 1b3z_A 1 47 1weg_A 1
11 1b41 B 1 48 1wrg_B 1
12 1b44 D 1 49 1lwrt_S 1
13 1bjp_E 1 50 1xmh_C 1
14 1bjg_A 1 51 1xmi_C 1
15 1bvl D 1 52 1y77 K 1
16 1bvn_ T 1 53 1yj9 M 1
17 1bvp_3 1 54 1263 A 1
18 1lbvs H 1 55 1lzem A 1
19 1bvw_A 1 56 1zsh A 1
20 1lbwj A 0 57 1zsf B 1
21 1lbwk_A 1 58 1zsh_ A 1
22 1lbwy A 0 59 1zsn_A 1
23 lbwz_A 1 60 1zsp_B 0
24 1bxl_A 1 61 1zsq_A 1
25 1bxq_A 0 62 1zsv_A 1
26 le2m_A 1 63 1zsz_ B 1
27 1fj1 F 1 64 1zt2_A 1
28 1gk8 1 1 65 1zt3_A 1
29 ljra B 1 66 1zvt B 1
30 1jrb_ B 1 67 20gs_B 1
31 1kyi_ M 1 68 21bi_A 1
32 1nnj_A 1 69 2a03_B 0
33 1nno_A 1 70 2a0q_D 0
34 1lox6 B 1 71 2ald_H 1
35 1ox9 C 1 72 2d5f B 0
36 1px4 C 1 73 2hu0_H 1
37 1lrzm_B 1 74 2mvz_A 0



75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

ID

PA%P

2mwp_A
2mxi_A
2qci_B
2w5 G
2Xrx_B
3aam_A
3abl B
3ab2_M
3gj1_D
3gje_L
3l2e_ D
3nub_A
3rla_B
4bts_DE
4bts D7
4bud_A
4dmr_A
4fca_A
Afff_ B
4mnf B
dmst_A
499h_A
4gal_A
4u56_S7
4uSh_A
1b43 A

P PR R RPRPRPRPRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPRREPRPRPRPREPREPRRRER
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Apéndice 4 — Cddigos-fonte de construcédo da PA3P

4.1 Cddigos-fonte referentes ao AlgPred

package org.unipampa.lpa.classe;
import java.io.|OException;
import java.net.URI,
import org.apache.http.HttpEntity;
import org.apache.http.HttpResponse;
import org.apache.http.client.ClientProtocolException;
import org.apache.http.client.ResponseHandler;
import org.apache.http.client.config.RequestConfig;
import org.apache.http.client.methods.HttpUriRequest;
import org.apache.http.client.methods.RequestBuilder;
import org.apache.http.impl.client.BasicCookieStore;
import org.apache.http.impl.client.CloseableHttpClient;
import org.apache.http.impl.client.HttpClients;
import org.apache.http.util.EntityUtils;
public class Algpred {
private String sequence;
private String htmlresult;
private double[] peso;
private String resultado;
public Algpred(){
/*
0 - Algpred - IgE - Similarity
3 - Algpred - SVM Dipeptide - Predicted
4 - Algpred - ARP - Similarity
*/
peso = new double[6];
peso[0] = 60.04;
peso[3] = 82.47;
peso[4] = 88.95;
peso[5] =0;
}
public String getSequence() {
return sequence;

public void setSequence(String sequence) {
this.sequence = sequence;

¥
public String getHtmIResult(){
return htmlresult;

public int execute(int approach){

int timeout = 60;

RequestConfig config = RequestConfig.custom()
.setConnectTimeout(timeout * 1000)
.setConnectionRequestTimeout(timeout * 1000)
.setSocketTimeout(timeout * 1000).build();

BasicCookieStore cookieStore = new BasicCookieStore();

CloseableHttpClient httpclient = HttpClients.custom()
.setDefaultCookieStore(cookieStore)
.setDefaultRequestConfig(config)
Jbuild();

try {
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HttpUriRequest consulta = null;

consulta = RequestBuilder.post()

.setUri(new
URI("http://www.imtech.res.in/cgibin/algpred/algpred_main_temp.pl"))

.addParameter("SEQ", sequence)

.addParameter("SEQNAME", ")

.addParameter("format", "nformat™)

.addParameter("approach”, Integer.toString(approach))

Dbuild();

/I Create a custom response handler
ResponseHandler<String> responseHandler = new ResponseHandler<String>() {

@Override
public String handleResponse(
final HttpResponse response) throws
ClientProtocolException, IOException {
int status = response.getStatusLine().getStatusCode();
if (status >= 200 && status < 300) {
HttpEntity entity = response.getEntity();
return entity '= null ? EntityUtils.toString(entity) : null;
}else {
throw new ClientProtocolException("Unexpected response
status: " + status);

h

String strret = httpclient.execute(consulta, responseHandler);
httpclient.close();
/IRetira somente a parte a exibir
int pos = 0, posini = 0, posfim = 0;
if (approach > 1)

pos = strret.toLowerCase().indexOf("'<h3>", 0);
if (pos > 0){

posini = pos;

if (approach > 1)

posfim = strret.toLowerCase().indexOf("'</h3>", pos);
if (posfim > 1)
strret = strret.substring(pos, posfim + 5);

strret = strret.replaceAll("<font color=[\"]yellow[\"]>", "");
}
if (approach == 1){

strret = strret.replaceAll("<h3>", "<h2>");

strret = strret.concat("'</tr></td></center></TBODY></TABLE>");
}
if (strret.toLowerCase().indexOf("non allergen”, 0) > 0)

resultado = "Non-Allergen";
else if (strret.toLowerCase().indexOf("allergen”, 0) > 0)

resultado = "Allergen";

else

resultado = "-";
htmlresult = strret;
return 1;

} catch (Exception e) {
System.out.printIn(e.getMessage());
return -1;
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public double getPeso(int approach) {
return peso[approach - 1];

¥

public String getResultado() {
return resultado;

}



4.2 Codigos-fonte referentes ao Allergen Online

package org.unipampa.lpa.classe;

import java.io.File;

import java.io.|OException;

import java.net.URI;

import org.apache.commons.io.FileUtils;

import org.apache.http.Consts;

import org.apache.http.HttpEntity;

import org.apache.http.HttpResponse;

import org.apache.http.client.ClientProtocolException;
import org.apache.http.client.ResponseHandler;

import org.apache.http.client.config.RequestConfig;
import org.apache.http.client.methods.HttpUriRequest;
import org.apache.http.client.methods.RequestBuilder;
import org.apache.http.impl.client.BasicCookieStore;
import org.apache.http.impl.client.CloseableHttpClient;
import org.apache.http.impl.client.HttpClients;

import org.apache.http.util.EntityUtils;

public class Allergenonline {
private String sequence;
private String htmlresult;
private double[] peso;
private String resultado;
private String sessionid;

public Allergenonline(){
peso = new double[2];
peso[0] = 95.54;
peso[1] =98.3;

}

public String getSequence() {
return sequence;
}

public void setSequence(String sequence) {
this.sequence = sequence.toUpperCase().trim();
}

public void setSessionid(String sessionid) {

this.sessionid = sessionid;

}

public String getHtmIResult(){
return htmlresult;
}

public int execute(int approach){
int timeout = 90;
RequestConfig config = RequestConfig.custom()
.setConnectTimeout(timeout * 1000)
.setConnectionRequestTimeout(timeout * 1000)

.setSocketTimeout(timeout * 1000).build();

BasicCookieStore cookieStore = new BasicCookieStore();
CloseableHttpClient httpclient = HttpClients.custom()

95
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.setDefaultCookieStore(cookieStore)
.setDefaultRequestConfig(config)
build();

try {

HttpUriRequest consulta = null;

if (approach == 1){
consulta = RequestBuilder.post()
.setUri(new URI("http://allergenonline.com/search80-
15.cgi"))
.addParameter("SEARCH_SEQ", sequence)
.addParameter("searchtype”, "sliding")
.addParameter("submit”, ""Submit")
.setHeader(""Content-Type", "application/x-www-form-
urlencoded™)
Dbuild();
}
else{
consulta = RequestBuilder.post()
.setUri(new
URI("http://allergenonline.com/shortmer15.php™))
.addParameter("SEARCH_SEQ", sequence)
.addParameter("searchtype", "shortmer™)
.addParameter(*"submit”, "Submit")
Dbuild();

}

/I Create a custom response handler
ResponseHandler<String> responseHandler = new ResponseHandler<String>() {

@Override
public String handleResponse(
final HttpResponse response) throws
ClientProtocolException, IOException {
int status = response.getStatusLine().getStatusCode();
if (status >= 200 && status < 300) {
HttpEntity entity = response.getEntity();
return entity '= null ? EntityUtils.toString(entity) : null;
}else {
throw new ClientProtocolException(*Unexpected response
status: " + status);

h
String strret = httpclient.execute(consulta, responseHandler);
strret = strret.replaceAll("<a href="#1">&gt;query</a><br><hr><a name="1>", ") ;
if (approach == 1){
if (strret.toLowerCase().indexOf(""no matches of greater", 0) > 0)
resultado = "Non-Allergen";
else
resultado = "Allergen";
}
else{
if (strret.toLowerCase().indexOf("no sequences found with an exact", 0) > Q)
resultado = "Non-Allergen";
else



resultado = "Allergen";

}

htmlresult = strret;
httpclient.close();
return 1;

} catch (Exception e) {
System.out.printIn(e.getMessage());
return -1;

}

public double getPeso(int approach) {
return peso[approach - 1];
}

public String getResultado() {
return resultado;
}
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4.3 Codigos-fonte referentes ao proAP

package org.unipampa.lpa.classe;
import java.io.lOException;
import java.net.URI,
import org.apache.http.HttpEntity;
import org.apache.http.HttpResponse;
import org.apache.http.client.ClientProtocol Exception;
import org.apache.http.client.ResponseHandler;
import org.apache.http.client.config.RequestConfig;
import org.apache.http.client.methods.HttpUriRequest;
import org.apache.http.client.methods.RequestBuilder;
import org.apache.http.impl.client.BasicCookieStore;
import org.apache.http.impl.client.CloseableHttpClient;
import org.apache.http.impl.client.HttpClients;
import org.apache.http.util.EntityUtils;
public class Proap {

private String sequence;

private String htmlresult;

private double peso[];

private String resultado;

public Proap(){

peso = new double[1];
peso[0] = 85.44;

}
public String getSequence() {
return sequence;

public void setSequence(String sequence) {
this.sequence = sequence;

}
public String getHtmIResult(){
return htmlresult;

public int execute(int approach){

int timeout = 60;

RequestConfig config = RequestConfig.custom()
.setConnectTimeout(timeout * 1000)
.setConnectionRequestTimeout(timeout * 1000)
.setSocketTimeout(timeout * 1000).build();

BasicCookieStore cookieStore = new BasicCookieStore();

CloseableHttpClient httpclient = HttpClients.custom()

.setDefaultCookieStore(cookieStore)
.setDefaultRequestConfig(config)
Jbuild();
try {
HttpUriRequest consulta = null;
consulta = RequestBuilder.post()

.setUri(new URI("http://gmobl.sjtu.edu.cn/proAP/blast.php™))

.addParameter("'sequence", sequence)
.addParameter(""Sdegree", "35")
.addParameter("Mlength", "6")
.addParameter("rules[]", ""svm-aac")
.addParameter("category"”, "AeroAnimal.fasta")
.addParameter("extent", "All.fasta")
.addParameter("B1", "Predict")
Jbuild();

/I Create a custom response handler

ResponseHandler<String> responseHandler = new ResponseHandler<String>() {

@Override
public String handleResponse(
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final HttpResponse response) throws
ClientProtocolException, IOException {
int status = response.getStatusLine().getStatusCode();
if (status >= 200 && status < 300) {
HttpEntity entity = response.getEntity();
return entity !'= null ? EntityUtils.toString(entity) : null;
}else {

throw new ClientProtocolException("Unexpected response
status: " + status);

¥
String strret = httpclient.execute(consulta, responseHandler);
httpclient.close();

/IRetira somente a parte a exibir
int pos = 0, posini = 0, posfim = 0;

pos = strret.indexOf("<div class=\"content\">", 0);
pos = strret.indexOf("<div class=\"content\">", pos + 1);
pos = strret.indexOf("<div class=\"content\">", pos + 1);

if (pos > 0){

posini = pos;
posfim = strret.indexOf("</div>", pos);

if (posfim > 0)
strret = strret.substring(pos, posfim + 8);

}

if (strret.indexOf("non-allergen™, 0) > 0)
resultado = "Non-Allergen";

else if (strret.indexOf("allergen”, 0) > 0)
resultado = "Allergen";

else
resultado = "-";

htmlresult = strret;
return 1;
} catch (Exception e) {
return -1;
}
public double getPeso(int approach) {

return peso[approach];
}

public String getResultado() {
return resultado;
}
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4.4 Codigos-fonte referentes a ADFS
package org.unipampa.lpa.classe;

import java.io.lOException;
import java.net.URI,

import org.apache.http.HttpEntity;

import org.apache.http.HttpResponse;

import org.apache.http.client.ClientProtocolException;
import org.apache.http.client.ResponseHandler;

import org.apache.http.client.config.RequestConfig;
import org.apache.http.client.methods.HttpUriRequest;
import org.apache.http.client.methods.RequestBuilder;
import org.apache.http.impl.client.BasicCookieStore;
import org.apache.http.impl.client.CloseableHttpClient;
import org.apache.http.impl.client.HttpClients;

import org.apache.http.util. EntityUtils;

public class ADFS {
private String sequence;
private String htmlresult;
private double peso[];
private String resultado;

public ADFS(){
peso = new double[1];
peso[0] = 96;

¥

public String getSequence() {
return sequence;
}

public void setSequence(String sequence) {

this.sequence = sequence;

¥

public String getHtmIResult(){
return htmlresult;
¥

public int execute(int approach){
int timeout = 30;

RequestConfig config = RequestConfig.custom()
.setConnectTimeout(timeout * 1000)
.setConnectionRequestTimeout(timeout * 1000)
.setSocketTimeout(timeout * 1000).build();

BasicCookieStore cookieStore = new BasicCookieStore();

CloseableHttpClient httpclient = HttpClients.custom()
.setDefaultCookieStore(cookieStore)
.setDefaultRequestConfig(config)
Dbuild();

try {
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HttpUriRequest login = RequestBuilder.post()
.setUri(new URI("http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/login.do™))
.addParameter("uname", "bdotto82@gmail.com")
.addParameter("passwd", "1234")
Dbuild();

httpclient.execute(login);

HttpUriRequest consulta = RequestBuilder.post()
setUri(new URI("http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/motif.do™))
.addParameter("seq", sequence)
.addParameter("expect”, "0.0010")
Dbuild();

/I Create a custom response handler
ResponseHandler<String> responseHandler = new ResponseHandler<String>() {

@Override
public String handleResponse(
final HttpResponse response) throws ClientProtocolException, IOException {
int status = response.getStatusLine().getStatusCode();
if (status >= 200 && status < 300) {
HttpEntity entity = response.getEntity();
return entity != null ? EntityUtils.toString(entity) : null;

}else {

throw new ClientProtocolException("Unexpected response status: " + status);

}
}
h

String strret = httpclient.execute(consulta, responseHandler);;

/IRetira somente a parte a exibir
int pos = 0, posini = 0, posfim = 0;

pos = strret.indexOf("'<body>", 0);
pos = strret.indexOf("<body>", pos + 1);

if (pos > 0){

posini = pos;
posfim = strret.indexOf("</body>", pos);

if (posfim > 0)
strret = strret.substring(pos, posfim + 8);

}

/[Procura so no campo "Total"
String strres = strret;

pos = strres.indexOf("<b>Total</b>", 0);
if (pos > 0){

posini = pos;
posfim = strres.indexOf("</tr>", pos);

if (posfim > 0)
strres = strres.substring(pos, posfim + 8);
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¥

if (strres.indexOf("Positive", 0) > 0)
resultado = "Allergen";

else if (strres.indexOf("Negative", 0) > 0)
resultado = "Non-Allergen™;

else
resultado = "-";

htmlresult = strret;
httpclient.close();
return 1;
} catch (Exception e) {

System.out.printin(e.getMessage());
return -1;

¥

public double getPeso(int approach) {
return peso[approach];
}

public String getResultado() {
return resultado;
}
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4.5 Caodigos-fonte referentes a segdo “About”

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://www.w3.0rg/TR/html4/loose.dtd">

<script>
$(function() {
$( ".accordion™ ).accordion({collapsible: true, heightStyle: "content", active: false });
b
</script>
<htmlI>
<style>
p{
text-align: justify;
}
.table-imagem {
margin: 0 auto;
width: 10px;
}
.table-imagem table {
border-collapse: collapse;
width: 10px;
}
.table-imagem td {
border-collapse: collapse;
border: 1px solid #0070A3;
border-radius: 6px;
-moz-border-radius: 6pX;
text-align: justify;
</style>
<head>
<meta http-equiv="Content-type" content="text/html;charset=UTF-8">
<meta HTTP-EQUIV="Pragma" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Cache-control" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Expires" CONTENT="0" />
</head>
<body>

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 100%; margin-bottom:5px; ">About</h3>
<div class="borda-janela" style="padding-top: 8px; padding-bottom: 8px;width: 100%;" >
<table style="width: 100%; padding-right: 20px; padding-left: 20px;" >

<tr>
<td>
<p>
&emsp;The Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity
of Proteins (PASP) is divided into three analyzes sections: (i) Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) and World Health Organization (WHQO) recommended tests; (ii) similarity based tests; (iii)
algorithm prediction based methods. Figure 1 summarizes the PA3P pipeline.
</p>
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<table class="table-imagem">

<tr>
<td>
<img src="imagel.png">
</td>
</tr>
<tr><td>

<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 1 — Platform for Analysis of
Allergenicity and Antigenicity of Proteins (PA3P) design and analyses pipeline.</b> <br><b> A. </b> PA3P
dataset. The sample calculus for allergen finite population consists of: confidence level at 99 % (Z); expected hit
(P= 60 %) additional to the expected error (Q= 40 %); total sequence population (N= 1,897), and an accuracy
level at 5 %, resulting n= 475 allergen sequences set by random drawing. The non-allergen sequences dataset is
composed by a fixed n= 466 sequences, since those were the only sequences that returned after a National Center
for Biotechnology Information (NCBI) search using "immunogenic" and "Homo sapiens" as keywords.
<b>B.</b> Both datasets were entirely subjected to the web tools testing in order to estimate the respective web
tool accuracy, sorting by false positive and false negative results <b>(C)</b>. After defining which tests best fit
our model, they were compiled using Java programming language leading to PA3P <b>(D)</b>. When
submitting the query sequence in D, it is processed by the different methods <b>(C)</b> in the platform. In
<b>E</b> it is presented the score table based on accuracy. Each method returns a given result (allergen/non-
allergen), and the scores are distributed as they become available. An average is calculated for each result and
the mean population error is attributed. If a web tool is offline, and therefore no result is sent back to the
platform, the term "Error" will be the output and the specific test is discarded from the analyses. Charts are
generated based on the result averages <b>(F)</b>. <p>* Unavailable ADFS webservice since February, 2015.

When the server comes online, PA<sup>3</sup>P will connect automatically. </p>

</div>
</td>
</tr>
</table>

<p>
&emsp;PA3P was built for categorizing proteins as allergens or

antigens according to the biological characteristics embedded within their amino acids chain by using a specific
set of web based tools and statistical analyzes of results. The PA3P output can be used to support or to discard the
employment of a given protein in Genetically Modified Organism (GMO) construction. The platform allows
allergen and non-allergen protein sorting with significant reduction on false positive or false negative cases and a
substantial increase in sensibility and specificity (Table 1 and Figure 2).

</p>

<p>

&emsp;<b>Table 1.</b> Possible outcomes and sensibility,
specificity, and accuracy formula.

</p>

<p>

&emsp;<img src="imagel_1.png">

</p>

<p>

&emsp;Where:

</p>

<p>

&emsp;<img src="imagel_2.png">

</p>

<p>
The equations are applied based on a binary matrix (0 = presence; 1
= absence) which summarizes all the performed tests with the datasets, so each sequence in the datasets (allergen
and non-allergen sequence datasets are available at the "Dataset" section) was submitted to analysis both on web
tools independently and on PA3P.
</p>
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<br>

<table class="table-imagem">

<tr>
<td>
<img src="image2.png" >
</td>
<ftr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 2 — Specificity and
sensibility of PASP.
</b> <br> Blue bars represent
the average sensibility and specificity percentage values obtained from each web tool. Red bars represent the
average sensibility and specificity percentage values obtained when PASP was used as the tool for protein
categorization.
</div>
</td>
</tr>
</table>

<p>
&emsp;The increment on specificity and sensibility can also be
observed by the reduction of false positives and false negatives cases (Figure 3).

</p>
<table class="table-imagem">
<tr>
<td>
<img src="image3.png">
</td>
</tr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 3 — False positive and
false negative cases.
</b> <br>
Our approach reduced 15.73 %
and 14.07 % of false positive and false negative cases, respectively, compared to the results obtained from using
web tools. Blue bars represent the average false positive and false negative cases from each web tools used
outputs. Red bars represent false positive and false negative cases using PA3P.
</div>
</td>
</tr>
</table>

</td>
</tr>
</table>

</div>



106

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 100%; margin-bottom:5px; ">SUBMITTING
YOUR SEQUENCE TO PA<sup>3</sup>P ANALYSIS</h3>
<div class="borda-janela" style="padding-top: 8px; padding-bottom: 8px;width: 100%;" >
<table style="width: 100%; padding-right: 20px; padding-left: 20px;" >
<tr>
<td>
<p>

&emsp;The first step to PA3P analysis is to insert a query sequence
within the text box ("PA<sup>3</sup>P" tab) (Figure 4).
<br>
Allergenic protein amino acid sequence example:
</p>
<p style="font-style: italic;">
>0i[14423645|sp|P79085.1]ALTAL1_ALTAL RecName: Full=Major
allergen Alta 1;
AltName: Allergen=Alt a 1; Flags: Precursor
<br>

MQFTTIASLFAAAGLAAAAPLESRQDTASCPVTTEGDYVWKISEFYGRKPEGTYYNSLGFNIKA
TNGGTL<br>

DFTCSAQADKLEDHKWYSCGENSFMDFSFDSDRSGLLLKQKVSDDITYVATATLPNYCRAGG
NGPKDFVC<br>
QGVADAYITLVTLPKSS
</p>
<p>
Non-allergenic protein amino acid sequence example:
</p>
<p style="font-style: italic;">
>0i|68161511|ref|NP_001020131.1| actin-related protein 2/3
complex subunit 4 isoform b [Homo sapiens]
<br>

MRFMMMRAENFFILRRKPVEGYDISFLITNFHTEQMYKHKLVDFVIHFMEEIDKEISEMKLSVN
ARARIV<Dr>
AEEFLKNF
</p>

<table class="table-imagem">

<tr>
<td>
<img src="image4.png" >
</td>
<ftr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 4 — Text box for
query sequence insertion and submission to PA3P analysis.
</b> <br>
The sequence is inserted in the
blank space and sent for analysis by hitting "Run”. A new search can be made my hitting "New Query".

</div>
</td>
</tr>
</table>

<p>
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&emsp; The query sequence is subjected to several prediction
methods concomitantly, depending on the web tool: the guidelines proposed by the FAO/WHO, algorithm
prediction and sequence alignment to known allergens datasets. The results (allergen or non-allergen) are
compiled and a score sheet (Figure 5) is filled. The average accuracy is then determined. If a given result is not
informed (e.g., if a webserver is offline) the correspondent web tool accuracy value is discarded from the
analysis.

</p>
<table class="table-imagem">
<tr>
<td>
<img src="image5.png" >
</td>
</tr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">

<b>Figure 5 — Accuracy score
sheet.

</b> <br>

As the query is analyzed on each
web tool, a score sheet is filled with each result (allergen or non-allergen). If a web tool error occur and no result
is obtained, the correspondent web tool accuracy is discarded from analysis. A final average is calculated
according to each approach accuracy. <p>* Unavailable ADFS webservice since February, 2015. When
the server comes online, PA<sup>3</sup>P will connect automatically. </p>

</div>
</td>
</tr>
</table>

<p>
&emsp;After the query analysis, a table presents the results of each
web tool according to the sequence category (allergen or non-allergen) (Figure 6).

</p>
<table class="table-imagem">
<tr>
<td>
<img src="image6.png" >
</td>
<ftr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">

<b>Figure 6 — Individual results
table.

</b> <br>

Left row informs the web tool
denomination, center row informs the approach used by each web tool, and right row shows the result from each
web tool. On the top, the user is able to visualize the web tools outputs by clicking the respective tab. If no
output is obtained, an "Error" message is informed.

</div>
</td>
</tr>
</table>

<p>
&emsp;The similarity based prediction approach compares two or
more amino acid sequences in order to assess the query sequence homology and biological information. Such
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comparisons, known as alignments, aim identifying shared sequence characteristics. Five similarity/homology
based web tools are compiled on PA3P: Allergen Online — 8 aa wordmatch; Allergen Online — 80 aa window;
AlgPred — IgE (Saha & Raghava, 2006); AlgPred — ARP (Saha & Raghava, 2006); and ADFS — Motif-based
(Nakamura, Nakamura & Teshima, 2009).

</p>

<div class="accordion">

<h3 style="text-align: left">About the similarity based prediction
approaches</h3>

<div>

<p>

&emsp; The web tool Allergen Online (available at
http://allergenonline.com/) allows the comparison of the query sequence with an allergenic protein sequences
dataset. The prediction fallows the FAO/WHO guidelines: </p>

<p>

&emsp;- Allergen Online 80 aa window: a query protein is
potentially an allergen if it presents over 35% identity in a 80 amino acid window when compared with known
allergens.

</p>

<p>

&emsp;- Allergen Online 8 aa wordmatch: a query protein is
potentially an allergen if it presents six or more contiguous amino acids (id length n > 6) when compared with
known allergens.

</p>

<p>

&emsp; The Allergen Online web tool has its own dataset composed
by 1,897 allergenic protein sequences.

</p>

<p>

&emsp;The Prediction of Allergenic Proteins and Mapping of IgE
Epitopes (AlgPred; Saha & Raghava, 2006), available at http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/ is also a
similarity based prediction web tool. This tool maps eliciting epitopes of immunoglobulin E (IgE) in the query
sequence. The method considers a protein as a potential allergen when the sequence possesses one or more IgE
epitopes. The AlgPred database has 183 IgE epitopes. The method also performs a search for allergen
representative peptides (ARPSs). This approach is highly sensitive end accurate. Is consists in a 2,890 ARPs, and
when a hit is significant, the query is promptly characterized as potential allergen.

</p>

<p>

&emsp;The Allergen Database for Food Safety (ADFS; Nakamura,
Nakamura & Teshima, 2009), available at http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/ has a database consisted of more than
1,300 allergen sequences. The tool performs a search for known allergen motifs in the query sequence.

</p>

</div>

</div>

<p>

&emsp;Another approach is the in silico allergen prediction based on
algorithms using models derived from a given class of sequences. The Support Vector Machine (SVM) is a set of
methods of supervised learning that analyses data in order to identify patterns, and therefore classify a query
sequence. In this kind of learning, the inducer (learning algorithm) receives examples (patterns) for training.
These patterns are described by certain attributes and by the class label (in this case, allergens). Two SVMs are
implemented on PA3P: (i) SVM-amino acid composition (Wang et al., 2012); and (ii) SVM dipeptide (Saha &
Raghava, 2006).

</p>

<div class="accordion">
<h3 style="text-align: left">About the algorithm based prediction
approaches</h3>
<div>
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<p>The SVM Amino Acid Composition (SVM-AA) built on PA3P
is derived from Protein Allergenicity Prediction (proAP; Wang et al., 2012) available at
http://gmobl.sjtu.edu.cn/proAP/main.html.

</p>

<p>The prediction based on Support Vector Machine — Dipeptide is
conducted by the Prediction of Allergenic Proteins and Mapping of IgE Epitopes web tool (AlgPred; Saha &
Raghava, 2006), available at http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/.

</p>

</div>

</div>

<p>

&emsp;In order to ease results interpretation generated by PA3P, a
series of charts are generated (Figure 7).
</p>

<table class="table-imagem">

<tr>
<td>
<img src="image7.png" >
</td>
</tr>
<tr>
<td>

<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 7 — Results

interpretation charts.
</b> <br>

<b>A</b> - Algorithm based
result. <b>B</b> — Similarity based result. <b>C</b> — Summary result. Chart heading shows tabbed results
alongside the standard error calculated for each method. The standard error ((standard error=standard
deviantion)A/(sample)) is required since PA®P works with a representative sample of a specific population. This
error can be added to or subtracted from the result, allowing the inference that the sampled population behaves
similarly to the obtained result.

</div>
</td>
</tr>
</table>
<p>
&emsp;For publishing or presentation purposes, the user can download the
charts (Figure 8).
</p>
<table class="table-imagem">
<tr>
<td>
<img src="image8.png" >
</td>
</tr>
<tr>
<td>
<div style="padding: 10px;">
<b>Figure 8 — Result charts
download.

</b> <br>
By clicking the horizontal
parallel bars at the upper right corner, user can download the result carts in different file formats.
</div>
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</td>
</tr>
</table>

<p>

Other tools and methods may be added in the future.
</p>

<p>

For publishing, please cite.

</p>

<p>
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4.6 Cddigos-fonte referentes a analise na PA3P
<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Allermatch"%>

<%@ page language="java" contentType="text/html; charset=UTF-8" pageEncoding="UTF-8"%>
<%@ include file="/menu.jsp" %>

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://www.w3.0rg/TR/html4/loose.dtd">
<html>

<head>
<meta http-equiv="Content-type" content="text/html;charset=UTF-8">
<meta HTTP-EQUIV="Pragma" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Cache-control* CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Expires" CONTENT="0" />

<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/js/mask.js" charset="utf-
8"></script>
<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/pa3p/grafico.js" charset="utf-
8"></script>
</head>

</head>

<script type="text/javascript'>
var total = 0;

var totalalergenico = 0.00;

var totalnaoalergenico = 0.00;

var ct = 0;
var ctpred = 0;
var ctsim = 0;

var gtproc = 0;

var totalsim = 0, totalpred = 0;

var totalalergenicosim = 0.00, totalalergenicopred = 0.00;

var totalnaoalergenicosim = 0.00, totalnaoalergenicopred = 0.00;

var WAITGIF = '<div style="text-align: center;margin: 0 auto;"><img src="
anim_basic_16x16.gif"></div>";

./images/ui-

function newquery(){
$( "#tabs" ).tabs( "option”, "active”, 0);
$( "#tabs" ).tabs( "option”, "disabled”, [ 1,2, 3,4]);
document.getElementByld("allermatch™).innerHTML =";

document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = ";

document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim").innerHTML = ";

document.getElementByld("resultadoalergenicopred").innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred™).innerHTML = ";

for (var i=0; i<2;i++){

document.getElementByld("idvlallergenonline™ + (i)).innerHTML =",
document.getElementByld("idresultallergenonline” + (i)).innerHTML = ";
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}

for (var i=0; i<5;i++){

if(i!1=1&&i!1=2){
document.getElementByld("idvlalgpred” + (i + 1)).innerHTML =",
document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML =",

}
¥

document.getElementByld("idviproap0™).innertHTML =";
document.getElementByld("idresultproap0").innertHTML =";

document.getElementByld("idvladfs0™).innerHTML =";
document.getElementByld("idresultadfs0™).innerHTML = ";

$(*#container’).highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(*#containersim').highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(*#containerpred").highcharts().series[0].setData([0,0]);

document.forms['formpesq’]['ds_sequence’].value=";
document.forms['formpesq’]['ds_sequence’].focus();

}

$(function() {
$( "#tabs" ).tabs();
I $( "#tabs" ).tabs( "option”, "disabled", [ 1,2, 3] );
inicializacontroles();
newquery();

b
function run(){

totalalergenico = 0.00;
totalnaoalergenico = 0.00;
gtproc = 0;

ct=0;

ctsim = 0;

ctpred = 0;

totalsim = 0;

totalpred = 0;
totalalergenicosim = 0.00;
totalalergenicopred = 0.00;
totalnaoalergenicosim = 0.00;
totalnaoalergenicopred = 0.00;

$( "#tabs" ).tabs( "option”, "active", 0);
$( "#tabs" ).tabs( "option”, "disabled", [ 1, 2, 3, 4] );

document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenico”).innerHTML = WAITGIF; ;

document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim™).innerHTML = WAITGIF; ;

document.getElementByld("resultadoalergenicopred").innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred").innerHTML = WAITGIF; ;
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for (var i=0; i<2;i++){
document.getElementByld("idvlallergenonline™ + (i)).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultallergenonline” + (i)).innerHTML = WAITGIF;

¥

for (var i=0; i<5;i++){
if (i1=1&&i!1=2){
document.getElementByld("idvlalgpred” + (i + 1)).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML = WAITGIF;

¥
¥

document.getElementByld("idviproap0").innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultproap0").innerHTML = WAITGIF;

document.getElementByld("idvladfs0™).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultadfs0").innerHTML = WAITGIF;

$(‘*#container").highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(‘*#containersim').highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(‘#containerpred’).highcharts().series[0].setData([0,0]);

/IALGPRED - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
url: “algpredresult.jsp",
data: $(‘#formpesq’).serialize(),
cache: true,
success: function(response) {
document.getElementByld("algpred™).innerHTML = response;

$( "#accordionalgpred™ ).accordion({collapsible: true, heightStyle: "content", active: false });
$( "#tabs" ).tabs( "enable", 1);

var vlinput = document.getElementByld(‘algpredresultform').elements["vlalgpred[]"];
var viresult = document.getElementByld(‘algpredresultform').elements[“resultalgpred[]"];

for (i = 0; i < vlinput.length; i++) {

/*
0 - Algpred - IgE - Similarity
3 - Algpred - SVM Dipeptide - Predicted
4 - Algpred - ARP - Similarity
*/
if(il=1&&i!1=2){

if(i==01i==4)
document.getElementByld("idvlalgpred” + (i + 1)).innerHTML = "Similarity
(" + vlinput[i].value + "%)";
else
document.getElementByld("idvlalgpred"” + (i + 1)).innerHTML = "Algorithm
(" + vlinput[i].value + "%)";

document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML =
viresult[i].value;

if (viresult[i].value == "Allergen"){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput[i].value);



114

if(i==0]i==4){
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

else{
ctpred = ctpred + 1;
totalalergenicopred = parseFloat(totalalergenicopred) +
parseFloat(vlinput[i].value);

else if (vIresult[i].value == "Non-Allergen™){
ct=ct+ 1,
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) +
parseFloat(vlinput[i].value);

if(i==0|i==4){
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

}
else{
ctpred = ctpred + 1;
totalnaoalergenicopred = parseFloat(totalnaoalergenicopred) +
parseFloat(vlinput[i].value);
}
}
}
}
gtproc = gtproc + 1;
finaliza();
}
b

//[Fim Algpred

/[PROAP - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
url: "proapresult.jsp",
data: $(*#formpesq’).serialize(),
cache: true,
success: function(response) {
document.getElementByld("proap").innerHTML = response;

$( "#tabs" ).tabs( "enable", 2);

var vlinput = document.forms['proapresultform’]['vlproap’.value;
var viresult = document.forms['proapresultform]['resultproap].value;

document.getElementByld("idviproap0").innerHTML = "Algorithm (" + vlinput + "%)";
document.getElementByld("idresultproap0™).innerHTML = viresult;

if (viresult =="Allergen"){
ct=ct+ 1,
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctpred = ctpred + 1;
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totalalergenicopred = parseFloat(totalalergenicopred) + parseFloat(vlinput);

else if (vlresult == "Non-Allergen™){
ct=ct+ 1,
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctpred = ctpred + 1;
totalnaoalergenicopred = parseFloat(totalnaoalergenicopred) + parseFloat(vlinput);

}

gtproc = gtproc + 1,
finaliza();

}
bk
/[Fim proap

/IADFS - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
url: "adfsresult.jsp™,
data: $(*#formpesq’).serialize(),
cache: true,
beforeSend: function(){
/l[document.getElementByld("algpred").innerHTML = '<div style="text-align: center;margin: 0
auto;padding-top: 50px;padding-bottom: 50px;"><img src="../images/ui-anim_basic_16x16.gif"></div>";

}l
success: function(response) {
document.getElementByld(adfs").innerHTML = response;

$( "#tabs" ).tabs( "enable", 3);

var vlinput = document.forms[‘adfsresultform’]['vladfs'].value;
var viresult = document.forms[‘adfsresultform']['resultadfs'].value;

document.getElementByld("idvladfs0™).innerHTML = "Similarity ("' + vlinput + "%)";
document.getElementByld("idresultadfs0").innerHTML = vlresult;

if (vlresult == "Allergen"){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) + parseFloat(vlinput);

}
else if (vlresult == "Non-Allergen"){
ct=ct+ 1;
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaocalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) + parseFloat(vlinput);
}
gtproc = gtproc + 1;
finaliza();

}
b; //[Fim ADFS

//Allergen Online - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
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url: "allergenonlineresult.jsp™,
data: $(‘#formpesq').serialize(),
cache: true,
beforeSend: function(){
/l[document.getElementByld("algpred™).innerHTML = '<div style="text-align: center;margin: 0
auto;padding-top: 50px;padding-bottom: 50px;"><img src="../images/ui-anim_basic_16x16.gif"></div>";

}1
success: function(response) {
document.getElementByld("allergenonline™).innerHTML = response;

$( "#accordionallergenonline” ).accordion({collapsible: true, heightStyle: "content”, active: false

b
$( "#tabs" ).tabs( "enable”, 4 );
var vlinput =
document.getElementByld(‘allergenonlineresultform').elements["vlallergenonline[]"];
var viresult =

document.getElementByld('allergenonlineresultform’).elements["resultallergenonline[]"];
for (i=0;i<2;i++) {

/*
0 - allergenonline - Sliding 80mer Window
1 - allergenonline - 8mer Exact Match
*/
document.getElementByld("idvlallergenonline™ + (i)).innerHTML = "Similarity (" +
vlinput[i].value + "%)";
document.getElementByld("idresultallergenonline™ + (i)).innerHTML = vlresult[i].value;

if (viresult[i].value == "Allergen™){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput[i].value);
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

else if (viresult[i].value == "Non-Allergen"){
ct = ct+ 1;
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) +
parseFloat(vlinput[i].value);
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

}
}

qgtproc = gtproc + 1;
finaliza();

¥
b; /[Fim AllergenOnline

¥

function finaliza(){

//S6 finaliza se rodaram todos os algoritmos
if (qtproc < 4) return;
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if (ct > 0 && totalalergenico > 0)
document.getElementByld("resultadoalergenico”).innerHTML = (totalalergenico /
ct).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML = "-";

if (ct > 0 && totalnaoalergenico > 0)
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = (totalnaoalergenico /
ct).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = "-";

$(‘#container').highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenico / ct).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenico / ct).toFixed(2))]);

/[SIMILARIDADE
if (ctsim > 0 && totalalergenicosim > Q)
document.getElementByld(*resultadoalergenicosim™).innerHTML = (totalalergenicosim /
ctsim).toFixed(2);
else
document.getElementByld(*resultadoalergenicosim™).innerHTML = "-";

if (ctsim > 0 && totalnaoalergenicosim > 0)
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim").innerHTML =
(totalnaoalergenicosim / ctsim).toFixed(2);
else
document.getElementByld(*'resultadonaoalergenicosim™).innerHTML = "-";

$(‘#containersim').highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenicosim / ctsim).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenicosim / ctsim).toFixed(2))]);

//PREDICAO
if (ctpred > 0 && totalalergenicopred > 0)
document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML = (totalalergenicopred /
ctpred).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML = "-";

if (ctsim > 0 && totalnaoalergenicopred > 0)
document.getElementByld(*'resultadonaoalergenicopred”).innerHTML =
(totalnaoalergenicopred / ctpred).toFixed(2) ;
else
document.getElementByld("'resultadonaoalergenicopred”).innerHTML = "-";

$(‘#containerpred').highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenicopred / ctpred).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenicopred / ctpred).toFixed(2))]);
}

</script>
<body>

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px;">PA3P Search</h3>
<div id="cabpesq" class="borda-janela" style="padding-top: 8px; padding-bottom: 8px;width: 800px;" >
<fieldset>
<form action=

name="formpesq" id="formpesq" >

<label style="width: auto;">Sequence: </label>
<br>
<textarea name="ds_sequence" rows="5" style="width: 780px;"></textarea>
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<br>

<button class="botao" id="bpesquisar" onClick="run()" style="float: right; margin-

left: 5px; margin-top: 10px;">Run</button>

<button class="botao" id="blimpar" onClick="newquery()" style="float: right;

margin-top: 10px;">New Query</button>

</form>
</fieldset>
</div>

<div id="tabs" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 1010px;">

<ul>
<li><a href="#pa3p">PA3P</a></li>

<li><a href="#algpred">Algpred</a></li>

<li><a href="#proap">Proap</a></li>

<li><a href="#adfs">ADFS</a></li>

<li><a href="#allergenonline">Allergen Online</a></li>

</ul>

<div id="pa3p" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 1000px; margin: 0 auto;">

<table style="margin: 0 auto; padding-top:20px; padding-bottom:20px; ">

<tr>

<td style="vertical-align:super;">

<table width="600px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"

class="tabela' >
<thead>

<tr style="text-align:center;">

</tr>
</thead>
</table>

<th width="100%" scope="col"><b>Individual Results</b></th>

<table id="pa3presume" width="600px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-

align: left;" class="tabela' >
<thead>
<tr>

</tr>
</thead>
<tbody>

<tr>

</tr>
<tr>

</tr>
<tr>

<th width="40%" scope="col">WebTool</th>
<th width="30%" scope="col">Method</th>
<th width="30%" scope="col">Result</th>

<td>Algpred - IgE</td>
<td id="idvlalgpred1"></td>
<td id="idresultalgpred1"></td>

<td>Algpred - SVM Dipeptide</td>
<td id="idvlalgpred4"></td>
<td id="idresultalgpred4"></td>

<td>Algpred - ARP</td>
<td id="idvlalgpred5"></td>
<td id="idresultalgpred5"></td>
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</ftr>
<tr>
<td>Proap - SVM aa</td>
<td id="idvlproap0"></td>
<td id="idresultproap0"></td>
</tr>
<tr>
<td>ADFS - Motif-based</td>
<td id="idvladfs0"></td>
<td id="idresultadfs0"></td>
<ftr>
<tr>
<td>Allergen Online - 80 aa Window</td>
<td id="idvlallergenonline0"></td>
<td id="idresultallergenonline0"></td>
<ftr>
<tr>
<td>Allergen Online - 8 aa Wordmatch</td>
<td id="idvlallergenonlinel"></td>
<td id="idresultallergenonlinel"></td>
<ftr>
</tbody>
</table>
</td>
</tr>
</table>

<table style="margin: 0 auto; padding-bottom:50px; ">
<tr>
<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela' >
<thead>
<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Algorithm Based
Result</b></th>
</tr>
</thead>
</table>

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela' >

<thead>
<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 1.20%)</th>
</tr>
</thead>
<tbody>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenicopred"></td>
</tr>
<tr>

<td>Non-Allergen</td>
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<td id="resultadonaoalergenicopred"></td>
</ftr>
</tbody>
</table>
<br>
<div id="containerpred" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0
auto"></div>

</td>
<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >
<thead>
<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Similarity Based
Result</b></th>
</tr>
</thead>
</table>

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >

<thead>
<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 0.87%)</th>
<ftr>
</thead>
<tbody>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenicosim"></td>
<ftr>
<tr>
<td>Non-Allergen</td>
<td id="resultadonaoalergenicosim"></td>
<ftr>
</tbody>
</table>

<br>
<div id="containersim" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0
auto"></div>

</td>

<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">
<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >
<thead>
<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Summary
Result</b></th>
</ftr>
</thead>
</table>



121

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >

<thead>
<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 0.89%)</th>
<ftr>
</thead>
<tbody>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenico"></td>
</tr>
<tr>
<td>Non-Allergen</td>
<td id="resultadonaoalergenico"></td>
</tr>
</thody>
</table>

<br>
<div id="container" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0 auto"></div>

</td>
<ftr>
</table>

</div>

<div id="allermatch™ class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">

</div>

<div id="algpred" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">

</div>

<div id="proap" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px; word-wrap: break-word; ">

</div>

<div id="adfs" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">

</div>

<div id="allergenonline" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">

</div>
<I-- <div id="blastp" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px; text-align: left;"> -->
<l-- </div> -->
</div>
</body>
</html>
4.7 Cddigos-fonte referentes aos graficos gerados pela PA3P

$(function () {
$(*#container").highcharts({
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chart: {
type: ‘column’
}
legend: {
enabled: false
}

title: {
text: 'Summary Result'
3
xAXis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen']
3
yAxis: {
min: 0,
title: {
text: '(%)'
3
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold’,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’

}
}
h
plotOptions: {
column: {
stacking: 'normal’,
dataLabels: {
enabled: false,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.datalLabelsColor) || ‘white’,
style: {
textShadow: '0 0 3px black'
}
}
}
}
series: [{
data: [0, 0]
3
b

/ISIMILARIDADE
$(*#containersim').highcharts({
chart: {
type: ‘column’
3
legend: {
enabled: false
}

title: {
text: 'Similarity Based Result'
}
XAXis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen']
b
yAxis: {
min: 0,
title: {
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text: (%)’
3
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold',
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’

¥
}
2

plotOptions: {
column: {

stacking: ‘normal’,

dataLabels: {
enabled: false,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.datalLabelsColor) || ‘white’,
style: {

textShadow: '0 0 3px black’

}

}
}
b
series: [{
data: [0, 0]
H

b B
/[PREDICAO
$(*#containerpred").highcharts({
chart: {
type: ‘column’
+
legend: {
enabled: false
}

title: {
text: 'Algorithm Based Result'
b
xAXxis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen']
3
yAxis: {
min: 0,
title: {
text: (%)’
b
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold',
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’
¥
}
b

plotOptions: {
column: {
stacking: 'normal’,
dataLabels: {
enabled: false,



124

color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.dataLabelsColor) || 'white',
style: {
textShadow: '0 0 3px black'
}
}
}
}
series: [{
data: [0, 0]
1
b
D
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4.8 Codigos-fonte referentes a se¢ao “Dataset”
<%@ include file="/menu.jsp" %>

<style>
a{
}

</style>

font-size: small;

<body onload="inicializacontroles()">
<I-- <h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px;">Contact</h3> -->

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px; ">Dataset</h3>
<div class="borda-janela" style="padding: 40px;width: 720px; text-align: center;" >
Allergen Dataset Sequences - Download:

<a href="allergen.pdf" target="_blank">PDF</a>&nbsp;-&nbsp;

<a href="allergen.txt" target="_blank">TXT</a>

<br><br>

Non Allergen Dataset Sequences - Download:

<a href="nonallergen.pdf" target="_blank">PDF</a>&nbsp;-&nbsp;

<a href="nonallergen.txt" target="_blank">TXT</a>

<br>

</div>

</body>
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4.9 Codigos-fonte referentes a “Home” da PA’P
<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Allermatch"%>

<%@ page language="java" contentType="text/html; charset=UTF-8" pageEncoding="UTF-8"%>
<%@ include file="/menu.jsp" %>

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://lwww.w3.org/TR/html4/loose.dtd">
<html>

<head>
<meta http-equiv="Content-type" content="text/html;charset=UTF-8">
<meta HTTP-EQUIV="Pragma" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Cache-control" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Expires" CONTENT="0" />

<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/js/mask.js" charset="utf-
8"></script>
</head>

</head>
<body>
<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 100%; margin-bottom:5px; ">Home</h3>
<div class="borda-janela" style="padding-top: 8px; padding-bottom: 8px;width: 100%;" >
<table style="width: 100%; padding-right: 20px; padding-left: 20px; text-align:justify;"">

<tr>
<td>
<p style="text-align:justify; ">

&emsp;The evaluation of protein allergenicity and antigenicity
potential is paramount when designing Genetically Modified Organisms (GMO), since exogenous proteins may
cause a series of allergenic reactions when consumed by humans. Therefore, Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) and World Health Organization (WHO) defined that proteins should be <i>in
silico</i> tested for its allergenicity and antigenicity potential prior to GMO construction. In order to assess the
allergenic potential of a given protein, both WHO and FAO determined that a query protein is potentially an
allergen if it either presented six or more contiguous amino acids (id length n=6) or over 35% identity in a 80
amino acid window when compared with known allergens. However, according to several authors (Zorzet,
Gustafsson, Hammerling, 2002; Souza Junior & Martins, 2003; Stadler & Stadler, 2003; Mirsky, Cressman
Junior, ladics, 2013; Wang et al., 2013; Chrysostomou & Seker, 2014) these methods have low precision, In
order to overcome this drawback several other approaches have been developed, to evaluate the potential
allergenicity of proteins, and released as free web services (see "About" for further information).

</p>
<p style="text-align:justify; ">
&emsp; The availability of several tests throughout the Internet,

each of which  presenting different methods and outputs, may render is interpretation of results for the wet lab
scientists with limited knowledge of bioinformatics. Considering the number of available tests, the Platform for
Analysis of Allergenicity and Antigenicity of Proteins (PA3P) was developed and tested with the goal of
providing as comprehensive as possible coverage of tests associated with an easy interpretable output. PA3P is a
robust web tool capable of categorizing allergenic or antigenic proteins by summarizing and statistically testing
each outcome derived from a set of specific web tools. The single-tool accuracy determination performed on
every test compiled by PASP allows the characterization (expressed on % chance) of a given protein as allergen
or non-allergen with high sensibility, specificity, and precision. In our tests, PASP showed a 98 % sensibility and
a 96 % specificity when compared with isolated tool analyzes (89 % and 85 %, respectively).

</p>



“About” section.

</td>
</tr>

</table>
<br>

</div>

</body>
</html>
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<p style="text-align:justify; ">

</p>

&emsp;For more information on how PA3P works, please visit the
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4.10 Cédigos-fonte referentes a se¢do “Contact”
<%@ include file="/menu.jsp" %>

<style>
a{
}

</style>

font-size: small;

<body onload="inicializacontroles()">

<!-- <h3 class="titulo-borda-janela borda-janela” style="width: 800px; margin-bottom:5px;">Contact</h3> -->
<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px; ">Contact</h3>

<div class="borda-janela" style="padding: 40px;width: 720pXx; text-align: center;" >

Anna Carolina Boeck - <a href="mailto:anna.boeck@gmail.com" target="_blank">Email:
anna.boeck@gmail.com</a>

<br><br>

Juliano Tomazzoni Boldo - <a href="mailto:jtboldo@gmail.com" target="_blank">Email:
jtboldo@gmail.com</a>

<br>

</div>

</body>
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4.11 Cédigos-fonte referentes a se¢ao “Usefull Links”
<%@ include file="/menu.jsp" %>
<style>
a{
}

font-size: small;

</style>
<body onload="inicializacontroles()">

<I-- <h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px;">Usefull
Links</h3> -->

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela" style="width: 800px; margin-bottom:5px; ">Useful Links</h3>
<div class="borda-janela" style="padding: 40px;width: 720px; text-align: left;" >

Universidade Federal do Pampa - <a href="http://www.unipampa.edu.br"
target="_blank">(www.unipampa.edu.br)</a>

<br><br>Allermatch - <a href="http://www.allermatch.org/" target="_blank">(www.allermatch.org)</a>
<br><br>AlgPred - <a href="http://www.imtech.res.in/raghava/algpred/"
target="_blank">(www.imtech.res.in/raghava/algpred)</a>

<br><br>ADFS - <a href="http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/" target="_blank">(allergen.nihs.go.jp/ADFS)</a>
<br><br>ProAP - <a href="http://gmobl.sjtu.edu.cn/proAP/" target="_blank">(gmobl.sjtu.edu.cn/proAP)</a>
<br><br>Allergen Online - <a href="http://allergenonline.com/"
target="_blank">(www.allergenonline.com)</a>

<br><br>NCBI - <a href="http://ncbi.nlm.nih.gov/" target="_blank">(ncbi.nIm.nih.gov)</a>
<br><br>Uniprot - <a href="http://www.uniprot.org/" target="_blank">(www.uniprot.org)</a>
<br><br>BLAST - <a href="http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi"
target="_blank">(blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)</a>

<br><br>Peptide Match - <a href="http://research.bioinformatics.udel.edu/peptidematch/index.jsp"
target="_blank">(research.bioinformatics.udel.edu/peptidematch/index.jsp)</a>

</div>
</body>
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4.12 Cédigos-fonte referentes ao cabecalho da PA3P
<IDOCTYPE html>

<%@page import="org.dotto.util.Util"%>
<%@page import="java.util.Date" %>

<%@ page language="java" contentType="text/html; charset=UTF-8" pageEncoding="UTF-8"%>

<head>
<meta http-equiv="Content-type" content="text/html;charset=UTF-8">
<meta HTTP-EQUIV="Pragma" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Cache-control" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Expires" CONTENT="0" />

<link href="<%=request.getContextPath()%>/images/favicon.ico" rel="icon" type="image/x-icon" />

<link href="<%=request.getContextPath()%>/images/favicon.ico" rel="shortcut icon" type="image/x-icon"
/>

<link href="<%=request.getContextPath()%>/jquery/css/cupertino/jquery-ui-
1.10.3.custom.min.css" rel="stylesheet">

<link href="<%=request.getContextPath()%>/css/tabelas.css" rel="stylesheet">

<link href="<%=request.getContextPath()%>/css/plurigestao.css" rel="stylesheet">

<link href="<%=request.getContextPath()%>/css/multiple-select.css" rel="stylesheet"/>

<script src="<%=request.getContextPath()%>/jquery/js/jquery-1.10.2.min.js"></script>

<script src="<%=request.getContextPath()%>/jquery/js/jquery-ui-
1.10.3.custom.min.js"></script>

<script src="<%=request.getContextPath()%>/js/jquery.multiple.select.js"></script>

<script src="<%=request.getContextPath()%>/js/jquery.tablesorter.min.js"></script>

<script src="<%-=request.getContextPath()%>/js/jquery.highchartTable-min.js"></script>
<script src="<%-=request.getContextPath()%>/js/highcharts.js"></script>
<script src="<%-=request.getContextPath()%>/js/highchart/modules/exporting.js"></script>

<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/js/mask.js" charset="utf-
8"></script>

</head>

<title>PA3P - Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity of Proteins</title>

<table width=100% style="padding-bottom: 10px;" >

<tr>

<td width=auto style="vertical-align: top;">

<img src="<%=request.getContextPath()%>/images/pap.jpg" style="padding-bottom:

5px;padding-right: 15px;">

</td>

<td width=60% style="vertical-align: bottom;">
<font style="font-size: 60px;"><b>PA<sup>3</sup>P</b></font>
<br>
<font style="font-size: 15px;">Platform for Analysis of Allergenicity and Antigenicity of
Proteins</font>

</td>

<td width=33% style="vertical-align: top;" >

<div style="font-size:small; float: right; vertical-align: top; " ><%=Ultil.format(new Date(),
"MM/dd/lyyyy")%></div><br>
</td>
</table>

<script>
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function validarlogin(){

$.ajax({
type: "POST",
url: document.getElementByld("context_path").value + "/validalogin™,
data: $(‘#formlogin’).serialize(),
cache: true,
success: function(response) {
var ret = response.split("|");
msg = ret[1];
document.getElementByld("*'msg-dialog-alert").innerHTML = msg;

if (ret[0] == 0){
$("#dialog-alert").dialog("open™);
return;

}

if (ret[0] == 1){
location.reload();
return;

}

IOk

$(function() {$( "#dialog-alert" ).dialog({autoOpen: false, resizable: false, height:220, modal: true,
buttons: {"OKk": function() {$( this ).dialog( "close” );}} }: 1)

$(function() { $( "#dialog-confirm" ).dialog({autoOpen: false, resizable: false, height:200, modal: true
)

$(function() {$( "#dialog-login" ).dialog({autoOpen: false, resizable: false, height:220, width:270,
modal: true,
buttons: {
"Cancel": function() {
$( this ).dialog( "close" );
}
"Login": function() {
validarlogin();
}
}
b
b

function inicializacontroles(){

$( ".beditar" ).button({icons: {primary: "ui-icon-pencil"}, text: false});

$( ".bexcluir" ).button({icons: {primary: "ui-icon-trash"}, text: false});

$( ".bsalvar" ).button({icons: {primary: "ui-icon-disk"}, text: false});

$( ".bselecionar" ).button({icons: {primary: "ui-icon-check"}, text: false});

$( ".bimprimir" ).button({icons: {primary: "ui-icon-print"}, text: false});

$( ".bclose" ).button({icons: {primary: "ui-icon-closethick"}, text: false});

$( ".blink" ).button({icons: {primary: "ui-icon-link"}, text: false});

$( "input[type=submit], button" ).button().click(function( event ) {event.preventDefault();});

$( "#dialog-alert™ ).dialog({autoOpen: false, resizable: false, height:220, modal: true,
buttons: {"Ok": function() {$( this ).dialog( "close" );}} });
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b

$( "#dialog-confirm™ ).dialog({autoOpen: false, resizable: false, height:200, modal: true

$('body")
.on(
'keydown',
'input, select’,
function(e) {
var self = $(this), form = self.parents(‘form:eq(0)"), focusable, next;
if (e.keyCode == 13) {
focusable = form.find(
'input,a,select,button,textarea’).filter(
"visible");
next = focusable.eq(focusable.index(this) + 1);
if (next.length) {
next.focus();
Yelse {
}
return false;
}
b

</script>

<input type="hidden" id="context_path" value="<%=request.getContextPath()%>" >
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4.13 Cdodigos-fonte referentes ao menu das se¢des da PA3P

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://lwww.w3.org/TR/html4/loose.dtd">
<%-- <% @page import="org.dotto.plurifotoestudio.classe.Usuario" %> --%>

<%@ include file="/cabecalho.jsp" %>

<div class="cssmenu" >
<ul id="nav" >
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/index.jsp">Home</a></li>
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%>/about/about.jsp">About</a></li>
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/pa3p/pa3p.jsp">PA3P</a></li>
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/database/database.jsp">Dataset</a></li>
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/usefull_links.jsp">Useful Links</a></li>
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%>/contact.jsp">Contact</a></li>

<%-- <li><a href="<%=request.getContextPath()%>/configuracao/estudio.jsp">Dados do
Estudio</a></li> --%>

</ul>

</div>

<script >

$( "#nav" ).menu({position: {at: "left bottom"}});
</script>

<!-- MENSAGEM DE ALERTA -->
<div id="dialog-alert" title="Atencao" style="display: none;">
<p><span class="ui-icon ui-icon-alert" style="float: left; margin: 0 7px 20px 0; "><div id="msg-dialog-
alert">.</div></span></p>
</div>

<!-- MENSAGEM DE CONFIRMACAO -->
<div id="dialog-confirm" title="Atencéo" style="display: none;">
<p><span class="ui-icon ui-icon-alert" style="float: left; margin: 0 7px 20px 0; "></span><div id="msg-
confirm-alert">Confirma o cancelamento da edicdo do cliente?</div></p>
</div>

<l-- MENSAGEM DE LOGIN -->
<div id="dialog-login" title="Login" style="display: none;">
<form action=# id="formlogin" name="formlogin">
<label style="width: auto;">User:</label><br><input type="text" name="nm_usuario"
id="nm_usuario' style="width: 230px;"><br>
<label style="width: auto;">Password:</label><br><input type="password"
name="ds_senha"style="width: 230px;"><br>
</form>
</div>
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4.14 Codigos-fonte referentes aos resultados da ADFS impressos na PA3P

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://www.w3.0org/TR/html4/loose.dtd">
<%-- <%@page import="org.dotto.plurifotoestudio.classe.Usuario" %> --%>

<%@ include file="/cabecalho.jsp" %>

<div class="cssmenu" >
<ul id="nav" >
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%>/index.jsp">Home</a></li>
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%=>/about/about.jsp">About</a></li>
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/pa3p/pa3p.jsp">PA3P</a></li>
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%>/database/database.jsp">Dataset</a></li>
<li><a href="<%=request.getContextPath()%>/usefull_links.jsp">Useful Links</a></li>
<li><a href="<%-=request.getContextPath()%>/contact.jsp">Contact</a></li>

<%-- <li><a href="<%=request.getContextPath()%>/configuracao/estudio.jsp">Dados do
Estudio</a></li> --%>

</ul>

</div>

<script >

$( "#nav" ).menu({position: {at: "left bottom"}});
</script>

<l-- MENSAGEM DE ALERTA -->
<div id="dialog-alert" title="Atenc¢ao" style="display: none;">
<p><span class="ui-icon ui-icon-alert" style="float: left; margin: 0 7px 20px 0; "><div id="msg-dialog-
alert">.</div></span></p>
</div>

<!-- MENSAGEM DE CONFIRMACAO -->
<div id="dialog-confirm" title="Atencdo" style="display: none;">
<p><span class="ui-icon ui-icon-alert" style="float: left; margin: 0 7px 20px 0; "></span><div id="msg-
confirm-alert">Confirma o cancelamento da edi¢do do cliente?</div></p>
</div>

<!-- MENSAGEM DE LOGIN -->
<div id="dialog-login" title="Login" style="display: none;">
<form action=# id="formlogin" name="formlogin">
<label style="width: auto;">User:</label><br><input type="text" name="nm_usuario"
id="nm_usuario' style="width: 230px;"><br>
<label style="width: auto;">Password:</label><br><input type="password"
name="ds_senha"style="width: 230px;"><br>
</form>
</div>
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4.15 Codigos-fonte referentes aos resultados do AlgPred impressos na PA3P
<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Algpred"%>

<%
Algpred algpred = new Algpred();
algpred.setSequence((String)request.getParameter(*ds_sequence"));
String[] result = £, "}
double[] peso = {0,0,0,0,0};

%>

<div id="accordionalgpred">
<h3>Mapping of IgE epitopes and PID</h3>
<div>
<%
if (algpred.execute(1) == -1){
peso[0] = algpred.getPeso(0);
result[0]="Error";

out.print("An error occurred during script execution. AlgPred
webserver could be offline.");

}
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[0] = algpred.getPeso(1);
result[O]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>

<h3>SVM module based on dipeptide composition</h3>

<div>
<%
if (algpred.execute(4) == -1){
out.print("Ocorreu um erro ao efetuar a consulta™);
}
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[3] = algpred.getPeso(4);
result[3]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>
<h3>Blast search on allergen representative peptides (ARPs)</h3>
<div>
<%
if (algpred.execute(5) == -1){
out.print(*Ocorreu um erro ao efetuar a consulta™);
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[4] = algpred.getPeso(5);
result[4]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>
</div>

<form name="algpredresultform" id="algpredresultform" style="display: none;">

<%



136

for (int i=0;i<5;i++){
out.print("<input type="hidden' name="vlalgpred[]' value="" + peso[i] + "">");
out.print("<input type="hidden' name="resultalgpred[]' value="" + result[i] + ">");

%>

</form>



4.16 Codigos-fonte referentes aos resultados do Allergen Online impressos na PA3P
<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Algpred"%>

<%
Algpred algpred = new Algpred();
algpred.setSequence((String)request.getParameter(*ds_sequence"));
String[] result = £, "}
double[] peso = {0,0,0,0,0};

%>

<div id="accordionalgpred">
<h3>Mapping of IgE epitopes and PID</h3>
<div>
<%
if (algpred.execute(1) == -1){
peso[0] = algpred.getPeso(0);
result[0]="Error";

out.print("An error occurred during script execution. AlgPred
webserver could be offline.");

}
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[0] = algpred.getPeso(1);
result[O]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>

<h3>SVM module based on dipeptide composition</h3>

<div>
<%
if (algpred.execute(4) == -1){
out.print("Ocorreu um erro ao efetuar a consulta™);
}
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[3] = algpred.getPeso(4);
result[3]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>
<h3>Blast search on allergen representative peptides (ARPs)</h3>
<div>
<%
if (algpred.execute(5) == -1){
out.print(*Ocorreu um erro ao efetuar a consulta™);
else{
out.print(algpred.getHtmIResult());
peso[4] = algpred.getPeso(5);
result[4]=algpred.getResultado();
}
%>
</div>
</div>

<form name="algpredresultform" id="algpredresultform" style="display: none;">

<%
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for (int i=0;i<5;i++){
out.print("<input type="hidden' name="vlalgpred[]' value="" + peso[i] + "">");
out.print("<input type="hidden' name="resultalgpred[]' value="" + result[i] + ">");

%>

</form>
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4.17 Codigos-fonte referentes aos graficos impressos pela PA3P

$(function () {
$(‘#container').highcharts({
chart: {
type: ‘column’
3
legend: {
enabled: false
}

title: {
text: 'Summary Result'
b
xAXxis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen’]
3
yAXxis: {
min: 0,
title: {
text: (%)’
+
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold’,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’

}
}
b
plotOptions: {
column: {
stacking: 'normal’,
dataLabels: {
enabled: false,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.dataLabelsColor) || ‘white',
style: {
textShadow: '0 0 3px black'
}
}
}
b
series: [{
data: [0, 0]
H
b

//[SIMILARIDADE
$(*#containersim’).highcharts({
chart: {
type: ‘column’
b
legend: {
enabled: false
ks

title: {
text: 'Similarity Based Result'
b
XAXis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen']

2
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yAXis: {
min: 0,
title: {
text: '(%)'

h
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold',
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’

¥
ky
}

plotOptions: {
column: {
stacking: 'normal’,
datalLabels: {
enabled: false,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.dataLabelsColor) || ‘white’,
style: {
textShadow: '0 0 3px black’
}
}
}
h
series: [{
data: [0, 0]
3

IOk

//PREDICAO
$(‘#containerpred").highcharts({
chart: {
type: ‘column’
h
legend: {
enabled: false
}

title: {
text: 'Algorithm Based Result'
b
XAXis: {
categories: ['Allergen’, 'Non-Allergen’]
b
yAxis: {
min: 0,
title: {
text: '(%)'
b
stackLabels: {
enabled: true,
style: {
fontWeight: 'bold',
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.textColor) || 'gray’

¥
¥
}
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plotOptions: {
column: {
stacking: 'normal’,
dataLabels: {
enabled: false,
color: (Highcharts.theme && Highcharts.theme.dataLabelsColor) || ‘white',
style: {
textShadow: '0 0 3px black'
}
}
}
3
series: [{
data: [0, 0]
H
b

i
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4.18 Codigos-fonte referentes a impressao dos resultados na PA3P
<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Allermatch"%>

<%@ page language="java" contentType="text/html; charset=UTF-8" pageEncoding="UTF-8"%>
<%@ include file="/menu.jsp" %>

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01 Transitional//EN"
"http://lwww.w3.org/TR/html4/loose.dtd">
<html>

<head>
<meta http-equiv="Content-type" content="text/html;charset=UTF-8">
<meta HTTP-EQUIV="Pragma" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Cache-control" CONTENT="no-cache" />
<meta HTTP-EQUIV="Expires" CONTENT="0" />

<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/js/mask.js" charset="utf-
8"></script>
<script type="text/javascript" src="<%=request.getContextPath()%>/pa3p/grafico.js" charset="utf-
8"></script>
</head>

</head>

<script type="text/javascript">
var total = 0;

var totalalergenico = 0.00;

var totalnaoalergenico = 0.00;

var ct =0;
var ctpred = 0;
var ctsim = 0;

var qtproc = 0;

var totalsim = 0, totalpred = 0;

var totalalergenicosim = 0.00, totalalergenicopred = 0.00;

var totalnaoalergenicosim = 0.00, totalnaoalergenicopred = 0.00;

var WAITGIF = '<div style="text-align: center;margin: 0 auto;"><img src="../images/ui-
anim_basic_16x16.gif"></div>",

function newquery(){
$( "#tabs" ).tabs( "option", "active", 0);
$( "#tabs" ).tabs( "option", "disabled", [ 1, 2, 3, 4] );
document.getElementByld("allermatch™).innerHTML =";

document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = ";

document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim™).innerHTML = ";

document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML =" ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred™).innerHTML = ";

for (var i=0; i<2;i++){

document.getElementByld("idvlallergenonline™ + (i)).innerHTML =";
document.getElementByld("idresultallergenonline™ + (i)).innerHTML =",



¥

}

for (var i=0; i<5;i++){
if(i'=1&&i1=2){
document.getElementByld("idvlalgpred” + (i + 1)).innerHTML = ";

document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML = ";

¥
}

document.getElementByld("idviproap0").innerHTML =";
document.getElementByld("idresultproap0").innerHTML = ";

document.getElementByld("idvladfs0™).innertHTML =";
document.getElementByld("idresultadfs0").innerHTML =";

$(‘*#container").highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(‘*#containersim').highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(‘#containerpred’).highcharts().series[0].setData([0,0]);

document.forms['formpesq’]['ds_sequence’].value=";
document.forms[‘formpesq’]['ds_sequence'].focus();

$(function() {

I

IOk

$( "#tabs" ).tabs();

$( "#tabs" ).tabs( "option”, "disabled", [ 1, 2, 3]);
inicializacontroles();
newquery();

function run(){

totalalergenico = 0.00;
totalnaoalergenico = 0.00;
gtproc = 0;

ct=0;

ctsim = 0;

ctpred = 0;

totalsim = 0;

totalpred = 0;
totalalergenicosim = 0.00;
totalalergenicopred = 0.00;
totalnaoalergenicosim = 0.00;
totalnaoalergenicopred = 0.00;

$( "#tabs" ).tabs( "option”, "active", 0);

$( "#tabs" ).tabs( "option”, "disabled”, [ 1,2, 3,4]);

document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = WAITGIF; ;

document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim™).innerHTML = WAITGIF; ;

document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML = WAITGIF; ;
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred™).innerHTML = WAITGIF; ;

143
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for (var i=0; i<2;i++){
document.getElementByld("idvlallergenonline™ + (i)).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultallergenonline™ + (i)).innerHTML = WAITGIF;

}

for (var i=0; i<5;i++){
if (i'=1&&i!'=2){
document.getElementByld("idvlalgpred"” + (i + 1)).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML = WAITGIF;

¥
¥

document.getElementByld("idvlproap0").innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultproap0").innerHTML = WAITGIF;

document.getElementByld("idvladfs0™).innerHTML = WAITGIF;
document.getElementByld("idresultadfs0").innerHTML = WAITGIF;

$(*#container’).highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(*#containersim').highcharts().series[0].setData([0,0]);
$(*#containerpred").highcharts().series[0].setData([0,0]);

/IALGPRED - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
url: "algpredresult.jsp",
data: $(‘#formpesq’).serialize(),
cache: true,
success: function(response) {
document.getElementByld("algpred™).innerHTML = response;

$( "#accordionalgpred" ).accordion({collapsible: true, heightStyle: "content", active: false });
$( "#tabs" ).tabs( "enable", 1);

var vlinput = document.getElementByld(‘algpredresultform').elements["vlalgpred[]"];
var viresult = document.getElementByld(‘algpredresultform').elements[“resultalgpred[]"];

for (i = 0; i < vlinput.length; i++) {

/*
0 - Algpred - IgE - Similarity
3 - Algpred - SVM Dipeptide - Predicted
4 - Algpred - ARP - Similarity
*/
if(i1=1&&i1=2){

if(i==01i==4)
document.getElementByld("idvlalgpred” + (i + 1)).innerHTML = "Similarity
(" + vlinput[i].value + "%)";
else
document.getElementByld("idvlalgpred™" + (i + 1)).innerHTML = "Algorithm
(" + vlinput[i].value + "%)";

document.getElementByld("idresultalgpred” + (i + 1)).innerHTML =
viresult[i].value;

if (vlresult[i].value == "Allergen"){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput[i].value);



parseFloat(vlinput[i].value);

parseFloat(vlinput[i].value);

if (i==0]i==4){
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) +

else{
ctpred = ctpred + 1;
totalalergenicopred = parseFloat(totalalergenicopred) +

else if (vlresult[i].value == "Non-Allergen"){

parseFloat(vlinput[i].value);

parseFloat(vlinput[i].value);

parseFloat(vlinput[i].value);

¥
¥

ct=ct+ 1;
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) +

if(i==0|i==4){
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) +

else{
ctpred = ctpred + 1;
totalnaoalergenicopred = parseFloat(totalnaoalergenicopred) +

gtproc = gtproc + 1;

finaliza();

}
bk
//[Fim Algpred

/IPROAP - INICIO
$.ajax({
type: "POST",

url: "proapresult.jsp"”,
data: $(*#formpesq’).serialize(),

cache: true,

success: function(response) {
document.getElementByld("proap").innerHT ML = response;

$( "#tabs" ).tabs( "enable", 2 );

var vlinput = document.forms['proapresultform]['vlproap'].value;
var viresult = document.forms['proapresultform']['resultproap’].value;

document.getElementByld("idviproap0").innerHTML = "Algorithm (" + vlinput + "%)";
document.getElementByld("idresultproap0").innerHTML = viresult;

if (vlresult == "Allergen"){
ct=ct+ 1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctpred = ctpred + 1;
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totalalergenicopred = parseFloat(totalalergenicopred) + parseFloat(vlinput);

else if (viresult == "Non-Allergen™){
ct=ct+ 1,
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctpred = ctpred + 1;
totalnaoalergenicopred = parseFloat(totalnaoalergenicopred) + parseFloat(vlinput);

}

gtproc = gtproc + 1,
finaliza();

}
b
/[Fim proap

IIADFS - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
url: "adfsresult.jsp™,
data: $(*#formpesq’).serialize(),
cache: true,
beforeSend: function(){
/ldocument.getElementByld("algpred™).innerHTML = '<div style="text-align: center;margin:
auto;padding-top: 50px;padding-bottom: 50px;"><img src="../images/ui-anim_basic_16x16.gif"></div>";

}1
success: function(response) {
document.getElementByld(adfs").innerHTML = response;

$( "#tabs" ).tabs( "enable", 3);

var vlinput = document.forms['adfsresultform]['vladfs’].value;
var viresult = document.forms['adfsresultform]['resultadfs'].value;

document.getElementByld("idvladfs0™).innerHTML = "Similarity (" + vlinput + "%)";
document.getElementByld("idresultadfs0").innerHTML = vlresult;

if (viresult == "Allergen"){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) + parseFloat(vlinput);

}
else if (vlresult == "Non-Allergen"){
ct=ct+1;
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) + parseFloat(vlinput);
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) + parseFloat(vlinput);
}
gtproc = gtproc + 1,
finaliza();

¥
b; /[Fim ADFS

/[Allergen Online - INICIO
$.ajax({
type: "POST",
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url: "allergenonlineresult.jsp",
data: $(‘#formpesq').serialize(),
cache: true,
beforeSend: function(){
//document.getElementByld("algpred™).innerHTML = '<div style="text-align: center;margin: 0
auto;padding-top: 50px;padding-bottom: 50px;"><img src="../images/ui-anim_basic_16x16.gif"></div>";

}l
success: function(response) {
document.getElementByld("allergenonline™).innerHTML = response;

$( "#accordionallergenonline" ).accordion({collapsible: true, heightStyle: "content", active: false

b
$( "#tabs" ).tabs( "enable", 4 );
var vlinput =
document.getElementByld(‘allergenonlineresultform’).elements["vlallergenonline[]"];
var viresult =

document.getElementByld(‘allergenonlineresultform’).elements["resultallergenonline[]"];
for(i=0;i<2;i++) {

/*
0 - allergenonline - Sliding 80mer Window
1 - allergenonline - 8mer Exact Match
*/
document.getElementByld("idvlallergenonline” + (i)).innerHTML = "Similarity (" +
vlinput[i].value + "%)";
document.getElementByld("idresultallergenonline™ + (i)).innerHTML = vlresult[i].value;

if (viresult[i].value == "Allergen™){
ct=ct+1;
totalalergenico = parseFloat(totalalergenico) + parseFloat(vlinput[i].value);
ctsim = ctsim + 1;
totalalergenicosim = parseFloat(totalalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

else if (vIresult[i].value == "Non-Allergen"){
ct =ct+ 1;
totalnaoalergenico = parseFloat(totalnaoalergenico) +
parseFloat(vlinput[i].value);
ctsim = ctsim + 1;
totalnaoalergenicosim = parseFloat(totalnaoalergenicosim) +
parseFloat(vlinput[i].value);

}
¥

gtproc = gtproc + 1;
finaliza();

}
b; //[Fim AllergenOnline

¥

function finaliza(){

1/S6 finaliza se rodaram todos os algoritmos
if (gtproc < 4) return;
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if (ct > 0 && totalalergenico > 0)
document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML = (totalalergenico /
ct).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadoalergenico™).innerHTML = "-";

if (ct > 0 && totalnaoalergenico > 0)
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = (totalnacalergenico /
ct).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadonaoalergenico™).innerHTML = "-";

$(*#container').highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenico / ct).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenico / ct).toFixed(2))]);

//ISIMILARIDADE
if (ctsim > 0 && totalalergenicosim > 0)
document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML = (totalalergenicosim /
ctsim).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadoalergenicosim™).innerHTML = "-";

if (ctsim > 0 && totalnaoalergenicosim > 0)
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim™).innerHTML =
(totalnaoalergenicosim / ctsim).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadonaoalergenicosim”).innerHTML = "-";

$(*#containersim').highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenicosim / ctsim).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenicosim / ctsim).toFixed(2))]);

//PREDICAO
if (ctpred > 0 && totalalergenicopred > 0)
document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML = (totalalergenicopred /
ctpred).toFixed(2);
else
document.getElementByld("resultadoalergenicopred™).innerHTML = "-";

if (ctsim > 0 && totalnaoalergenicopred > 0)
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred”).innerHTML =
(totalnaoalergenicopred / ctpred).toFixed(2) ;
else
document.getElementByld("resultadonaoalergenicopred™).innerHTML = "-"";

$(#containerpred’).highcharts().series[0].setData([Number((totalalergenicopred / ctpred).toFixed(2)),
Number((totalnaoalergenicopred / ctpred).toFixed(2))]);
}

</script>
<body>

<h3 class="titulo-borda-janela borda-janela™ style="width: 800px; margin-bottom:5px;">PA3P Search</h3>
<div id="cabpesq" class="borda-janela" style="padding-top: 8px; padding-bottom: 8px;width: 800px;" >
<fieldset>
<form action=

name="formpesq" id="formpesq" >

<label style="width: auto;">Sequence: </label>
<br>
<textarea name="ds_sequence" rows="5" style="width: 780px;"></textarea>



<br>
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<button class="botao" id="bpesquisar" onClick="run()" style="float: right; margin-

left: 5px; margin-top: 10px;">Run</button>

<button class="botao" id="blimpar" onClick="newquery()" style="float: right;

margin-top: 10px;">New Query</button>

</form>
</fieldset>
</div>

<div id="tabs" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 1010px;">

<ul>
<li><a href="#pa3p">PA3P</a></li>

<li><a href="#algpred">Algpred</a></li>

<li><a href="#proap">Proap</a></li>

<li><a href="#adfs">ADFS</a></li>

<li><a href="#allergenonline">Allergen Online</a></li>

</ul>

<div id="pa3p" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 1000px; margin: 0 auto;">

<table style="margin: 0 auto; padding-top:20px; padding-bottom:20px; ">

<tr>

<td style="vertical-align:super;">

<table width="600px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"

class="tabela’ >
<thead>

<tr style="text-align:center;">

</tr>
</thead>
</table>

<th width="100%" scope="col"><b>Individual Results</b></th>

<table id="pa3presume" width="600px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-

align: left;" class="tabela' >
<thead>
<tr>

</tr>
</thead>
<tbody>

<tr>

</[tr>
<tr>

</[tr>
<tr>

<th width="40%" scope="col">WebTool</th>
<th width="30%" scope="col">Method</th>
<th width="30%" scope="col">Result</th>

<td>Algpred - IgE</td>
<td id="idvlalgpred1"></td>
<td id="idresultalgpred1"></td>

<td>Algpred - SVM Dipeptide</td>
<td id="idvlalgpred4"></td>
<td id="idresultalgpred4"></td>

<td>Algpred - ARP</td>
<td id="idvlalgpred5"></td>
<td id="idresultalgpred5"></td>
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</td>
</tr>

</table>

</tr>
<tr>

</tr>
<tr>

</tr>

<tr>

</tr>
<tr>

</tr>

</tbody>

<td>Proap - SVM aa</td>
<td id="idvIproap0"></td>
<td id="idresultproap0"></td>

<td>ADFS - Motif-based</td>
<td id="idvladfs0"></td>
<td id="idresultadfs0"></td>

<td>Allergen Online - 80 aa Window</td>
<td id="idvlallergenonline0"></td>
<td id="idresultallergenonline0"></td>

<td>Allergen Online - 8 aa Wordmatch</td>
<td id="idvlallergenonlinel"></td>
<td id="idresultallergenonlinel"></td>

<table style="margin: 0 auto; padding-bottom:50px; ">

<tr>

class="tabela' >

Result</b></th>

class="tabela' >

<thead>

</thead>

<thead>

</thead>
<tbody>

<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"

<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Algorithm Based

</tr>

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"

<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 1.20%)</th>
</ftr>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenicopred"></td>
<ftr>
<tr>

<td>Non-Allergen</td>
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<td id="resultadonaoalergenicopred"></td>
</tr>
</tbody>
</table>
<br>
<div id="containerpred" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0
auto"></div>

</td>
<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >
<thead>
<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Similarity Based
Result</b></th>
<ftr>
</thead>
</table>

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela' >

<thead>
<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 0.87%)</th>
</tr>
</thead>
<tbody>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenicosim"></td>
</tr>
<tr>
<td>Non-Allergen</td>
<td id="resultadonaoalergenicosim"></td>
</tr>
</tbody>
</table>

<br>
<div id="containersim" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0
auto"></div>

</td>
<td style="vertical-align:super; padding-left: Opx;">

<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela' >
<thead>
<tr style="text-align:center;">
<th width="100%" scope="col"><b>Summary
Result</b></th>
</tr>
</thead>
</table>
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<table width="330px" style=" margin-left: auto; margin-right: auto; text-align: left;"
class="tabela’ >

<thead>
<tr>
<th width="60%" scope="col">Result</th>
<th width="40%" scope="col">% (&#177; 0.89%)</th>
</tr>
</thead>
<tbody>
<tr>
<td>Allergen</td>
<td id="resultadoalergenico"></td>
<ftr>
<tr>
<td>Non-Allergen</td>
<td id="resultadonaoalergenico"></td>
<ftr>
</tbody>
</table>

<br>
<div id="container" style="min-width: 310px; height: 300px; margin: 0 auto"></div>

</td>
</tr>
</table>
</div>
<div id="allermatch" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">
</div>
<div id="algpred" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">
</div>
<div id="proap" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px; word-wrap: break-word; ">
</div>
<div id="adfs" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">
</div>
<div id="allergenonline" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px;">
</div>
<!-- <div id="blastp" class="borda-janela" style="margin-top: 10px;width: 990px; text-align: left;"> -->
<l-- </div> -->
</div>

</body>
</html>
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4.19 Codigos-fonte referentes aos resultados do proAP impressos na PA3P

<%@page import="org.unipampa.lpa.classe.Proap"%>

<%
Proap proap = new Proap();
proap.setSequence((String)request.getParameter("ds_sequence"));

String[] result = {"-"};
double[] peso = {0};

if (proap.execute(0) == -1){
peso[0] = proap.getPeso(0);
result[0]="Error";
out.print("An error occurred during script execution. Proap webserver could be offline.");

else{
out.print(proap.getHtmlIResult());
peso[0] = proap.getPeso(0);
result[0]=proap.getResultado();

%>
<form name="proapresultform" id="proapresultform" style="display: none;">
<%
out.print("<input type="hidden' name="vlproap' value="" + peso[0] + "">");
out.print("<input type="hidden' name="resultproap' value="" + result[0] + "'>");

%>

</form>



