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RESUMO

Simulagcdo Computacional do Enovelamento de Proteinas utilizando o
Modelo HP.

Compreender como a sequéncia de aminoacidos de uma proteina determina a
sua funcionalidade biolégica € de grande importancia conceitual e pratica
como, por exemplo, no projeto de novas drogas. As proteinas consistem em
polipeptidios composta por 20 L- aminoacidos diferentes, (formados pelos
atomos de hidrogénio, carbono, nitrogénio e oxigénio) ligados por ligacdes
peptidicas. O que torna as proteinas diferentes ndo é o0 numero de
aminoacidos, mas a sequéncia deles na cadeia polipeptidica. No presente
trabalho, apresentamos uma simulacdo computacional, com um modelo
simples, para a enumeragdo exata de todas as conformagfes possiveis em
uma rede quadrada para n = 1 a 17 mondmeros. Resultados mostram que
2.155.667 conformac0des diferentes sdo possiveis. Neste trabalho, confirmamos
estes resultados e atribuimos aos sitios da rede quadrada os monémeros no
modelo que foram usados para computar o nimero de contatos entre 0s
mondmeros, distribuicdo da energia configuracional, distancia em relacdo a
frequéncia relativa de todas as conformacdes, contato topoldgico de longo
alcance, aplicamos e comparamos o0s resultados das simulagcdes do modelo

com seqUéncias de Epitopos.

Palavra Chave: Enovelamento de Proteinas, Modelo HP, Simulacéo
Computacional.
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ABSTRACT

The understanding of how the amino acids sequence determine the protein
biological functionality is one of the most practical and conceptual challenge as,
for example, in the development of new drugs. The protein molecule consist of
a long chain of polypeptides composed of 20 different amino acids (essentially
formed by carbon, oxygen, nitrogen, and hydrogen atoms) linked together by
peptide chemical bonds. What makes proteins different is not the number of
amino acids in the chain but the amino acid sequence along the chain. In the
present work we present a computer simulation of a simple protein model, using
the technique of exact enumeration over all the possible conformations in the
square lattice to a sequence of n = 1 to 17 monomers. The results indicate that
we can found 2.155.667 different possible conformations. We present the resuls
for the Cartesian coordinates of all the monomers along the chain and
computed the monomer-monomer contacts, the configurational energy, the
long-range topological contact and a possible application of the HP model for a

variety of epitopes sequences.

Keywords: protein folding, HP model, computer simulation
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INTRODUCAO

Motivacao — Objetivo — Organizacéo da dissertacao

Existem caminhos para as proteinas enovelarem?
Levinthal,1968.

Este trabalho utiliza um modelo computacional, (ZHAO, 2008), (CROUT,
2009), (CHANDRU, DATTASHARMA, KUMAR, 2003), para tratar de um
sistema complexo e facilitar o entendimento das possiveis conformacdes
adotadas para uma proteina. (QIAN, RAMAN,DAS,BRADLEY, MCCOQOY, READ,
BAKER, 2007) através da representacdo da cadeia polipeptidica com 17
aminoacidos, conectados linearmente e restritos a ocuparem 0s sitios em um
espaco configuracional bidimensional (CALDARELLI, RIOS, 2007).

As estruturas nativas de uma proteina globular, no modelo
computacional, séo representadas por configuragbes em uma rede quadrada
contendo somente contatos de primeiros vizinhos topoldgicos. Nestas
configuracbes, sdo consideradas somente interacdes energéticas entre
elementos da cadeia apolares (H-H), desprezando todas as outras interacdes
polar-polar (P-P), e apolar-polar (H-P). As interagOes assim, definidas
representam a energia hidrofdbica do sistema cadeia-solvente, a qual,
conforme constatacdo da literatura, é a responsavel pela forca dominante no
processo de enovelamento, (SALI, SMITH, DOBSON, KARPLUS, 2000),
(WHITFORD, NOEL, GOSAVI, SCHUG, SANBONMATSU, ONUCHIC, 2009),

(IRBACK, TROEIN, 2001). A representacdo da funcdo energia € simples:
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associa-se energia -1 (unidades arbitrarias) para cada contato H-H direto entre
ocupando vizinhos nao adjacentes em um espaco configuracional de uma rede
quadrada e 0 para as demais interacdes. Apesar da simplicidade do modelo
HP, o processo apresenta um enovelamento semelhante com o processo do
sistema real (ZHAO, 2008), sendo utilizada para a formulacdo de novas
hipoteses de conformacado estrutural da proteina, isto €, um conjunto discreto
de possiveis conformacdes tornando possivel enumerar e considerar todas
elas. A energia da conformacao pode ser descrita a partir da escolha possivel
de residuos H ou P monémeros ao longo da cadeia, (WROE, BAUER, CHANZ,
2005).

Este modelo é tratado por modelagem computacional utilizando um
programa em coédigo Fortran 90, implementado com diversas sub-rotinas
especificamente desenvolvidas.

O método utilizado é a enumeracdo exata, com a dinamica dada pelo
algoritmo de self-avoiding-walk , SAW, isto €, cada proteina € representada por
uma configuracao (estrutura) contendo duas matrizes ordenadas de acordo
com as coordenadas cartesianas (DETHRIDGE, GUTTMANN, 2008),
(WILLIAMS, 1996). A energia de cada configuracao na estrutura da proteina de
todas as 2155667  configuracbes possiveis para uma cadeia de 17
aminoacidos é calculada e armazenada (CALDARELLI, RIOS, 2007). A partir
dai, obtemos os resultados relacionando os primeiros vizinhos topologicos
com a distribuicdo da energia. Também ¢é verificado, por meio de simulacdo
Monte Carlo, a frequéncia relativa na configuracado nativa, dada pelo nimero
relativo de vezes em que a cadeia visita esta configuracdo (CALIRI, 1997).

Finalmente, aplicamos o0 modelo a diversas sequéncias de Epitopes.
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Esta dissertacdo esta dividida em quatro capitulos, sendo a introducéo
um breve relato sobre a motivacao, o objetivo e a estrutura da pesquisa.

O primeiro capitulo abordar4 o polimero natural, proteina, o modelo
computacional, o conceito de vizinho topoldgico e o estado nativo das
proteinas. Apresentamos um levantamento bibliografico sobre as concepc¢des
de espaco bidimensional e o conceito de um modelo simplificado para
heteropolimeros. Inicialmente, definiremos o modelo que utilizamos neste
trabalho, e, em seguida, discutiremos os trabalhos existentes na literatura, que
utilizam esses modelos para estudar o processo de enovelamento.

Apresentaremos, no segundo capitulo, o sistema imunoldgico, antigeno,
epitope e conceitos para compreender como o sistema imunolégico funciona e,
assim, aplicar, posteriormente, o modelo HP.

O terceiro capitulo € dedicado a descricdo do funcionamento do
algoritmo. O sistema computacional tem sido usado no esforco para se deduzir
maneiras de entender o enovelamento.

O quarto capitulo apresenta e discute os resultados das simulacoes,
onde aplicamos o modelo HP em um epitope, analisamos a frequéncia dos
contatos nativos obtidos durante a simulacdo, isto €, onde ha maior
probabilidade de enovelamento com a distancia em relacdo a sua freqiiéncia
de todas as configuracdes.

Finalmente, apresentaremos a conclusao e as referéncias bibliogréaficas.
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CAPITULO 1

Proteinas, Modelo, Método, Vizinho Topoldgico e Estado

Nativo.

Ciéncia € um processo de representacdo do mundo, sempre sujeito a

reformulacdes. (Veit;Mors;Teodoro, 2002)

1. Proteinas

A palavra proteina deriva da palavra grega “proteios”, que significa
primeiro (ZHAO, 2008). Esta designacdo tem origem na elevada importancia
das proteinas na vida, uma vez que as proteinas tém um elevado peso na
constituicdo dos organismos vivos (RADFORD, 2000).

Proteina € um polimero natural formado por aminoacidos, que s&o
ligados uns aos outros através de ligacdes peptidicas (ZHAO, 2008),
(RADFORD, 2000). A funcdo que uma determinada proteina exerce em um
organismo esta intrinsecamente ligada a sua estrutura tridimensional que, por
sua vez, depende da sequéncia de aminoacidos que a compfe (CHARK,
2008), (DILL, OZKN, WEIKL, CHODERA, VOELZ, 2007).

Desempenhando func¢des biologicas fundamentais para o equilibrio
dos organismos vivos (LEHNINGER, 1991) as proteinas dividem-se em
duas grandes classes: proteinas fibrosas, insollveis em agua, e proteinas

globulares, soliveis em agua ou em solucdes aquosas (DILL, 1985). Esta



Polimero Natural, Método, Modelo, Vizinho topoldgico e Estado Nativo 16

classificacdo estad relacionada com a forma das moléculas. As proteinas
fiborosas sdo estruturas alongadas e filamentosas (LEHNINGER, 1991). As
proteinas globulares apresentam estruturas moleculares compactas, consiste
de uma ou mais cadeias polipeptidicas lineares, e cada uma dessas, sob
condicbes fisiologicas, € enovelada na forma de uma estrutura complexa
tridimensional (LI,TANG, WINGREEN, 1997), (ANANIKIAN, ANANIKYAN,
ARTUSO, 2006). A esse arranjo final da estrutura enovelada, da-se o nome de
conformacdo nativa da proteina; acredita-se que a funcionalidade de uma
proteina €& determinada primariamente por sua conformagdo nativa
(RADFORD, 2000). Desta forma, € possivel realizar uma previsdao de qual
funcdo uma determinada proteina desempenhara num organismo. (SILVA,
2002).

Contudo, pode acontecer que, devido a alteracdo no meio (pH,
temperatura ou presenca de agentes quimicos etc.) podem levar a destruicao
(desnaturacdo) (SALVI, MOBERT, RIOS, 2002), (CALDARELLI, RIOS, 2007).
Desta forma, a proteina perde a estrutura tridimensional que lhe permite
desempenhar as suas fungbes no organismo (RADFORD, 2000). Um
exemplo simples de desnaturacdo ocorre com o0 ovo, isto é, as proteinas
da clara do ovo, quando sujeitas atemperaturas elevadas ou sob agitacéo,
desnaturam e precipitam. A perda da estrutura tridimensional de uma proteina
leva a perda das suas fun¢des bioldgicas; em alguns casos, leva a formacédo
de agregados fibrilares, os quais se depositam nos tecidos, podendo

originar diversas doencas (RIOS, GALDARELLI, 2000).
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1.1 Aminoéacidos

As proteinas sdo constituidas por aminoacidos (CRESCENZI,
GOLDMAN, PAPADIMITRIOU, PICCOLBONI, YANNAKAKIS, 1998). Cada uma
dessas unidades é um acido organico COOH - no qual o carbono préximo do
grupo (chamado carbono alfa) esta também ligado a um grupo NH, — . O
carbono alfa também se liga a uma cadeia lateral (R), que é diferente para
cada aminoacido (Figura 1), isto é, as caracteristicas de cada aminoacido
variam consoante a composicdo quimica da cadeia lateral (THALHEIM,
MERKLE, MIDDENDORF, 2006), (CHANDRU, DATTASHARMA, KUMAR,
2003), (ZHAO, 2008). Os vinte aminoacidos existentes na natureza foram
classificados, quanto a sua cadeia lateral, em quatro grupos: &cidos,

bésicos, polares e ndo polares (CALDARELLI, RIOS, 2007),

Figura 1 - Estrutura geral dos aminoacidos, com destaque para o carbono alfa e para a
cadeia lateral “R” caracteristica para cada aminoacido.

Aminoacidos hidrofébicos ou ndo polares possuem cadeias laterais
compostas de hidrocarbonetos e tendem a se manter juntos na presenca de
agua para minimizar seu contato com agua. Aminoacidos hidrofilicos ou polares

possuem grupos apolares (com oxigénio ou nitrogénio) em suas cadeias
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laterais e podem estar em contato com agua (CHEN, WEBER, HARRISON,

2008).
Na (Figura 2), € possivel observar as familias de aminoacidos, sendo
esta classificagcdo importante para a andlise dos dados, e assim compararmos

alguns dos resultados obtidos.
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Figura 2 — Familia dos 20 aminoé&cidos e suas classificacdes.
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1.2 Estrutura da Proteina

A estrutura tridimensional de uma proteina pode ser descrita em quatro

niveis de complexidade (SILVA, 2002), (Figura 3).

Fonte: QUIMICA NOVA NA ESCOLA N° 24, NOVEMBRO 2006. Proteinas como tema para o ensino de Quimica.

Figura 3 - Esquema representativo dos diferentes niveis de estrutura protéica da
molécula de hemoglobina.

- Estrutura primaria: Consiste na sequéncia linear aleatoria de
aminoacidos que formam uma cadeia polipeptidica (Figura 4) . A seqiéncia
de aminoacidos tem elevada importancia, pois basta a troca de dois
aminodcidos, ou a substituicho de um qualquer para produzir importantes
alteracdes bioldgicas (SILVA, 2002), (TARRAGO, 2003), (DILL, BROMBERG,

FIEBIG, YEE, THOMAS, CHAN, 1995).

e oroserese

trutura primaria: é a sequéncia dos
minoacidos na cadeia polipeptidica;
antida por ligacdes peptidicas

Figura 4 — Demonstragao da estrutura primaria.
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- Estrutura secundaria: é o resultado do arranjo espacial entre
aminodacidos préximos na cadeia peptidica. Dois dos principais elementos de
estrutura secundaria sao:

- a - hélice: tipo mais comum da estrutura secundaria que se caracteriza
por uma estrutura helicoidal, estabilizada por ligacdes de hidrogénio
estabelecidas entre os grupos CO - e NH - de aminoacidos que distam entre
si 4 residuos.

- folha B: estrutura estendida, constituida por associacdo lateral de
segmentos peptidicos numa orientacdo paralela ou anti-paralela, mantida por

ligacbes de hidrogénio (SILVA, 2002), (TARRAGO, 2003)..

- Estrutura terciaria: A estrutura terciaria esta relacionada com as
dobras da cadeia protéica sobre ela mesma. Esta estrutura descreve um
arranjo espacial global dos aminoacidos numa proteina, podendo estes

estar bastante separados entre si na sequéncia linear (SILVA, 2005).

- Estrutura quaternaria: Certas proteinas sé@o constituidas por mais
de uma cadeia protéica. A estrutura quaternaria € o resultado da disposicéo
espacial relativa de subunidades protéicas em proteinas complexas, formadas

por duas ou mais cadeias polipeptidicas. (TARRAGO, 2003), (SILVA, 2005).

Cada proteina tem uma estrutura primaria e tridimensional Unica e,
como tal, cada proteina desempenha uma funcédo biologica especifica
(RADFORD, 2000). Segundo Kauzmann, 25 a 40% dos aminoacidos de uma

cadeia peptidica sao hidrofébicos. Este tipo de aminoacido tem pouca afinidade
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com a agua; logo, espera-se que as proteinas tendam a enovelar-se de tal
forma que esses aminoacidos figuem no interior da molécula. As ligacGes de
hidrogénio desempenham um importante papel no enovelamento das
cadeias polipeptidicas e na formac¢éo da estrutura secundaria (CHEN, WEBER,

HARRISON, 2008).
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1.3 Modelos de Proteinas e Biomateriais

O estudo de modelos de proteinas, tanto do ponto de vista experimental
como de simulacdo computacional, tem o potencial de diversas aplicacdes na
area de biomateriais ou materiais com interesse na biologia.

Uma das possiveis aplicacbes diz respeito ao problema da
compatibilidade entre materiais de implantes e os tecidos biolégicos. Conhecer
0 comportamento das biomoléculas como, por exemplo, proteinas, acidos
nucléicos e enzimas, pode levar a um maior entendimento de como os efeitos
do meio podem influenciar na atividade biol6gica destas moléculas.

O modelo aqui apresentado pode ser estendido também para o estudo
de polimeros sintéticos na busca do entendimento da variacdo de suas
propriedades conformacionais como a distancia final-final e o raio de giracao

em funcdo tanto do numero de mondémeros com dos efeitos ambientais.
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1.4 Enovelamento de Proteinas

Para poder exercer uma funcado, a proteina enovela-se, cujo processo
pelo qual a informacédo linear contida na seqiéncia de aminoacidos de um
polipeptidio d& origem a conformacéo tridimensional bem definida da proteina
funcional (HART, ISTRAIL, 1996). Neste estado, a proteina estd com 0 maximo
de sua organizacdo e demonstra atividade biol6gica (catélise, transporte,
defesa etc).

Computacionalmente, para reproduzir a estrutura de uma proteina, é
necessario ter um modelo preciso que abstraia a formacao da estrutura real em
um nivel de detalhes desejado. (CALDARELLI, RIOS, 2007), (QIAN,
RAMAN,DAS,BRADLEY, MCCOY, READ, BAKER, 2007).

Um modelo é relevante se reflete alguma propriedade da formacéo da
estrutura da proteina no sistema real; no entanto, poderiamos buscar alguma
equivaléncia entre a formacao da estrutura da proteina no modelo e a formacéo
da estrutura no sistema real. (ZHAO, 2007). Como as leis da termodinamica
afirmam que o estado nativo de uma proteina é o estado de menor energia
livre, (SALVI, MOLBERT, RIOS, 2002), o sistema real € freqlientemente
modelado pela busca das conformacfes de uma proteina nativa que
minimizem a energia configuracional ao longo de um conjunto de conformacdes
(DILL, OZKAN, WEIKL, CHODERA, VOELZ, 2007).

O modelo proposto por Dill, (1989) € um modelo de energia livre das
conformacgdes importantes para a conformacéo nativa de uma proteina. Devido
as interacdes entre os aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos, ocorre a
formag&o de um ndcleo envolvendo o solvente e os aminoacidos. No modelo

HP, uma proteina é descrita como uma sequéncia de aminoacidos hidrofébicos
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e hidrofilicos. (CHANDRU, DATTASHARMA, KUMAN, 2003). Apesar de alguns
aminoacidos ndo poderem ser classificados como sendo claramente hidrofilicos
ou hidrofébicos, o modelo ignora este fato (ZHAO, 2007). O modelo é
normalmente referido como o modelo HP, em que H representa os aminoacidos
hidrofobicos, ou apolares e P os polares que séo os hidrofilicos, (CALDARELLI,

RIOS, 2001) (Vide Figura 5).

Figura 5 — Representacdo de uma letra, no Modelo HP, dos 20 aminoacidos classificados

como hidrofébicos e hidrofilicos.

Na rede bidimensional, os aminoacidos que sdo adjacentes na
sequéncia ocupam pontos na rede, (ZHAO, 2008) e nenhum ponto na rede é
ocupado por mais de um aminoacido (DILL, OZKAN, WEIKL, 2007). A Figura
6, mostra a conformacdo no Modelo 2D, onde sao representados nove
aminoécidos nao-adjacentes hidrofébicos na rede (THALHEM, MERKLE,

MIDDENDORF, 2006).
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Figura 6 — Vizinhos topolégicos em vermelho.

Apesar da simplicidade do modelo HP, o processo de enovelar tem
semelhancas com o processo de enovelar no sistema real (CALDARELLI,
RIOS, 2003). O modelo tem sido usado em varios estudos para avaliar a
hipétese de formacéo da estrutura protéica. Devemos salientar que o estudo do
enovelamento de proteinas tanto na rede quadrada como na rede cubica
buscam o entendimento do processo em termos de suas caracteristicas gerais
(KAUZMANN, 1964), (RADFORD, 2000), (TARRAGO, 2003), (CHANDRU,
DATTASHARMA, KUMAR, 2003).

Muitas tentativas tém sido feitas para predizer a conformacéo nativa, ou
seja, a conformacdo de menor energia livre de uma proteina no Modelo HP.
Mais interessante este foi o primeiro modelo relevante para o enovelamento da
proteina com um algoritmo para a predi¢cdo do problema, ou seja, algoritmo que
encontrasse uma conformacgao perto do estado nativo (CALDARELLI, RIOS,
2007), (RIOS, CALDARELLLI, 2000).

Durante algum tempo acreditava-se que a previsdo da estrutura no
modelo HP seria resolvido em tempo polinomial. Recentemente este problema
tem se mostrado como de ordem NP-completo (ARNALDI, LIBERTI,

MAFFIOLI, MACULAN, 2009), (CHANDRU, DATTASHARMA, KUMAR, 2003).
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Na década de 50 do século XX, Christian Anfinsen procurou dar
resposta as seguintes questfes: Por que a proteina enovela para a estrutura
nativa? Sera ajudada por outras moléculas? Por que é que a estrutura nativa €
Unica? (CLARK, 2008).

Para responder a estas questdes, Anfinsen realizou varias
experiéncias com a proteina RNaseA que deram origem a hipotese
termodindmica. Logo, o estado mais estavel no enovelamento da proteina € o
estado nativo, porque corresponde ao estado de energia mais baixo.

Segundo esta hipétese, o estado nativo € Unico porque € determinado
por uma sequéncia de aminoacidos Unica, e a procura do estado nativo &
aleatéria.

Em 1968, Cyrus Levinthal mostrou que a hipétese termodinamica nao

resolvia todas as questdes no enovelamento proteico..



Polimero Natural, Método, Modelo, Vizinho topolégico e Estado Nativo 27

1.5 Paradoxo de Levinthal

A hipbétese de que o processo de enovelamento ocorre de forma
aleatéria através de todas as conformacdes possiveis, até encontrar a
conformacado correta foi refutada em 1968 por Cyrus Levinthal por meio de
um argumento simples.

Considere-se uma proteina com 100 aminoacidos e cada aminoacido
com 2 conformacdes possiveis (porque dois € 0 numero minimo de
conformacdes por aminoacido), o que se obteria seriam 2%° ~ 10%
conformacdes possiveis, dentre as quais estd a que corresponde ao
estado nativo. Considere-se, ainda, que a proteina levaria 1 picosegundo
a tentar cada combinacdo, que é o tempo de vibracdo térmica, entde; 0 tempo
necessario para explorar todo o espaco conformacional seria 10*® s, que é
aproximadamente 32 bilhdes de anos (maior do que a idade do Universo, cerca
de 13,7 bilhdes de anos. Lenvinthal concluiu que a hipétese termodinamica
ndo explica a escala de tempo do processo de enovelamento das
proteinas (LEVINTHAL, 1968), e para resolver o problema, propés a existéncia
de “caminhos especificos” para a estrutura nativa, o que corresponde a
Hipotese Cinética, na qual o estado nativo ndo corresponde necessario ao
estado termodinamico mais estavel, mas sim, ao estado de energia minima
que € o mais acessivel do ponto de vista cinético (DILL, CHAN, 1997).
Segundo Levinthal, na década de 90, verificou-se que esta hipotese por si s6
também nao resolvia a questéo e surgiu uma teoria unificada, que se baseia na
natureza estatistica do processo (HONIG, 1999), (LEVINTHAL, 1968), (DILL,

CHAN, 1997), (KARPLUS, 1997), (ZHAO, 2008).
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1.6 Modelo HP.

Trata-se de um modelo simplificado ou discreto, (ZHAO, 2008), (CROUT,
2009), (CHANDRU, DATTASHARMA, KUMAR, 2003) em que a visédo sobre as
proteinas torna-se diferente, pois sdo modeladas como polimeros, onde o
solvente € a agua, (CHEN, WEBER, HARRISON, 2008) no qual cada
mondmero representa um aminoacido, reduzindo extremamente o namero de
conformacdes acessiveis (LU, LIANG, 2007), (YAP, FAWZI, GORDON, 2008).

O Modelo HP é a abstracdo mais simples possivel do problema de
enovelamento de proteinas.; a propriedade quimica e eletrostatica dos
aminoacidos também foi simplificada (ALBRECHT, SKALIOTIS, STEINHOFEL,
STOCHASTIC, 2008). As interacdes principais neste modelo, que estabiliza a
proteina globular, advém da parte hidrofébica dos aminoacidos ndo-polares e a
interacdo dos aminoacidos com as moléculas de agua (ZHAO, 2008).

Consequentemente, as propriedades importantes dos aminoacidos sao
reduzidas para duas: polar (P) ou néo-polar (H), (BUI, SUNDARRAJ, 2005).
Assim, o modelo é considerado simplificado, pois todos os detalhes dos
aminoacidos sdo descartados, o espaco foi discretizado (rede quadrada) e
somente dois tipos de aminoécidos sdo considerados: hidrofébicos e os
hidrofilicos.

Véarios métodos tém sido propostos para estudar as propriedades de
cadeias heteropoliméricas, (CALDARELLI, RIOS, 2001), contudo, no modelo
HP, sdo estudadas propriedades internas da cadeia. Uma proteina é modelada
como um heteropolimero, (DILL, 1985) no qual cada mondémero representa um
aminoacido como um todo. Uma configuracdo do polimero € uma seqiéncia

definida e isolada numa rede quadrada, (SILVA,2005), (TARRAGO, 2003).
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Obtemos vantagem em estudar modelos simples; ha possibilidade de
analises mais rigorosas que determinam caminhos detalhados, pois o espaco
das configuracdes pode ser totalmente conhecido (LAU, DIU, 1989). No modelo
HP, 17 monémeros enovelam-se em um tempo pequeno, comparado ao tempo
de enovelamento das proteinas reais.

Para esta rede, o enovelamento é representado como uma sequéncia de
comprimento L-1, onde L é o total de aminoacidos (ZHAO, 2008). Cada
coordenada depende de sua coordenada anterior, e o primeiro aminoacido da
cadeia é sempre fixo (Figura 7) (REGO, LI, GLOVER, 2006), (WILLIAMS,

1996).

Acima

Esquerda & Direita

Abalnd

Figura 7 — Representagdo da movimentagdo permitida aos mondmeros.

(a) (b)

Figura 8 - Duas conformacgdes diferentes da mesma sequéncia diferenciando-se somente
por uma reorganizacado do ntcleo dos aminoacidos.

As interacbes ocorrem entre mondmeros vizinhos mais préximos nao

consecutivos ao longo das sequéncias, chamados de vizinhos topologicos,
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(THALHEIN, MERKLE, MIDDENDORF, 2006). Entretanto, fazendo uma
analogia com proteinas reais, as interacdes possiveis ocorrem entre vizinhos
mais préximos, nao ligados covalentemente (PEDERSEN, LYNGS, 2000).
Contudo, neste modelo, a energia livre de uma conformacéo € proporcional ao

namero de contatos topoldgicos néo locais na seqiiéncia dada (Figura 8).

1.7 Modelo de Energia Livre

A idéia basica para se definir a energia livre esta relacionada a escolha
do modelo. Cada modelo possui uma funcdo de particio onde se calcula a
energia livre do sistema (SALI, SMITH, DOBSON, KARPLUS, 2000). A Figura
9 mostra um exemplo de uma mesma proteina onde o nivel de detalhes de sua
representacao € decrescente da esquerda para a direita.

A proteina, da esquerda esta sendo representada cristalograficamente; a
do meio, ndo leva em considerag¢do os atomos dos residuos com um todo, por
sua vez, a da direita, além de ndo considerar os atomos dos residuos, limita as
ligacbes em coordenadas cartesianas em uma rede quadrada. A funcao de

particdo do modelo de energia livre, sugerida:

Onde:

- i+j = 1, se os aminoécidos i,,j formam uma ligagdo ndo consecutiva.

- i+j = 0, caso contrario
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Dependendo da caracteristica do contato entre 0s aminoacidos,
(WHITFORD, NOEL, GOSAVI, SCHUG, SANBONMATSU, ONUCHIC, 2009),
(IRBACK, TROEIN, 2001) a energia serd calculada de acordo com as
interacBes correspondendo aos contatos H-H, H-P ou P-P, respectivamente.

(TANG, 2000).

Figura 9 - Representacédo grafica da proteina no modelo.

Este modelo permite-nos analisar comportamentos semelhantes entre
os resultados encontrados e as conformacdes reais das proteinas, ndo sendo
tdo usado para comparacao de uma proteina real, pois o grau de simplicidade
€ muito grande. Existem outros modelos discretos menos conhecidos e que
podem ser aplicados no enovelamento de proteinas como o Modelo LPE,
Modelo CGE, Modelo PH, Modelo HP-hélico, Modelo HP SCM,

Modelo HP TSSCM.
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CAPITULO 2

Sistema Imunologico - Antigeno — Epitopos — T-Cell

Mente e saude . . . O homem € o Unico ser vivo capaz de ser seu proprio
agente agressor, através de seus pensamentos,
angustias e insegurancas diante da vida.

(Bonamin, 1994)

2.1 Sistema Imunologico

O Sistema Imunolégico natural € um mecanismo complexo responsavel
pela defesa do organismo contra o ataque de microorganismos externos que
podem causar doencas (bactérias, fungos, virus, entre outros), chamados de
antigenos (BARROZO, YANG, 2006).

As células responsaveis pela imunidade séao os linfécitos (Figura 10) e
os fagocitos (Figura 11). Os linfocitos podem apresentar-se como linfocitos T ou
linfécitos B (estes sdo responsaveis pela producdo de anticorpos?). As células T
citotoxicas (CD8) destroem células infectadas por virus, e os linfocitos T
auxiliares (CD4) coordenam as respostas imunes, as defesas internas; em
contra partida, existem, também, defesas externas. As defesas externas séao a

primeira barreira contra muitos organismos agressores. No entanto, muitos

! Anticorpos s3o proteinas produzidas por Linfécitos B.
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agressores conseguem penetrar, ativando, assim, as defesas internas do
organismo. (FARMER, PACKARD, PERELSON, 1986).

Os linfécitos B e linfécitos T tem a capacidade de produzir uma resposta
especifica para um dado antigeno. Os linfécitos possuem uma memoria
imunolégica, pois reconhecem o reaparecimento de antigeno e evitam uma
nova contaminacao pela doenca, aperfeicoando-se a cada encontro com um
invasor ou similar (CASTRO, ZUBEN, 2000).

O sistema imune pode sofrer um desequilibrio que se apresenta como
imunodeficiéncia, hipersensibilidade ou doenca auto-imune; portanto, antigenos
sdo quaisquer moléculas que possam ser reconhecidas pelo sistema imune
adaptativo. O reconhecimento do antigeno € a base principal de todas as
respostas imunes adaptativas (BARROZO, YANG, 2006).

O ponto essencial a ser considerado com relagdo ao antigeno € que a
estrutura € a forca iniciadora e condutora de todas as respostas imunes. O
sistema imune evoluiu com a finalidade de reconhecer os antigenos e destruir e
eliminar a sua fonte (CASTRO, ZUBEN, 2001). Quando o antigeno é eliminado,
o0 sistema imune € desligado. Possui apenas regides que podem ser
reconhecidas por um anticorpo (Figura 12); essas regidbes sao chamadas de
epitope, sendo que um anticorpo possui uma regido de reconhecimento de
antigeno (paratopo?) e também uma regido que pode ser reconhecida por outro

anticorpo (idiotopo) (SCOTT, SMITH, 2009).

% Paratopo é a parte do anticorpo que reconhece corpo estranho.
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Fonte: http://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=1944

Figura 10 - Umaimagem de um linfécito feita a partir de um microscépio eletrénico

Fonte: www.edu.xunta.es/.../salud/debuxos/fagocito.gif

Figura 11 - Umaimagem de um fagécito

Figura 12 - Mecanismos de defesa e seus principais mediadores.
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2.2 Antigeno

Substéancias que podem ser reconhecidas pelas células T, células B por
meio de receptores, representados por anticorpo ou TCR (receptor de célula T)
particular (DREHER, 1995).
» Antigeno completo ou imunégeno: é capaz de ativar uma resposta imune.

» Antigeno incompleto: ndo é capaz de ativar uma resposta imune.

2.3 Epitopos

Conhecidos como determinantes antigénicos, 0s epitopos sao
aglomerados de antigeno que relnem aspectos fisicos e quimicos que
favorecem o reconhecimento a regides especificas dos anticorpos ou TCR’s.
Uma Unica molécula antigénica normalmente possui varios epitopos diferentes
(GERMAM, 1994,1995).

Epitopos lineares sdo aqueles formados por residuos dispostos
sequencialmente, de maneira linear num antigeno protéico ou polissacaridico.
N&o sao afetados por nenhum tratamento que altere a estrutura tridimensional
da substancia (TONEGAWA, 1983,1985)

Epitopos conformacionais sdo aqueles formados pelas estruturas
secundaria, terciaria ou quaternaria de uma proteina, ou pelo dobramento
tridimensional normal de um polissacarideo. Eles perdem suas funcdes de

epitopos se desnaturados (PERELSON, WEISHBUCH, 1997).
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2.3.1 Epitopos de célula T

Os TCR s6 se ligam a epitopos que formam complexos com moléculas
de MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) (GERMAIN, 1994, 1995)
podendo, dessa forma, sofrer processamento e, nesse mecanismo, ser
apresentados por uma APC. Para ser imunogénica, uma molécula deve ter,
pelo menos, um epitopo de célula T. Residuos imunodominantes sdo aqueles
que, dentro de determinado epitopo, interagem com maior afinidade de ligacédo

e que podem induzir uma resposta mais forte (TIZARD, 1995)

2.3.2 Antigeno T independente

Sdo aqueles que possuem a capacidade de estimular células B a
produzirem anticorpos sem a necessidade da ativagdo da célula T auxiliar, que
normalmente d4 o segundo sinal para a deflagracdo da resposta imune (o
primeiro sinal € dado pelo antigeno). Em geral, sdo polimeros com numerosos
determinantes antigénicos repetidos e ndo produzem memodria imunoldgica

(MANSON, 1998).

2.3.3 Interagcdo antigeno-anticorpo

Os antigenos possuem estruturas quimicas que favorecem a
complementaridade com o anticorpo, por meio de ligacdes nao-covalentes.
Essas interacdes sdo semelhantes ao que acontece com reagfes envolvendo
enzimas; Portanto, sdo reversiveis e possuem afinidades diferentes com
diversas substancias (DREHER, 1995).

Como um anticorpo pode se relacionar com antigenos com afinidades

diversas, ele pode ligar-se com um que nao seja o seu antigeno de melhor
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complementaridade por meio de ligacbes mais fracas com regides
semelhantes, mas nao idénticas, aquele que o induziu. Esta ligacdo é chamada

de reacédo cruzada.
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CAPITULO 3

Modelagem Computacional — Algoritmo

As aplicag6es préticas de uma ciéncia geralmente antecedem o

desenvolvimento da propria ciéncia. (Jerne, 1985).

3.1 Modelagem Computacional

A Modelagem Computacional € um artificio utilizado para representar
uma situacdo real, isto €, necessidade de uma melhor compreensdo da

realidade (BANKES, 2009).

A Teoria da Complexidade Computacional possui tipologia dos
problemas em algoritmos, que podem ser classificados como: intrataveis e

trataveis (MERTENS, 2000).

Problemas intrataveis, sdo aqueles em que ndo existe algoritmo de
complexidade polinomial que o resolva, contudo, problemas trataveis podem
ser resolvidos. De acordo com MERTENS (2000), os problemas intrataveis

poderiam levar séculos para computar dados.

A matematica fornece uma melhor compreensdo da esséncia dos
problemas de otimizacdo, porém eles representam o0s objetivos que se

pretende alcancar com a resolucao do problema (MANSON, 2001).

O problema de otimizagdo combinatoria (PCV), percebe-se que o uso da

enumeracdo exata é totalmente inviavel devido a explosdo computacional
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gerada. (REEVEST, 1995), (MARCON, CALAZANS, MORAES, RIES, HESSEL,

2002) .

O PCV é um exemplo classico que ndo apresenta, até o presente
momento, algoritmo de complexidade polinomial. O aumento significativo do
tempo quando h& um crescimento de uma unidade é chamado de exploséo
computacional (MERTENS, 2000). Desta forma, foram surgindo outros métodos
como, por exemplo, as heuristicas, para solucdo de problemas classicos
considerados intrataveis como, por exemplo, problema de coloracdo de grafos
(AGUIAR, HONORATO, SANTOS, OCHI, 2005), quadratico de alocacao
(NETO, 2007) e outros. Os algoritmos heuristicos buscam o equilibrio entre o
desempenho computacional e a qualidade da solucdo (AGUIAR, HONORATO,
SANTOS, OCHI, 2005). A variagcdo do algoritmo heuristico é a técnica
denominada de metaheuristicas, ndo existe uma formalizacdo literaria para
este termo, contudo torna-se cada vez mais aceito no que se refere a uma
estratégia de algoritmos heuristicos (AGUIAR, HONORATO, SANTOS, OCHI,
2005). Metaheuristicas caracterizam-se por redes neurais artificiais e
algoritmos genéticos (WHITLEY, 1994). Os problemas de sequtienciamento sao
muito complexos e com resolucdo dificil chamado NP-Completo, (ADAMI,
2002), (CAIl, CHEN, 1997), sendo aquele em que se tem um conjunto de
tarefas que serdo executadas em processadores obedecendo a certas
restricbes com o objetivo de otimizar algum critério, (AARONSON, 2005). A
técnica de enumeracao exata, portanto, utiliza os métodos aproximativos para

otimizar e solucionar os problemas de seqienciamento.
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3.2 A Técnicade Enumeracao Exata

O ponto central da enumeracdo exata € que devem ser contadas uma
Unica vez todas as configuracdes do sistema (LAVOR, LIBERTI, MACULAN,
2008). Esta condicdo impde limitacbes quanto ao tamanho maximo do sistema
que pode ser estudado por essa técnica, uma vez que O numero de
configuracbes do sistema cresce muito rapido com o aumento do tamanho do
mesmo (DILL, BROMBERG, YUE, FIEBIG, YEE, THOMAS, CHAN, 1995).

Para tornar clara a técnica e, a0 mesmo tempo, apresentar como foi
implementada no nosso caso, a questdo mais dificil de resolver, ao fazer uma
enumeracdo exata, € garantir que todas as configuracdes do sistema sejam
geradas uma Uunica vez (CALDARELLI, RIOS, 2007). O algoritmo que
utilizamos para isso depende intimamente do método com que descrevemos a
configuragdo do polimero na rede (WROE, BAUER, CHANZ, 2005).

O processo de construcdo da solucdo consiste em elaborar modelos
conformacionais (situacdes de enovelamento) de acordo com a leitura de
cadeias formadas sob o Alfabeto {H, P}+. No caso do modelo 2D-HP, possuimos
trés graus de liberdade (Figura 13) de movimento: seguir em frente (S), dobrar

"a esquerda (L) ou "a direita (R) (WROE, BAUER, CHANZ, 2005).

Figura 13 — Representacdo dos trés graus de liberdade.
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No trabalho atual, executamos uma simula¢cdo computacional, com um
modelo simples, na linguagem de programacéao Fortran 90, para a enumeracao
exata de todas as conformacfes possiveis em uma rede quadrada paran =1 a
17 monbmeros. Os resultados prévios mostram que existem 2.155.667
conformacdes diferentes possiveis (CALDARELLI, RIOS, 2007).

Enquanto a cadeia de entrada, constréi a solucao pelo espaco de busca
matricial, a memoria associa para cada componente da cadeia, uma alocacdo
de entrada e uma posicdo da cadeia de movimentagdo. Esta cadeia de
movimentacédo € formada pelo alfabeto {S,L,R}+. A determinacdo do movimento
€ essencial para que possa definir a vizinhanca dos componentes da cadeia
de solucdo. A definicdo da vizinhanga é utilizada para definir o nUmero de
contatos ndo-adjacentes entre os aminoacidos hidrofébicos, para que seja
possivel calcular o valor da energia livre.

Quanto mais contatos H-H adjacentes houver, menor o valor da energia

livre final (WROE, BAUER, CHANZ, 2005).
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3.3 Algoritmo Self Avoid Walk

“Self Avoid Walk” também chamado de caminho aleatério € um dos
exemplos mais simples e mais classicos na teoria de probabilidades (SPITZER,
2001). Contudo, apesar de sua simplicidade, ele oferece comportamento
extremamente rico, e serve como um exemplo de paradigma para ilustracéo
da maioria das leis probabilisticas (WERNER, 2005). Ao mesmo tempo, varias
modificacbes de caminho aleatério, tais como caminho aleatério auto-
excludente (self-avoiding random walk) e caminho aleatério com voltas
apagadas (loop erased random walk) ainda sao pouco entendidos (SCHRAMM,
2000), (ALBERTS, SHEFFIELD, 2007). Os estudos desses caminhos levaram
a um maior progresso na teoria de probabilidade, em particular, o estudo do
limite de escala de caminho aleatério com voltas apagadas levou Oded
Shramm a descoberta da Evolugdo Estocastica de Loewner (SLE), que
interligou a probabilidade com andlise, geometria e sistemas dinamicos

(BAUER, BERNARD, 2003).

O self-avoiding walk é um caminho a partir de um ponto fixo que nunca
se intercepta. Esses caminhos (Figura 15), em uma rede quadrada nunca
passa duas vezes no mesmo ponto.

Este algoritmo apresenta problema rotacional e translacional (Figural6),
conhecido como sobreposicdo, para resolver-lo, implementou no codigo um
critério para que isto ndo ocorra.

O primeiro algoritmo adotado, no presente trabalho, € o caminho
aleatorio auto-excludente (DETHRIDGE, GUTTMANN, 2008),( WILLIAMS,
1996), fornecido pelo Prof. Dr. Caliri, A. (USP-Ribeirdo Preto) e adaptado pelo

grupo de simulacdo molecular (UNESP-Bauru). O segundo algoritmo para
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encontrar os vizinhos topoldgicos e verificar sua frequéncia foi desenvolvido

para este trabalho em especifico.

J |

Figura 14 - Diversas formas de crescimento no algoritmo, sempre o ponto (0,0) estara
fixo.

]

- A

Figura 15 - Configurag6es com problemas de rotacdo e simetria.
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3.3.1 O algoritmo aleatério auto-excludente:

Sitios ja visitados ndo sdo mais ocupados. Essa correlagcdo introduz a
idéia de volume excluido ao sistema. Em uma rede bidimensional o quadrado
possui 8 simetrias (rotagdes por 0, pi/2, pi, 3pi/2 e as combinacdes de cada um

destes quatro com uma reflexao sobre o eixo-x).

3.3.2 Implementacao:

A sintaxe é elaborada para obter todas as configuracbes possiveis de

uma cadeia com L unidades, os quais ocupam sitios de uma rede quadrada.

As propriedades gerais das configuragbes consistem em unidades da

cadeia, que por sua vez, devem ocupar sucessivos e distintos sitios da rede.

Assim, em uma configuracdo valida a cadeia passa em cada um dos L
sitios uma unica vez. Uma configuracdo que difere de outra apenas por uma
reflexdo ou rotacao (angulo de 0, pi/2, pi, 3pi/2), sdo equivalentes, portanto, sdo
contadas uma unica vez. A estratégia é a enumeracdo sucessiva, ou seja, uma
vez conhecida todas as configuracdes para a cadeia de tamanho L-1 (cadeia
contendo L-1 unidades), parte-se delas para gerar as configuracdes de cadeias

de tamanho L.

Limite superior (nUmero maximo de configuracdes devido ao crescimento da

cadeia por uma unidade):

Se cadeias de tamanho L-1 possuem N° configuracdes distintas, entdo o

namero N de configuracdes distintas para cadeias de tamanho L satisfaz:
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N<4N’,

Visto que partindo do final da cadeia, temos quatro possivel sitios para localiza-
lo a nova unidade da cadeia (devido ao crescimento da cadeia de L-1 para L

unidades).

Contudo, como um mesmo sitio deve ser ocupado por uma e somente uma
unidade da cadeia, uma das quatro possibilidade, como comentada acima, fica

automaticamente proibida. Portanto, podemos escrever:

N<3N

3.3.3 Consideragbes preliminares sobre algoritmo:

Cadeiacom L =1 - Aunidade 1 no ponto (0,0) da rede

# configuracées® = 1

CadeiacomL =2
Limite superior = 3

# configuragdes = 1: seguimento de linha ligando os pontos (0,0)+(1,0).

Note que 4 possiveis configuracdes, obtidas ligando-se o ponto (0,0),
respectivamente os pontos (1,0); (0,1); (-1,0), e (0,-1), sdo todas equivalentes,
pois 3 delas séo obtidos da rotacdo, digamos, da configuracao definida pelos
pontos (0,0) e (1,0); (ligando o ponto (0,0) ao ponto (1,0) da rede quadrada).
Cadeiacom L =3

Limite superior: N = 3N", isto € N=1x3=3

# configuracdes = 2 [ (0,0)+(1,0)+(1,0); (0,0)+(1,0)+(0,1) ]

% Nota: o simbolo # representa aqui a palavra “numero”.
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Note que a configuracédo (0,0)+(1,0)+(0,-1) € equivalente a

(0,0)+(1,0)+(0,1), pois a primeira pode ser obtida do segundo por reflexdo do
eixo-y.

Cadeiacom L =4

Limite superior: N =3N’, isto € N=3x2=6

# configuracdes = 5

[ (0,0)+(1,0)+(1,0)+(1,0); (0,0)+(1,0)+(2,0) + (0,1) J;

[ (0,0)+(1,0)+(0,1)+ /(1,0); (0,0)+(1,0)+(0,1)+ /(0,1);

(0,0)+(1,0)+(0,1)+ (0,-1)]

As 5 configuracdes acima, para cadeia de tamanho L= 4, formam a
base para a obtencdo de todas configuracdes distintas quanto a rotacbes e

reflexdes, para cadeias de tamanho L =5, 6...17.

A partir de L=4, sera incluida uma condicdo para ndo haver a

sobreposicao e assim gerar as configuracdes automaticamente.

Para armazenar as configuracdes para as cadeias de tamanho L. As
seguintes matrizes serdo necessarias: X(i,j) e Y(i,j)) onde "i" € o indice da /i-
ésima/ configuracdo da cadeia de tamanho L, e "|" € o indice da /j-ésima/
unidade da cadeia. Assim, o par de coordenadas ( X(i,j); Y(i,j) ) identifica no
espaco a /j-ésima/ unidade da /i-ésima/ configuracdo. Lembrando que o

namero de configuracdes N(L) de cadeias distintas de tamanho L satisfaz
N(L) =< 3N(L-1).

A sobreposicao da cadeia ocorre, quando:
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X(i,j) = X(k,l) a0 mesmo tempo que

Y(i,j) = Y(k,!), para “k” diferente de “i"

Assim, guanto a nova unidade € adicionada na cadeia (no processo da
construcdo da cadeia de L unidades), verifica se ha superposicdo para todas as

unidades anteriores, isto é para unidade 1, 2, ..., até “L-1" (Figura 16).

Obtemos o0s resultados de todas as configuracbes possiveis
independentes de rotacdo e reflexdo para a cadeia até 17 mondmeros,

resultando em N=2155667 configuracdes (RIOS, L. P.; CALDARELLI, G, 1996).

Figura 16- Crescimento de uma cadeia do Algoritmo: Na ilustracdo a esquerda, das trés
possibilidade para a adicdo de uma unidade extra, somente duas delas (as duas mais a
esquerda) satisfazem a condicéo de configuracéo Self Avoid Walk.
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3.4 Algoritmo Vizinho Topolégicos

Este algoritmo |é o arquivo gerado no algoritmo anterior e procura 0 seu
vizinho topoldgico, utilizando tabelas. Ao reservar o espaco destinado as
tabelas, com alocagcao dinamica, podem controlar o espaco utilizado, evitando
consumo excessivo de memodria, para encadeamentos. Apds os dados serem
lidos, efetua a analise.

O procedimento utilizado: Dado um monémero, verifica se este possui
outros elementos a sua volta. Caso possua, verifica se estes outros
mondmeros Sao pertencentes a cadeia, € em caso negativo, entdo se trata de
um vizinho topolégico. Assim, os vizinhos topoldgicos sdo gravados em com a

identificacdo do seu monémero correspondente.
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3.5 Hardware & Software:

No presente trabalho a determinacdo do algoritmo dependeu do
Hardware e Software utilizados para gerar as configuracdes e rastrear os pares

de contatos, bem como manipular os dados que se obteve na simulacéo.

Verificando que para gerar as configuracdes é essencial o hardware
possuir no minimo 4 Gb de RAM, principalmente nos céalculos referente ao 17-

éssimo mondmero.

Hardware utilizado:
Processador Intel Core 2 Quad a Q6700 2.66 GHz;
Memoria RAM de 4Gb e 667 MHz;

Disco rigido SATA DE 250 Gb;

Softwares utilizados:
- Sistema Operacional Linux 64 bits, Fedora;
- Linguagem: Fortran 90,
- Aplicativos: Excel utilizando VBA,
- Compilador: gfortran;

- Gerenciador de banco de dados: Oracle Express v.10.0, com SQL.



Resultados 50

CAPITULO 4

4. Analise dos Resultados

Este capitulo tem por objetivo apresentar os procedimentos de
classificacdo dos dados coletados e os seus resultados. As informacdes iniciais
sao referentes as representacfes como a sequéncia do aminoacido de uma
proteina determina sua funcionalidade biologica, e como os monémeros sao
representados para a enumeracao exata de todas as conformacdes possiveis
em uma rede quadrada para cadeias de tamanho L = 1 a 17 mondmeros.
Confirmamos estes resultados e atribuimos variaveis aos sitios de todos os
mondmeros no modelo de proteina, onde apresenta as saidas deste algoritmo
e os deslocamentos realizados em um campo espacial com o seu crescimento
evolutivo. Apés os resultados serem apresentados com as configuracdes
vélidas, seguem os resultados das representacdes graficas de algumas saidas
de contatos topoldgicos, distribuicdo da distancia em relacdo a freqiéncia,
mapa de contatos topoldgicos, energia configuracional em relacdo aos
contatos, contato topologicos de longo alcance e aplicacdo do modelo HP a
sequéncias de Epitopos, com suas respectivas energias e a frequéncia dos
contatos nativos obtidos durante a simulacdo. Finalmente, sera exposto as

consideracdes finais entre o modelo e uma sequéncia de um Epitope.
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4.1 Resultado do Algoritmo Self Avoid Walk

Consideracdes preliminares sobre o resultado:
A apresentacdo de configuracdes, na proxima pagina, ilustra somente o
caso de uma cadeia de 5 aminoacidos.
A saida, gerada pelo programa codificado em Fortran 90, especifica:
L= nimero de mon6meros
N(L) = nimero de configuracdes possiveis.
e Configuracfes para cadeia que nomeamos por L.
e Paral =5, obtemos N(L) = 13 configuracdes.
e Primeira coluna descreve as coordenadas do x e a segunda
coluna as coordenadas do y de cada cadeia.
e Portanto, na cadeia 1, possuimos as coordenas cartesianas:
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
e Descrevendo uma configuracdo possivel e assim sucessivamente
até obtermos para a cadeia L= 5, 13 configuracdes possiveis.

e Segue a representacao grafica ao lado.
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4.2 Resultados do Algoritmo Vizinhos Topoldgicos

Serdo apresentadas Figura 17 representacfes graficas das interacfes
dos vizinhos topoldgicos, que, por sua vez, sdo saidas do algoritmo dado,
disposto:

e primeira coluna: o numero que identifica a configuracéo

e segunda coluna: o numero correspondente ao monémero

e terceira coluna: posicdo da coordenada cartesiana do eixo x

e (uarta coluna: posicao da coordenada cartesiana do eixo y

e quinta coluna: onde encontramos 0s contatos dos primeiros
vizinhos.

Exemplificando a representacédo abaixo na cadeia 4 o mondémero 2, seu
contato topoldgico € o mondémero 5 e vice e versa.

Representando graficamente a mesma, verificamos que cada
aminoacidos com suas coordenadas cartesianas possuem uma alocagdo na

memdaria para armazenar seus respectivos nimeros.
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Figura 17 — Saida da implementacao do algoritmo para se obter os vizinhos topoldgicos.
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4.3 Distribuicdo da energia segundo parametros topoldgicos

A representacdo abaixo Figura 18 demonstra como obter a energia livre
do sistema em relacédo aos contatos topoldgicos.

Assim, para algumas configuragbes da cadeia 16, onde a distribuicéo
das sequéncias corresponde ao modelo HP, apresenta o exemplo de evolugéo

da energia para a configurag&o nativa (enovelamento).

Cadeia Sequéncia Enegia
16 phhphpphphhpphph -1
16 phhphpphphhpphph -2
16 phhphpphphhpphph -3
16 phhphpphphhpphph -4
16 phhphpphphhpphph -5

i O FFI} [ 1

: -
o Dy

Figura 18 — Energia configuracional total do sistema.
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4.4  Distribuicdo da distancia entre os contatos topologicos

Na Figura 19, apresentamos a distribuicdo (frequéncia) de distancias ao
longo da cadeia em que 0s contatos topolégicos ocorrem. Para isso sao
consideradas o conjunto de todas as configuracdes. Distancias ao longo da

cadeia no intervalo de 4 a 17 mondmeros sao consideradas.

Poderemos verificar que o numero total de contatos (NTC) cresce com o
namero de monémeros, onde confirmamos o numero obtido em outros estudos
para 0 numero de conformacdes possiveis para N=17 mondmeros (temos

2.155.667 conformacoes).

Apresentamos, também, o numero total de contatos para vizinhos
topologicos (NTCVT). Para N=17 temos 4892837 possiveis contatos

topologicos.

A distribuicdo das freqliéncias das distancias foi representada por [a,b]°,
onde a e b referem-se aos mon6meros ao logo da cadeia e o indice c, a
frequiéncia com que esta distancia aparece. Por exemplo, no caso [1,4]%, esta

distancia aparece duas vezes.

Cadeia NTC NTCVT | Distribuicdo total da Distancia em relacdo a Frequéncia

4 1 1 1,4 *

5 13 4 1,4 ? |[25] °*

6 36 18 1,4 ° |@6l * |25 * |36 °

7 98 59 1,4 * |@e] °* |25 * |71 °|Bs6 " |47 “
8 272 225 |14 * e * e M les ¥lrn ° | Be
9 740 740 |14 e ¥ |8 ® 125 ¥R |9 *
10 2034 2433 | [1,4] * e |8 % @m0 125 * |12 **°
11 5513 7371 | 1.4 ** |6l * |8 ™ |10 * |25 * |27
12 15037 | 21393 |[1,4] “* |6 @8 * @10 * (1,121 * |25 ™
13 40617 | 72116 | [1,4] 7 |6 *®* |8 " |[10] % |[1,121 °* |25 **
14 110188 | 203978 | [1,4] ™**®* | [1,6] | [1,8] °** [[1,20] % |[,12] *° [[1,24] ®*
15 296806 | 597253 | [1,4] % | [1,6] "' |18 *% |[1,10] > [[1,12] *™ |[1,14] **
16 802075 | 1496559 | [1,4] % | [1,6] **™| [1,8] " |[1,20] *"°|[1,12] °'*° |[1,14] °*°
17 2155667 | 4892837 | [1,4] 779419 [1,6] 71162 [1,8] 53263 [1,10] 27593 [1,12] 17286 [1,14] 11635
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Cadeia NTC NTCVT

4 1 1

5 13 4

6 36 18

7 98 59

8 272 225 |38 * |71 * |58 *®

9 740 740 | [36] * |38 * |47 * |49 * |58 * |[69 *
10 2034 2433 | 291 * |[36] * |38 * |[3100 * |[471 |49 *°
11 5513 7371 | 291 ” [[211] " |36 ** |38 "™ |[[B10] “ |47 °*
12 15037 | 21393 | 2,71 ** | 291 *' |[211] *® | [38.6] | [38.8 °*° |[3,10] '°
13 40617 | 72116 | [2,7] " | 2,91 °*° |[2,11] ** [[2,13] *** | [3,6] "™ | [3,8] '"®
14 110188 | 203978 | [2,5] ™| 2,71 ** | [2,91 ™™ [[2,11] °** |[2,13] ** | [3,6] ***°
15 296806 | 597253 | [2,5] **” | 2,71 ¥ |[2,91 ** |[2,11] *°% [[2,13] " |[2,15] ***
16 802075 | 1496559 |[1,16] '** | [2,5] *®'| 2,71 % | 2,91 *"°|[2,21] *°* |[2,13] *¥
17 2155667 | 4892837 | [1,16] 10000 [2,5] 3E+05 [2,7] 145451 [2,9] 42358 [2,11] 26612 [2,13] 19161
Cadeia NTC | NTCVT

4 1 1

5 13 4

6 36 18

7 98 59

8 272 225

9 740 740

10 2034 2433 | [58] **® |[[5,10] "™ |[6,9] *' |[7,10] **°

11 5513 7371 | [49] * |[4,21] ™ |58 ** |[5,10] | [6,9] °® |[6,11] **
12 15037 | 21393 [[3,12] *** | [4,7] | [4,9 ** |[411] ** |[58] ™% [[5,10] **
13 40617 | 72116 |[3,10] °% [[3,12] ** | 4,71 % | [4,9] ' |[411] ** |[413] *
14 110188 | 203978 | [3,8] ***° |[3,10] " [[3,12] " |[3,14] **' | [4,7] "' [4,9] ***
15 296806 | 597253 | [3,6] ***®|[3,8] " [[3,10] *** |[3,12] "™ |[3,14] % | [4,7] *'*®
16 802075 | 1496559 |[2,15] “*** | [3,6] *°*| [3,8] '***|[3,10] °®"*|[3,12] “°%° |[3,14] ***
17 2155667 | 4892837 |[2,15] °°* |[2,17] *°*| [3,6] '**| [3,8] °®*"*|[3,10] ***|[3,12] ****
Cadeia NTC | NTCVT

4 1 1

5 13 4

6 36 18

7 98 59

8 272 225

9 740 740

10 2034 2433

11 5513 7371 |[7,10] °** |[8,11] ***

12 15037 | 21393 |[5,12] “‘® |[6,9] ¥ |[6,211] *** |[7,10] % |[7,12] *° | [8,11] '**
13 40617 | 72116 | [5,8] ** |[5,10] '™’ |[5,12] *** |[6,9] ***|[6,11] ¥ |[6,13] **
14 110188 | 203978 |[4,11] *' |[4,13] °* | [5,8] "**°|[5,10] **°| [5,12] "% | [5,14] =%
15 296806 | 597253 | [4,9] *° |[4,11] *** |[4,13] "™ |[4,15] *"™| [5,8] °*“"|[5,10] "
16 802075 | 1496559 |[3,16] “° | [4,7] *°| [4,9] ' |[4,11] ™| [4,13] "* | [415] *Y
17 2155667 | 4892837 | [3,14] °*°|[3,16] '***°| [4,7] Y| [4,9] *'®°| [4,11] *%']| [4,13] '
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Cadeia NTC NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393 |[[9,12] **'
13 40617 | 72116 |[7,10] *°% |[7,12] "** |[8,11] *** |[8,13] **'| [9,12] *™™ |[10,13] ***
14 110188 | 203978 | [6,9] ™°*|[6,11] *** |[6,13] '™ |[7,20] | [7,12] **° | [7,14] **
15 296806 | 597253 |[5,12] ***° |[5,14] *°** | [6,9] *°**|[6,11] “*®| [6,13] °**' | [6,15] °**°
16 802075 | 1496559 | [5,8] **''|[5,10] ***|[5,12] ' |[5,14] ** | [5,16] °**' | [6,9] %%
17 2155667 | 4892837 | [4,15] '°*'|[4,17] *¥**°| [5,8] **°*|[5,10] ****| [5,12] ****]| [5,14] *°**
Cadeia NTC NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393
13 40617 | 72116
14 110188 | 203978 |[8,11] *'*°|[8,13] ***° [[9,12] ****® |[9,14] °**° |[10,13] *****|[11,14] '**
15 296806 | 597253 [[7,10] *'°*|[7,12] "*° |[7,14] ***® |[8,11] **"*| [8,13] "** | [8,15] %°®°
16 802075 |1496559 |[6,11] "**®|[6,13] ** |[6,15] *** |[7,10] *"'*°| [7,12] **%?| [7,14] %
17 2155667 | 4892837 | [5,16] '®**| [6,9] **|[6,11] °"** |[6,13] *****| [6,15] "**°| [6,17] '""*°
Cadeia| NTC NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393
13 | 40617 | 72116
14 | 110188 | 203978
15 | 296806 | 597253 | [9,12] **'*°|[9,14] %*°|[10,13] ***'° |[10,15] '**'|[11,14] **" |[12,15] *'*
16 | 802075 |1496559| [7,16] *****|[8,11] "°*| [8,13] '***°| [8,15] ***| [9,12] °°"°" | [9,14] '™
17 | 2155667 |4892837 | [7,10] 7| [7,12] °"°"| [7,14] ****' | [7,16] '°%°| [8,11] **"*| [8,13] ¥
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Cadeia| NTC NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393
13 40617 | 72116
14 | 110188 | 203978
15 | 296806 | 597253
16 | 802075 | 1496559 | [9,16] “**°*[[10,13] ***°|[10,15] ***® |[11,14] ®****|[11,16] **'** |[12,15] %%
17 |2155667|4892837| [8,15] **°*"°| [8,17] **°°7| [9,12] *°°| [9,14] °®°®°| [9,16] °**°" |[10,13] *'**
Cadeia| NTC NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393
13 40617 | 72116
14 | 110188 | 203978
15 | 296806 | 597253
16 | 802075 |1496559 |[13,16] '
17 |2155667 | 4892837 |[10,15] °*° |[10,17] *"*°"|[11,14] ****°|[11,16] ***°|[12,15] *****
Cadeia NTC | NTCVT
4 1 1
5 13 4
6 36 18
7 98 59
8 272 225
9 740 740
10 2034 2433
11 5513 7371
12 15037 | 21393
13 40617 | 72116
14 110188 | 203978
15 296806 | 597253
16 802075 | 1496559
17 2155667 | 4892837 | [12,17] **°°|[13,16] **'*|[14,17]| "%

Figura 19 — Distribuico total da distancia em relagéo a frequéncia.
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Na Figura 18 apresentamos na forma logaritmica a distribuicdo das
populacdes para as 2155667 configuracdes obtidas. Poderemos observar que
até 8 monémeros NTC > NTCVT; para N =9 NTC = NTCVT e paraN >9, NTC
< NTCVT. Vemos também que tanto NTC como NTCVT seguem uma lei de

crescimento exponencial em relacdo ao numero de monémeros na cadeia.

Figura 20 - Distribuicdo das populagdes de 2.155.667 configuracfes possiveis para 17
mondmeros, onde utilizamos a nomenclatura de Nimero Total de Configuragcdes (NTC)
em func¢ado da ordem de contato, que fornece o niumero de monémeros existentes entre
os pares dos primeiros vizinhos (de mondémeros) em contato topoldgico, chamado de

Numero Total de Contatos Vizinhos Topoldgicos (NTCVT).
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45 FrequUéncias dos Vizinhos Topoldgicos Distancia [1,4],

em funcdo do namero de cadeias.

Na Figura 21 apresentamos, a frequéncia das distancias (NTCVT), para
0os mondmeros [1,4] em funcdo do nimero total de mondémeros na cadeia. Para
N=4 até N=13, neste grafico ndo é possivel visualizar qualquer tipo de
tendéncia visto que a frequéncia das distancias € muito baixa. Podemos
verificar, no entanto que para N>13 ocorre um aumento exponencial na
freqUéncia da distancia 3. Na Figura 22 buscamos a visualizacao da tendéncia
de crescimento da frequéncia das distancias em funcdo do numero de
mondmeros na cadeia. Podemos ver que em todo o intervalo de numero de
mondmeros na cadeia o crescimento da frequéncia das distancias segue

exponencialmente.

Freqliiéncia

Numero de mondémeros da cadeia

Figura 21 — Grafico da frequéncia da distancia 3 em funcdo do nUmero de monémeros na

cadeia.
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(@

(©)

Figura 22 — Representacdo da distancia 3 para os mondmeros [1,4] nas cadeias com:
(@) 4 a9 mondmeros, (b) 10 a 14 mondmeros, (c) 14 a 17 mondmeros.
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Na Figura 23 apresentamos, em forma logaritmica a distribuicdo da freqiiéncia
para distancia 3 em funcdo do numero de mon6émeros da cadeia. Podemos
visualizar neste grafico todo o intervalo de nimero de monémero na cadeia e

confirmar o crescimento exponencial da freqtiéncia das distancias.

Figura 23 — Gréfico na forma logaritmica da freqiiéncia da distancia 3 em funcéo do
numero de mondmeros na cadeia.

A Figura 24 ilustra a distribuicéo total de freqtiéncia em relacédo a cadeia
com 16 monémeros. Podemos verificar que as distancias que apresentam as
maiores frequéncias, sao: [1,6], [2,5], [3,6], [4,7], [5.8], [6,9], [6,15], [7,10],

[8,11], [9,12], [10,13], [11,14], [12,15] e [13,16].
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Distancia

Figura 24 — Distancia total em relacéo a freqiéncia da cadeia de L= 16.

A Figura 25 as frequéncias para N=17 sdo analisadas também em relacdo ao
namero de mondémeros. Podemos ver que as distancias que apresentam s
maiores frequéncias séao:

[1,4], [2,5], [4,7], [5.8], [6,9], [7,10], [8,11], [9,12], [10,13], [11,14], [12,15],

[13,16],[14,17].

Figura 25 — Distancia total em relagdo a freqliéncia da cadeia 17



Resultados 65

4.6 Contato Topoldgico de Longo Alcance

Contato Topoldgico de longo alcance (CTLA) Figura 26, é o numero total
de contatos ao longo alcance dividido pelo nimero de residuos da cadeia
formando assim contatos topolégicos que estdo separados, ao longo da
sequéncia, por mais de 7 mondmeros, portanto, estdo proOXimo no espaco,

porém longe na cadeia.

Figura 26 — Contatos de longo alcance, entre residuos distantes da seqiiéncia.

Na Figura 27 (a), distancia ao longo da cadeia, isto €, na primeira coluna se
encontra as distancias encontradas até 17 monbmeros, segunda coluna a

freqUiéncia em relacdo a distancia sem especificar qual o monémero.

Figura 27 (b), representacao gréfica determinada pela lei de poténcia.
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Distancia ao longo da cadeia
Distancia Frequéncia

3 4781501
5 1050896
7 421553
9 251181
11 137403
13 79011

15 35560

(@

Distancia/Frequéncia

000000

5000000

4000000

3000000

Frequéncia

2000000

1000000

3 5 7 E] 11 13 15

Distancia ao Longo da Cadeia

(b)

Figura 27 - (a) Tabela da distancia em funcdo da frequéncia ao longo da cadeia. (b)
Grafico da distancia ao longo da cadeia em relagdo a frequéncia. Inserido no gréfico
representamos a equacao de melhor ajuste aos pontos e o coeficiente de correlacéo.
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4.7 Mapa de Contato Topolégico

A interacdo do presente modelo se da entre os primeiros sitios vizinhos,
portanto obteve-se o mapa de contatos dos inter-residuos de 17 monémeros,
Figura 28, onde verifica o numero de mondémero do eixo X, ligado ao niumero

de mondmero do eixo y, formando assim os pares de contatos topoldgicos.

Figura 28 — Distribuicao total das 2.155.667 configuracdes em funcéo dos contatos

topolégicos dos primeiros vizinhos narede quadrada.
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4.8 Modelo aplicado a Epitopo

Na Figura 29, no banco de dados Immune Epitope Database and
Analysis Resource escolhemos sequéncia de epitopes para aplicar ao modelo
HP. O critério utilizado para escolher as sequéncias foi definido pela estrutura
que devera conter até 17 monémeros. Apresentamos na Figura 30 algumas
sequéncias de aminoacidos presentes em alguns epitopos encontrados nas

proteinas de algumas espécies de organismos.

Fonte:http://www.immuneepitope.org/epitope_list.php?structureCategory=Peptidic&response=Positive&total_r
ows=56242&page=7

Figura 29 - Banco de Dados Immune Epitope Database and Analysis Resource
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Epitopo

275

276

283

287

293

Estrutura

AALFMYYAK

AALFMYYAKR

AALIEEGQR

AALKNLCFYS

AALLQSAR

Antigeno

Virion
membrane
protein M25

Virion
membrane
protein M25

HCV NS4
Consensus
Sequence

RNA-directed
RNA
polymerase

lipoprotein, 15
kDa (tppl15)

Organismo

Vaccinia
virus WR

Vaccinia virus
WR

Hepatitis C
virus subtype
2b

Lymphocytic
choriomeningi
tis virus
(strain
Armstrong) (1
more)

Treponema
pallidum
subsp.
pallidum str.
Nichols

Figura 30 — Modelo HP aplicado a Epitopo.

Modelo HP

HHHHHHHHP

HHHHHHHHPP

HHHHPPPPP

HHHPPHHHHP

HHHHPPHP

NTC

740

2034

740

2034

272

NTCVT

[1’4]124’ [1,6]39,
[1,81%, [2,5]%,
P, [2EI,
[3,6]%, [3,8]*,
81 0
S (60

[1’4]346’ [1,6]111,
[1,81%, [1,10]°,
[2,5]227, [277]567
[2’9]33' [3,6]228,
[3.8]%, [3,10]°,
[4,717°,[4.9]1°,
[5,81%%,[5,10]°
[6,91°,[7,101°

[1,4]"* ,[1,61°,

[1.81°, [2.,51°, [2,71°,
[2,91°.[3.61°, [3.8]",
[4.71°, [4.91°, [5.8]°,

[6.91°

[1,41°,[1,61*,
[1,8]%, [1,10]*

[2’5]0'[2'7]56' 2,9]33'

[3,6]228,[3,8]57,

[3,101°,[4,71°.[4.91°,

[5.8]°.[5,101°,
[6,91%,[7,10]°

[1.47%, [1.6]",
[1.81°.[2,5]°,
[2,71°, [3.6]°,
[3.81°.[4,71"
[5.81°

CTLA>7

2,7

7,6

Energia

-555

-1529

-124

=773
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Figura 31, sendo computadas apenas as interacdes H-H, portanto
obtemos a visualizacdo das distancias, os pares de contatos em relacdo a

freqléncia e a energia configuracional do sistema.

Figura 31 — Modelo HP aplicado ao Epitopo AALFMYYAK

A Figura 32 observa a energia configuracional do sistema uma vez que

esta relacionada com a freqiiéncia de contatos.

Figura 32 — Distancia em relagao a frequéncia e energia configuracional.
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Analisando a Figura 33, verificamos um energia alta na distancia [1,4]

diminuindo e mantendo um estado com maior probabilidade de desnaturar.

Figura 33 — Sequiéncia do Epitopo possui H-H apenas nos contatos [1,4].

Na Figura 34, distancias

[1,4], [1,10], [2,5], [3,10], [4,7], [4,9], [5.8],

[5,10], [7,10], possui frequéncia 0, devido sua interagdo nao ser H-H.

Epitopo AALKNLCFYS
250
200 H
=
£ 1.0
E
g 100
- 50
o id
T o oog D Mo D 0g D Moo Dm0
S Do S Te
Distancia/Contato/Nativo

Figura 34 — Interagdes P-P e H-P de acordo com o Modelo ndo sédo computados.
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Observando a distancia [1,8], na Figura 35 verifica-se que esta separado
pela distéancia de 7 mondmeros na cadeia, com uma frequéncia de 14 pares de

contatos para esta sequiéncia de Epitopo .

Figura 35 — Contato topoldgico de longo alcance, obtemos na distancia [1,8]

Na Figura 36 a energia hidrofébica do sistema esta correlacionado a
ordem de contato, assim, no modelo HP 740 configuracdes da cadeia 9,
possui 740 possiveis contatos topoldgicos, ao aplicar ao Epitopo que possui
esta sequéncia AALIEEGQR, lembrando que a energia € somente computada
com a interacdo H-H, obtemos 124 configuragbes que possuem contatos da

cadeia 9, sendo descartadas as demais interagoes.
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Figura 36 — Modelo HP aplicado ao Epitope de sequiéncia AALIEEGQR .
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho confirmamos o numero de possiveis configuracdes
adotadas por um modelo de proteina na rede quadrada utilizando o modelo HP.

As vantagens deste modelo, € a facilidade de definir as sequéncias de
aminoacidos para cadeias de 17 mondmeros, para estudar o comportamento e
aplicar a qualquer estrutura com sequéncias menores, tal qual o trabalho
apresenta sua aplicacao aos epitopos, onde distribui as distancias em relacdo a
freqUéncia de contatos, registrando a evolucdo de energia onde o indice de
maior freqiéncia é encontrado, verificando os pares de contatos topologicos de
longo alcance e levantando o histograma total de todas as configuracdes em

relacéo ao seus contatos topoldgicos.
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