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Neste trabalho utilizamos o método da rede elastica aplicado a predigdo de

estruturas de proteinas, a partir de suas seqiiéncias de aminoacidos. Inicialmente,

reproduzimos possiveis solugdes de um problema de otimizagdo global classico, conhecido

como Problema do Caixeiro Viajante (PCV). Ao PCV aplicamos a estratégia de otimizagéo
da Rede Elastica (RE) de Durbin-Willshaw (DURBIN e WILLSHAW, 1987).
Posteriormente, o método da RE, associado com potenciais estatisticos obtidos de um
banco de dados, ¢ algumas informagdes experimentais, como raio de giro da proteina, foi

aplicado a predigdo de estruturas protéicas.




ABSTRACT

In this work we use the elastic net method applied to prediction of protein structure
from their amino acid sequence. Initially we reproduce possible solutions of a classic
optimization problem known as Salesman Travelling Problem (STP). We apply the strategy
of Durbin-Willshaw (DURBIN e WILLSHAW, 1987) elastic net (EN) method. To the STP

the EN method can be associated with data base-derived potentials and some experimental

data, for example radius of giration, for predicting protein structure.




CAPITULO 1

INTRODUCAO

Proteinas sdo cadeias polipeptidicas responsaveis por grande parte das fungdes
basicas da vida no nivel molecular. Estas cadeias lineares enovelam-se em complexas
estruturas 3D, cuja forma esta relacionada a fungéo da proteina. Uma proteina é constituida
por uma seqiiéncia (estrutura primaria da proteina) de 20 aminoacidos existentes na
natureza. No entanto, os aminoacidos de qualquer proteina n3o ocorrem nas mesmas
proporgdes, € nem todas as proteinas contém todos os 20 aminoacidos comuns. As
proteinas sdo sintetizadas dentro das células (CREIGHTON, 1993). As instrugdes usadas
pela célula para construir uma proteina sdo escritas no DNA. A dupla hélice do DNA é
constituida por duas longas cadeias compostas por quatro diferentes nucleotideos. O DNA
contém genes, seqiiéncias de nucleotideos codificador de proteinas. Cada tripleto de
nucleotideo num gene corresponde a um aminoacido da proteina decodificada (VOET,
VOET E PRATT, 2002).

Gragas aos varios projetos de seqiiénciamento gendmico, toda seqiiéncia de DNA de
muitos organismos tém sido determinadas experimentalmente. Em cada genoma as
posigdes dos genes sdo descobertas usando sinais especificos, seqiiéncias particulares de
nucleotideos usados pelas células durante a transcrigdo. A partir destes genes identificados
a estrutura primaria da proteina é extraida (CERONI et al, 2003). O conhecimento da

seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina é pré-requisito para determinar sua estrutura




tridimensional (3D) e ¢ essencial para entender seu mecanismo de agdo. Infelizmente nosso
conhecimento freqiilentemente para por aqui. As estruturas 3D da proteina, essencial para o
estudo de suas fungdes, permanecem desconhecidas. Existem métodos fisicos para estimar
as coordenadas de cada atomo da proteina, mas eles precisam da cristalizagdo de proteina.
Se o numero de proteinas cuja seqiiéncia primaria conhecido fosse da ordem de milhares,
somente poucas centenas delas teriam sido cristalizadas e suas estruturas 3D depositadas no
Protein Data Bank. A estrutura cristalizada pode ser diferente daquela em atividade. Por
isso torna-se importante predizer estrutura terciaria de proteinas através do uso de algoritmo
computacional.

O problema classico de enovelamento de proteina esta em entender este processo, a
fim de predizer a conformagdo 3D da proteina, dada somente a sua seqii€ncia de
aminoacido (MAIOROV E CRIPPEN, 1992). Neste trabalho aplicaremos o método da
Rede Elastica (RE) a predigdo de estruturas de proteinas. Este algoritmo contém uma série

de pardmetros que influenciam na formagdo da estrutura terciaria da proteina. Para cada

estrutura primaria, temos que encontrar a melhor relagdo entre estes parametros que fornega

o menor RMS da estrutura 3D predita em relagdo a nativa. Testamos o algoritmo em um
conjunto de 20 proteinas, que variam de 36 a 136 aminoacidos. Nas simulagdes fizemos o
processo de annealing iniciando com temperatura por volta de setenta, e reduzida até um.
Inicialmente, reproduzimos possiveis solugdes de um problema de otimizagdo
global classico, conhecido como Problema do Caixeiro Viajante (PCV). Ambos PCV e
enovelamento de proteina podem ser descritos em termos do perfil da superficie de energia.
No proximo capitulo mostraremos como estruturar a predigdo de estrutura de proteina em
termos do PCV o qual é resolvido usando o método da rede elastica, RE, (DURBIN e

WILLSHAW, 1987).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1.1 - Método da Rede Eldstica e aplicacdio ao PCV

Neste topico ilustraremos as caracteristicas essenciais do método da rede elastica
fazendo uma revisdo de sua formulagdo original feita por Durbin-Willshaw e aplicado ao
PCV: Dado as posi¢des de M cidades, as quais no caso mais simples estdo no plano
euclidiano bi-dimensional, qual é o menor trajeto (tour) fechado no qual cada cidade pode
ser visitada uma unica vez?

No PCV s3o dadas as coordenadas de um conjunto fixo de m cidades, S = S,

S,,...,Sm no plano xy, onde o vetor S; € a localizagdo da cidade i. O caixeiro viajante deve

visitar cada cidade somente uma vez, e assim, seguindo um caminho ou four, passando

pelas cidades numa ordem particular. A linha fechada consiste de n tour points, R = Ry,

R..,..., Ry, com R; sendo o vetor posigdo da j-ésima parada do caixeiro.

Resolver o PCV, ¢ uma questdo de adequar os pontos de parada (tour stops) do
caixeiro viajante as cidades, tal que:
(i) Cada cidade seja visitada exatamente uma vez (restrigdo de ajuste);

(i1) O tour é fechado (Rp+1 =R}) ;




(111) O tour € o menor caminho possivel que passa pelas cidades obedecendo (i) € (ii).

Isto €, o comprimento total do tour,

n-1
L=§|RJ.+1—R}.|

estd em seu minimo global.

Para se ater a esses vinculos, o algoritmo faz sucessivas iteragdes das posi¢des de
um namero de pontos, no plano em que as cidades ficam. Inicialmente o caminho fechado
descrito pelos pontos, ¢ um pequeno circulo, localizado sobre o centro de distribuigdo das
cidades, sendo gradualmente alongado, ndo uniformemente, para passar eventualmente
proximo de todas as cidades, e assim definir um four em torno delas. Cada ponto sobre o
caminho ¢ movido sob a influéncia de dois tipos de forgas, ou melhor, por dois conjuntos
diferentes de molas harménicas.

O primeiro conjunto de n molas conecta os four points num loop fechado.
Chamaremos estas de tour springs, porque elas descrevem como os four points estdo
conectados em sucessdo. Nesta representagdo, o four é andlogo a uma cadeia de polimero

linear, ou contas conectadas por molas, as quais podem explorar diferentes conformagdes
no plano passando através das cidades. Cada tour spring tem energia E; = ay(Rj+) - Rj)z,
onde o; € uma constante de for¢a. Estas molas atrativas servem para manter o four, tdo
pequeno quanto possivel. O segundo conjunto de mn molas conecta cada four point R; em
cada cidade S;, com energia proporcional a (S; - Rj)z. Denominadas de city springs, essas

molas tendem a forgar o four do caixeiro a passar pelas cidades.
Desta forma, cada cidade torna-se associada com uma segdo particular do caminho.

Inicialmente, todas as cidades tém grosseiramente, a mesma influéncia sobre cada ponto no
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caminho. Posteriormente, maiores distancias tornam-se menos favorecidas, e cada cidade
gradualmente, torna-se mais especifica para os pontos mais proximos dela sobre o caminho.
Este aumento gradual da especificidade corresponde a redugdo da ‘temperatura’ em
simulated annealing. Devido a forma como o caminho inicial é gradualmente modificado
para produzir o four final, este algoritmo ¢ conhecido como método da Rede Eléstica (RE).
No algoritmo RE, existem trés escolhas possiveis para o niimero de cidades m, e o namero
de tour points n:
(1) m<n,
(i) m=n,
(iii) m >n.
Para que a restrigdo de ajuste no PCV seja satisfeita, devemos selecionar (i) ou (ii). No caso
(1) € possivel ter mais tour points do que cidades, e somente m destes points finalmente
tornam-se four stops. Na literatura é comum encontrar n = 2,5m. Em temperatura finita, um
tour elastico tenderia a ‘cruzar’ proximo as cidades para minimizar a penalidade do
comprimento. Usando mais tour points do que cidades no PCV reduzem esta tendéncia,
pois assim, diminui-se o intervalo médio entre os tour stops, relaxando a tensdo elastica no
tour. Este relaxamento permite as city springs no caso (i), puxarem 0s four stops mais
proximos para elas, do que no caso (ii).

O método da RE, baseia-se num procedimento iterativo, que calcula sobre cada

ciclo, uma fung¢do de distribui¢do de Boltzmann ¢, para cada city springs:

#(ls.-R, ’K)zeXp(“(Sf“Rj)z/ZKz) @.

Onde K é um parametro. Escrevemos a energia livre para este sistema, E, é definida como:




E=-aKY logzn:;ﬁ('S,. R |,K)+e, ”
i=1 Jj=1

j=1

As constantes o, € o sdo coeficientes que controlam a intensidade relativa das city e tour
springs, respectivamente. Como estamos descrevendo a energia do sistema como uma
energia de mola, podemos calcular a forga que atua sobre um tour point F'=-VE. O
caixeiro viajante desloca-se AR, =~K0E /R (ver equagdo (5)), e dessa forma qualquer
mudanga em R; resulta na redugdo no valor da E, ¢ um minimo local de E pode ser
alcangado. No limite de K — 0, o caminho deve passar através de todas cidades para
minimizar a energia pois para todo i existe um j tal que |Si. -R JI tende para zero, condi¢do
essa que maximiza o peso de Boltzmann ¢ para K — 0 (equagdo (2)).

Normalizando sobre todas n city springs, conectadas para a cidade i, obtém o

seguinte peso estatistico para cada uma destas molas:
#(s.-R|.X)
i T n
“4)
Z¢(|S,. _Rkl’K)
k=1

ij
Estes pesos especificam a influéncia da cidade i sobre um tour point j, atuando como

constantes de molas varidveis, as quais para um valor de K fixo tornam-se mais fracas

quando a distancia | S; - R; | aumenta. Para encontrar o four mais favoravel, o método da
RE, progressivamente, acrescenta mudangas nas coordenadas de cada R; sobre o four, de

acordo com a expressdo abaixo, obtida de AR, =-KJE/0R, .

AR | = aci w, (s,. i Rj)+ 21<cz.rr(1?.j+1 ~2R, + RH) )
i=1




O método da RE comega num valor de K suficientemente alto, tal que todas city
springs tem essencialmente a mesma intensidade, e fornecem uma forga uniforme sobre
cada ponto ao longo do tour do caixeiro viajante. Devido ao fato dos pontos ndo sentirem
uma for¢a liquida, na diregdo de uma cidade qualquer, o four encolhe para seu menor
comprimento possivel, ou seja, L = 0. Quando K é reduzido, o peso da mola determinado
pela equagdo (2), aproxima-se da unidade para o alongamento da menor city spring ligada a
uma dada cidade, enquanto que, a intensidade das outras n — 1 molas associadas com esta
cidade, diminuem exponencialmente. Conseqiientemente, abaixo de algum valor critico de
K, o tour point mais proximo, é puxado preferencialmente na dire¢do desta cidade,

enquanto os outros sdo puxados para longe dela, movendo-se na diregdo das outras cidades.

A escolha de W, na equagdo (4), assegura que no limite K — 0, exatamente um four point

sera puxado para cada cidade, assim satisfazendo a restri¢do de ajuste.

2.1.2 - Resultados Método da RE Aplicado ao Problema do Caixeiro Viajante

Apresentaremos neste topico os resultados que foram obtidos na resolugdo do PCV,
como descrito na se¢do anterior. Inicialmente temos uma distribuigdo aleatoria de 100

cidades no plano cartesiano xy. Um conjunto de 250 pontos foi colocado no centro de

distribuigdo destas cidades, num circulo de raio igual a 0,1, conforme mostrado na figura

1(a). Quando o parametro de comprimento, K, na equagdo (2) ¢ suficientemente alto a forga




das city springs tém aproximadamente a mesma influéncia sobre um determinado four
point. Assim as tour springs conectam os pontos para formar um four fechado,
minimizando as distancias entre os pontos. O valor inicial de K para esta distribuigdo das

cidades, pode variar de 0,2 até 0,25. Acima de 0,25 as tour springs compactam os pontos

no centro da rede (0,5; 0,5). A medida que K ¢ reduzido (analogo a redugdo da temperatura

no simulated annealing), ocorre um aumento gradual da especificidade de uma cidade para
puxar o tour point mais proximo dela, formando assim o tour do caixeiro viajante, figura

3(b). Em nossa simulagdo reduzimos K por 1%, de 0,25 até 0,01, fazendo 300 iteragdes
para cada valor de K fixo. Os valores das constantes a; € a; na equagao (5) foram de: o, =
0,15 € a; = 2,0. Com este conjunto de parametros encontramos um tour final de L = 7,59,
figura 3(c). Na literatura para este mesmo conjunto de 100 cidades o comprimento final do

tour é de L = 7,7 com os pardmetros o= 0,2 e oy = 2,0.

+ Cidades
Pontos




« Cidades
Pontos

+ Cidades
Pontos

Figura 1: Exemplo do progresso do método da rede elastica para 100 cidades distribuidas
randomicamente em uma rede quadrada unitaria. Configuragdo inicial (a), em K = 0,06 (b) e final K
=0,01 (c).




2.2 — Descricdo Mecinico - Estatistica

O método da RE tem uma analogia proxima a mecénica estatistica (BALL,
ERMAN AND DILL, 2002). Nessa analogia, o pardmetro K ¢é identificado com a
temperatura T via a relagdo T = K* e a constante de Boltzmann ¢ fixa na unidade. Pode-se
mostrar que a equagao (5) pode ser obtida em termos da minimizagdo de uma energia livre.
Comegamos com a Hamiltoniana de um sistema constituido de tour points e cidades, com

as interagdes lour springs e city springs:

tour

H =ZJ:-I—;’~(S “R,) +E

Erour = arZ(RjH = R}')z (7)
Jj=l1

¢ a energia total das tour springs. Para a conformagdo de um sistema fisico (uma proteina
ou uma cadeia polimérica, por exemplo) E, ., é equivalente a energia interna, a qual em
geral deve incluir todos os tipos de interagdes ndo-covalentes, além das ligagdes covalentes
que mantém a cadeia conectada. V;; sdo as constantes de acoplamento das cidades com os
tour points. Valores possiveis da matriz V devem satisfazer a restrigdo de ajuste, a qual
requer Vj; = 1 se o j-ésimo four stop for compativel a i-€sima cidade, e caso contrario Vj; =
0. Isto ¢, a matriz Vj; deve conter somente um Ginico 1 em cada coluna e linha. A fungdo tie

particdo Z para a cadeia ¢ dada por




Z= LVZe-”“‘””'dr i

onde a soma ¢ realizada sobre todas as conformagdes possiveis {R} da cadeia e sobre todas

matrizes possiveis V = [V, ]. Da Hamiltoniana da eq (6)

Logo obtemos

" h F
.e IOI'J.I"'/

Em geral, encontrar a matriz V que maximiza a fungdo de parti¢gdo através do
esgotamento de todas as possibilidades, ¢ um problema combinatorio proibitivo, mesmo

com as restrigdes de ajuste sobre V. Ao invés disso, toma-se um ensemble de

combinagdes possiveis, € assume que o acoplamento de um tour point para cada cidade é
governado por uma distribuigdo de probabilidades de Boltzmann que sdo independentes
para cada cidade. Com essas suposi¢des, a fung@o de partigdo pode ser escrita numa forma

mais simples:




n 2 /.,
Z=[a"RI1{Y ™) 1| gt
i=]
j=1

A fungdo de parti¢do Z € a integral sobre as contribuigdes de cada conformagdo R e

pode ser escrita em termos da energia livre microscopica F(R, T) na forma:

A J' 4" Re FR®RDIT

onde F(R, T) ¢ a energia livre interna definida como:

F(R,T)=U(R)-TS(R)

F(R,T)=E,, -TY logd > e ™) j B
i=1 Jj=

A energia livre é composta da energia interna conformacional U = Em, , € dos

efeitos entropicos das city springs atuando através S, a qual tende a dispersar os four points
igualmente no espago em altas temperaturas. Quando T é reduzida, as conformagdes que
estiverem mais proximas de satisfazerem a restrigdo de ajuste tém maior entropia e,
portanto tém menor energia livre do que outras conformagdes. Quando T — 0 somente as
conformagdes que satisfazem a restrigdo tém probabilidade de ocupagdo significativa
(YUILLE and KOSOWSKY, 1994).

Na busca pelo estado nativo, a proteina tenta encontrar a conformag¢do R que

minimiza U(R) e maximiza S(R). No limite de temperatura zero, a conformagdo de




equilibrio estavel esta no minimo de energia livre global; devido a TS — 0 neste limite, o
estado global mais favoravel da E,,,,, é também obtido.

O problema esta reduzido a encontrar 0 minimo global de F(R, T) no limite de
temperatura zero. O algoritmo da RE faz isto através de annealing deterministico sobre a
superficie da energia livre F(R, T). As equagdes (13) e (14) tém a forma de um problema de
otimizagdo com restrigdes, onde U é a fungdo otimizada, sujeito a restrigdo S. Tomando T
como um multiplicador de Lagrange, ambos, R ¢ T sdo simultaneamente otimizados,

satisfazendo o critério de otimizagdo com restrigdo:
VF(R,T)=VU(R)-TVS(R,T)=0 (15)

OFRT)_ _gr1)-7 BRI _

0
oT oT (15)

Estes critérios podem ser satisfeitos através do método de minimizagdo “steepest-descent”

e “steepest-ascent”, respectivamente:

AR =-V F(R,T)A7 e AT =

oF (R, T
%AT ,onde A7 ¢ o intervalo de tempo para

atualizar o valor da temperatura. Em termos das eqs (14), (15) e (16) estes passos sdo:

tour

AR, =03 w, (S;-R,)-aVy E
i=l

eSS

_Z log Z e-(S,—R;) /ZT el i=l -
oo A om

k=1




onde a¢ e a; sdo as constantes da equagdo (5), que determinam a contribui¢do relativa de
cada passo para atualizar as forgas das city e tour springs, respectivamente; e y controla a
taxa de annealing. O intervalo de tempo do passo A7 esta implicito na escala das
constantes a., oy € y. O uso do steepest-ascent para atualizar T, ao invés do steepest-

descent, se deve a que F(R, T) ¢ monotonicamente crescente para T — 0.

2.3.1 — Aplicaciio do Método da RE a Predi¢do de Estrutura de Proteinas

Para aplicar o método da RE do PCV a predigdo de estrutura de proteinas,

considera-se a cadeia da proteina como um four do caixeiro. Cada ponto j do four, situado
na posi¢do R;, representa o atomo C, de um aminoacido. O problema em aplicar a

estratégia do PCV ao enovelamento de proteinas, consiste em que, no PCV, as coordenadas
das cidades sdo conhecidas antecipadamente, e qualquer four viavel deve passar por elas.
Mas para o enovelamento de proteinas, ndo existe antecipagdo no conhecimento da
conformagdo nativa. A chave desta estratégia estda em reconhecer que, em altas
temperaturas, o termo entrépico na equagdo (14) que é dependente das cidades alisa o
landscape da energia livre. Em T alto o suficiente, este alisamento cria um landscape
convexo, o qual evita que o sistema torne-se aprisionado em um minimo metaestavel local.
Além do mais, no limite de baixas temperaturas da RE, ou em qualquer solugdo viavel do

PCV, um tour deve passar por cidades distintas (ou conjunto de cidades, como veremos

abaixo). Conseqiientemente o efeito de S na equagdo (14) ¢ similar ao da entropia de




volume excluido da teoria de polimeros. Nos estudos conformacionais por dindmica
molecular ou annealing estocastico, as superficies de potenciais sdo extremamente rugosas,
devido a inclusdo de termos de carogo duro repulsivo. Estes métodos gastam a maior parte
do seu tempo tentando superar barreiras de alta energia. No caso da RE, a restrigdo de
ajuste das city springs reforgam o volume excluido de forma aproximada e gradativa sem
aumentar a rugosidade do landscape.

A distribuigado ideal de cidades seria aquela compativel com a estrutura da proteina
nativa, € que cobre o espago ocupado por uma proteina enovelada, consistente com o
principio de maxima entropia. Distribuimos as cidades na rede cubo-octaédrica (segdo
2.3.2), a qual tem se mostrado adequada para representar os dngulos virtuais de ligagdes
entre carbonos o consecutivos e reproduzir simetrias das distribuigdes dos aminoéacidos em
proteinas reais. Esta escolha da rede ajuda a minimizar distor¢des de modelos de estruturas

de proteinas causadas pelo uso de redes para representar proteinas.

A grandeza S; ¢ a coordenada da i-ésima cidade relativo ao centro da rede que é

definido pela relagdo ZS,- =0 . Uma distribui¢io com baixa formatag@o conforme a rede

i=1

tera mais cidades do que tour points (m > n). Neste caso, uma restrigdo de ajuste ¢ mais
geral, pois, na média, um dado monomero sera puxado aproximadamente na dire¢do do
centréide das m/n cidades mais proximas (ROSE e GUREWITZ, 1990). A proteina tem os
carbonos o representados pelos four points que formam uma cadeia polimérica imitando o
tour do caixeiro. As interagdes sdo devidas a existéncia de trés forgas:

(i) As tour springs que representam as ligagdes covalentes entre os mondmeros j € j+1;
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(i) As city springs que forgam um alisamento do /andscape em forma de funil,
principalmente devido ao volume excluido que € satisfeito de forma gradativa a medida que
a temperatura diminui;
(iii) Molas ndo covalentes intramoleculares, tomadas de potenciais estatisticos (seg¢do 2.3.3)
e que ligam cada mondmero da cadeia a todos os demais.

O mapeamento do PCV ao problema de busca conformacional da cadeia polimérica

¢ feito mediante a substituigdo de E,,, presente na equagdo (14), por Epr, a energia

interna da proteina, que, por sua vez, contém os seguintes termos:

E, ,=E+Ep+E, +E, +Ey

rot stat
P

stat 2
Esmf - Z aij ’:j

i<j

n
et HP 2
B = E a;r;
J=1

n-1
N E : cov 2
Ecov - a (rj,j+l _rj,j+l)
J=1

EHCZZ _’f@_

i<j ’:'j

Os valores dos coeficientes presentes nos diversos termos estdo contidos na tabela 1




Tabela 1 - Pardmetros para a fungdo energia.
Pardmetro Intensidade Relativa

0,05
6,0
0,1

-0,1
10,0

tat yoim e e Sl P g . . .
O valor de a™' corresponde a0 méximo valor do acoplamento entre dois aminodcidos ndo ligados , ou seja,

fat tat
a™ = maxla,’ , " é o acoplamento referente & ligagdio covalente, tal que ¢, pelo menos, 120 vezes maior que

stat

P__I 5 ; e
au .8 e a{ sdo os pardmetros para residuos polares e hidrofobicos e a® representa um forte acoplamento para

manter fixo o raio de giro, caso s¢ja conhecido por técnicas experimentais.

O conjunto de valores dos parametros usados para o modelo, esta apresentado na

tabela 1. Andlogo ao modelo Gaussiano (RAGHUNATHAN and JERNIGAN, 1997),

interagdes entre residuos, ndo covalentes, sdo representadas pelo potencial estatistico Egy,
onde rjj ¢ a distancia do aminoacido i ao j; o coeficiente @, ¢ a energia potencial de

contato entre os aminoacidos 1 e j, extraida através de métodos que fazem uso de banco de

dados de estruturas conhecidas (THOMAS and DILL, 1996a). Esses coeficientes sdo
normalizados para que seu valor maximo seja @™ =0,05, conforme mostra a tabela 1.

Ligagdes peptidicas covalentes sdo representadas como potenciais harménicos duros, Egqy

cuja constante de forga é a*" e comprimento de equilibrio da ligagdo igual a ron = 3,8A

L+
(esta ¢ a distancia média entre carbonos a consecutivos na cadeia protéica). O potencial
Eyp € responsavel pela jungdo dos residuos hidrofobicos para dentro da estrutura, e pela
segregacdo dos residuos polares para a superficie da proteina. Em casos em que alguma

informagdo experimental ¢ disponivel, adiciona-se a fungdo energia mais uma mola. Por

exemplo, se por alguma técnica se souber a distancia entre dois residuos, pode-se colocar
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uma mola dura cuja distincia de equilibrio corresponde a distancia encontrada
experimentalmente. A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo tem sido bastante
utilizada nos altimos anos no estudo de proteinas em solugdo e tem se mostrado capaz de
determinar valores de raio de giro, ¢ dimensdo maxima de moléculas por graficos de
Guinier e transformada inversa de Fourier (SOUZA, 1990). Se a informagdo sobre o raio de

giro estiver disponivel acrescenta-se na fungdo energia o termo de potencial Egg, sendo 1y 0

raio de giro de qualquer conformagdo da cadeia, calculado por

lﬁ

2 2

¥ =—--Er.
2 ’,

E  n J

i<j

t . . F . = . ‘ .
er " oraio de giro da estrutura da proteina nativa, que sio acoplados via a™. Com o intuito

de verificar a influéncia de um termo explicito de volume excluido, incluimos o termo Eyg,
cujo efeito € o de excluir uma regido de raio r, em torno de cada monémero. Fixamos o
valor de r, = 4 A , a idéia é comparar as simulagdes com e sem a presenga desse termo, que,
em teoria torna o landscape mais rugoso, devido as barreiras energéticas oriundas da

exclusdo de volume.

2.3.2 — Descriciio da Rede Cubo-octaédrica

Um modelo de cela unitaria desta rede ¢ mostrado na figura 2. Cada ponto tem 12
vizinhos mais proximos. Esta unidade sélida semi-regular ¢ referida como cubo-octaédrica
(RAGHUNATHAN AND JERNIGAN, 1997), e tem 14 faces e 12 vértices. Ela € um unico

poliedro convexo e contém somente dois tipos de poligonos regulares, tridngulos e




quadrados. As 14 faces sdo compostas de oito tridngulos e seis quadrados. Cada tridngulo
esta cercado por trés quadrados, ¢ cada quadrado por quatro tridngulos. Existem seis pontos
no plano horizontal, trés acima e trés abaixo deste plano. Vetores adjacentes no plano
horizontal fazem um 4ngulo de 60° com o centro. Os trés vetores do topo fazem angulos de
120° um com o outro, ¢ da mesma forma os trés vetores de baixo. Esta rede é uma versio
da rede cubica de face-centrada, que tem conexdo permitida somente entre pontos de face-
centrada e 12 extremidades mais proximas. Todas conexdes tém 0 mesmo comprimento.

Os 12 vetores sdo,
no plano xy: (1, 1, 0), (1, -1, 0), (-1, 1, 0), (-1, -1, 0);
no plano yz: (0, 1, 1), (0, -1, 1), (0, -1, 1), (0, -1, -1) e
no plano zx: (1,0, 1), (1, 0, -1), (-1, 0, 1), (-1, 0, -1).

Quando conectados aos pares, estes, ddo os angulos de ligagdo 0°, 60°, 90°, 120° e
180°. E em conexdes triplas, angulos de torgdo 0°, 54,7°, 70,5°, 109,5°, 125,3° e 180°.
Quando expressados desta forma, os vetores unitarios sdo mais simples de serem
entendidos. O conjunto de pontos na figura 2, quando repetidos, formam um arranjo
periédico de pontos da rede no espago. Um nimero infinito de camadas podem ser
crescidas a partir do centro, na dire¢do radial. O numero de pontos sobre a superficie de

qualquer camada ¢ dado pela relagdo:

N=10L%+2 (20)

Onde L € o numero da camada. Portanto, a primeira camada tem 12 pontos, a segunda 42, a
terceira 92, e assim por diante. Este modelo oferece umas das melhores formas para

inspecionar visualmente tragos na cadeia da proteina, bem como estereoquimica da cadeia
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lateral em relagdo a cadeia principal, a estrutura secundaria e outros detalhes geométricos

de estruturas de proteinas (RAGHUNATHAN e JERNIGAN, 1997).

b

Figura 2 — Ilustragdo do modelo de uma cela unitaria da rede proposta.

2.3.3 - Um Método Iterativo para Extrair Potenciais a partir de Estruturas de

Proteinas Proposto por Thomas, Dill e Colaboradores

Descreveremos o método para obter potenciais de interagdes entre residuos, a partir
de estruturas de proteinas no Protein Data Bank (PDB). Potenciais obtidos de banco de
dados sdo quantidades tipo-energia, amplamente usados em algoritmos computacionais,
que objetivam de algum modo, predizer a estrutura de uma proteina a partir de sua

seqiiéncia de aminoacidos (THOMAS e DILL, 1996b). Existem varios métodos para obter
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potenciais de contato entre pares de residuos das estruturas conhecidas de proteinas. Muitos
deles usam a relagdo de Boltzmann para a freqiiéncia de contato entre aminoacidos
observados em estruturas conhecidas, a fim de obterem quantidades tipo energia. No
entanto, existem alguns problemas na forma em que estes potenciais estatisticos tipo
energia, sdo obtidos a partir da freqiiéncia de pareamento. Para descrever o problema
principal, definem-se dois termos: energias verdadeiras e energias extraidas. As energias

extraidas sdo baseadas na observagdo das freqiiéncias de pareamento, p,, do aminoacido
tipo i com o tipo j. Toma-se o logaritmo para obter quantidades tipo-energia (

adimensionais), €,

| Py
e, = energia/kT =—In| — Q1)

Py

p; representa a freqiiéncia de pareamento no estado de referéncia, k € a constante de

Boltzmann e T é a temperatura absoluta. A energia verdadeira ¢ definida como a energia de
interago livre real, Ejj, que a natureza utiliza para conduzir a proteina ao enovelamento. Se

a suposi¢gdo e o procedimento dos potenciais estatisticos forem perfeitos, entdo os
potenciais extraidos igualar-se-iam as energias verdadeiras, €;= E;;. Para proteinas reais

estas energias nio sdo conhecidas precisamente. Usando um modelo de rede, com energias
verdadeiras conhecidas para testar a confiabilidade do procedimento de extragdo, verifica-
se que, energias extraidas por métodos padrdes que utilizaram potenciais estatisticos ndo se
igualam as energias verdadeiras (THOMAS e DILL, 1996a).

O problema destes potenciais estatisticos surge de um descuido quando ndo se leva

em conta o volume excluido, conectividade da cadeia ou a seqiiéncia dos aminoécidos. Por
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exemplo, os métodos de extragdo padrdo assumem que a freqiiéncia de pareamento da
alanina com o triptofano ¢ independente da freqiiéncia de pareamento da glicina com a
lisina, ou em geral, que a freqiéncia de pareamento dos residuos ij ¢ independente da
freqiiéncia de pareamento dos tipos kl. No entanto isso ndo € verdadeiro. Em moléculas de
cadeia compacta tais como proteinas globulares, a propensdo de certo aminoacido para
formar um contato com outro, afeta as posigdes de outros aminoéacidos na cadeia. Como

resultado, energias estatisticas extraidas podem ter magnitude e até sinais incorretos.

A origem destes problemas esta na construgdo dos estados de referéncia p; na

equagdo (21). Normalmente, estes estados de referéncia sdo baseados em globulos
randomicos de aminoacidos desconectados. Consertar estes problemas requer mais
precisdo, levando em conta volume excluido, seqiiéncias e conectividade da cadeia no
estado de referéncia. Nesse sentido, esforgcos tém sido feitos para obter potenciais
otimizados de conformagdes de proteinas no estado nativo e ndo-nativo (MAIOROV e
CRIPPEN, 1992).

No procedimento conhecido como ENERGI (THOMAS e DILL, 1996a), propde-se
um método iterativo para melhorar a obtengdo de potenciais estatisticos, no qual um
ensemble de estruturas no estado de referéncia da equagdo (21) € iterativamente ajustado
para refletir a melhor aproximagao para as interagdes energéticas. Neste método destacam-
se duas caracteristicas essenciais:

(i) O estado de referéncia é uma cadeia totalmente conectada, com a seqiiéncia de
aminoacidos correta em diferentes conformagdes.
(ii) Como o estado de referéncia ndo pode ser descrito por uma expressdo analitica, este

método envolve iteragdes.




Os parametros ou escores tipo-energia ¢, sdo ajustados em cada iteragdo, usando a taxa de

pareamento entre o ensemble de estrutura observada e a predita. Os parametros convergem
quando eles predizem que a estrutura (nativa) observada ¢ suficientemente favorecida
energeticamente sobre as estruturas alternativas. Um fluxograma é apresentado na figura 2.

Este método inicia-se com um primeiro valor estimado para o potencial estatistico na

.0 . 5 s : : ’
matriz, €; ", onde o sobrescrito (0) indica que este € o valor da aproximagdo zero, € ¢, € 0

parametro tipo energia para o pareamento dos aminoécidos do tipo i e j. Calcula-se a média
de Boltzmann (sobre conformagdes diferentes) da freqiiéncia de pareamento usando esta

fungdo peso. O processo iterativo se caracteriza pelo uso da medida Ae, , para o erro entre

as energias verdadeira e a energia estimada:

p,; (observada)

Ae™ =—In
/ p;”’ (predita) &

Ae, € equivalente a eq (21) usada para obter potenciais estatisticos, onde sdo usadas médias

de Boltzmann para a freqiiéncia de pareamento como o estado de referéncia. Os escores da

primeira aproximagao sdo iguais a aproximagao zero mais a corregao:

1) _ (0 (0)
e, =e, +Ae;

E em geral:

(n) _ (n-1) (n-1)
e, =¢€; + Ae,.j (23)

Calcula-se novamente a média de Boltzmann usando o novo valor ¢, e repete-se 0

ciclo até que ele convirja, ou seja, até que [Aeu[ seja menor que uma tolerancia pré-

estabelecida. Desde que este processo convirja e seja adequadamente parametrizado,
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(n)
obtém-se um conjunto final de €; ~ que pode discriminar totalmente, para uma dada

seqiiéncia, seu enovelamento correto entre um conjunto de conformagdes. Especificamente,
se a conformagdo nativa € significativamente favorecida por uma fung¢do escore sobre todas
as conformagdes alternativas, ela predominara no ensemble. Se isso for simultaneamente

verdadeiro para todas as conformagdes diferentes no banco de dados, Ae, aproximara de

zero e o processo convergira. O processo de determinar os potenciais estatisticos de

5 s g ' (0
contato, € equivalente a comegar com uma aproximagao zero, na qual todas interagdes €;;

sdo assumidas sendo iguais e favoraveis, e calcular o termo da primeira correg¢@o Ae; ) A

matriz de escore ENERGI obtida dessa forma por Thomas e colaboradores esta listada na

tabela 2.




Figura 3 — Diagrama de fluxo do método ENERGI aplicado a interagdes de pares de aminoacidos
em proteinas.
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Tabela 2 - Interagdes de contato residuo-residuo extraidos pelo método ENERGI

WF L Y W Y AIG TS QN

C 479 123 098 048 069 04 03 0% 03 042 038 02 049 03

M
F

I
L
v
w
Y
A
6
T
)
Q
N
E
D
H
R
K

[

0.36 -1.03 041 031 094 007 11 005 000 006 047 054 031
061 066 -1.02 078 -0.89 082 005 021 049 0.4 01 QW@
071 104 098 -089 -087 064 04 029 043 039 039

414 103 097 06 -057 008 039 007 013 04 -

A1 06 07 06 02 006 031 009 04
0.02 099 -008 -014 007 02 04 -068

035 037 032 023 025 039 074

008 009 022 001 011 0.4

004 013 004 012 0.8

026 005 0.7 027

013 04 03

008 005

086 -

E D

R

004 055 082 04

107
02

0.04
05
025

0.1
01

-0.35
175
0.52
.36
035

043
42
-0.08

01
048
0.78
0.4
0.07

0.18
062 0.04
004 018
426 009
045 0.09
001 0.4
023 03

145

0.51
028

*Importante notar que esses pardmetros sdo baseados em frequéncias de contatos, e para
representarem constantes de forga das molas é necessario inverter os sinais da tabela, ou seja, molas
de constantes positivas representam interagdes entre aminoacidos hidrofobicos, e molas de
constantes negativa representam interagdes entre aminoacidos hidrofilicos. Isto se deve ao fato de

que molas de constantes positivas tem seu minimo de energia quando r — 0, € molas de
constantes negativas tém seu minimo de energia quando r — oo.




CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSOES

Método da RE Aplicado a Prediciio de Estruturas de Proteinas

A predigdo de estrutura foi implementada através da rede cubo-octaédrica, em cujos
sitios sdo colocadas as cidades. O niimero de camadas, L, da rede é escolhido de forma a
abranger a estrutura da proteina nativa, cujos raios de giro variam de 8 a 17 A . Como cada
aminodacido esta conectado com todas as cidades, quanto maior o nimero de cidades, maior
serd o tempo computacional na simulag¢do. Por isso o numero de camadas deve ser o menor
possivel, que ainda abranja as estruturas desnaturadas ou nativas. Analogo a caixa de agua
usada em dindmica molecular, que deve ser a menor possivel, porém que hidrate toda a
cadeia. As distancias entre os pontos da rede sdo normalizadas em 3,8 A , que ¢ a distancia
entre carbonos o consecutivos em proteinas. Desta forma, obedecendo a restrigdo de ajuste
do PCV, em que cada cidade deve ser visitada somente uma vez, quando um residuo for
atraido por uma cidade, o seu vizinho na seqiiéncia sera atraido por outra cidade mais
proxima que esta a 3,8 A . Por essa razdo a estrutura da rede pode polarizar a estrutura da
cadeia. Para minimizar esse efeito Ball e colaboradores (Ball, Erman e Dill, 2002),

propdem colocar cidades somente sobre uma fragdo dos sitios da rede, determinada por




uma distribuigdo Gaussiana psl,,.(,a'exp[— (r/ p)z], onde p=10A . Com essa distribui¢do

pretende-se reproduzir, parcialmente, a densidade de aminoacidos em proteinas que é maior
para regides mais internas (menor r) devido as interagdes de compactag3o.

Aqui aparece a primeira diferenga entre a proposta da literatura e o presente
trabalho. Para reduzir a polarizagdo da estrutura da rede na estrutura final da cadeia,

optamos por incluir cidades sobre todos os sitios da rede e enfraquecer a constante de

interagdo o, dos aminoécidos com as cidades. O valor de o usado nas presentes simulagdes
foi de 50 a 500 vezes menor do que ay. Devido a instabilidades numéricas, o maior valor de
ot que o algoritmo suporta ¢ o, = 10~ Qualquer outro valor maior do que este, provoca
grandes deslocamentos, o que aumenta o potencial E.q,. Fixamos este valor para o em

todas simulagdes, e variamos o acoplamento com as cidades, a.. O valor de a. esta
relacionado com a estrutura primdria. Se a proteina for constituida em sua maior parte por
aminoacidos hidrofilicos, o valor de a. deve ser alto o suficiente para manter os residuos
dentro dos limites da rede. Por outro lado, se a maior parte dos aminoacidos for
hidrofobica, o valor de o, pode ser baixo, uma vez que a restrigdo de volume excluido, Ejy,
esteja presente na equagdo (19) que representa a energia interna da proteina.

Vale notar que, o primeiro termo da equagdo (19), Ega, denominado de potencial
estatistico, utiliza os parametros de contato extraidos, conforme tabela 2. Fizemos também
a normalizagdo destes pardmetros para que o maior valor da interagdo entre dois residuos,
ndo consecutivos, na proteina seja de 0,05.

A segunda diferenga desse trabalho daquele de Ball e colaboradores diz respeito ao

termo de potencial Egp_cujo efeito é o de aumentar a presenga de residuos hidrofébicos no
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interior da estrutura e mantendo os hidrofilicos na superficie. Acreditamos que esse termo é
bastante inespecifico, o que poderia prejudicar a encontrar estrutura tdo especifica como € a
estrutura nativa. Além disso, € possivel que esse termo introduza alguma frustragdo, pois a
ligagdo covalente mantém juntos os residuos polares e hidrofébicos que sdo consecutivos
na seqiiéncia protéica torna impossivel satisfazer a ida dos hidrofobicos para o interior da

cadeia e manter os hidrofilicos na superficie. Dai a conjectura de que o termo Eyp pode se

mostrar altamente frustrado. Além disso, o potencial estatistico Egq, que € baseado na

freqiiéncia de contato entre os diferentes aminoacidos, ja deve expressar o fato que residuos
hidrofobicos possuem alta freqiiéncia de contato, quando comparados com a freqiiéncia
entre residuos hidrofilicos. Em varias simulagdes fizemos o teste de incluir e retirar o termo

Eyp  De fato, verificamos que quando retiramos este termo da equagdo (19), sempre

diminuia o0 RMS da estrutura predita. Dessa forma, optamos por ndo incluir este termo nos

resultados apresentados na Figura 4. Até o momento ndo conseguimos compreender as
razdes que levaram aqueles autores a introduzir o termo Eyp € tampouco encontramos

simulagdes na literatura que comparassem os resultados na presenga e na auséncia do termo
hidrofébico-hidrofilico. Nesse sentido, essa é uma contribuigdo do presente trabalho.
Aplicamos o algoritmo da RE para um conjunto de 20 proteinas do PDB, com
estrutura primaria variando de 36 a 136 aminoacidos, listadas na tabela 3. Executamos o
processo de annealing decrescendo a temperatura T do sistema de T = 70 at¢ T = 1. Para
cada valor da temperatura, sdo realizadas em torno de 100 a 200 iteragdes. O critério para

decidir quantas iteragdes serdo realizadas em cada T baseia-se no raio de giro da estrutura

na temperatura T. Quando o algoritmo ndo detecta variagdes significativas no raio de giro,
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interrompe as iteragdes e reduz-se a temperatura. Nessa nova temperatura comega-se

novamente o ciclo das iteragdes e assim por diante até T = 1.
Ao optarmos por enfraquecer o acoplamento o, dos aminoacidos com as cidades,

enfraquecemos o atendimento a dois requisitos fundamentais para a obtengdo de boas
estruturas: a manutengdo da distancia entre dois carbonos a consecutivos em 3,8 A (que é a
distancia entre duas cidades vizinhas), e a condi¢gdo de volume excluido, pois agora, a
tendéncia de cada aminoacido ocupar uma cidade distinta esta, também, enfraquecida. Para

corrigir esses dois aspectos fundamentais implementamos duas mudangas: aumentamos de

. . cov ;
cinco a seis vezes o valor da constante covalente, a , presente no termo Eeovs que €

minimizado quando a distancia entre dois carbonos o consecutivos ¢ 3,8 A e introduzimos
explicitamente o termo de volume excluido Eyc, presente na equagdo (19). Fizemos as
simulagdes com e sem a presenga do termo de volume excluido ¢ comparamos com 0s
resultados da literatura. Vale lembrar novamente que nos trabalhos de Ball e colaboradores
a constante de acoplamento com as cidades é significativamente maior e em baixas
temperaturas a entropia é maximizada (energia livre minimizada) mediante a ocupagdo de
cada cidade por um tnico aminoicido. Estamos, portanto, comparando diferentes
estratégias para se implementar o volume excluido e também manter a distdncia das
ligagdes covalentes. No mencionado trabalho o termo tipo entropico ¢ maximizado sempre
que, em baixas temperaturas, cada mondmero (representado pelo tour point) ocupar uma
cidade distinta, portanto, esse termo entropico faz o papel do potencial de volume excluido.
No presente trabalho, uma vez que a constante de acoplamento com as cidades foi

enfraquecida, optamos por satisfazer o volume excluido incluindo o termo de carogo duro.
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Apresentamos na figura 4 os graficos do RMS, calculado pelo programa PROFIT V2.2, em
fungdo da temperatura. Para cada proteina fizemos a predi¢gdo com e sem o potencial Eyc.

Verificamos que na maioria das simulagdes obtivemos menor valor d¢ RMS quando este
termo estava incluido na energia interna. Apresentamos também na figura 4 os valores de
RMS da literatura em temperatura, T = 1. As proteinas 1x9b, 1whz e 1ttz que foram
escolhidas do recente CASP 2004, para complementar o conjunto de 17 estruturas da

literatura, apresentam somente as curvas de RMS da predigdo feita pela RE. Em seguida,

para melhor comparagdo destes resultados com a literatura, mostramos os valores de RMS,

em T =1, na tabela 3.
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Figura 4 — Graficos do RMS em fungdo da temperatura para o conjunto de 20 estruturas do PDB. O
codigo do PDB esta escrito em cada grafico. As curvas em cor preta representam o RMS sem o

termo de volume excluido, Ey., € as vermelhas com Epy.. Os pontos em azul sdo os RMS da

literatura (Ball e

colaboradores).




Tabela 3: Valores de RMS para as estruturas preditas pela Rede Elasticaem T = 1.
Proteina Niw RMS(A)
1vii 36 5,76 (5,17)
1ajj 37 7,12 (6,16)
1c94a 37 9,89 (12,52)
2erl 40 5,33 (5,46)
Ires 43 5,95 (5,92)
lern 46 5,47 (5,65)
luxd 59 8,57 (7,75)
1x9b 53 11,55
lera 62 8,52 (7,99)
2sn3 65 6,33 (7,82)
lctf 68 7,91 (7,99)
1whz 70 11,27
1d3bA 72 7,13 (9,72)
1hoe 74 7,72 (8,70)
1ttz 75 8.5
wbi [ 76 7,25 (9.79)
CIbB [ 81 [ 1048(1079)
~lahA |85 | 13,66(14,56)
~dple 99 [ 1031(1065) |
leca 136 9.15(11.91)
As proteinas sdo rotuladas pelo seu codigo no PDB. N é o niimero de residuos de cada cadeia
protéica. Os valores de RMS entre parénteses sdo os referentes aos valores da literatura.

Podemos notar que em alguns casos o termo de volume excluido ndo contribui

significativamente para minimizar o RMS. Acreditamos que isto se deve ao fato de que

estas proteinas possuem um nimero maior de aminoécidos hidrofilicos. Uma vez que estes
tendem a migrarem para a superficie da proteina, para minimizar o Egq, ndo existe o risco

de ocorrer uma compactagdo de residuos hidrofobicos no interior da proteina. Mostramos

na tabela 4 a classificagdo quanto a hidropaticidade dos residuos de trés proteinas em que as

curvas de RMS com e sem a presenga de Ey. se assemelham.
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Tabela 4: Classificagdo dos residuos de 3 proteinas que apresentaram curvas semelhantes de RMS

Proteina 1c94A Iwhz 1d3bB
Nres Hidrofobicos 12 31 33
Nies Hidrofilicos 25 39 48
Nres Total 37 70 81

As proteinas sdo rotuladas pelo seu codigo no PDB. N € 0 nimero de residuos.

Podemos verificar na figura 5 que quando incluimos o potencial Ey, as distancias
entre os aminoacidos destacados nos trechos das estruturas apresentadas, estio mais
proximas das distdncias apresentadas na estrutura nativa. Na auséncia do termo Ey, 0

algoritmo, compacta e até mesmo sobrepde os aminoacidos hidrofébicos no interior da
estrutura desrespeitando o principio entropico. Tal fato ocorreu, por exemplo, com a
predigdo da estrutura da proteina leca, visualizada na figura 6. A sobreposi¢do destes

aminoacidos n3o ocorre quando incluimos o potencial Ep.. Assim estes fatores

contribuiram para minimizar o RMS das estruturas preditas.
Em termos de RMS nossos resultados sdo comparaveis com os da literatura e, em

certos casos até melhores. Apresentamos na figura 7 trés sobreposi¢des de estruturas

preditas pelo método da RE com suas respectivas estruturas nativas.
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1x9b comE

1x%9b sem E
Hc

1x9b nativa




lrescom E He

lres sem E
Hc

1res nativo

Figura 5: Trechos de estruturas preditas pelo algoritmo da RE. Em cada figura esta escrito o codigo
PDB da proteina com (estruturas em azul) ou sem (estruturas em verde) o termo de volume excluido
incluido na predigdo, e também alguns trechos das estruturas nativas (azul claro). Pode-se notar que

o termo de volume excluido Ey aproxima as distincias ao valor nativo.




lecacom E..

lecasem E,.

Figura 6 — Estruturas da proteina leca preditas pelo algoritmo da RE. Em cada figura esta escrito o
codigo PDB da proteina com (estruturas em azul) ou sem (estruturas em verde) o termo de volume
excluido incluido na predigdo. Nota-se o aglomerado central na estrutura em verde, com varias
distancias ndo nativas.
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Figq ra 7 — Sobreposigdo de estruturas preditas pela RE (azul) com as estruturas nativas (azul claro).
Cédigo do PDB: (a) 1vii, (b) Icrn e (¢) 2sn3.
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Conforme afirmamos anteriormente, quando dispomos de informagdes
experimentais a respeito da estrutura nativa, podemos acrescentar esta informagdo no termo
que descreve a energia da proteina, equagdo (19). Apresentamos na figura 8 as curvas de
RMS com a presenga do termo, Egg, que esta vinculado ao raio de giro da proteina 1vii no

nat
r —

estado nativo, a saber, 7, 9,6A .

sem Erg e com Ehc
———com Erg e sem Ehc
- com Erg e com Ehc

I Ll L] I : I L I L ' 1

10 20 30 40 50 70
Temperatura

Figura 8: Curvas de RMS x T para a predig8o da estrutura da proteina 1vii, feita pela RE, variando
os termos que descrevem a energia da proteina.




CAPITULO 4

CONCLUSAO

Neste trabalho descrevemos como utilizar o método da RE, utilizado na resolugio
do problema classico de otimizagdo conhecido como problema do caixeiro viajante.
Aplicamos o método de otimizagdo da RE de Durbin — Willshaw ao problema de predigao
de estruturas de proteinas a partir da seqiiéncia de aminoacidos da proteina nativa. Para
isso, associamos ao método da RE potenciais estatisticos obtidos do banco de dados, que
representam as interagdes ndo covalentes, informagdes sobre raio de giro da proteina e
também um termo de restrigdo de volume excluido. Verificamos que o0 RMS na maioria das
predigdes foi minimizado quando utilizivamos o termo de volume excluido na predigdo.
Uma questdo que pode ser levantada ¢ “por que ndo resolvemos a influéncia da rede
colocando acoplamento zero com as cidades?”” Na literatura a influéncia da estrutura da
rede é diminuida através da remogdo de algumas cidades. N6s optamos por enfraquecer a
constante de acoplamento. A razdo de ndo coloca-la zero se deve a que o potencial
hidrofilico tem minimo na separagdo infinita entre dois residuos hidrofilicos. Embora a

interagdo covalente seja bastante intensa em relagdo ao potencial estatistico, existe n-1

molas covalentes, porém sdo n> molas do potencial estatistico. Ao tentar minimizar a

interagdo hidrofilica o algoritmo tenta colocar dois residuos o mais distante possivel.
Fizemos o acoplamento zero e notamos que a estrutura é esticada de forma constante.

Portanto, algum acoplamento com as cidades € necessario para estruturas aceitaveis.




Finalmente vale ressaltar que varios resultados de RMSD da literatura contém

potenciais de restrigdo baseados em dados experimentais, como distincias entre dois

residuos. Nossos resultados ndo incluem esses dados que, se incluidos poderiam melhorar

significativamente a qualidade da predigdo.
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