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Success, acknowledgement, fame, glory.

Many of us fight for reasons like that, but they don't build a
good name from one day to the next.

It is necessary to work hard even if there are stumbles and falls
It is necessary to overcome obstacles.

It is necessary to have motivation, to persevere and insist.

Life is a succession of battles.

The Gladiator
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PRO-SMART: PREDICAO DE ESTRUTURAS TERCIARIAS DE
PROTEINAS UTILIZANDO SISTEMAS MULTIAGENTE

RESUMO

Atualmente existem aproximadamente 16 milhdes de sequéncias tnicas de proteinas
(ndo redundantes) no GenBank. Entretanto, no PDB, podemos encontrar apenas cerca de
85.000 estruturas tridimensionais (3D) de proteinas das quais apenas 1.393 possuem
dobramento SCOP diferentes. Existe entdo uma grande lacuna entre nossas atuais habilidades
no que se trata de gerar sequéncias de proteinas e nossas habilidades em resolver estruturas
3D de proteinas com novos dobramentos. Essa lacuna vem sendo reduzida com a ajuda da
bioinformatica estrutural por meio do enderecamento do problema de como uma proteina
alcanca sua estrutura 3D partindo-se apenas de sua sequencia de aminoacidos. Esse ¢
conhecido como o Problema PSP, do inglés Protein Structure Prediction Problem.
Considerag¢des termodindmicas apresentadas por Christian Anfinsen e colaboradores em 1973
deram inicio a uma forma de abordar o problema que hoje é conhecida como a hipotese de
Anfinsen, a qual afirma que a estrutura nativa de uma proteina é aquela que minimiza sua
energia global livre. Podemos entfo, tratar o problema PSP como um problema de
minimizagdo, tendo em mente ser um problema de complexidade NP-Completo. Neste sdo
utilizados conceitos adventos da inteligéncia artificial até hoje ndo muito explorados na
bioinformatica. Mais especificamente, propomos um arcabougo baseado em uma abordagem
ab initio, envolvendo um sistema multi-agente hierarquicamente cooperativo e guiado por um
esquema baseado no método de Monte Carlo e de Arrefecimento Simulado, a fim de obter-se
a otimizacdo de uma funcdo de energia. O sistema multi-agente tem como entrada apenas a
sequencia de aminoacidos das proteinas. Cada aminoacido ¢ representado por dois agentes: O
agente C-Alfa (correspondendo o atomo C alfa) e um agente C-Beta (correspondendo ao
centroide da cadeia lateral do aminoacido). Esses agentes aminoacidos interagem entre si.
Existem dois outros tipos de agentes: um coordena os agentes Aminoacidos (C-Alfa e C-
Beta) e outro coordena o sistema por inteiro. O sistema multi-agente foi criado utilizando a
plataforma NetLogo. Um protocolo de clusterizagdo foi desenvolvido para a obtengdo da
estrutura modelo de cada simulagdo e os resultados foram comparados com a literatura no

que se trata de PSP e multi-agentes e se mostraram promissores.

Palavras-Chave: Predicdo de Estrutura 3D de Proteinas, Sistemas Multi-Agente, Método de

Monte Carlo, Arrefecimento Simulado.



PRO-SMART: PROTEIN STRUCTURE PREDICTION BY A MULTI-
AGENT TOOL

ABSTRACT

There currently are approximately 16 million of unique (non-redundant) protein sequences in
the GenBank. In the PDB, we can only find about 89,000 three-dimensional (3-D) protein
structures and only 1,393 different SCOP protein folds. Thus, there is a huge gap between our
ability to generate protein sequences and that of solving 3-D structures of proteins with
unique, novel folds. This gap has been reduced with the aid from structural bioinformatics by
addressing the problem of how a protein reaches its 3-D structure starting only from its amino
acid sequence. This is called the protein structure prediction (PSP) problem.
Thermodynamics considerations presented by Christian Anfinsen and co-workers in 1973
have it that a protein native structure is the one that minimizes its global free energy. Hence,
we can treat the PSP problem as a minimization one within an NP-complete class of
computation complexity. Several techniques have been used to predict the 3-D structure of
proteins. In this work we supplement these techniques by adding artificial intelligence
concepts still not much exploited in bioinformatics. More specifically, we propose a
framework, based on an ab initio approach, of a cooperative hierarquical multi-agent system
guided by a Simulated Annealing and a Monte Carlo scheme to address the PSP problem.
Our multi-agent system has as input the protein amino acid sequence. Amino acids are
represented by two agents: The C-Alpha agent (in lieu of the C alpha carbon atom) and the C-
Beta agent (in lieu of the side chain centroid). These Amino Acid agents can interact with
each other. There are two other agents: one coordinates the Amino Acid agents; the other
coordinates the protein system. The multi-agent system was created using the NetLogo
platform. A clustering protocol was implemented for obtaining each simulation representant
model. The results were compared with published papers regarding similar methodology and
the use of Multi-Agent Systems to address the Protein Structure Prediction Problem. We

present partial results which are encouraging for mini proteins.

Keywords: Protein Structure Prediction, Multi-agent Systems, Monte Carlo, Simulat

Annealing.
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1. INTRODUCAO

Proteinas sdo polimeros formados por sequéncias de 20 diferentes residuos (19 de
aminoacidos e um de iminoacido) que, ao interagir fisico-quimicamente, formam uma
estrutura tridimensional (3D) unica [47]. O aumento na velocidade de geracdo de sequéncias
de DNA nos ultimos tornou disponivel um grande nimero de sequéncias proteicas (também
conhecidas como estruturas primarias de proteinas). Estas sequéncias, traduzidas do DNA,
podem ser obtidas do GenBank [8]. As estruturas 3D de proteinas, por sua vez, podem ser
obtidas do Protein Data Bank ou PDB [9]. Atualmente, ha cerca de 16 milhdes de sequéncias
de proteinas tinicas, ndo redundantes. Entretanto, no PDB, encontramos aproximadamente 89
mil estruturas 3D de proteinas. Ao eliminarmos a redundancia, filtrando estruturas muito
similares, obtemos apenas 1.393 formas de dobramento espaciais diferentes (PDB Statistics,
acessado em 5 de abril de 2013). Portanto, existe uma enorme lacuna entre a nossa
capacidade de produzir sequéncias proteicas e a nossa capacidade de resolver estruturas 3D
de novas proteinas, com dobramentos diferentes dos ja existentes [59]. Esta lacuna tem sido

reduzida com o auxilio da bioinformatica estrutural.

A bioinformatica estrutural (BE) conceitua a biologia em termos de moléculas, no
sentido fisico-quimico, e, por meio da informatica, empregando estatistica, matematica,
biologia, fisica, engenharia biomédica, genética, bioquimica, quimica aliada a ciéncia da
computagdo, permite-nos armazenar, organizar ¢ compreender, em larga escala, esta explosao
de dados biologicos [53]. E na BE que se procura, entre outros aspectos, entender como uma
proteina atinge a sua estrutura terciaria ou 3D a partir apenas da sua sequéncia primaria. Este
¢ denominado o problema da predicdo da estrutura 3D de proteinas ou problema PSP (do
inglés Protein Structure Prediction ou PSP Problem). Existem varias técnicas para predi¢io
de estruturas 3D de proteinas. Este trabalho esta focado em uma abordagem ab initio baseada
em sistemas multi-agente e no construto descrito por Bortolussi ef al. [12], [13]. Este
construto ou modelo multi-agente utiliza como entrada um arquivo contendo a sequéncia de
aminodcidos da proteina. Ela é carregada pelo sistema multi-agente que trata cada

aminodcido como um agente diferente e simula a interaga@o entre eles.

1.1 Motivacao

Uma recente revisdo sobre predi¢do de estrutura de proteinas, publicada na revista
Science (dia 23 de novembro de 2012) referencia justamente os 50 anos do “nascimento de

um dos grandes desafios da ciéncia basica”, o problema PSP. A revisdo ainda enfatiza os
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avangos consideraveis obtidos no entendimento do problema e destaca o consideravel valor
em termos da pesquisa de métodos precisos para a predicdo de estruturas a partir de
sequéncias [25]. O problema PSP surgiu na década de 60 e até hoje sua solucdo continua
sendo uma das principais pendéncias da biologia molecular. Limitagdes dos principais
métodos de determinagdo experimental da estrutura 3D de proteinas, como cristalografia por
difracdo de raios X e ressondncia magnética nuclear destacam a importancia do emprego de
métodos computacionais para a predi¢do da estrutura 3D de proteinas. A solug@o do problema
PSP, ou avancos no seu tratamento, permitira a obtencdo de estruturas 3D de proteinas
importantes com aplicacdes relevantes na industria biofarmacéutica, além de permitir a
compreensdo de proteinas envolvidas em processos vitais, incluindo doengas como o cancer
[26]. Considerando as dificuldades encontradas pelas abordagens tradicionais (experimentos
in vitro e in vivo) no tratamento de problemas referentes a sistemas bioldgicos, a utilizagio de
simula¢do computacional torna-se uma atraente alternativa, pois torna possivel, por exemplo,
a execucdo de experimentos in silico menos custosos, tanto em termos financeiros quanto de
duragdo. Dado que um tratamento envolvendo predicdo 3D de uma proteina requer, por
defini¢do, considerar a adaptabilidade do sistema em tempo real (no caso a sucessiva
modificacdo de parametros como a temperatura do banho térmico em que a proteina esta
inserida), torna-se evidente a necessidade de uma simulagdo que possua tal caracteristica, ou
seja, experimentos in virtuo (experimentos a serem executados por simulagdo computacional,
porém com a caracteristica adicional de serem suscetiveis a perturba¢des durante a execugdo,
on the fly). Enquanto é uma propriedade tipica de toda simulagdo computacional
(experimentos in silico) a facil modificacdo de parametros que a caracterizam, ¢ uma
propriedade especifica de simulacdes baseadas em sistemas multi-agente a facil modificagdo
da estrutura do experimento em si, originando experimentos in virtuo [3], [71]. E importante
observar ainda que experimentos in virtuo podem ser realizados sem a utilizagdo de agentes,
entretanto, a utilizagdo de sistemas multi-agente prové um suporte tecnologico

particularmente adequado para tarefas desta natureza [3].

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi a criagdo de um ambiente baseado em multi-agentes

capaz de, a partir de apenas a estrutura primaria ou sequéncia de aminoacidos de uma



21

proteina, chegar a estruturas tridimensionais potencialmente capazes de representar sua

estrutura nativa.

1.2.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos dessa dissertagao foram:
— Definir uma Funcdo de Energia a ser utilizada para verificar o potencial da
ferramenta.
— Definir as dimensdes do ambiente a ser modelado, o limite de tamanho das proteinas.
— Escolher a colegdo de proteinas a ser testada.
— Definir a quantidade de tipos diferentes de agentes contidos no sistema e a relagdo
hierarquica existente entre eles.
— Definir a heuristica de otimizagdo e controle do ambiente / Parametros do
arrefecimento simulado.

— Analisar comparativamente os resultados obtidos em relagdo a literatura.

1.3 Metodologia

A metodologia empregada para a realizagdo do trabalho tem como base a hipdtese de
Anfinsen para a termodinamica, a qual relaciona a estrutura nativa de uma proteina com seu
estado de menor energia livre [5]. Para isso foi utilizada um fun¢do de energia com termos
baseados em leis fisicas e quimicas de interagdo entre aminodcidos, os quais sdo
representados cada um como um agente inteligente autonomo disposto em um ambiente
multia-gente criado no software NetLogo. Os agentes, seguindo a nomenclatura de Garcia e
Sichman [32], possuem intera¢do de simbiose, cooperando para alcangar um objetivo comum.
E utilizada uma abordagem definida por diferentes niveis para classificar diferentes tipos de
agente em uma hierarquia onde aqueles pertencentes a posicdes mais altas de hierarquia
podem controlar aqueles que estiverem em posi¢des de hierarquia mais baixas [63]. As
alteracdes conformacionais da proteina sdo avaliadas pelo método de Monte Carlo. Sendo
nosso problema relativo a otimizagdo de uma funcdo de energia, € preciso levar em conta o
tamanho das barreiras de energia ou minimos locais passiveis de superagdo nos diferentes
momentos da simulagdo e, para que o sistema tenha maior éxito na tarefa de alcangar

minimos globais, foi utilizada uma técnica chamada arrefecimento simulado (segdo 2.5)
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Foi criada uma cole¢do de proteinas alvo de simulagdo com base naquelas utilizadas
por trabalhos ja publicados. Os resultados foram analisados com base nos critérios utilizados
no CASPI10 (Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction), uma
competicdo internacional que ocorre a cada dois anos com o objetivo de mensurar
objetivamente as capacidades atuais da predi¢do de estruturas de proteinas. Os resultados

obtidos foram confrontados com os obtidos por Bortolussi et al. € seu arcabougo.

1.4 Organizaciao da Dissertacio

Esta dissertagdo esta organizada em sete capitulos:

- O primeiro capitulo conta com a introdugdo ao problema, junto da motivagao para seu

tratamento, a metodologia utilizada e os objetivos da dissertacao;

- O segundo capitulo contém a fundamentagdo tedrica necessaria para o entendimento
do trabalho. E onde o conceito de proteinas é introduzido juntamente com o problema
da predicao de estruturas 3D e os métodos utilizados para o tratamento do problema,
além de introdugdes a sistemas multi-agentes e métodos de otimizagdo

termodinamica;

- No terceiro capitulo estdo dispostos os trabalhos relacionados, com énfase para o
trabalho que serviu de fundamento para parte do PRO-SMART;

- Nos capitulos 4 ¢ 5 0o PRO-SMART ¢ apresentado, primeiramente com seus aspectos
conceituais e posteriormente com os aspectos de implementagdo, onde os diferentes

tipos de agentes s@o introduzidos;

-  Em seguida, no capitulo 6, os resultados alcangados s@o expostos, sempre que

possivel comparando-os com trabalhos anteriores e

- Por fim, no ultimo capitulo, de nimero 7, sdo feitas as consideragdes finais, com as

principais contribui¢des da dissertagdo seguido dos trabalhos futuros.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta uma base tedrica referente aos principais conceitos que
envolvem o trabalho. Primeiramente ¢ abordado o conceito de proteinas, seguido do
problema alvo de nossa abordagem, o problema da predigdo estrutural de proteinas. Em
seguida sdo expostos os principais métodos computacionais de predi¢ao de proteinas, os
conceitos referentes a simula¢des baseadas em sistemas multi-agente seguidos de conceitos
relacionados a simulagdo termodindmica e otimizacdo global (os quais ajudam a reger o

modelo multi-agente) e, por fim, os critérios de avaliagdo utilizados pelo trabalho.
2.1 Proteinas e sua composi¢cao

Proteinas sdo as macromoléculas biologicas mais abundantes, ocorrem em todas as
células e em todas as partes das células. Todas as proteinas, sejam das linhagens mais antigas
de bactérias ou das formas mais complexas de vida, sdo construidas a partir de um mesmo
conjunto formado por 20 residuos (19 aminoacidos e 1 iminoacido) que se ligam

covalentemente em uma sequéncia linear [15], [47].
ligagdo peptidica
C-terminal
H
N-terminal | |

e

NH3 o © Cd
o)

¢ COoO-

cadeia principal

Figura 1 - Estrutura quimica de dois aminoacidos, onde R representa as cadeias laterais. A
estrutura dos aminoacidos tem uma caracteristica comum: a presenga de um grupamento
carboxilato (COO") e um grupamento amino (H;N") ligados a0 mesmo 4tomo de carbono (o
carbono a). Os aminoacidos diferem entre si por suas cadeias laterais, também conhecidos
como grupos R, que se ligam também a seus respectivos carbonos a.
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Os aminoacidos diferem entre si por suas cadeias laterais, também conhecidos como
grupos R, que se ligam também a seus respectivos carbonos a. Os grupos R variam em se
tratando de estrutura e carga elétrica, além de tamanho, podendo contar com de 1 a 18 atomos
[15]. Um peptideo ¢ uma molécula composta por dois ou mais aminoacidos unidos por uma
ligagdo peptidica (Figura 1) e possui trés angulos de tor¢do em sua cadeia principal,
chamados phi (@), psi (y) e dmega (o).

Os grupos peptidicos, com poucas excegdes, assumem uma configuragdo tal que os
atomos Ca sucessivos ficam em lados opostos da ligagdo peptidica que os une. Essa e outras
observacdes indicam que o esqueleto de uma proteina compde-se de uma sequéncia de
grupos peptidicos planares rigidos e ligados [75]. Assim sendo, o enovelamento da proteina
ou o enovelamento do esqueleto polipeptidico depende dos angulos de torgao que essa cadeia
pode assumir. A rotacdo somente é permitida nas ligacdes simples de todos os residuos: N—
Ca e Co—C (exceto prolina). O enovelamento de uma proteina ¢ dado pelos angulos diedrais
¢ (phi) e y (psi) dessas ligagdes e pelo angulo » (6mega) de rotagdo em torno da ligagdo
peptidica [47]. Os angulos ¢, y e ® da cadeia principal representam de forma unica a
conformag@o de uma proteina. Das combinagGes entre os 20 tipos de residuos uma gama
imensa de proteinas pode ser formada e assim, diferentes organismos podem entdo fazer uso
de diferentes produtos. Algumas proteinas realmente contém residuos que ndo os 20 acima
referidos, todavia esses sdo produzidos por modificagdes quimicas pos-sintese ou pela
introdugdo de uma selenocisteina durante a tradugdo, como na glutationa peroxidasse [46].
Entre a gama de proteinas existentes podemos citar alguns tipos, como por exemplo, enzimas,
hormonios, anticorpos e fibras musculares. Proteinas sdo constituintes de muitas partes vitais
dos seres vivos, como as proteinas da lente do olho, penas, teias de aranha, chifres de
rinocerontes, proteinas do leite, antibidticos, venenos de cogumelo e uma infinidade de outras
substancias com distintas atividades biologicas [15].

Sobre a estrutura das proteinas, existem quatro niveis definidos. A sequéncia linear dos
aminoacidos que se associam por meio de ligagdes peptidicas formando a proteina é a sua
estrutura primdria. A estrutura secundaria ou ES (Figura 2) é o primeiro nivel de dobramento
da proteina e € obtida pelo arranjo espacial de aminoacidos que formam padrdes de estruturas

regulares (ER) do tipo hélice a e folhas p.
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Figura 2 - Estrutura secundaria de uma proteina. Hélices a e fitas de folhas B estdo coloridas
de vermelho e azul, respectivamente. Voltas e alcas sdo as linhas retas conectando essas ES
regulares. Figura obtida de [81].

As regides que conectam ES regulares sio denominadas voltas e algas. Voltas sdo
estruturas secunddrias irregulares e, normalmente, possuem de dois a quatro residuos de
aminoacidos. As alcas possuem cinco ou mais residuos de aminoacidos e sdo denominadas
espirais desorganizadas (do inglés random coils). A estrutura terciaria (Figura 3) ¢ formada
pelo dobramento e empacotamento tridimensional das ES da proteina, chegando-se até uma
conformag@o final Uinica para a proteina. Quando a proteina tem mais de uma subunidade
polipeptidica, a conformagdo espacial dessa proteina é chamada de estrutura quaternaria

(Figura 4) [81].

Figura 3 - Estrutura terciaria da proteina acilfosfatase de Escherichia Coli. PDB ID: 2GV1.
Hélices o ¢ a folha B, contendo cinco fitas, estdo coloridas de vermelho e azul,
respectivamente. As algas estdo em cinza e as voltas em verde. Imagem criada pelo software
VMD, representagdo do tipo cartoon [38].
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Figura 4 - Estrutura quaternaria da proteina PNP de Mycobacterium tuberculosis, PDB 1D:
1G20. Formada pela interacao de trés subunidades diferentes, uma em azul, outra em cinza e
outra em vermelho. Imagem criada utilizando o software VMD, representagdo do tipo
cartoon [38].

2.2 Predicao de Estruturas 3D de Proteinas

O problema PSP ¢é o problema da predicdo da estrutura 3D de uma proteina partindo-se
do pressuposto de que ja se conhece a sua estrutura primaria ou sequéncia de aminoacidos. A
estrutura tercidria de uma proteina esta diretamente ligada a sua fungdo, pois pode permitir a
identificacdo de dominios conhecidos, como sitios cataliticos, sitios de modificacdo alostérica
e outros [47]. A grande maioria dos farmacos atualmente no mercado atua interagindo com
enzimas, logo o estudo da relagdo estrutura-fungdo mostra-se vital para a criagdo de novas
drogas e a bioinformatica possui o importante papel de acelerar o processo de evolucdo deste
conhecimento [81]. A abordagem aqui escolhida para a descoberta da estrutura 3D da
proteina ¢ pela da minimizacdo de sua energia, uma abordagem ab initio baseada na hipotese
termodindmica de Anfinsen (1973) que diz que a conformagdo nativa adotada por uma

proteina é aquela com a menor energia livre (Figura 5), o que representa o estado mais
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estavel. Entretanto, a predigdo dessa estrutura tridimensional ¢ nada trivial e até mesmo
abordagens simplificadas t€ém complexidade NP - Completa [22].

Com base no paradoxo de Levinthal [48], o nimero de conformagdes estruturais que
uma proteina pode ter ¢ enorme. Para uma cadeia com 100 aminoécidos, por exemplo,
teremos ao menos 2'” estados conformacionais, caracterizando um problema intratavel [74].
O processo fisico pelo qual um polipeptidio se dobra em uma proteina funcional é uma
questdo antiga (revisado por Snow et al. [68]) e um dos maiores desafios da bioinformatica
atual. Nas tltimas cinco décadas diferentes abordagens algoritmicas foram testadas e embora
progressos tenham ocorrido o problema continua ndo solucionado até mesmo para proteinas
de tamanho pequeno. Enquanto o objetivo maior é o de predizer a estrutura 3D a partir da

estrutura primaria, nossos atuais conhecimentos ¢ poder computacional sdo simplesmente

insuficientes para tratar um problema de complexidade tdo alta [35].

Figura 5 - Proteinas possuem um funil no que se trata da distribui¢do de energia, com varios
picos e vales relacionados a estruturas ndo enoveladas e poucos vales com energia baixa e
estruturas enoveladas. Figura obtida de [25].
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2.3 Métodos Computacionais para Predicdo de Estruturas 3D de Proteinas

Os métodos computacionais para predicdo de estruturas de proteinas podem ser
classificados em trés grupos: (1) modelagem por homologia, (2) reconhecimento de padroes

de enovelamento ou fold recognition e (3) métodos ab initio e de novo

2.3.1 Modelagem por Homologia

A modelagem comparativa se baseia no principio de que se duas sequéncias de
proteinas s@o relacionadas evolutivamente, elas possuem estruturas 3D similares [30]. Para
proteinas com razodvel relagdo evoluciondria, a modelagem por homologia é uma abordagem
que gera modelos de alta precisdo e, além disso, apresenta alto grau de confiabilidade, pois é
possivel estimar a qualidade da estrutura predita. Por outro lado, o método ndo permite a
predicdo de novas formas de enovelamento, justamente por ser baseado em buscas por
estruturas ja existentes na base do PDB. Esse tipo de modelagem também nao permite o

estudo do processo de enovelamento de uma proteina [54].

2.3.2 Reconhecimento de Padrdes ou Folding Recognition

Se uma sequéncia de alta similaridade com estrutura conhecida ndo pode ser
encontrada, uma nova proteina pode ainda ser estruturalmente simular a alguma proteina de
estrutura ja conhecida. Nesse caso, as proteinas sdo ditas remotamente homologas. O
reconhecimento de padrdes visa a identificacdo de estruturas remotamente homologas por
meio de uma colecdo de enovelamentos candidatos [78]. Se essa identificagdo obtém sucesso,
comega a etapa de alinhamento estrutural das sequéncias, assim como na modelagem por
homologia. Quando ndo € possivel identificar homologias pelo alinhamento par a par de
sequéncias utiliza-se a técnica de alinhavamento [41]. Assim como na modelagem por
homologia, nesse método so é possivel predizer estruturas que possuam sequéncias idénticas

ou semelhantes armazenadas no PDB.

2.3.3 Predig@o A4b initio e De novo

As abordagens de predi¢do ab initio e de novo sdo aquelas que ndo se baseiam em
estruturas 3D ¢ sim na termodinamica estatistica, mais especificamente na hipotese
termodindmica de Anfinsen [5], [66], [78]. Para saber qual a energia global livre da proteina ¢
utilizada uma funcdo de energia potencial, a qual descreve a energia interna da proteina e

suas interagdes com o meio. Esse tipo de modelagem tem como principal vantagem perante
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aos métodos citados anteriormente o fato de que, utilizando-a, é possivel predizer novas
formas de enovelamento (se ¢ que existem), devido ao fato de ndo ser baseado em proteinas
com estruturas conhecidas [30]. Na verdade, em se tratando de métodos ab initio para a
predigdo de estruturas de proteinas, podemos ainda fazer uma segunda classificacdo em: (i) os
métodos que, para gerar suas solugdes, utilizam além da sequéncia de aminodcidos,
informagdes de bancos de dados como fragmentos de estruturas tridimensionais de proteinas
(esses métodos sd@o chamados métodos de novo) e (ii) aqueles que utilizam apenas as leis da

fisica e a sequéncia primaria da proteina (chamados métodos “verdadeiramente ab initio”).

2.4 Simulaciio Baseada em Sistemas Multi-agentes

2.4.1 Sistemas Multi-agentes

O estudo de Sistemas Multi-agentes (SMA) faz parte da area da Ciéncia da
Computacdo intitulada Inteligéncia Artificial (IA) e se refere a modelagem de agentes
autonomos que se relacionam em um universo em comum. Agentes sdo entidades
computacionais que interagem com um ambiente e, basicamente, sdo guiados por objetivos,
possuindo um corpo e uma localizagdo no tempo e espaco. Um agente ndo existe sem um
ambiente para atuar, e esse ambiente pode ser de diferentes tipos e complexidades. O modo
como o agente reconhece o ambiente o qual habita depende fortemente das suas capacidades,
por isso a classificacio do ambiente deve ser feita do ponto de vista do agente. A
complexidade do ambiente depende da complexidade do agente [21]. Normalmente, cada
agente pode ser descrito por (i) um conjunto de capacidades comportamentais, as quais
definem a sua competéncia, (ii) um conjunto de objetivos e (iii) a autonomia necessaria para
utilizar suas capacidades e alcangar seus objetivos. Um agente ¢ uma entidade computacional
autdnoma, que decide suas proprias agoes [2], [29], [76]. Um conjunto de agentes autbnomos
atuando em um ambiente caracteriza um SMA. A autonomia dos agentes significa que eles
possuem uma existéncia propria, independente dos outros agentes, ¢ seus proprios objetivos a

alcangar [32].

2.4.2 Simulagdo Computacional

Uma simulagdo computacional é qualquer método criado por meio da computacao para
a exploracdo de propriedades de modelos matematicos para os quais métodos analiticos sdo
indisponiveis [39]. Seu uso como uma ferramenta auxiliar para tomadas de decisdo ¢ muito

eficiente, pois torna possivel o estudo de cendrios das mais diferentes areas. Especificamente,
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no ambito da biologia, a simulagdo ¢ muito atrativa, pois permite que tarefas que
demandariam elevado nimero de horas, sejam executadas em um tempo muito menor e pode
prever as consequéncias de situagdes que envolvem altos riscos e custos. Normalmente,
quando se faz referéncia a simulagdao computacional, se remete a fendmenos fisicos como
sendo fonte de exemplos e andlises, entretanto, outras disciplinas podem ser levadas em
consideragdo quando se tratando da definicdo de simulagio computacional e de seu
funcionamento. Deixando um pouco a fisica de lado e dando ateng@o a biologia, notamos que
¢ dificil encontrarmos teorias compactas e elegantes no que se diz respeito a seus fendmenos
e que, tipicamente, essas explicagdes sdo feitas por narrativas de linguagem natural e nem
sempre sdo baseadas em paradigmas completos e bem fundamentados. A complexidade
inerente a certos sistemas biologicos ¢ a falta de teorias satisfatorias para explica-los fazem a
simulac@o em biologia alcangar propdsitos maiores que a simulagdo em fisica, pois encontra a
possibilidade de contribuir de forma central ndo somente na simulagdo do fenomeno em si,

como também na construgdo do conhecimento tedrico [3].

A Simulacdo Baseada em Sistemas Multi-agentes (MABS ou Multi-Agent-Based
Simulation) é resultado da unido de técnicas de Simulagdo Computacional e Sistemas Multi-
agentes. Essa combinacdo gera uma nova drea de pesquisa chamada Simulacdo Baseada em
Sistemas Multi-agentes, a qual lida com problemas que envolvem miltiplos dominios [33].
Pesquisas anteriores destacam que abordagens baseadas em regras possibilitam a simulagdo e
andlise de classes de reagdes complexas que de outra forma seriam intratdveis [37]. A
combinacdo de descrigdes de reacdes bioquimicas baseadas em regras juntamente com
simulagdes computacionais baseadas em agentes nos leva a uma nova abordagem para
explorar processos celulares complexos [7].

Em se tratando de SMAs aplicados no ambito da predi¢do de proteinas existem duas
grandes vertentes: (i) a primeira vertente ¢ abordada por Palopoli e Terracina [58] e se baseia
na utilizagdo de multiplos preditores de proteinas atuando cada um como um agente que
interage com os demais para alcangar a melhor predigdo possivel, (ii) a segunda vertente, da
qual este trabalho faz parte, visa uma modelagem de mais baixo nivel, onde interagdes

quimicas entre agentes sdo simuladas.

2.4.3 O Ambiente NetLogo
Para construirmos nossa simulagéo foi utilizado o ambiente NetLogo [72].

Sobre o NetLogo, segundo Lima et al. em [49]:
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“E particularmente bem adaptado para modelar sistemas complexos que se
desenvolvem ao longo do tempo. Os modeladores podem instruir centenas ou milhares
de agentes, todos operando de forma independente. Isto torna possivel explorar a
conexdo entre o comportamento no micronivel de individuos ¢ no macronivel de
padrdes que emergem a partir da interagio de muitos individuos. E simples o suficiente
para permitir que estudantes possam facilmente executar ou até mesmo construir suas
proprias simulagdes e avancado o suficiente para servir como uma poderosa ferramenta

para pesquisadores de diversas areas.”

Além disso, tendo em vista que o software foi desenvolvido em Java, torna-se possivel
a execucao dos modelos nele criados em diversas plataformas operacionais. Basicamente, a
estrutura do NetLogo ¢ formada por trés diferentes abas chamadas de “Interface”, “Info” e
“Code”.

Na primeira aba esta contida a interface do modelo de simulagdo, onde os valores dos
parametros podem ser escolhidos e a simulagdo pode ser posta em execugdo. Podem também
ser criados botdes para fins de interatividade com o usuario. A aba contém também uma
janela responsavel pela visualizagdao 3D do ambiente. Na segunda aba ficam contidas
informagdes sobre o modelo, que respondem a perguntas como: “Para que serve?”, “Como
funciona?”, além de dicas destinadas ao usudrio. Na terceira aba esta o codigo fonte. E onde
os agentes sdo criados, seus atributos sdo estipulados e onde, no caso, toda abstracdo
biologia-computacdo ¢ feita. A programagdo em uma linguagem propria também intitulada
NetLogo, que é uma variagdo da linguagem StarLogo [57], com a adi¢do de novos recursos.
A versdo do software utilizada ¢é a versdo 5.0. Em comparac¢do com as versodes anteriores do
NetLogo, nessa versdo foi incorporada uma estrutura para simulagdo em trés dimensdes, até

entdo ndo disponivel.
2.5 Simulac¢io Termodinidmica e Otimizaciao Global

Em nossa simulagdo, buscamos a conformagio tridimensional que corresponde ao
estado de menor energia livre, ou seja, 0 minimo global de nossa funcdo de energia. A funcdo
pode ser dividida em regides e para cada regido podemos ter um minimo local diferente, na
Figura 6 ilustramos uma hipotética fungio unidimensional, onde temos trés regides, cada uma
associada a um minimo local A, B ou C. Pelo menos um caminho existe para cada ponto em

uma regido conectando-o com um minimo local de tal forma que uma vez em diregdo a esse
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minimo o valor da fungdo ndo mais aumenta. Se comegarmos do ponto P, por exemplo,
chegaremos até A, enquanto comegando de P,, chegaremos até B. Para encontrar o minimo
global A comegando de P, é necessario subir até um maximo local antes de cair em A.

Uma maneira de localizar o minimo global nesse caso seria executar a fungdo
iniciando aleatoriamente de varios pontos diferentes, esperando que um desses pontos nos
leve até uma regido de minimo global. Para problemas envolvendo um numero pequeno de
variaveis, essa pode ser uma maneira confiavel de identificar o minimo global, entretanto, o
problema da predigd@o de estruturas ¢ excessivamente complexo, tornando o esquema ineficaz
[81]. Para tratar o problema de fugir de minimos locais, utilizamos uma abordagem baseada

no método de Monte Carlo € no método do arrefecimento simulado.

funcio hipotética

C A B

Figura 6 - Diagrama ilustrando o problema do minimo global unidimensional, adaptado de
[73]. A fungdo mostrada contém trés minimos: A, B ¢ C onde A é o minimo global. O
minimo encontrado por uma otimiza¢do depende do ponto de inicio e da topologia da
superficie. Se uma otimizacdo € iniciada em P, chegara até A. Entretanto, se comegar em P»,
logo a direita do ponto de maximo (barreira) existente entre A e B, o calculo nos levara ao
minimo B.

2.5.1 Monte Carlo
O método de Monte Carlo permite que os movimentos sejam feitos em qualquer
direcdo dentro de uma fung@o, e especifica uma probabilidade para cada um desses

movimentos. Por exemplo, se definirmos um estado 1 pela posi¢do de todos os atomos do
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sistema, teremos uma energia E; relacionada a ele. Quando o sistema esta em equilibrio, a
probabilidade relativa de um dado estado 1 ocorrer é dada pelo fator de Boltzmann ¢™"*T,
onde k € a constante de Boltzmann e T é a temperatura absoluta em Kelvins (K). A partir
disso, se resolvermos comparar o estado 1 com um estado 2 considerando uma energia E,, a

relagdo de probabilidade seria dada pelo seguinte termo:

e-(E2-E1)/kT—= @-AE21/KT (1)

Partindo-se do estado 1, podemos facilmente determinar se o novo estado 2 ¢ mais
provavel ou ndo de ocorrer em equilibrio. Se AE;; é negativo (estado 2 possui menor energia)
o numerador terd um valor maior que um (definindo o estado 2 como estado mais provavel) e
0 movimento para o estado serd aceito. Se o estado 2 possui energia maior que 1 (o
movimento esta sendo para um valor de energia acima do atual), o numerador possuird um
valor entre 0 ¢ 1 ¢, ao invés de simplesmente acontecer a rejeigao do estado 2 pelo fato do
movimento ser ndo favoravel, ha a escolha de um nimero aleatério em uma distribui¢do
uniforme no intervalo de [0,1] e, se esse numero for menor que o nimero gerado pelo fator de
Boltzmann (Equag@o 1) o movimento € aceito, caso contrario € rejeitado. Selecionando os
movimentos dessa maneira, o método de Monte Carlo tem condigdes de, sob condigdes
adequadas (ndo ¢ o caso e sera explicado melhor mais a frente), localizar a regido do minimo
global energético, o qual seria o estado de melhor probabilidade. Vale frisar que, no método
de MC a diregdo do movimento e a distincia de deslocamento devem ser escolhidas
aleatoriamente [81].

A amplitude maxima do movimento deve ser controlada e parametrizada de modo que
aproximadamente 50% das tentativas de movimentac¢ao sejam aceitas, pelo menos no inicio
da simulagdo. Se a amplitude de movimentagdo for muito pequena, entdo muitos movimentos
serdo aceitos, mas os estados serdo demasiadamente similares e o espago conformacional vai
ser explorado lentamente. Valores muito altos para a amplitude de movimentagao fardo que
muitas tentativas de movimentacdo sejam rejeitadas por levarem a conformacgdes ndo
favoraveis. A amplitude maxima pode ser ajustada automaticamente enquanto o programa
executa para alcancar taxa de aceitagdo (acceptance ratio) desejada. Existe também a
possibilidade de movimentar-se mais de um agente de uma s6 vez, com o intuito de percorrer
o espaco conformacional mais eficientemente. Para isso, uma taxa de aceitacdo apropriada

para esse tipo de movimento deve ser especificada [45].
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2.5.2 Arrefecimento Simulado

O método de MC, em sua esséncia, ndo foi criado para otimizacao de fungdes e isso nos
tras algumas desvantagens. No ambito do problema PSP, por exemplo, a temperatura do
sistema determina o tamanho dos minimos locais que podem ser potencialmente transpostos
pelo método. Se a temperatura ¢ muito baixa, o método ndo conseguird vaguear muito longe
dos minimos energéticos encontrados, o que ¢ traduzido na obteng@o de minimos locais e nido
globais. O método de arrefecimento simulado (do inglés Simulated Annealing) € uma simples
modificagdo que existe para o método de Monte Carlo que o transforma em um otimizador
global. No comeco da simulagdo o sistema esta em a uma alta temperatura, o que permite ao
sistema saltar sobre barreiras de energia razoavelmente altas. O sistema entdo comega a ter
sua energia gradualmente resfriada, por fim causando que o sistema seja confinado a um
unico pogo de energia. Em virtude da taxa gradativa (logaritmica) de resfriamento da
temperatura, o sistema acaba passando mais tempo atuando sobre estados com energias mais
baixas, ha entdo uma boa chance de que o estado correspondente a energia mais baixa seja
encontrado. Entretanto, ndo existe garantia de que isso ocorrerd [81]. Como vimos, a
temperatura ¢ a maneira como a mesma ¢ diminuida € essencial para o desempenho do
algoritmo de arrefecimento simulado. Tendo em vista que a convergéncia ¢ garantida se a
temperatura ¢ reduzida logaritmicamente até zero, em nosso ambiente, a cada espago de

tempo a temperatura ¢ diminuida gradativamente de acordo com a seguinte equacao:

Tk+1=Tk*a onde a=0.98 (2)

2.6 Critérios de Avaliacao

2.6.1 RMSD
O desvio quadratico médio, do inglés root-mean-square deviation (RMSD) ¢ a medida
da distancia média entre os dtomos de proteinas sobrepostas. E a medida mais comum no que

se trata da comparacdo de estruturas de proteinas. A equacdo 10 mostra como o calculo de

RMSD é feito.
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Onde o ¢ a distancia entre N pares de atomos equivalentes. Normalmente esses pares
sdo formados por atomos referentes aos carbonos alfas (Cas) ou ao esqueleto da cadeia (C, N,
0, CP). E comum também que, durante o calculo de RMSD, sejam efetuados rotagdes e
translacdes em uma das proteinas, com o intuito de se obter a melhor sobreposi¢do a qual
minimiza o RMSD. Dados dois conjuntos v ¢ w de n pontos, o RMSD ¢ definido pela
equacdo 11 e o valor retornado é expresso em uma unidade de medida de distancia,

usualmente o Angstrom (A), que equivale a 107" m.

n
1
RMSD(v,w) = ;levix — Wl [?
i=1

(4)

n
1 2
= EZ((vix —Wi)? + (Uiy - Wiy) + (Vi —wiz)?)
i=1

2.6.2 TM-Score

Embora o célculo de RMSD seja o mais conhecido método para comparacio de
estruturas de proteinas ele pode fornecer resultados ndo necessariamente condizentes com a
qualidade da predi¢do. Um exemplo € o caso onde estruturas alvo da comparagio diferem na
tor¢ao de um angulo em um residuo e isso torna 0 RMSD muito alto, quando na verdade um
pequeno ajuste poderia levar a uma estrutura de RMSD muito baixo. Outro caso acontece
quando uma estrutura adota o dobramento correto no centro da proteina ou core (onde as
estruturas secunddrias sdo mais estdveis) entretanto nas regides N e C terminais a estrutura se
distancia da estrutura nativa. Com isso em mente, os avaliadores presentes no encontro para
experimentos de predi¢do de estruturas de proteinas que acontece a cada dois anos, o CASP
(Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction ), passaram a utilizar
métodos diferentes, 0 TM-Score ou Template Modeling Score é um deles. O TM-Score &
mais sensivel que o RMSD para avaliar a similaridade entre estruturas e isso pode ser notado
na Figura 7. O TM-Score varia no intervalo (0,1] e, baseado em estatistica, se um modelo
possui um TM-Score por volta de 0,17 ou menor, isso significa que a predi¢do possui
similaridade randomica, entre 0.17 e 0,5 a predi¢do possui certo grau de similaridade e um

TM-Score de 0,5 a 1,0 significa que a estrutura possui o mesmo dobramento[77].



36

model/1c0fS 1kcqA/1c0fS
RMSD=10.5A, TM-score=0.70 RMSD=1.9A, TM-score=0.67

Figura 7 — Neste exemplo, duas estruturas pousem topologias similares nas regides do nicleo
da proteina. com TM-Score igual a 0,70 e 0,67 respectivamente. Entretanto, as variagdes nas
regides N e C terminais resultam em uma significativa diferenga em termos de RMSD (de 1.9
A para 10.5 A). Esta figura foi obtida da Figura 5 de [79].

2.6.2 MaxSub

O MaxSub é um método que visa a identificacdo do maior subconjunto de dtomos C
alfa de um modelo que se sobrepdem “bem” sob uma estrutura experimental, e produz um
valor ou score que representa a qualidade do modelo. O valor do MaxSub varia entre 0 e 1,

onde 1 € um pareamento idéntico de estruturas [65].

2.6.3 GDT

Outra medida para avaliar o qudo similar uma topologia de proteina ¢ da outra € o
GDT. O nome do método vem do inglés Global Distance Test ou Teste de Distancia Global e
seu algoritmo leva em consideracdo diferentes valores para cutoff [79]. O GDT ¢ calculado

por meio da Equacdo 12:

GDT score = (C1 + C2 + C3 + C4) / 4N (5)

Onde C1 ¢é o nimero de residuos sobrepostos levando-se em consideragdo um raio de
corte igual a (threshold/4), C2 ¢é o numero de residuos sobrepostos levando-se em
considerag@o um raio de corte igual a (threshold/2), C3 é o nimero de residuos sobrepostos
levando-se em consideragdo um raio de corte igual a (threshold), C4 é o nimero de residuos
sobrepostos levando-se em consideragdo um raio de corte igual a (threshold * 2) e N é o
numero total de residuos. O valor resultante do calculo de GDT possuira valores variando de
0 até 1, onde valores de até 0,2 sdo tidos como a sobreposi¢ao aleatéria de estruturas. No

presente trabalho foi utilizado os softwares MaxCluster [65] € TM-Score [80] para o calculo
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do GDT, e foram utilizados dois limiares (¢thresholds), o primeiro de 4 Angstroms (GDT TS
ou GDT Total Score) e o segundo de 2 Angstroms (GDT_HA ou GDT High Accuracy).

2.6.4 Diagrama de Ramachandran

- o

. P
7 r
e
o |
= [ — 1. [
o | )

M | -
130 <135 60 45 0 45 2] 135 180

Phi (graus)

Figura 8 - Mapa de Ramachandran: regido mais favoravel em vermelho, regido permitida em
amarelo, regido ainda aceitavel em amarelo claro e regido ndo permitida em branco. O canto
superior em vermelho trata-se de regido favoravel para folhas B e no centro direito e esquerdo
em vermelho para hélices o, respectivamente. Modelo adotado por Thornton e colaboradores
[44].

A conformac¢do de uma proteina pode ser descrita, quantitativamente, em termos dos
angulos internos de rotacdo em torno das ligacdes entre os atomos da cadeia principal. As
conformagdes proibidas estericamente sdo aquelas onde qualquer distancia interatomica entre
4tomos nao-ligados € menor que a distncia de van der Waals correspondente. A Figura 8
demonstra que as regides do mapa que identificam as conformacdes permitidas dependem do
raio de van der Waals escolhido para calculd-las. Em termos de enovelamento, as regides do
mapa representam padrdes de torcdo da cadeia polipeptidica para elementos da estrutura
secunddria como folhas [ e hélices a [75]. As regides do mapa ou diagrama de
Ramachandran também estao associadas a conformacdes de residuos, isso é especificado pela

nomenclatura de A. V. Efimov, disposto na Figura 9 [27]. Os diagramas de Ramachandran
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contidos nesta dissertacdo foram obtidos utilizando-se o software PROCHECK,
especificamente construido para destacar as regides das proteinas que possuem geometria niao
usual e aquelas regides que devem ser examinadas com mais cuidado [44]. Em virtude do
modelo de abstracdo utilizado pelo PRO-SMART, foi necessdrio a utilizagdo de dois
programas auxiliares, um para completar a cadeia principal da proteina a partir dos carbonos

alfas ([17]) e outro para completar as cadeias laterais dos aminodcidos[34].

-180]
-180

180

Figura 9 - Defini¢des dos estados conformacionais no mapa de Ramachandran segundo A. V.
Efimov [46].
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3. TRABALHOS RELACIONADOS

O capitulo a seguir sera responsavel por uma exposi¢cdo de trabalhos encontrados na
literatura os quais possuem relagdo com o foco da dissertagdo. O capitulo estd dividido em
duas segdes. A primeira se¢do do capitulo expde o protocolo de mapeamento sistematico
executado visando, utilizando uma abordagem estruturada e suscetivel a replicago, o alcance
de uma maior gama de trabalhos relacionados. Na segunda se¢do do capitulo estdo contidos
os trabalhos encontrados, trazendo analises de varios artigos, com destaque especifico para o

artigo tido como “seed” para a dissertagao.

3.1 Mapeamento Sistematico: Protocolo

Com intuito de alcangar melhores resultados no que se trata da descoberta do estado da
arte na area especifica acatada por esta dissertacdo, optou-se pela utilizagdo de um protocolo
estruturado para a execugdo da pesquisa por trabalhos relacionados. O protocolo foi utilizado
ainda para solidificar o conhecimento inerente ao tema de pesquisa e, a0 mesmo tempo,
identificar lacunas a serem abordadas pela dissertagdo. O protocolo de mapeamento

sistematico, criado com base em [60] esta disposto no Apéndice A.

3.2 Trabalhos Encontrados

Dentre os trabalhos encontrados foi possivel notar a grande diversidade de abordagens
existente, entretanto, foi dificil encontrar abordagens que se enquadrassem no propoésito desta
dissertagdo (predic¢do de estruturas 3D utilizando multi-agentes).

Jin e Kim [40] utilizaram uma abordagem envolvendo varios agentes simbolizando
recursos disponiveis em varias plataformas diferentes e ataca o problema de coordenacio
desses recursos por meio de um mecanismo de planejamento automatico aplicado junto a um
sistema multi-agente.

Em [6] ¢ descrita uma arquitetura genérica desenhada para dar suporte a
implementacgdo de aplicagdes visando o gerenciamento de informagdes de diferentes fontes.
A arquitetura ¢ baseada em: (i) Personalizag@o, pois a informagao ¢ filtrada e organizada de
acordo com os interesses do usuario; (ii) Adaptagdo, pois os perfis de usuario sdo melhorados
e refinados ao longo do tempo por intermédio de técnicas sutis de adaptacdo e (iii)

Cooperacdo, pois € baseado no gerenciamento de diferentes dados, provenientes de diferentes
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fontes. As peculiaridades da arquitetura sao destacadas em trés diferentes casos de estudo
onde um deles esté relacionado a predig¢@o de estruturas secundarias de proteinas.

No trabalho de Armano et al. [6], por exemplo, ha a descri¢do de um sistema multi-
agente focado na predigdo de estruturas secundarias de proteinas. Em [1] ha a apresentacdo
de uma abordagem composta por um sistema multi-agente de aprendizado cooperativo, tendo
como estudo de caso o problema da predi¢do de estruturas secundarias de proteinas.

Em [24] nos ¢é apresentada uma aplicagdo de métodos de inteligéncia de enxames na
bioinformatica, onde um enxame ¢ tido como um grupo de agentes em cooperagao, buscando
atingir certo objetivo. Cada agente possui regras simples, e, das interagcdes de todo o grupo,
emerge uma inteligéncia coletiva. E importante notar que as caracteristicas de inteligéncia de
enxames citadas acima tém alta relagdo com o trabalho desenvolvido, pois, mesmo que
enxames ndo sejam utilizados pela abordagem aqui descrita, tem-se como meta fazer que
agentes, ao cooperarem (microscopicamente) gerem certas configuragdes grupais
(macroscopicas). Embora seja sucinto, o trabalho ainda faz referéncias a aplicagdes no que
trata da predi¢do de estruturas secundarias e terciarias de proteina, sem demonstragdes.

Cannata et al. [16] nos apresentam um framework conceitual para simulacdo de
sistemas computacionais relacionados a comportamentos bioldgico modelado em termos de
agentes ¢ sociedades de agentes, ja Ren et al, em [62], apresentam uma plataforma de
simulacdo de redes biologicas para o estudo de sistemas baseados em biologia e
implementado utilizando agentes. Propde a simulagdo de comportamentos de sistemas
bioldgicos e sua modelagem em termos de entidades bioldgicas e de sociedade.

Em [3], Amigoni e Schiaffonati nos proveem de uma analise critica bastante
interessante em relacdo ao uso de sistemas multi-agentes para a execucdo de simulacdes de
processos biologicos. Seu artigo destaca pontos positivos do uso de MAS no ambito
biologico, como a possibilidade de realizacdo de experimentos dispostos de grande
flexibilidade e a provocacdo de disturbios no modelo a ser simulado. Entretanto, ressalta
também pontos negativos como a lacuna que existe, dependendo do contexto biologico onde
o sistema esta inserido, no que se trata da validacdo dos resultados produzidos pela
simulacdo. A analise aborda ainda um caminho para solucionar, em alguns casos, o problema
de validagdo descrito acima fazendo uso de comparagdes dos dados gerados pela simulagao
com dados reais, abordagem factivel em contextos como o da predigdo estrutural de
proteinas, por exemplo.

Palopoli e Terracina [58] abordam o tema da predi¢do de estruturas de proteinas

utilizando multi-agentes de forma diferente, dando importancia a grande quantidade de
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técnicas de predi¢do que vem surgindo nos ultimos anos, fazendo que cada uma dessas
técnicas seja representada por um agente diferente. A ideia base do trabalho parte da unido
de diferentes técnicas de predi¢do e da combinagdo de resultados tendo como meta a melhoria
de qualidade das predigdes.

Também foram analisadas revisdes [52], [56] e [78]. Enquanto as duas primeiras citam,
em se tratando de agentes e o problema PSP, apenas um artigo (“Protein Secondary Structure
Prediction through a Cooperative MultiAgent Learning Approach.” de Addis e colaboradores
[1]), a revisdo de Jiang Ye ([78]) cita apenas o campo de pesquisa, caracterizando-o como
uma técnica de programagdo evolutiva que pode ser utilizada para predi¢do, controle e
classificagdo. Os poucos artigos referenciados quando se trata do problema especifico desta
pesquisa evidenciam que, realmente, até hoje, um nimero reduzido de trabalhos abordaram o
problema de tal forma.

Dentre todos os artigos encontrados, o que mais se destacou foram os artigo intitulados
“Multi-Agent Simulation of Protein Folding” [12] e “Multiagent-Based Simulation” [13], de
autoria de Luca Bortolussi, Agostino Dovier e Federico Fogolari, da Universidade de Udine,
Italia. Bortolussi e colaboradores apresentam um arcabougo para a simulag@o ab initio da
predicdo de estruturas de proteinas onde cada aminoacido ¢ simbolizado por um agente,
conceito que se aproxima da proposta desta dissertagdo e, por esse motivo, decidiu-se que o
construto proposto por Bortolussi et al. serviria como artigo base e teria caracteristicas
incorporadas ao PRO-SMART como: (i) sua fundamentagio baseada em Monte Carlo junto a
arrefecimento simulado e (ii) uma arquitetura de agentes criada baseada na proposta de Roli e
Milano [63], a qual se caracteriza por diferentes niveis de agentes configurados de maneira
hierarquica. A descrigdo do trabalho preocupa-se ainda em manter a fungdo de energia a ser
utilizada em uma relacdo de ortogonalidade com as demais caracteristicas da simulagdo, o
que nos possibilita a escolha de qualquer fungdo de energia para reger a simulagdo, o que
também acontece no PRO-SMART. No artigo de Bortolussi et al. ha ainda a demonstrago de
uma aplicacdo utilizando-se espaco de tuplas e a linguagem Prolog, o que destaca o poten

e a viabilidade de aplicagdo do construto.
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4. PRO-SMART: ASPECTOS CONCEITUAIS

No capitulo a seguir serdo apresentados aspectos conceituais especificos do PRO-
SMART. Primeiramente serd abordado o nivel de abstrago utilizado pela ferramenta nesta
versdo e em seguida a funcdo de energia utilizada. Por fim sera apresentado o esquema de

cooperagdo implementado na ferramenta.

4.1 Nivel de Abstracao

Uma funcdo de energia bem definida deve considerar todas as possiveis interacdes
entre todos os atomos de cada aminoacido que compde a proteina, entretanto, simulagdes que
modelam todos os atomos presentes em cada aminoacido (All-atom Simulations) sdo
tipicamente impraticdveis por serem demasiadamente dispendiosas em termos
computacionais.

Representacdes de modelos reduzidos vem sendo objeto de interesse de pesquisadores
no estudo teodrico de simulagdes da estrutura e da dindmica de proteinas [18], [20], [43], [73].
A primeira razdo para tal ¢ a de envolver esforcos computacionais muito menores se
comparado a simulagdes atomisticas de cadeias polipeptidicas, o que facilita a aceleracdo de
simulagdes tanto de dinamica, quanto de enovelamento e termodinadmica de proteinas em
quatro ordens de magnitude [51].

Com o objetivo de tornar a dindmica mais facil e rapida em nosso sistema foi utilizada
uma abordagem simplificada, representando cada um por meio de apenas duas esferas, uma
representando seu carbono alfa e outra representando o centroide de sua cadeia lateral. A
distancia entre dois 4tomos consecutivos foi definida como 3.8 A. A Figura 10 exemplifica o
modelo de representagdo abstrata da cadeia polipeptidica utilizado. Nesse nivel de abstracao,

a geometria local é descrita por:

— bend angles: os angulos formados entre duas ligacdes entre trés dtomos de carbonos
consecutivos (Figura 11).

— torsion angles: os angulos entre os planos formados pelos trés primeiros e trés ultimos
carbonos alfa em uma sequéncia de quatro consecutivos (Figura 12). Mais
detalhadamente, o dngulo € obtido por duas normais, uma formada pelo plano criado

por Cyi, Cyitq € Chivnr € anormal formada por Cuiyq1,Cyisz € Chivs-
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Figura 10 - Exemplo de modelo com representacdo reduzida: No modelo proposto por
Berrera et. al em [10] cada aminoécido ¢ composto por apenas duas esferas, uma representa
seu carbono alfa e outra representa o centroide de sua cadeia lateral. A distancia entre dois
dtomos de carbono alfa consecutivos foi definida como 3.8 A. Imagem criada pelo software
ChemDraw [36].
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Figura 11 - Bend angle — Figura adaptada de [14].
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Figura 12 - Torsion angle — Figura adaptada de [14].
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4.2 Funcio de Energia

Embora o PRO-SMART possua como caracteristica o desprendimento em relagdo a
funcdo de energia escolhida, a mesma depende diretamente do nivel de abstracao escolhido
para representar a proteina. Como nossa abstragdo leva em conta apenas carbonos alfa e o
centroide da cadeia lateral (ou carbono beta, no caso de glicinas), nosso escopo de possiveis
fungdes de energia que podem nortear a simulagdo € restrito. Respeitando essa premissa e
visando uma melhor avaliagdo dos resultados encontrados nesta primeira versao do PRO-
SMART, optou-se por utilizar uma fun¢éo ja testada pelo arcabougo de Bortolussi et al. [12],
[13]. Criada por Berrera et al. em [10] e estendida por Bortolussi ef al. em [14], € uma
fungdo empirica, onde as energias sdo calculadas por meio de informagdes estatisticas
provenientes de um conjunto de estruturas de proteinas selecionadas de uma base de dados
especifica. Em termos tedricos, tal embasamento estatistico tem como objetivo refletir a
predisposicdo de cada tipo de aminoacido de interagir com cada outro aminodcido (inclusive
com aminoacidos de mesmo tipo). A fungdo de energia é adimensional (ndo possui unidade
de medida) e é formada por quatro termos: bond distance (Ey) , bend angle (E,), torsion
angle (Ey) e contact interaction (E.). Considerando x a disposi¢ao espacial do agente C-Alfa

na cadeia proteica, a energia pode ser expressa pela equagio (3):

E(x)= E(xX)p+ E(x)g + E(x) + E(x), (6)
Em se tratando do termo bond distance ou distdncia de ligagdo, para cada par de

aminoacidos consecutivos X;,Xj;1 , s€ tem um termo quadratico da forma da equagdo 4:

E@y= ) ()= 1) (7)
<isn-—

Onde i representa o atomo alvo, n é o tamanho da cadeia, r(x;, Xj;1) representa a
distancia entre os C, dos dois amino4cidos e ry é a distancia tipica de 3.8 A entre dois Cg. O
termo tenta manter a distincia entre dois agentes C-Alfa constante. A energia referente ao
angulo de deformacdo ou bend angle é associada ao angulo de deformagdo formado por trés
C, consecutivos. E um potencial estatistico e, assim como o termo forsional angle ou angulo
de torsdo, tenta induzir o sistema a boas conformagdes geométricas locais favorecendo, por
exemplo, a formagdo de estruturas secundarias.

A distribuigdo ¢é bastante constante para todas as proteinas presentes no PDB e
independente dos tipos de aminoacidos envolvidos. O perfil, ou modo como a distribuigdo

ocorre (ver [31]) pode ser aproximado por uma combinagdo de duas Gaussianas, uma em
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torno de 120 graus e outra mais precisaa, a cerca de 90 graus. A energia ¢ obtida aplicando-se

0 oposto do logaritmo a fung¢ao de distribuigdo:

= i—B1)’ i—B2\’
E(x), = Z—log(ale_(ﬁl“—lﬁ> + aze_(ﬁ"—zﬁ) ) (8)

i=1

Onde os parametros o, o, estdo relacionados as posi¢des dos atomos, B, B1, B2 se
referem aos bend angles ¢ ol e 02 aos perfis das Gaussianas.

O termo referente ao angulo de torcdo € modelado utilizando informagdes de
comportamentos de tor¢do extraidos do PDB. O angulo ¢ influenciado tanto pelo tipo de
aminoacidos envolvidos quanto por suas posigdes no espago virtual. Segundo [14], a
informagdo disponivel no PDB ndo permite que se crie um bom perfil de distribui¢do para
cada combinagdo de cadeias (consequéncia do pequeno niimero de proteinas ndo homologas,
tendo como pardmetro o corte ou cutoff de 25%). Como consequéncia, para tratar a energia
potencial relacionada aos angulos de tor¢do, houve uma divisdo dos aminoacidos que
compartilham o mesmo comportamento em quatro classes, e entdo foram calculados perfis de
distribuicdo para cada sequéncia de classes consecutivas. O perfil resultante ¢ aproximado

pela soma de duas Gaussianas e a fung@o possui a seguinte descri¢do:
n-3 2 2
(4’i—¢1) (4’i—¢2>
E(x); = E —log| a,e\01+00/) 4 g,e\02+00 (9)

i=1

Onde os parametros a4, &y, 01,02, ®,, P, dependem das classes dos quatro residuos, e
00 ¢ utilizado para adaptar a distribuicdo a uma func¢io de energia efetiva. Por fim, o termo
E. captura interacdes de longo alcance utilizando uma matriz estatistica de contato

desenvolvida por Berrera et al. [10]. Para cada par de aminoacidos ndo consecutivos:

n-3 n 12
_ 7o (Xi, xj)
E(x), = |Pot(xl-,xj)| S
L (%X, X;)
i=1 j=i+3 ( 10 )
o (Xi, X')
+ Pot(x;, x;) <—] 6
T'(Xi, x])
Onde r(xi, X]-) ¢ a distancia entre Cq deie j, jd ro(X;, X;) € um pardmetro descrevendo o
impedimento estérico (relativo a organizacgdo espacial dos d4tomos) entre um par de residuos

ndo consecutivos.
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Um problema crucial quando lidando com fungdes de energia € estipular corretamente
os parametros envolvidos, pois eles afetam dramaticamente o panorama energético, o que
influencia diretamente o comportamento e resultados da simulagdo. Com isso em mente
Bortolussi, Pali, Dovier e Fogolari, em [14], realizaram uma otimizacdo utilizando como
modelo 700 proteinas provenientes do PDB com menos de 25% de homologia. Foi calculada
a soma dos quadrados das diferencas entre as energias computadas pelas conformagdes
nativas e pela energia resultante da aplicacdo da fung@o aqui descrita (aproximada
proporcionalmente ao niumero de aminodcidos). Entdo a fun¢do foi minimizada usando-se
uma abordagem utilizando-se conceitos de Simulated Annealing ou Arrefecimento Simulado
(método o qual nao foi descrito em detalhes pelos autores) chegando assim a parametros tidos
como otimizados, capazes de gerar razoaveis valores de energia quando aplicando a fungdo
sobre a estrutura nativa de proteinas. Neste trabalho foram utilizados os mesmos valores para
os parametros da funcdo de energia utilizados por Bortolussi et al., tornando possivel a
comparagdo dos métodos.

Um aspecto muito importante referente a funcdo de energia refere-se a sua
implementagdo dentro do sistema multi-agente: E no momento de calcular a energia que o
sistema mais se utiliza da comunicagdo entre agentes, seja somente com aqueles que estdo
proximos o suficiente (calculo da energia local realizado por agentes do tipo C-Alfa) ou
levando em consideracdo todos os agentes presentes no ambiente (calculo da energia global

realizado pelo agente Diretor).

4.3 Cooperacao

Outra caracteristica do PRO-SMART ¢ a possibilidade de se adicionar informagoes
sobre a estrutura secundaria da proteina alvo, a fim de favorecer tais conformacdes. A
cooperagdo via estruturas secundarias, no PRO-SMART, acontece via penalizacdes em
termos de energia para aquelas conformacdes que se distanciam em termos de RMSD (Root
Mean Square Deviation, medida relacionada a distancia média entre atomos de proteinas
sobrepostas, ¢ a medida mais comum quando tratamos da similaridade entre estruturas
tridimensionais de proteinas) em relagdo as estruturas moldes da estrutura secundaria que
deveriam acatar. Aqui vale a ressalva de uma importante diferenciagio em termos de
abordagem utilizada quando em relagdo ao construto de Bortolussi ef al. No construto de

Bortolussi ef al., a cooperacdo via estruturas secundarias ¢ feita utilizando-se de informagoes
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provenientes do proprio arquivo PDB da proteina que se estava modelando, sendo assim, os
moldes a serem utilizados no momento de calcular RMSD e penalizar ou ndo as estruturas
que estdo se formando eram exatamente as conformagdes experimentais (no artigo os autores
expressam a vontade de buscar alternativas e enfatizam que a abordagem utilizada por eles é
apenas uma abordagem inicial para vias de testes). Embora fosse comodo, como nossa
abordagem ¢é puramente ab initio e se utilizar de informagdes sobre a exata conformagio
experimental das proteinas ndo ¢€ factivel e, para tornar possivel este aspecto dentro do PRO-
SMART serao utilizados preditores disponiveis na internet o que, em teoria, deve diminuir o
desempenho da cooperagdo, porém fara que o PRO-SMART possa utilizar informagdes sobre
estruturas secundarias a partir de qualquer sequéncia de aminoacidos, esteja essa sequéncia
no PDB ou ndo. Dada uma proteina, por exemplo, a entrada 2LR5 do PDB, representada pela

seguinte cadeia:
GEFGCPEFNENECHAHCLSIGRKFGFCAGPLRATCTCGKQ

O usuario devera informar ao programa uma sequéncia com informagdes sobre a estrutura

secundaria dessa proteina. Utilizando-se do método Porter, chegamos a seguinte sequéncia:

GFGCPFNENECHAHCLSIGRKFGFCAGPLRATCTCGKQ
CCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCECCCCCCCCCECCCC

Onde “C” significa covil ou volta, “H” significa hélio ou hélice e “E” significa
Extended Strand ou folha B. Sobre qual método utilizar, na dissertagdo de mestrado intitulada
“Um estudo sobre a predi¢do da estrutura 3D aproximada de proteinas utilizando o método
CReF com refinamento”, Dall’Agno e Norberto de Souza executaram uma avaliagdo dos
métodos de predigdo de estruturas secundarias e, nos testes realizados, o método Porter [61]
apresentou a melhor acuracia para a maioria das proteinas, exceto para proteinas com menos
de 20 aminoacidos [23]. Quando tratamos de proteinas com menos de 20 aminoacidos, o
método com melhor acuracia para predizer estruturas secundarias (em comparagdo residuo a
residuo com a estrutura determinada experimentalmente) foi o SAM-TO08 [42]. O usuario
deve escolher qual método utilizar para, a partir da sequéncia da proteina, predizer a sua
estrutura secundaria. Entretanto, no PRO-SMART, este processo ¢ automatizado. Um valor
peso deve ser estipulado pelo usuario para definir a importancia da cooperacao via estruturas
secundarias dentro da simulag@o (o quanto de fato alterara a energia). Assim sendo, quando a

cooperagdo ¢ ativada, os calculos de energia terdo um termo a mais (Equacdes 8 € 9 ):
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EnerglaCooperagéo = PeSOCooperac;éo * RMSDEstrutura Secundaria ( 11 )

Energia = Energia + Energia_Cooperagao (12)

Fora escolhidos dois pesos diferentes para a cooperagdo via estruturas secundarias: (i)
peso = 1 e (ii) peso = Energia / 10. Teste preliminares mostraram que a cooperacao deve ser
ativada somente depois que a simulag@o j& transcorreu por certo tempo ao invés de ser
ativada desde o inicio da simulacdo. A razdo para isso € a que caso a cooperacgdo seja ativa
muito cedo o sistema ficara “preso” as conformagdes de estruturas secundarias e assim
deixara de alcangar valores energéticos satisfatorios. Optou-se entdo pela ativagdo da

cooperagdo via estruturas secundarias somente a partir do tick ou passo de temperatura 100.

4.4 Clusteriza¢do de Estruturas

Analisando-se os resultados de simulagdes iniciais do PRO-SMART percebeu-se que a
ultima estrutura que a simulagdo adota ndo €, na grande maioria das vezes, aquela com menor
RMSD. Passou-se entdo a buscar abordagens alternativas para a determinacdo da estrutura
tida melhor representante da simulag@o e entdo se decidiu que seria utilizado um esquema de
clusterizag@o de estruturas. O intuito da utiliza¢ao de clusterizagdo ¢ encontrar os nichos mais
acessados, os quais tem maior tendéncia a representarem uma estrutura nativa de uma
proteina, entretanto € necessario enfatizar que, no PRO-SMART, a clusterizacdo se utiliza
apenas das estruturas alcangadas a partir do tick ou passo de tempo 100, o que nos da a
certeza de que a estrutura resposta terd como caracteristica uma baixa energia. O algoritmo de
clusterizag@o utilizado € o do vizinho mais proximo ou Nearest Neighbour e o critério de
avaliacdo é o GDT (ver se¢do 2.6.3 GDT) com limiar de 2 A . Foi utilizado o software
MaxCluster [65].

O passo a passo a seguir tem a inteng@o de deixar claro o protocolo utilizado para a
escolha do modelo ou estrutura representante apds uma simulagao ter sido executada:

Passo 1 — Abrir o arquivo “CLUSTER-MENORES-ENERGIAS.txt” contido na pasta

da simulagdo ¢

Passo 2 — Buscar a resposta do algoritmo de Nearest Neighbour clustering, conforme

exemplifica a Figura 13.
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A estrutura resposta sera aquela que representar o centro do maior cluster, no caso a
estrutura referente ao tick 170. Caso existam dois ou mais clusters do mesmo tamanho e estes

sejam os maiores cluster, o usudrio devera escolher a estrutura que possuir a menor energia.

Processed 8380 of 8385 GDTs
6 INFC : CPU time = 1.33 seconds
7 INFO :
8 INFO-  : Nearest Neighbour clustering
3 INFO
10 INFO il 7 71 37 0.113 /hcme/tpaes/netlcgc—s.0/cutputs/1P31-Numlﬂ-l?ﬂ.pd}:i
11 INFO 2 : 1) 20 0.278- - /home/tpaes/netlogo-5.0/ocutputs/1PG1-Numl0-185.pdb
12 INFO 3: 11¢é 12 0.347 - /home/tpaes/netlogo-5 outputs/1 -Numl0-215.pdb
13 INFO 4z 239 9 0.000- - /home/tpaes/netlogo-5 outputs/1 -Numl0-128.pdb
14 INFO 5: 4E g 0.347 - /home/tpaes/netlogo-5 outputs/1 -Numl0-147.pdb
14 INFO 6 : 107 & 0.000- - /home/tpaes/netlogo-5.0/outputs/1PGl-Numl0-20&.pdb
16 INFO

Figura 13 - Exemplo do arquivo de clusterizagdo gerado. O usuario deve escolher a estrutura
correspondente ao centro do maior cluster encontrado.
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5. PRO-SMART: IMPLEMENTACAO

Este capitulo apresenta detalhes sobre a implementagdo do ambiente multi-agente PRO-
SMART feito na linguagem e software NetLogo v5.0. Primeiramente ¢ apresentado o
esquema geral do sistema e em seguida sdo apresentados os tipos de agentes e suas
caracteristicas, os requisitos do sistema, a interface e, por fim, informagdes sobre a execucdo

de simulagdes e coleta de resultados.

Predigo de Estrutura
Secundaria

Usuario . *E
X : X

NetLogo

Controla

Agente Ambiente

Controla

Agente Diretor

- :
: (P
Agentes AA 'L e

Campo de Forga

Figura 14 - Esquema geral do PRO-SMART. Enquanto dentro do NetLogo os agentes
cooperam para alcangar a melhor conformacao, scripts e banco de dados, de fora do NetLogo,
contribuem no processamento de informagoes e calculos

5.1 Esquema Geral

A Figura 14 mostra o esquema geral de funcionamento do PRO-SMART. A unica
entrada que o programa necessita ¢ a sequéncia de aminoacidos da proteina e, caso o usuario
opte por utilizar-se da cooperacao por estruturas secundarias, uma sequéncia simbolizando-a.
A Figura 14 mostra também os scripts existentes junto ao PRO-SMART, os quais sdo

abstraidos do usuario. Existe um script em Python para a automatiza¢do do processo da
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predigdo de estruturas secundarias, um script em SED (Stream Editor) para a manipulacao de
arquivos PDBs e um script na linguagem do Sistema Operacional (chamado GraceScript) que
auxilia na criacdo de graficos. O nome GraceScript foi escolhido pelo fato dos graficos

gerados serem no formato XMGRACE.
5.2 Agentes

Existem varios tipos de agentes e hd uma divisdo por tipos baseada em hierarquia,
aplicando o que foi proposto por Roli e Milano em [63], onde os agentes se dividem em
niveis diferentes e os agentes de nivel mais elevado tém a fungdo de coordenar as a¢des dos
agentes de nivel mais baixo. Nossa simula¢do conta com quatro tipos de agentes: C-Alfa e C-
Beta, os quais podemos chamar de agentes Aminoacidos, o agente Diretor e o agente

Ambiente. A Figura 15 nos tras o esquema geral dos agentes e suas hierarquias.

Agente Ambiente Nivel 3

Agente Diretor Nivel 2

Nivel 1

n° de residuos

_X_ Agente C-Alfa

Agente C-Beta

Figura 15 - Hierarquia dos agentes. Agentes de maior nivel controlam os de menor. O
numero de agentes C-Alfa e C-Beta depende do tamanho da cadeia proteica.

5.2.1 Agentes tipo C-Alfa — Nivel 1

Defini¢cdo: Tem como missdo a exploracdo do espaco conformacional. Para cada
aminoacido presente na proteina, estd associado um agente C-Alfa. A posigdo dos agentes C-
Alfas (e também C-Betas) ¢ expressa por coordenadas cartesianas, implicando nos

movimentos de cada agente serem locais, ou seja, ndo afetam a posi¢do dos outros agentes.
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Sobre os atributosatributos que definem o agente, alguns estdo relacionados ao controle da

simulagdo e outros estipulados de acordo com o padrao para a&tomos do PDB [9]. Sao eles:

— who: numero do atomo no arquivo;

— color: cor do atomo, modifica-se de acordo com o aminoacido: cinza para nio
polares, amarelo para polares sem carga, vermelho para polares acidos e azul para
polares basicos;

— heading, pitch e roll: angulos relacionados com a direcdo para qual o agente aponta,
sua inclinag@o cima-baixo e sua tor¢do no espago 3D;

— Xxcor: posi¢ao do a&tomo em relagdo ao eixo Xx;

— ycor: posi¢do do atomo em relagdo ao eixo y;

— zcor: posi¢do do atomo em relagdo ao eixo z;

— shape: relacionado com a forma do agente, no caso sempre serd “circle”;

— label: é o nome do atomo, de acordo com os padroes PDB;

— size: o tamanho do 4tomo em relag@o ao universo 3D em que se situa;

— residue-name: contém o nome do residuo ao qual o 4&tomo pertence, dentre os 20 tipos
de aminoacidos;

— chain: a que cadeia pertence(inicialmente definido o valor “A” como default, até que
se tenham heuristicas para regrar a diferenciagdo entre cadeias);

— residue-nr: relacionado ao numero do residuo em dada sequéncia de aminoacidos;

— occupancy: parametro utilizado pelo PDB para a ocupancia do atomo, aqui tendo o
valor padrao de 1.0;

— temp: parametro referente a temperatura, tem o valor default de 0;

— atom-type: referente ao tipo de aminoacido que o agente representa, também utilizado
pelo padrao PDB;

— atom-parameter: referente ao tipo de atomo que o agente representa, também
utilizado pelo padrao PDB;

— bondl, bond2, bond3 e bond4: guardam informagdes sobre as ligagdes feitas pelo
atomo de carbono. O bond3 guarda sempre o who do agente C-Beta em que o C-Alfa
esta ligado;

— forbidden: esta relacionado ao tipo de proibicao para que o agente possua em relagio

a movimenta¢do quando o mesmo faz parte de uma estrutura secundaria. E preciso
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escolher os tipos de proibigdo a serem levados em conta por cada tipo de movimento
(pivo e crankshafft);

— ss: Aqui estardo guardadas informagdes sobre que tipo de estrutura secundaria o
agente tem tendéncia a formar;

— amino_moves_attempted: contabiliza as tentativas de movimentagdo efetuadas pelo
agente;

— energia: agentes C-Alfa possuem um valor contendo sua energia, porém essa energia
¢ uma energia local e, para calculd-la, os agentes utilizam-se de troca de informagoes
(tipo, distancia, posi¢do) com os agentes que estdo a sua volta (agentes C-Alfa e C-
Beta) e

— bond-type: representagdo das ligacdes entre os dtomos e, neste primeiro modelo de
simulacdo, essas ligagdes sO tem um pardmetro chamado bond-type e ele pode ser
estipulado como duplo ou normal, porém o tipo de ligagdo ndo ¢é levado em conta pela

fun¢do de energia testada.

Movimentagdo: A exploragdo espacial ¢é feita permitindo a interagdo entre agentes ¢ a
troca de informacgdes. Foram implementadas duas formas para movimentacdo e serdo
descritas a seguir porém, antes de descrevé-las, vale destacar que a distancia relativa nos
eixos X, y ¢ z entre agentes C-Alfas e C-Betas permanece a mesma seja qual for a estratégia

escolhida:

Cubo: A estratégia de Cubo ¢é baseada no trabalho de Bortolussi et al. onde, para se
movimentar o agente escolhe com igual probabilidade um ponto em um cubo centrado em
sua posicio atual. O comprimento do lado do cubo foi definido experimentalmente em 1.0 A
podendo ser modificado a critério do usuario. Como em nossa simula¢do todo o espago de
busca ¢ praticamente acessivel, a estratégia de movimento ¢ muito simples e garante acatar a
ergodicidade' ¢ irredutibilidade requerida por métodos de Monte Carlo (requerem uma

explorag@o imparcial sobre o espago de busca).

' Em termodinamica estatistica, a hipétese da ergodicidade estabelece que, sobre um periodo prolongado de
tempo, o tempo de permanéncia em uma dada regido do espaco de fase de microestados com a mesma
energia é proporcional ao volume da regido, ou seja, todos os microestados acessiveis sdo igualmente
provaveis ao longo de um periodo de tempo prolongado [11]
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Distancias Fixas: Dois aminoacidos consecutivos tendem a permanecer a uma distidncia de
3.8 A. Com isso em mente, Bortolussi, Pala, Dovier e Fogolari, em seu trabalho envolvendo
Programagdo Concorrente por Restricdes ou Concurrent Constraint Programming [14] criou
uma estratégia que serviu como base para a implementagdo de uma estratégia alternativa para
movimentar nossos agentes: Movimentando os agentes cegamente no espaco virtual leva
muito seguidamente a grandes aumentos na energia do sistema. Nessa estratégia, ndo
implantamos uma restrigdo rigida em torno dos 3.8 A, mas sim uma restri¢io leve, uma forma

mais inteligente para o agente se movimentar.

— Se o agente (C-Alfa) a ser movimentado se encontra no meio da cadeia, ou seja, ndo
representa o primeiro ou ultimo aminoacido, ele verifica as distdncia entre ele e os
agentes C-Alfa posterior ¢ anterior, escolhe um angulo e se movimenta de modo a
manter essas distancias fixas. Em outras palavras, escolhe um novo ponto em uma

circunferéncia (Figura 16). Possui apenas um grau de liberdade.

— Quando o agente representa o primeiro ou ultimo aminoacido da cadeia, ele possui
apenas um agente adjacente. Ele verifica a distdncia que estd do agente adjacente e
pode se movimentar para qualquer outro ponto que esteja equidistante do mesmo.

Pode escolher um ponto na superficie de uma esfera. (Figura 17).

Figura 16 - Estratégia de movimentacdo - Agentes C-Alfa: Movimentam-se ao longo de uma
circunferéncia que mantém constante a distancia entre C-Alfas adjacentes.
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Figura 17 - Estratégia de movimentagdo - Agentes C-Alfa: Quando estdo no inicio ou fim da
sequéncia de aminoacidos, o agente verifica a distancia D dele para o agente adjacente e ¢
criada uma esfera de raio D na volta do agente adjacente. Posteriormente o agente escolhe sua
nova localizagdo em algum ponto (com igual probabilidade) da superficie da esfera.

Vizinhang¢a: Em Bortolussi et al. (2007), para evitar sobrecarga na comunica¢ao dos
agentes durante a simulagfo, a lista de vizinhos de cada agente ndo ¢ atualizada a todo o
momento no espaco de tupla e sim a cada M nimeros de movimentagdes, onde M vale 100.
Em nossa abordagem, dada as caracteristicas do software NetLogo, onde a vizinhanga ¢
atualizada automaticamente, sempre que um agente se movimenta, a vizinhanga ¢ atualizada,
portanto ndo foi houve preocupacdes quanto a sobrecarga na comunicagao.

A Figura 18 contém o pseudocodigo para os agentes C-Alfa (e também C-Beta).

5.2.2 Agentes tipo C-Beta — Nivel 1

Os agentes do tipo C-Beta possuem a possibilidade de serem definidos como
ligados/desligados, por intermédio de um botdo na interface. Um agente C-Beta ¢
implementado como um carbono adicional a um respectivo agente C-Alfa e possui 0 mesmo

residue-nr ¢ atom-type.

Movimentacdo: E possivel escolher a estratégia (Cubo ou Distancia Fixa) dos agentes C-
Betas independentemente de como os agentes C-Alfa estiverem se movimentando. A hora de
se movimentar ¢ o Unico momento em que os agentes C-Beta trocam informagdes

(relacionadas a posicionamento) com outros agentes. Agentes C-Beta ndo calculam energias.
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Algoritmo 1: chama_agentes_C-Alfa()

1 inicio

2 energia_atual = computar_energia_local():

3 escolhe_angulo();

4 escolhe_pontos();

5 escolhe_estrategia_movimentacao();

6 movimenta();

7 energia_nova = computar_energia_global():

8 monte_carlo(energia_atual, energia nova);

/* Aceita ou nio o movimento */

9 fim

Figura 18 — Pseudocddigo para o funcionamento dos agentes C-Alfa ¢ C-Beta

5.2.3 Agente tipo Diretor — Nivel 2

Possui conhecimento total sobre a atual conformacdo da proteina e é responsavel por
coordenar os agentes aminoacidos e tornar mais eficiente a explorag@o espacial. O agente
Diretor ndo possui representa¢do no espago cartesiano e deve ser entendido como um agente
que atua na simulac@o de fora do espago 3D. O Diretor movimenta os agentes aminoacidos de
acordo com estratégias diferenciadas. Foram implementadas duas estratégias, crankshaft
(Figura 19) e pivot (Figura 20). Ambos os movimentos foram implementados via matrizes de
rotagdo e operagdes de translacdo e ambos mantém a distdncia entre atomos inalterada e
possibilitam superar barreiras energéticas introduzidas pela fungfo de energia. A ativagdo
desses movimentos acontece somente quando a temperatura do sistema ¢ alta o suficiente em
relacdo a certo limiar, o que ¢é suficiente para garantir uma facil superacdo de barreira
energética assim como uma exploracdo efetiva do espago de busca conformacional.

Quando ativado, o agente Diretor chama-se recursivamente um numero
total _orch_moves de vezes e em cada passo escolhe aleatoriamente qual movimento realizara
(crankshaft ou pivot), os pontos alvo e um angulo. Apdés movimentar a cadeia, o agente
utiliza-se do método de Monte Carlo para aceitar ou ndo a nova conformacao (com base nas
energias potenciais de cada configura¢do 3D) e entdo dorme por um ntimero de ticks (passos
de tempo) orchestra_sleep_time estipulado pelo usuario (valor padrdo igual a 1). Na Figura

21 temos, em pseudocodigo, a representacdo de como o agente Diretor funciona.



58

Rotagdo: Angulo Aleatério

DEPOIS

Figura 19 - Movimento Crankshaft: Primeiramente escolhe dois aminoacidos A e B da cadeia
(a uma distancia de trés aminoacidos). Posteriormente aplica rotacdo aos aminoacidos que
separam A e B escolhendo um angulo aleatdrio, tendo como eixo a reta AB.

Giro: Angulo Aleatério

DEPOIS

Figura 20 - Movimento Pivot : Escolhe um ponto (aminoacido pivo) e gira uma parte da
cadeia em torno desse ponto, utilizando um angulo aleatorio.
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Algoritmo 2: chama_agentes_Diretores()

1 inicio

2 se descansando = FALSO entao

3 se temperatura >limiar_diretor entao

4 se nr_de_movimentos <maz_movimentos entao

5 enquanto nr_de_chamadas <total_movimentos_diretor faga
6 energia_atual = computar_energia_global();

7 escolhe_angulo();
8 escolhe_pontos();

9 escolhe_estrategia_movimentacao():

10 movimenta();

11 energia_nova = computar_energia_global():

12 monte_carlo(energia_atual, energia_nova);
/* Aceita ou nfc ¢ movimento */

13 nr_de_chamadas++;

14 fim enqto

15 fim se

16 dorme();

17 fim se

18 fim se

19 fim

Figura 21 - Pseudocédigo, funcionamento do agente Diretor.

5.2.4 Agente tipo Ambiente — Nivel 3

O agente Ambiente controla todo o sistema, possui varidveis como
old_average_attempted _moves, old_average accepted moves, average_ attempted _moves e
average_accepted_moves, que ajudam a controlar quando cada agente deve ser chamado.
Além disso, efetua o controle dos passos de temperatura da simulagdo seguindo as
requisi¢des impostas pelo método de arrefecimento simulado (Capitulo 2, Se¢ao 5) e controla
os fatores de aceitagdo de movimentos que aumentam a energia do sistema. Por fim é o
responsavel pelos critérios de parada da simulago. Os critérios de parada séo dois:

— Parada por ndo melhoria na energia: A cada passo de temperatura o agente Ambiente
verifica (de acordo com um limiar minimo que pode ser atribuido pelo usuario) se a
energia total do sistema se alterou ou ndo significativamente, se a resposta for
negativa, o agente incrementa uma variavel e, quando essa variavel chega a certo

valor a simulagdo ¢ tida como estavel de mais para continuar ¢ ¢ finalizada, ¢
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— Parada por alcance da temperatura minima permitida: O segundo critério de parada ¢
ativado quando o sistema chega até um valor min_temperature allowed de
temperatura. Quando isso acontece, o agente Ambiente ativa uma nova estratégia de
movimentagdo e aceitagdo de movimentos (go-zerotemp) e, ao término da mesma,

encerra a simulagao.

Algoritmo 3: chama_agente_Ambiente()

1 inicio
/* Se nio hi variacdo consideravel na energia por um nimero m&ximo
arbitrario de passos de temperatura */
se nao_variacao_energia >= maxr entao
temperatura = 0;
4 fim se
/* Se a temperatura atinge um valor abaixo de certo limiar
limiar diretor, os testes de aceitaoc de movimentos que aumentam a

energia passam a rejeitar sempre as energias mais altas, dando inicio a

um processo de minimizagdo de energia por parte do agente Diretor. */
5 se temperatura <limiar_diretor entao
6 fator_temperatura_diretor = 1x107-20
7 fim se
8 se temperatura <temperatura_minima_permitida entao
9 go—zero—tenrp(ﬁ /* Ativa a estratégia para dar inicio ao processo
de término da simulagio */
10 fim se
11 enquanto numero_de_movimentos <max_movimentos faga
12 chama_agentes_Diretores();
13 chama_agentes_C-Alfa();
14 chama_agentes_C-Beta();
15 fim enqto
16 temperatura = temperatura * 0.98
/* Decrementa a temperatura de forma logaritmica (Arrefecimento
Simulado) */
17 se mudanca_consideravel_energia = FALSO entao
18 sem_variacao_energia—+-+;
19 fim se
20 chama_agente_Ambiente(); /* Chama a recursio x/
21 fim

Figura 22 - Pseudocédigo, funcionamento do agente Ambiente.
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Outra fungdo importante do agente Ambiente ¢ a de gravar informagdes. A cada passo
de temperatura, o agente Ambiente se preocupa em guardar a conformagdo atual do sistema,
juntamente com a energia global atual, o percentual atual de aceitacio de movimentos e
RMSD com referéncia a estrutura experimental (se existir). Além disso, ao termino da
simulagdo, o agente disponibiliza um grafico da energia em fun¢ao do tempo, o qual pode ser
analisado para visualizar o comportamento da proteina ao longo de toda a simulagdo. O
grafico pode ajudar inclusive a verificar se o minimo energético encontrado ao final da
simulagdo ¢ realmente o menor valor entre todos outros testados ao longo da simulag@o. Caso
existam outros minimos, estes podem se tonar potenciais estruturas a serem analisadas. Assim
como os agentes C-Alfa, o agente Ambiente também possui uma energia relacionada ao
agente Diretor, porém diferentemente do que acontece com os agentes C-Alfa, essa energia é
uma energia global e, para calculd-la, os agentes utilizam-se de informagdes (tipo, distancia,
posi¢d@o) provenientes de todos agentes C-Alfa e C-Beta presentes na simula¢do. A Figura 22

nos trds o pseudocédigo do agente Ambiente.

5.3 Requisitos

No que se dispde a requisitos do sistema, elencamos:

- E necessério ter o pacote Ruby com a biblioteca Watir instalado;
— E necessério ter Python instalado, juntamente com o pacote NumPy e

— Java(TM) SE Runtime Environment e Java HotSpot(TM) 64-Bit Server VM.

5.4 Interface

As Figuras 23, 24 e 25 mostram a interface atual do PROSMART. Embora a Interface
do sistema seja unificada (apenas uma janela), para vias de melhor entendimento, aqui
dividiremos a interface em trés partes: a primeira, que passaremos a chamar de Interface I
corresponde aos botdes, campos e monitores relacionados com o funcionamento geral da
simulagdo, a segunda parte (Interface II) corresponde a graficos atualizados em tempo real e,
a terceira parte (Interface III) corresponde a parte relacionada as configuragdes relacionadas

especificamente com a estratégia de busca conformacional. Além disso, existe também uma
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segunda janela (Figura 24) onde a conformagdo 3D da proteina e de suas alteragdes

conformacionais podem ser visualizadas. Por meio da Interface I, o usuario pode:

Escolher o nome do arquivo de entrada e saida de dados;

Escolher o tamanho dos atomos (para visualizagdo);

Reiniciar todo o sistema;

Imprimir (em formato PDB) a conformagio atual em que os agentes se encontram;
Criar interativamente, clicando nos botdes de cada aminoacido, os agentes (cadeia) da
proteina;

Requisitar uma predi¢do de estrutura secundaria para uma cadeia especifica de
aminodcidos (valor contido na string “Fasta-Seq”);

Estipular uma sequéncia caracterizando as informagdes a cerca de estruturas
secundarias a serem utilizadas pelo sistema;

Criar uma sequéncia Fasta diretamente da visualizagdo;

Requisitar que seja gerado um arquivo PDB contendo ndo s6 a conformagdo atual
formada pelos agentes presentes na simulagdo, mas um arquivo PDB contendo
também as cadeias laterais da proteina;

Carregar uma sequéncia de aminoacidos (digitada pelo usuario ou fornecida por um
arquivo) diretamente para a visualizagdo, por exemplo, utilizando um arquivo
contendo a cadeia string “GGG”, o que teria como resultado trés agentes
representantes de glicina conectados;

Criar os agentes C-Beta;

Criar os agentes Diretor e Ambiente;

Rodar o sistema e

Fazer o calculo de RMSD entre duas estruturas.

Além disso, a interface conta com monitores (nomenclatura proveniente do NetLogo)

que facilitam o controle do nimero de dtomos/agentes presentes na simulagdo, o percentual

de aceitagdo dos movimentos, a energia global atual e o passo de temperatura atual.

A Interface II conta com graficos relacionados a Energia, RMSD, GDT e propor¢ao de

aceitacdo de movimentos. Os graficos sdo atualizados em tempo real e tem como finalidade

prover ao usuario uma melhor nog@o do progresso da simulagao.

Por meio da Interface III, o usuario pode estipular valores para variaveis referentes ao

nimero de movimentos, ao controle do agente Diretor, dos agentes C-Alfa e C-Beta e agente
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Ambiente, além de configuragcdes sob os fatores que regem os métodos de Monte Carlo
envolvidos na simulagdo. Assim sendo, pode-se:

— Escolher uma temperatura a partir da qual abaixo do valor estipulado o Diretor para
de ser executado;

— Escolher o intervalo minimo e maximo presente no movimento de crankshaft
executado pelo Diretor;

— Escolher o intervalo minimo e maximo presente no movimento de crankshaft
executado pelo Diretor;

— Escolher o nimero minimo de aminoacidos a serem movidos durante o0 movimento
pivot executado pelo agente Diretor;

— Escolher a quantidade de tentativas de movimento a serem levadas em conta durante a
simulagdo seja quando o agente Diretor estd “ligado” ou “desligado” ou quando a
simulagdo encontra-se na menor temperatura permitida (quando acontece uma
minimizagcdo da energia, atribuindo-se um valor extremamente pequeno para os
fatores de Boltzmann presentes nos testes de aceitagdo dos métodos de Monte Carlo);

— Escolher o angulo maximo a ser levado em consideragdo no momento em que 0s
agentes se movimentam. E importante destacar que este parimetro afeta também as
configuragdes gerais do sistema, ou seja, caso se opte por trocar a fungdo de energia a
ser utilizada, este parametro permanecera pois também ¢ levado em conta na
movimentagdo dos agentes C-Alfa e C-Beta;

— Escolher se a fungdo de energia utilizara ou ndo a predi¢do de estrutura secundaria
para auxiliar a simulagdo e, caso positivo, se sera permitido ao agente Diretor
executar ou ndo movimentos que envolvam os aminodcidos que possuam estejam
marcados como hélices ou fitas;

— Escolher o tipo de movimento padrdo a ser executado pelos agentes C-Alfa e C-Beta;

— Especificar quais os valores dos fatores de Boltzmann especificos primeiramente aos
agentes C-Alfa e C-Beta e posteriormente ao agente Diretor;

— Especificar a temperatura minima aceita pelo sistema;.

— O nimero maximo de ndao melhorias na energia (relacionado ao término da
simulagao);

— O percentual utilizado para a diminui¢do gradativa da temperatura, juntamente com

um valor para a variagdo minima a ser levada em conta e
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- Por fim podemos também escolher qual peso daremos as puni¢des em termos de

energia dadas em relacgdo as estruturas secundarias da proteina;

Workflow:

g RMSD Calculator

Interactive AA Creator
Non Polar, aliphatic Polar, uncharged

Nr of Agents

c-alpha Agents | Environment Agents.

19 1

c-beta Agents | Director Agents

19 1

Second. Structure Predictor
energia RMSD GDT

TiCk -18.644 4.4 0

229
|

Figura 23 - Interface I. Parte da interface na qual o usudrio configura a proteina a ser
modelada e controla a execugdo da simulagao.
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OO 3D View

ticks: 26

Orbit/ Zoom Move
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(V) view updates
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| [ settings... |

Reset Perspective

Full Screen

Figura 24 - Visualizagdo 3D. Por intermédio de uma janela separada ¢ possivel verificar a
conformagdo atual da proteina que esta sendo modelada e, em tempo real, acompanhar as
modificagdes estruturais que estao ocorrendo em virtude das movimentagdes dos agentes.

GDT vs Ticks.
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ENERGY
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GoT
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Figura 25 - Interface II. Parte da interface na qual o usuério pode visualizar em tempo real
graficos referentes ao comportamento da simulacao.
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Attempted Moves Control

Environment Agent Pseudocode

> ﬁ—max‘mms it (no_varition_in_energy >= RSeS| )
Temperature temp_thr 0.10 mpted threshold without orchestra 32 [temperature = 0;]
0 < temp_thr >0 -> my sl orchestra f if (temperature < temp_orch_thr) [ fator_temp_orch = 1x107-20; ]
P ——
=0 moves 50 : e
: if (temperature < ‘m, temperature. 0.099¢ ) [ go-zerotemp(); ]
Orchestra Agent Pseudocode Control Parameters: |ooeaci| FeiE 1
. ; 2 = | if (temperature = 0) [ stop(); 1
if (resting = "false") [ :
if (temperature > temp_thr) [ while (Delta < max_moves) [
if (Delta_moves) < max_moves [ fin,crar __ call Orchestra -
while (count_orch < m moves 20 ) cran| SAA call C-alphas and C-betas
1
Pcurrent = compute_global_energy(); mif 24A
Choose_angle(); —— temperature = (| & 0980| * temperature)
Choose.paints(); ] | | e
Choose_move_strategy (); fator_temp_cas_and_chs = fator_temp_cas_and_cbs_initial *(0.998 ~ ticks)
Move(); ssp fator_temp_orch fator_temp_orch_initial * (0.95 ~ ticks)
Pnew = compute_global_energy(); OFF v - - - - -

Monte_Carlo (Pnew,Pcurrent);
count_orch++;
] Refresh

H-k_nm'
!
| e

C-alfa and C-beta Agents Pseudocode

ask agents C-alfas and C-betas [
Pcurrent = compute_energy();

if (There_was_considerable_change_in_energy = "false") [
no_energy_variation++;

call environment agent;

s orch_thr 1.

1
Il Monte Carlo Factors:
i

o | Hror oy puseatores Ti0000000000000 | St
Choose_angle(); it FI
Choose_points(); 1 temp_orc| 1.00| Set

Choose_move_strategy (); i
i ]
Pnew = compute_energy(); Initials: i

Monte_Carlo (Pnew,Pcurrent); I
Cas and Cbs = 200.000 * nr_of_aminos PHER) B0

Orchestra = 2 *

nr_of_aminos

l@“ﬁl "[éﬂw.;i 'TEFHMWI i

Figura 26 - Interface III. Parte da interface na qual o usuario pode configurar a estratégia de
busca da conformagdo de menor energia, assim como o tipo de movimentagao que os agentes
devem adotar.

Existe também, junto a Interface, uma pequena janela contendo o centro de comandos,
por onde o usudrio pode interagir por intermédio de comandos de texto na linguagem

NetLogo.

5. 5 Execucao

Com o intuito de elucidar as etapas necessarias para a utilizagdo da ferramenta sera
apresentado um passo a passo contendo informagdes sobre como configurar e iniciar a

execugdo da predi¢do de proteinas:

Passo 1 — Preencher o campo “Fasta-Seq” com a sequéncia de aminoacidos da Proteina alvo.
O preenchimento pode ser feito de duas maneiras: caso o usudrio ja possua a sequencia de
aminoacidos da proteina, ele pode apenas digitd-la no campo ou, caso ndo a possua, o usuario
pode interativamente criar a proteina clicando em aminoécido por aminoacido. Caso escolha
o método interativo, ao finalizar a criacdo da proteina (que ficard em um formato linear
estendido) o usuario devera clicar no botdo “Create Fasta-Seq from View” para que o campo

“Fasta-Seq” seja preenchido.
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Passo 2 — Cooperacdo via estruturas secundarias. Caso o usuario opte pela utilizagdo da
cooperagdo via estruturas secundarias, ele deve preencher o campo “SSP-Seq” com as
informagdes relativas a estrutura secundaria da proteina em forma de cadeia de caracteres.
Caso o usuario ndo possua essa string de informagdes, ele tem a opgdo de, preenchendo o
campo “email” com seu e-mail, receber via correio eletronico a predi¢do de estrutura
secundaria para a proteina em questdo, clicando no botdo “Submit SS Predictor From Fasta-
Seq”. Além disso, clicando no botdo “SSP_TYPE” o usudario podera escolher qual abordagem
utilizard em termos de peso para a contribuicdo da cooperagdo via estruturas secundarias

durante a simulagéo.

Passo 3 — PDB de referéncia. O usudrio deve preencher o caminho contendo a estrutura de
referéncia (cristalografica) da proteina alvo (caso exista). Essa estrutura sera utilizada para os

calculos de RMSD e GDT a serem feitos durante a simulagéo.

Passo 4 — Pasta de saida. O campo “saida” devera ser preenchido com o nome da pasta que

sera criada para guardar os arquivos provenientes da simulacao.

Passo 5 — Startup. Clicando no botéo “Startup” o usudrio reiniciara o sistema redefinindo o
tamanho da caixa 3D de simulago (calculado com base no tamanho da proteina). Esta etapa
pode ser feita por intermédio de um atalho de teclado, a tecla “Q”.

Passo 6 — Carregando a proteina dentro do ambiente 3D. Uma vez que o ambiente 3D esté
pronto, o usuario deve clicar no botdo “Load Fasta Seq into View” para que a proteina
(agentes C-Alfa) sejam carregados dentro do ambiente 3D. Esta etapa pode ser feita por

intermédio de um atalho de teclado, a tecla “A”.

Passo 7 — Criando agentes C-Beta. Em seguida o usuario devera clicar no botdo “Create C-
Betas” para que os agentes C-Beta sejam criados e carregados dentro do ambiente 3D. Esta

etapa pode ser feita por intermédio de um atalho de teclado, a tecla “S”.

Passo 8 — Criando agentes Diretor ¢ Ambiente. Clicando no botdo “Create director &
environment Agents” o usudrio criara os dois ultimos agentes que faltavam para que o
sistema estivesse completo. Esta etapa pode ser feita por intermédio de um atalho de teclado,

atecla “D”.
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Passo 9 — Iniciar simula¢do. Apos o Passo 8 ter sido executado com sucesso, o sistema estara
pronto para execucao e, para dar inicio a simulacdo, ativaremos o agente Ambiente clicando
no botdo “Environment Agent — Go”. Esta etapa pode ser feita por intermédio de um atalho

de teclado, a tecla “F”

Passo 10 — Final da simulag@o. Quando a simulacdo chegar ao seu final, sera exibida na tela
uma mensagem alertando o usuario. Neste momento o usuario podera verificar a pasta de
outputs do PRO-SMART onde ira constar uma nova pasta com o nome escolhido no Passo 4.
Nela estardo todos os arquivos de saida da simulacdo como graficos contendo o
comportamento da energia, GDT e RMSD durante a simulagdo, os arquivos .pub. de cada
passo de temperatura ou tick, além dos arquivos de saida do método de clusterizagdo

incorporado ao PRO-SMART para escolha da melhor estrutura.
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Figura 27 - Exemplos de graficos gerados automaticamente pelo PRO-SMART. Em (A)
podemos verificar a relacdo de Energia x RMSD ao longo da simulagdo. Em (B) podemos
notar as flutuagdes de RMSD do inicio ao fim da simulagdo e, em (C), (D), (E) e (F) as
flutuagdes da Energia durante a simulagdo, dando énfase ao tamanho das mudancas em
termos de energia em diferentes fases da simulag@o.

Na Figura 27 A podemos analisar como foi o comportamento da energia em relacdo ao

RMSD durante a simulacdo. Na Figura 27 A fica claro que, nesta simulagdo, os menores

valores de RMSD foram obtidos justamente nas menores energias alcancgadas, ja a Figura 27

B demonstra o comportamento do RMSD ao longo da simulagdo, onde se pode notar uma

gradativa diminui¢@o. Na Figura 27 C podemos verificar que a energia durante a simulagio
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parece se tornar linear, entretanto precisamos apenas nos aproximar mais para notar as
alteracdes em termos de energia que ocorreram. Modificando-se a escala do eixo y pode-se
ter uma melhor no¢do da simulacdo. Na Figura 27 D ¢ possivel notar que, entre o passo de
temperatura 0 ¢ o passo de temperatura 100 o sistema sofreu alteragdes de energia maiores
em comparagdo as alteragdes posteriores ao tick 100. Confirmando que o sistema estd se
comportando conforme o esperado, ou seja, superando barreiras energéticas maiores nos
primeiros passos de temperatura. Novamente modificando a escala y (energia) é possivel
notar que existem considerdveis alteragdes energéticas também em estados referentes a
passos de temperaturas mais proximos do final da simulagdo (Figura 27 E). Por fim, na
Figura 27 F estdo dispostos apenas valores referentes ao tick 100 e superiores, os quais sao
utilizados pelo algoritmo de clusterizagdo para a escolha do modelo que representara a
proteina. O modelo escolhido apds o protocolo de clusterizagio esta em destaque. E
importante notar que a conformagdo escolhida nao €, necessariamente, a ultima conformagao

adotada pela simula¢do ou aquela de menor energia.
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6. RESULTADOS

O capitulo a seguir tem o intuito de expor os resultados alcancados pela ferramenta
PRO-SMART até entdo. Sera exposto o conjunto de proteinas alvo das simulagdes, os
resultados obtidos pelas abordagens sem e com a utilizacdo de cooperagdo por estruturas
secundarias seguidas de uma comparagdo do PRO-SMART com o sistema de Bortolussi et al.

e, por fim, € feita uma analise geral do que se obteve.

6.1 Conjunto de Proteinas Alvo

Da analise de trabalhos relacionados um conjunto de polipeptideos alvo foi criado a fim
de tornar possivel ndo s6 a verificagdo do potencial de aplicagdo da ferramenta como também
a comparacgdo de resultados do PRO-SMART com os resultados do trabalho base utilizado
para a sua criagdo. A seguir na Tabela 1 e Figura 28 estdo dispostas as proteinas escolhidas,
com seus identificadores no PDB e a quantidade de aminoacidos presente em cada uma, além
de informagdes sobre o tipo de estrutura secundaria que possuem. Proteinas que possuem
somente hélices sdo da classe a, proteinas que possuem somente folhas sdo da classe B e
proteinas que possuem hélices e folhas, da classe af.

E importante atentar que, com o intuido de obter mais precisio no calculo de energia
das proteinas em questdo, optou-se pela adicdo de aminoacidos do tipo glicina (sem cadeia
lateral) tanto no comeco das proteinas quanto no final, assim aumentando em dois As o
nimero de aminoacidos usados nas simulacdes (se comparado aos numeros contidos na
tabela abaixo). O niimero do residuo ou residue nr ¢ um campo dos arquivos no formato PDB
o qual ¢ utilizado na geracao dos diagramas de Ramachandran e, por isso, em nossas analises,
quando fizermos referéncias ao inicio e fim de hélices, por exemplo, e seus respectivo residue
nrs, haverda uma pequena diferenca em relacdo as informagodes contidas no PDB. Outra
informagdo importante de ser salientada diz respeito as analises feitas, as quais utilizaram

como fonte de informagdes sobre estrutura secundarias o DSSP [9].
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Tabela 1 - Conjunto de Proteinas alvo de simulagdes, junto de seu PDB ID, do artigo
publicado que a descreve, nimero de aminoacidos que possui e classe.

PDB ID Artlgio d.e N° de AAs Classe
referéncia
1LEO [19] 12 B
1KVG [67] 12 B
1LE3 [19] 17 §
1EDP [4] 17 o
1PG1 [28] 18 B
1ZDD [69] 34 o
1VII [55] 36 o
2GP8 [70] 40 o
1EDO [64] 46 off

1LEO 1KVG 1LE3

<

1EDP 1PG1 1ZDD

$F e

1VII 2PG8 1EDO

e

Figura 28 - Estruturas 3D das proteinas alvo de simulagéo.
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6.2 Simulacées Sem Cooperacéo via Estruturas Secundarias.

6.2.1 Configuragio

A Tabela 2 tras dados referentes a configuragdo do PRO-SMART para as simulagdes
sem cooperagdo via estruturas secundarias. Testes iniciais feitos durante a dissertagdo
(utilizados como exemplos nos resumos publicados em anais de congresso [50]) contribuiram
para o ajuste do valor de varidveis do sistema. Uma informacdo a destacar ¢ a de que a
estratégia de movimentacdo com distancias fixas se mostrou pouco efetiva, levando a
minimos locais e, isto posto, os testes (tanto com a cooperagdo por estruturas secundarias

ativada quanto desativada) utilizaram a estratégia de movimentagdo por cubo.

Tabela 2 - Conjunto de variaveis e funcionalidades configuradas nas simulagdes com
cooperagdo via estruturas secundaria desativada.

Variavel/Funcionalidade Valor
temp_thr 0,10
attempted threshold without orchestra 32
attempted _threshold with orchestra 13
temp_zeromoves 50
total orch moves 20
orchestra_sleep_time 1
min_crank 2 AAs
max_crank 5 AAs
min_pivot_dist 2 AAs
max_angle 90°
moves Cubo
move-C-Alphas Yes
move-C-Betas Yes
fator_temp_buscadores 1
fator_temp_orch 1
max_number of no improvement in energy 6 Ticks
min_temperature allowed 0,099
temp decrease ratio 0,98
energy variation_threshold 1x10™
temp_orch_thr 1
initial _temperature 10
SSp OFF

6.2.2 Resultados Obtidos
As tabelas a seguir demonstram o desempenho do PRO-SMART levando-se em conta

diferentes formas de avaliagdo de similaridade de proteinas. Com base na tabela de cada
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proteina foram analisados os resultados de cada simulagdo e, deixando o RMSD de lado,
buscou-se encontrar as estruturas que, segundo os outros critérios de avaliagdo, alcangaram
resultados acima da média. As simulagdes que teoricamente obtiveram maior éxito no que se
trata da avaliagdo geométrica da proteina estdo em destaque. Uma vez feita a analise da
geometria adotada pelas conformagdes, parte-se para a avaliagdo estereoquimica. Em um
primeiro momento, optou-se por gerar os diagramas de Ramachandran e analisar todas as
simulagdes, entretanto essa abordagem se mostrou ineficaz devido a grande diferenca nos
resultados aliada a excessiva quantidade de dados disposta no diagrama, o que notavelmente
prejudica a assimilagdo da informagdo. O mapa de Ramachandran citado acima pode ser

encontrado no Apéndice B.

Optou-se entdo pela analise estereoquimica apenas das estruturas de maior €xito em se

tratando de geometria.

Tabela 3 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relacdo a
proteina de PDB ID: 1EDP, sem cooperagéo via estrutura secundaria.

Simulacao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 7,80 6,20 6,10 440 580 8,10 4,70 480 440 7,20 5,95 1,39
TM-Score | 0,09 008 0,15 0,13 0,12 0,15 0,14 0,19 021 0,13 0,14 0,04
MaxSub 0,31 034 028 040 035 036 039 043 041 040 0,37 0,05
GDT. TS | 041 051 049 056 051 046 057 056 054 0,56 0,52 0,05
GDT HA | 026 031 031 035 032 032 035 038 037 035 0,33 0,03
Energia 3721 -15,12 -16,75 -21,82 -24,60 -28,99 -46,50 -25,92 -25,67 -45.85| -28,84 11,01
Tick 181 223 188 173 195 125 200 157 177 201 182 26
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Figura 29 - Diagrama de Ramachandran contendo a analise estereoquimica das estruturas
escolhidas como representantes das simulagdes 7, 8 € 9. Proteina de PDB ID: 1EDP.

A proteina 1EDP, composta por 17 residuos de aminoacidos, possui uma hélice o de
sete residuos (LYS10 a CYS16), flanqueada por regides sem estrutura secundaria regular
definida: N-terminal (CYS1 a ASP9) e C-terminal (HIS16 a LEU17). O enovelamento desta
proteina se da pela formagdo de duas ligacdes dissulfidicas entre a hélice e a alga N-terminal

(CYS1 a METS) [5].

Anadlise dos modelos 200, 157, e 177, provenientes das simulagdes 7, 8 e 9,
respectivamente, mostra que eles possuem o dobramento correto, entretanto no modelo
proveniente da simulacdo 7, os residuos que deveriam compor a hélice o ndo se situam nas
posicdes alfa do mapa de Ramachandran, diferentemente dos modelos provenientes das
simulagdes 8 e 9. Esses resultados sfio corroborados tanto pelo mapa de Ramachandran
quanto pelos valores de TM-Score. Comparando as simulagdes 8 e 9 e contabilizando os
percentuais de residuos dispostos em regides ndo permitidas verifica-se que, no modelo da
simulac@o 9 existem quatro residuos em regides ndo permitidas contra apenas um do modelo

encontrado na simulagdo 8, o que nos poderia levar a dizer ser o0 modelo 8 o mais bem
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adaptado modelo para servir como resultado em busca da estrutura nativa, entretanto, ¢
preciso que se faga a andlise de quais sdo estes residuos que estdo em locais ndo permitidos.
Ao verificarmos quais sdo os residuos fora de regides permitidas encontramos: ASP9,
TYR14, CYS16 ¢ HIS17, onde ASP9 ¢ um residuo posicionado entre uma volta ¢ uma hélice
e CYS16 e HIS17 sdo, respectivamente, o ultimo residuo que compde a hélice e seu
conseguinte, 0 que caracteriza os trés residuos como passiveis de certa instabilidade. Ja a
TYR14 ¢é um residuo situado dentro da hélice o que de fato contribui para a diminuigdo da
qualidade da predigdo, entretanto 0 mesmo acontece com o modelo proveniente da simulagao
8, onde a VAL13 também se posiciona no interior da hélice e também, segundo o diagrama
de Ramachandran, se situa em regido ndo permitida. Ao avaliarmos residuo por residuo o
mapa de Ramachandran da Figura 29 com comparacdo com a estrutura experimental,
verificamos que em ambos os modelos a maioria dos residuos que compdem a hélice da
proteina posicionam-se nas devidas posi¢des do mapa de Ramachandran. A seguir, na Figura
30, apresentamos a sobreposicdo da estrutura experimental e da estrutura predita pela

simulag@o de nimero 9.

Figura 30 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagéo 9,
proteina de PDB ID: 1EDP.
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Tabela 4 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 1PG1, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulag¢do 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 5,70 8,6 5,50 5,50 7,9 7,00 9,5 6,00 840 5,80 6,99 1,50
TM-Score | 0,15 0,16 0,12 020 0,12 0,14 0,11 0,16 0,16 0,17 0,15 0,03
MaxSub 0,41 032 042 034 035 040 047 036 034 044 0,39 0,05
GDT_TS | 0,50 0,40 0,53 0,54 044 050 049 053 046 0,54 0,49 0,05
GDT _HA | 033 0,29 0,35 0,38 0,31 0,33 036 033 0,33 0,38 0,34 0,03
Energia |-46,55 -18,51 -51,79 -20,48 -42,40 -29,61 -36,83 -50,48 -33,69 -25,63 -35,60 12,07
Tick 208 179 191 194 211 212 211 201 190 170 196 14

A proteina 1PG1, composta por 18 residuos de aminoacidos, possui duas fitas B de
cinco residuos (ARG5 a CYS9 ¢ PHE13 a GLY18) e uma volta (ARG11 e ARG12). E rica
em argininas e cisteinas, contendo seis argininas e quatro cisteinas que formam duas ligagdes

dissulfidicas [28].

Quanto a analise estereoquimica (feita com base na Figura 32), esta demonstra apenas
um residuo situado em regido ndo permitida, a CYS9. Verificando a estrutura 3D obtida
(Figura 31) ¢ possivel notar que a CIS9, embora disposta em posi¢do ndo permitida, por se
situar no final da primeira fita, ndo influencia no dobramento da proteina. A estrutura 3D
retrata bem a primeira fita, entretanto a partir da estrutura de volta a conformagdo levemente

demonstra padrdes diferentes da ER esperada.

Figura 31 - Estutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagao 10,
proteina de PDB ID: 1PG1. Na sobreposi¢cdo apenas dos residuos que compdem as fitas
temos: 1,29 A para a primeira fita e 0,92 A para a segunda.
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Figura 32 - Diagrama de Ramachandran do modelo obtidos na simulagdo 10. Proteina PDB

ID: 1PG1. Cooperagéo via estrutura secundaria desativada. Tridngulos simbolizam glicinas.

Tabela 5 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relacdo a
proteina de PDB ID: 1LEO, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagdo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 6,60 6,10 690 3,80 840 640 5,60 7,40 8,00 4,50 6,37 1,45
TM-Score | 0,25 0,18 0,16 0,14 025 0,23 0,23 0,21 0,21 0,24 0,21 0,04
MaxSub 0,46 048 039 046 046 055 046 045 0,46 0,54 0,47 0,05
GDT_TS 0,56 0,56 0,50 0,63 054 063 060 052 050 0,67 0,57 0,06
GDT HA | 046 038 035 042 044 050 046 044 040 048 0,43 0,05
Energia -7,22 -12,42 -18,77 -14,18 -6,31 -18,96 -7,79 -16,00 -19,04 -16,96 -13,76 5,07
Tick 213 122 212 190 151 171 117 150 179 146 165 33
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Figura 33 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simula¢des 4 ¢ 10. Proteina
PDB ID: 1LEO. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.

A proteina 1LEO ¢ formada um motivo estrutural chamado ziper de triptofano o qual
estabiliza uma conformagdo de beta hairpin com duas fitas compostas pelos residuos TRP-
THR-TRP sendo a primeira fita formada pelos residuos TRP3, THR4 e TRPS e a segunda fita
formada pelos residuos de nimero TRP11, THR12 ¢ TRP13 [19].

A analise do diagrama de Ramachandran do modelo 190 da simulacao 4 (Figura 33)
mostra que tal conformagdo nio possui residuos em regides ndo permitidas, porém alguns
residuos e as ER indicadas pelo mapa possuem certas discrepancias em relacdo a estrutura
experimental, onde residuos que deveriam ser classificados como fitas s@o classificados como
hélices. A baixa resolugdo da funcdo de energia utilizada nos d4 margem a possibilidade da
causa para tal acontecimento ter origem nas caracteristicas peculiares da proteina em questao,
a qual foi criada sinteticamente e possui como caracteristica conformacional o ja citado
“ziper de triptofanos”. O mapa de Ramachandran para o modelo 146 proveniente da
simulacdo 10 (também presente na Figura 33) mostra dois residuos em regides ndo permitidas
e, a analise desses residuos revela que sdo justamente residuos relacionados a segunda fita,

entretanto, os demais residuos se dispdem em conformidade com a estrutura experimental.
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Deste modo os dois modelos se mostraram capazes de adotar a mesma topologia da estrutura
experimental (o que ja era esperado tendo em vista os valores obtidos principalmente em
termos de MaxSub e GDT), embora ndo tenham sido capazes de predizer ambas as fitas de
folha com propriedade. A Figura 34 representa a estrutura 3D do modelo 10 sobreposta a
estrutura experimental levando-se em conta todos os 4tomos da proteina. Entretanto, ao

verificarmos a sobreposicdo apenas dos residuos que formam duas fitas que compdem a folha

da proteina, alcangamos 0,03 A e 0,4 A para a primeira e segunda fita, respectivamente.

Figura 34 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagio
10, proteina de PDB ID: 1LEO.

Tabela 6 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relacdo a

proteina de PDB ID: 1ZDD, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagao 1 3 5 7 9 10  Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) | 9,30 8,04 8,70 7,40 8,70 7,87 0,59
TM-Score | 0,16 0,14 0,14 0,15 0,14 0,15 0,01
MaxSub 0,18 0,17 0,18 0,22 0,18 0,19 0,02
GDT_TS 0,30 0,30 0,33 0,36 0,33 0,32 0,03
GDT_HA | 0,19 0,17 0,18 0,21 0,18 0,18 0,02
Energia -3490 -29,93 -18,29 -61,64 -55,00 -25,00 -52,00 -57,00 -23,86 -71,92 18,68
Tick 187 183 208 230 176 163 20
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Figura 35 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 4 e 7. Proteina
PDB ID: 1ZDD. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.

A proteina 1ZDD, composta por 35 residuos, possui duas hélices o, a primeira
composta por 11 residuos (MET4 a LEU14) e a segunda composta por 14 residuos (GLU21 a
ASP34). A proteina ¢ estabilizada por duas ligagdes dissulfidicas [69].

A analise da estereoquimica dos modelos gerados pelas simulagdes 4 e 7 (Figura 35)
revela que o método ndo se comportou de maneira adequada e que a maioria dos residuos, na
comparagdo entre os angulos adotados pela estrutura experimental, ou se posicionam em
regides ndo permitida ou em regides diferentes das quais deveria, o que pode ser confirmado

na Figura 36.
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Figura 36 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagdo
7, proteina de PDB ID: 1ZDD.
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Figura 37 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 1, 2 e 6.
Proteina PDB ID: 1KVG. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.
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Tabela 7 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 1KVG, sem cooperagéo via estrutura secundaria.

Simula¢do 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 7,50 7,00 620 7,50 7,0 3,80 650 520 690 64 6,40 1,14
TM-Score 0,19 0,18 032 0,15 020 0,19 0,14 0,11 0,28 0,19 0,20 0,06
MaxSub 0,45 0,50 047 040 043 0,57 048 0,46 0,44 0,41 0,46 0,05
GDT_TS 0,52 0,56 0,56 052 048 0,65 0,54 0,52 0,52 0,52 0,54 0,04
GDT HA | 042 044 044 035 040 044 038 031 044 0,40 0,40 0,04
Energia -31,01 -26 -30,25 -30 -27,8 -23,68 -30 -19,24 -27,99 -20,5 -26,65 421
Tick 193 182 224 212 176 144 211 171 156 196 186 25

A proteina 1KVG ¢ formada por 13 aminoacidos e adota uma conformacgao de beta-
hairpin quando cristalizada em conjunto ao EPO-R (por¢ao extracelular do hormoénio receptor
eritropoietina a qual o polipeptidico se liga). A 1KVG possui duas fitas (CIS3 a GLY6 e
GLY9 a CIS12) [67].

Por meio da Figura 37, a qual contém o mapa de Ramachandran criado a partir dos
modelos 182, 224 ¢ 144 provenientes das simulagdes 2, 3 e 6, respectivamente, & possivel
notar que nenhum dos modelos possui residuos em regides nao permitidas. Partindo-se entdo
para a verificagdo das conformagdes adotadas pelos residuos em relagdo a estrutura
experimental se pdde notar que, enquanto os modelos 182 e 144 possuem residuos
classificados em regides o quando deveriam ter sido classificados como , o0 mesmo ndo
acontece no modelo 224, o que o caracteriza como o mais adaptado para representar a
estrutura nativa da proteina. Além disso, em se tratando das medidas de similaridade,
podemos notar pela comparacdo dos TM-Scores que o modelo 224 proveniente da simulagdo
3 se mostra diferenciado mesmo antes da analise estereoquimica (embora possua um RMSD

maior que o modelo proveniente da simulagio 6).

Analisando a conformagdo 3D da proteina sobreposta da conformacdo experimental
(Figura 38), no entanto, nota-se que a estrutura irregular de volta composta pelos residuos
PRO7 ¢ LEUS nao foi predita, ocasionando uma conformagdo de baixa qualidade. Com o
intuito de se verificar o qudo proximo das fitas 0 método chegou com sua estrutura foram
calculados os valores de RMSD somente para os residuos das fitas, obtendo como resposta os

valores de 1,22 A e 1,82 A para a primeira e segunda fita, respectivamente.
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Figura 38 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagdo 3,
proteina de PDB ID: 1IKVG.
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Figura 39 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 2 e 3. Proteina
PDB ID: 1LE3. Cooperagdo via estrutura secundaria desativada.
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Tabela 8 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 1LE3, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 7,20 630 485 990 840 530 7,70 890 6,16 640 7,11 1,61
TM-Score | 0,18 0,21 021 020 0,19 020 0,18 026 021 0,14 0,20 0,03
MaxSub 043 046 046 036 040 039 044 040 037 034 0,40 0,04
GDT_TS 052 053 061 045 045 053 050 048 052 047 0,51 0,05
GDT HA | 041 039 044 036 036 034 039 038 038 028 0,37 0,04
Energia -17,50 -37,08 -23,66 -25,11 -2822 -2,81 -17,48 -19,65 -22,53 -23,03 -21,71 8,78
Tick 160 174 154 189 157 227 188 157 119 165 169 28

7

A proteina 1LE3 possui 17 residuos de aminoacidos e ¢ similar a proteina 1LEO
anteriormente testada. A 1LE3, assim como a 1LEO, também possui um motivo estrutural
chamado “ziper de triptofano” o qual estabiliza sua conformacdo de beta-hairpin com duas
fitas (GLU3 a ASP7 e THR12 a THRI16). Existe ainda uma volta formada por quatro
residuos, indo de ASP8 até a LIS11 [19].

Em um primeiro momento a analise do diagrama de Ramachandran (Figura 39) para as
estruturas provenientes das simulagdes 2 ¢ 3 revela que existem dois residuos em regides ndo
permitidas no modelo 174 advento da simulag¢do 2 e apenas uma no modelo 154 avento da
simulac@o 3. Além disso, em se tratando de residuos nas regides mais favoraveis, a estrutura
proveniente da simulagdo 2 possui seis residuos nas regides principais ou core do mapa
(regides em mais escuras), contra nove residuos em se tratando do modelo 3. Analisando
com mais propriedade o mapa de Ramachandran, residuo a residuo em comparagido ao mapa
de Ramachandran da estrutura experimental, nota-se que na estrutura experimental os Unicos
residuos ndo classificados como B sdo exatamente os quatro residuos que compdem a
estrutura irregular do tipo volta presente na conformacio da proteina (estes sdo classificados
como a). No modelo encontrado na simulagdo 2, os dois residuos dispostos em regides nao
permitidas foram a THR10 ¢ a ALA9, ambos os presentes na estrutura irregular de volta da
proteina. Quando tratando da simulacdo 3, o tnico residuo disposto em regido ndo permitida
no modelo ¢ a THR12, a qual esta presente no inicio da segunda fita, local também de certa
instabilidade. Como niao foi possivel chegar a uma decisdo sobre qual modelo utilizar para

representar a potencial estrutura nativa da proteina, passamos a analise dos residuos que estdo
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dispostos em regides marcadas como o. No modelo 174 gerado na simulagdo de numero 2 os
residuos marcados como hélices sdo a THR6, a qual se dispde logo antes do inicio da
estrutura irregular de volta (o que lhe fornece fundamento para ser instavel) e a ASP8, a qual
faz parte da volta. No modelo 154 gerado na terceira simulagdo os residuos marcados como
hélices sdo ASP7 e THR10, ambos parte da estrutura irregular de volta. Assim sendo fica
evidente a total conformidade dos resultados obtidos em termos estereoquimicos com a
experimental, tanto para a estrutura obtida da simulag@o 2 quanto para estrutura obtida da

simulagao 3.

Figura 40 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagdo 3,
proteina de PDB ID: 1LE3. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.

Tabela 9 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 1VII, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) | 93 9 105 107 65 104 89 96 95 89 9,33 1,20
TM-Score | 0,15 0,18 0,15 0,12 020 014 0,14 0,16 0,14 0,14 0,15 0,02
MaxSub 0,18 024 0,08 017 029 018 017 020 0,17 0,19 0,20 0,04
GDT TS | 031 032 028 026 040 029 031 031 026 030 030 0,04
GDT_HA | 0,16 0,119 0,17 015 024 017 019 0,19 0,15 0,18 0,18 0,02
Energia  [-7333 -50,19 -79,51 -40 -5597 -69,06 -59,32 -48,83 -31,5 -42  -5497 15,50
Tick 192 212 177 180 169 219 205 197 160 176 188 19
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Figura 41 — Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 2, 5 e 8.

Proteina PDB ID: 1VII. Cooperagdo via estrutura secundaria desativada.

A proteina 1 VII possui 36 residuos de aminodcidos e se constitui de um feixe de trés
hélices, a primeira formada de ASP5 ate LYS9, a segunda composta da ARG16 até a PHE19
e a terceira composta da LEU24 até GLU33 [55]. Por meio do mapa de Ramachandran
disposto na Figura 41 ¢ possivel notar que os trés modelos escolhidos para analise
estereoquimica apresentam entre cinco e seis residuos em regides ndo permitidas. Verificando
quais residuos sdo esses, percebe-se que alguns deles se repetem (ASN21, LYS26, GLU33 e
LYS34) e que a estrutura que possui mais residuos pertencentes a estruturas secundérias em

tais regides € o modelo proveniente da simulacdo 8.

Andlise residuo a residuo dos angulos phi e psi dispostos no mapa de Ramachandran
gerado nas simulagdes em comparagdo ao valor dos angulos adotado pela conformagio
experimental revela que nenhuma das trés conformagdes tem os residuos pertencentes a
primeira hélice em posicdes adequadas. Entretanto, tanto o modelo 169 quanto o modelo 197
demonstraram adotar posi¢des no mapa em conformidade com a estrutura experimental

quando analisada a terceira hélice. Dentre os modelos 169 e 197 o modelo mais préximo das
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hélices em se tratando de estrutura 3D foi o modelo 169, origindrio da simulacdo 5 (Figura

42).

Figura 42 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagdo 5,
proteina de PDB ID: 1VII. Cooperagdo via estrutura secundaria desativada. O RMSD
levando-se em conta uma sobreposi¢do somente os 10 residuos que formam a terceira hélice
tem o valor de 3,70 A.

Tabela 10 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 2GP8, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 9,10 12,09 12,83 11,91 12,34 13,40 12,73 11,76 9,52 13,26 13,12 1,44
TM-Score | 0,17 0,16 0,15 0,14 0,13 0,14 0,14 0,13 0,12 0,15 0,14 0,01
MaxSub 0,19 0,18 0,18 0,16 0,14 0,15 0,5 0,15 0,13 0,19 0,15 0,02
GDT TS 0,30 030 025 027 025 025 031 021 024 0,28 0,25 0,03
GDT_HA 0,18 0,18 0,15 0,16 0,15 0,14 0,17 0,14 0,13 0,16 0,16 0,02
Energia -58,73 -73,90 -67,02 -56,08 -31,36 -58,3 -44,58 -32,92 -56,70 -65,53 -54,05 14,89
Tick 205 211 208 211 208 207 202 178 205 217 205 10
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Figura 43 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 1, 2, 3 e 7.
Proteina de PDB ID: 2GPS8. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.

A proteina 2GP8 ¢é formada por 40 residuos. E um motivo hélice-volta-hélice
estabilizado por ter sua regido central hidrofdbica, sua primeira hélice é formada por 16

residuos (SER7 a ALA22) e a segunda é formada por 13 residuos (VAL29 a GLY39) [70].

Andlise do mapa de Ramachandran revela que um percentual muito grande de residuos
(praticamente 20%) adotam posi¢des ndo permitidas no diagrama. Ao verificarmos as
posigdes residuo a residuo verificamos que ndo hd significante diferenga entre os modelos
provenientes das simulagdes 1,2, 3 e 7. Além disso, fica claro, por meio da visualizacdo das
estruturas 3D geradas, que o método ndo obteve os resultados esperados. A seguir, na Figura
44, apresentamos o modelo que, tendo seu mapa de Ramachandran comparado com o mapa
de Ramachandran da estrutura experimental (Figura 43), obteve mais acertos no que diz

respeito aos angulos phi e psi adotados pelos residuos.
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Figura 44 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagdo 1,
proteina de PDB ID: 2GP8. Cooperacdo via estrutura secundaria desativada.
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Figura 45 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 4, 8 e 9.

Proteina PDB ID: 1EDO. Cooperacdo via estrutura secundaria desativada. Tridngulos
simbolizam glicinas.
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Tabela 11 - Resultados obtidos para as diferentes medidas de similaridade em relagdo a
proteina de PDB ID: 1EDO, sem cooperagdo via estrutura secundaria.

Simulagdo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) [11,50 132 11,9 13,7 156 122 12,5 10,5 11,8 11,7 12,57 1,38
TM-Score | 0,14 0,15 0,16 0,14 0,12 0,12 0,15 0,17 0,14 0,13 0,14 0,02
MaxSub 0,16 0,15 0,18 0,15 0,13 0,14 0,16 020 0,16 0,16 0,16 0,02
GDT_TS 0,23 0,23 0,28 0,24 0,22 0,21 0,21 027 0,24 0,23 0,24 0,02
GDT _HA | 0,14 0,15 0,16 0,14 0,12 0,13 0,15 0,15 0,16 0,14 0,14 0,01
Energia 14,81 -447 24,73 -3824 -57,24 -8931 -402 -18,3 -43,58 491  -33,66 28,44
Tick 122 228 181 150 185 199 192 166 206 127 176 33

A proteina 1EDO possui 46 residuos e uma topologia beta-alfa-alfa-beta, contando com
uma folha f composta pelas fitas (LIS2 a CYS4 e LYS34 a ILE36) e duas hélices o (THRS a
LEU19 e ARG24 a SER31) [64].

Por meio das 10 execugdes feitas simulando a proteina os modelos 150, 166 e 206
provenientes das simulagdes 4, 8 e 9, respectivamente, foram os que obtiveram os melhores
resultados no que se trata de avaliacdo de similaridade.

Analise do mapa de Ramachandran (Figura 45) para tais modelos revela que os
modelos 166 ¢ 206 possuem um consideravel nimero de residuos em regides ndo permitidas
(cerca de 17,10%), enquanto o modelo 150 proveniente da simulacdo de nimero 4 possui
apenas um residuo (2,90%) em tal regido. Ao analisarmos residuo a residuo confirmamos que
o modelo 150, apesar de possuir o pior valor em termos de RMSD, ¢é aquele que mais acerta
no que se trata de estereoquimica em comparacao a estrutura experimental. Ao verificarmos a
sobreposigdo com a estrutura experimental (Figura 46) nos deparamos com um resultado nio
promissor, entretanto, ao alinharmos apenas as estruturas de hélice (relacionadas a 20
residuos ou 46% da proteina), verificamos um RMSD relativamente mais baixo, de 4,47 ¢

3,39 para a primeira e segunda hélices, respectivamente.
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Figura 46 - Estruturas experimental (em cinza e amarelo) e estruturas preditas (em preto) pela
simulagdo 4, proteina de PDB ID: 1EDO. Cooperagéo via estrutura secundaria desativada. Em
A temos a melhor sobreposicdo entre a estrutura experimental e a predita. Em B a
sobreposi¢cdo apenas dos residuos que compdem a primeira hélice e, em C, a sobreposi¢do
apenas dos residuos que compdem a segunda hélice.

6.2.3 Comparagdo

Bortolussi e colaboradores utilizaram apenas duas métricas para avaliar a qualidade de
seus modelos preditos: RMSD e energia. Embora tenhamos em mente ndo ser essa a
abordagem ideal (pelas deficiéncias que o RMSD possui quando utilizado na avaliacdo da
similaridade de proteinas) se optou pela comparagdo dos resultados obtidos pelos dois
métodos em termos de RMSD e energia, buscando evidenciar os casos em que cada
abordagem mostrou-se melhor ou pior adaptados. Essa comparacdo deu origem a Tabela 12 e
Tabela 13 onde resultados tidos como “melhores” segundo a teoria de Anfinsen estdo em
negrito.

Por meio da Tabela 12 € possivel notar que 0 PROSMART obteve melhores resultados
em se tratando das proteinas 1LE3, 1EDP, 1PG1 e 1ZDD, entretanto alcancando resultados
piores para as proteinas 1LEO, 1IKVG, 1VII, 2GP8 e 1EDO. Quanto a comparacdo das
energias encontradas e presentes na Tabela 13, fica evidente que a estratégia de busca
implementada nesta dissertagdo se mostrou mais efetiva que a de Bortolussi ef al, alcangando
melhores resultados em todas simulag¢des. Notou-se também que os desvios emergentes das

simulagdes no PRO-SMART foram significativamente maiores, o que pode ser enderecado
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ao método de clusterizacdo utilizado para a escolha dos modelos resposta de cada simulacio.
Além disso, tendo em mente que uma fungdo de energia possui como caracteristica estar
imersa em um vasto cendrio de conformagdes, é factivel que, partindo-se de posicdes
diferentes do cendrio (o que acontece em nossa simulagdo devido a semente aleatéria gerada

antes de cada simulagdo), a funcdo de energia percorra diferentes caminhos.

Tabela 12 - Valores (em A) Comparagio em termos de RMSD entre 0 PROSMART e o
[framework de Bortolussi et al. Cooperagdo via estrutura secundaria desativada.

PDBID PRO-SMART Bortolussi ef al.

1LEO 6,37 £1,45) 5.41 :0,70
IKVG 640 1,14) 5.06 0,93
1LE3 7.11 +1,61 7,21 0,92
1EDP 5,95 +1,39 6,17 0,79
1PG1 6,99 1,50 9,12 1,33
1ZDD 8,44 0,59 8,51 +1,29
1VII 9,33 1,20 8,40 1,08
2GP8 13,121,444 7,96 1,50
1IEDO 12,57 +1,38 10,80 +0,87

Tabela 13 - Comparacdo em termos de energia entre o PROSMART ¢ o framework de
Bortolussi et al. Cooperagao via estrutura secundaria desativada.

PDB ID PRO-SMART Bortolussi ef al.

1LEO -13,76 £5,07 2,88 £1,43
1KVG -26,65 +4,21 1,33 £1,18
1LE3 21,71 +8,78 1,82 1,77
1EDP 28,84 +11,01 3,55 +0,77
1PG1 -35,60 12,07 23,79 +1,37
1ZDD -42,95 +18,68 14,20 3,12
1VII 54,97 +15,50 11,33 3,88
2GP8 -54,05 +14,89 48,63 4,52
1EDO -33,66 +28,44 16,72 +2,19

6.3 Simulacdes com Cooperacio via Estruturas Secundaria

6.3.1 Configuragdo

A configuragdo do PRO-SMART utilizada nas simulagdes com cooperagdo via
estrutura secundaria difere, em relacdo as simulacGes sem cooperagdo, em apenas trés
variaveis: (i) a variavel chamada “SSP”, a qual ¢ tem o valor “ON” atribuido, (ii) a variavel

“SSP TYPE” a qual ndo tinha valor atribuido e se torna responsavel por escolher o peso
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estipulado para a cooperacdo via estrutura secundaria e (iii) o campo “SSP-SEQ”, o qual deve

ser preenchido com a predi¢@o de estrutura secundaria proveniente de um software auxiliar.

Tabela 14 - Conjunto de atributos e funcionalidades configuradas nas simulagdes com
cooperagdo via estruturas secundarias ativada com peso=1.

Variavel/Funcionalidade Valor
temp_thr 0,10
attempted _threshold without orchestra 32
attempted threshold with orchestra 13
temp_zeromoves 50
total orch _moves 20
orchestra_sleep_time 1
min_crank 2 AAs
max_crank 5 AAs
min_pivot_dist 2 AAs
max_angle 90°
moves Cubo
move-C-Alphas Yes
move-C-Betas Yes
fator temp_ buscadores 1
fator temp_orch 1
max_number of no improvement in energy 6 Ticks
min_temperature_allowed 0,099
temp_decrease ratio 0,98
energy variation_threshold 1x10™*
temp_orch_thr 1
initial temperature 10
SSp ON
SSP_TYPE 1 oul/10

A Tabela 15 conta com os valores do campo SSP-SEQ utilizado para cada proteina.
Aqui ¢ importante lembrar a importante diferenca entre a abordagem de Bortolussi et al.
quanto a estruturas secundarias e a utilizada pelo PRO-SMART. Enquanto Bortolussi ez al.
utiliza informagdes sobre a conformagdo exata (retirada do PDB) dos residuos que formam
estruturas secundarias, o PRO-SMART se utiliza apenas de uma informagdo, a sequencia
“SSP-Seq”. Além disso, a versio do PRO-SMART aqui disposta possui ainda uma
consideravel limitagdo, a de possuir heuristicas para tratar de hélices. Pesquisas relacionadas
ao padrao conformacional de fitas que formam folhas B vem sendo objeto de estudo nos
ultimos anos e pretende-se que heuristicas para tal finalidade sejam incorporadas ao sistema

em breve. Assim sendo, optou-se por simular com a cooperagdo via estrutura secundaria
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ativada, apenas proteinas que ndo possuissem fitas, diminuindo o nimero de proteinas

simuladas em relagdo aos testes sem cooperacao.

Tabela 15 - Sequéncias referentes a estrutura secunddria das proteinas simuladas. Unica
informagdo utilizada pelo PRO-SMART. A letra C simboliza residuos que, segundo o
preditor, ndo formam estruturas secundarias (estes residuos sdo chamados coils), a letra H
simboliza residuos que, segundo o preditor, formam hélices.

PDB ID SSP-Seq

1EDP "CCCCCCCCCCCHHHHCCCC"

12DD "CCCHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCC"

1VvII "CCCCHHHHHHHHCCCHHHHHCCCHHHHHHHHHHHCCCC"

2GP8 "CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHCCCC"

6.3.2 Resultados Obtidos

Nas Tabelas 16 a 23 constam os resultados obtidos nas simulagdes utilizando-se o
mesmo peso=1 utilizado por Bortolussi ef al. em seu trabalho e, nas Tabelas 24 a 27 constam
os resultados obtidos nas simula¢des utilizando-se uma nova heuristica, onde o peso atribuido
para a cooperacdo via estrutura secundaria ou em outras palavras, a puni¢do em termos de

energia € baseada no potencial atual do sistema, tendo o valor de 1 décimo da energia.

Novamente tendo como alvo de simulagdo a proteina 1EDP de estrutura topologica ja
descrita na se¢do anterior, com o objetivo de melhorar a predigdo obtida por meio da adi¢ao
de cooperacdo via estrutura secundarias, foram executadas 10 simulagdes com cooperagdo
ativada e peso=1, onde os melhores resultados em termos de geometria e medidas de
similaridade foram obtidos nas simulagdes 2, 6, 9 e 10. O diagrama de Ramachandran (Figura
47) para as quatro simulacdes em destaque revela que as simulagdes 6 e 9 possuem residuos
adotando regides nao permitidas tanto no interior quanto no exterior da hélice da proteina, o
que prejudica a obtencdo de uma maior similaridade com a estrutura experimental, mesmo
sendo o modelo proveniente da simulagdo 6 o de menor valor de RMSD entre os destacados.
Assim sendo fica evidente o motivo do modelo 6, apesar de possuir um RMSD melhor, nio

possuir melhores valores em termos de MaxSub, TM-Score e GDT.
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Tabela 16 - Simulagdes com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID:
1EDP. Peso = 1.

Simulagao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 560 570 570 600 690 480 520 680 7,00 6,10 5,99 0,75
TM-Score 0,13 0,15 0,12 0,16 0,18 0,16 0,16 0,09 0,16 0,15 0,15 0,03
MaxSub 031 040 035 034 031 040 035 034 041 040 0,36 0,04
GDT_TS 0,51 0,54 0,50 0,49 0,43 0,56 0,51 0,47 0,50 0,54 0,51 0,04
GDT_HA 0,31 0,40 0,31 0,31 0,31 0,37 0,31 0,28 0,34 0,38 0,33 0,04
Energia -12,01 -17,73 -22,04 -19,00 -20,05 -1,11 -29,60 -19,79 -11,00 -12,00 -16,43 7,75
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Figura 47 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 2, 6, 9 e 10.
Proteina PDB ID: 1EDP. Cooperagdo via estruturas secunddrias ativada, com peso = 1.

Ao analisarmos os modelos originarios das simulagdes 2 e 10 é possivel verificar que
esses possuem apenas um residuo em regido nao permitida e em ambos os casos o residuo ¢ a
LEU7, a qual faz parte da estrutura irregular do tipo volta existente na conformacgdo da

proteina. A visualizagdo da estrutura 3D (Figura 48) revela conformagdes com dobramento
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mais proximo ao da experimental em comparacdo aos modelos 6 ¢ 9, porém possuindo
desconformidades justamente em posi¢des posteriores as posi¢des de suas LEU7. A analise
do mapa de Ramachandran (Figura 47) para cada residuo de aminoacido dando énfase as
regides do mapa em que se enquadram os residuos que devem formar a ER a da proteina
(LYS10 até CYS16) revela que o tnico modelo que possui um numero relevante de residuos
em tal regido é o modelo 185 proveniente da simulag@o 6, onde 5 residuos pertencem a regido
o do mapa e apenas 2 dos residuos que deveriam adotar tal regido (LYS10 e GLU11) ndo o
fazem (e estdo no inicio da hélice). Segundo nossa andlise estereoquimica o modelo melhor
adaptado para representar a proteina, dentre os encontrados nas simulagdes, ¢ o modelo
proveniente da simulagdo 6, o que condiz com os valores encontrados em nossa analise

geométrica na qual o modelo obteve na, grande maioria dos casos, valores mais atraentes.

Figura 48 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagio 6,
proteina de PDB ID: 1EDP. Cooperagdo via estrutura secundaria ativada com peso = 1. As
ligagdes dissulfidicas estdo destacadas em amarelo.
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Tabela 17 - Simula¢des com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID: 1VIIL.
Peso = 1.

Simulagao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 18,80 12,00 12,80 10,40 10,60 12,50 9,50 13,60 8,60 15,80 12,46 3,06
TM-Score | 0,14 0,16 0,14 0,17 0,14 0,13 0,14 0,15 0,14 0,14 0,14 0,01
MaxSub 0,16 0,18 022 024 0,19 0,18 022 020 0,18 0,19 0,20 0,02
GDT_TS 026 026 028 031 028 026 034 027 028 027 0,28 0,03
GDT_HA | 0,17 0,17 0,17 020 0,17 0,15 020 0,17 0,17 0,17 0,18 0,02
Energia -54,59 -11,87 -49,56 -52,64 -53,69 -41,44 -72,55 -51,5 -14,41 -36,28 -43,85 18,73
Tick 209 182 202 191 215 201 188 188 210 202 198 11
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Figura 49 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 4 e 10. Proteina
PDB ID: 1VII. Cooperagao via estruturas secundarias ativada, com peso = 1.
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Segundo o mapa de Ramachandran (Figura 49) o modelo 191, proveniente da
simulagdo 4 possui quatro residuos em regido ndo permitida enquanto o modelo 188,
proveniente da simula¢do 7, possui cinco residuos em regides ndo permitidas. Verificando
residuo a residuo no mapa verifica-se que nenhum dos modelos possui grande numero de
residuos a adotar as regides esperadas no mapa levando-se em conta a estrutura experimental,

0 que nos da como resultado uma estrutura 3D de baixa qualidade.

Figura 50 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagéo 6,
proteina de PDB ID: 1VIIL. Cooperagéo via estrutura secundaria ativada com peso = 1.
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Tabela 18 - Simulagdes com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID:
1ZDD. Peso = 1.

Simulacdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 640 640 800 870 11,40 10,07 13,70 13,10 630 10,87 9,49 2,76
TM-Score | 0,16 0,13 0,12 0,14 0,15 0,17 0,12 0,13 0,16 0,14 0,14 0,02
MaxSub | 0,26 0,19 020 021 021 023 0,18 021 020 022 0,21 0,02
GDT_TS | 038 0,36 029 032 029 032 027 032 038 032 0,33 0,04
GDT HA | 0,19 0,17 018 0,18 0,18 020 0,16 0,19 020 0,18 0,18 0,01
Energia |-18,00 -30,49 -12,00 -19,06 -37,87 -12,60 21,42 -32,75 -26,85 -29,36 -19,76 16.88
Tick 162 186 183 210 165 198 188 211 159 203 186 19
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Figura 51 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos na simulagdo 1. Proteina PDB
ID: 1ZDD. Cooperacao via estruturas secundarias ativada, com peso = 1.
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Novamente tendo como alvo de 10 simulacdes a proteina 1ZDD (de estrutura
topoldgica ja descrita na se¢do anterior), porém desta vez utilizando cooperaco via estruturas
secunddrias com peso=1 seguido da andlise geométrica dos resultados encontrados chegou-se
ao mapa de Ramachandran disposto na Figura 51, referente ao modelo 162 proveniente da
simulacdo 1. A andlise do mapa de Ramachandran revela que os residuos parte da primeira
hélice, em sua maioria, se colocaram nas devidas posicdes do mapa em relagdo a estrutura
experimental. Entretanto, a influéncia dos métodos utilizados para completar o esqueleto e a
cadeia lateral dos aminodcidos que compdem a estrutura predita se mostrou nio efetiva pelo
fato de ter gerado conformag¢des com tamanhos de ligacdes improprios. Além disso,
analisando os angulos phi e psi adotados pelos residuos que compdem a segunda hélice

verificamos que estes em sua maioria ndo adotaram as posicdes desejadas.

Figura 52 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagao 1,
proteina de PDB ID: 1ZDD. Cooperagao via estrutura secundaria ativada com peso = 1.
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Tabela 19 - Simulag¢des com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID: 2GP8.

Peso = 1.
Execugao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) | 9,10 12,93 12,50 18,70 11,76 940 19,36 9,70 16,10 9,00 12,86 3,93
TM-Score | 0,17 0,14 0,13 012 0,13 0,15 013 015 014 0,17 0,14 0,02
MaxSub | 0,19 0,18 016 0,15 017 018 0,17 0,18 0,17 021 0,18 0,02
GDT_TS | 029 027 025 025 026 026 025 027 028 0,30 0,27 0,02
GDT HA | 0,18 0,06 015 0,15 016 016 0,16 0,16 0,18 0,18 0,16 0,01
Energia |-28,75 -26,16 -34,00 -20,00 -42,80 -26,24 -31,58 1,70 -18,10 -52,23  -27,82 14.55
Tick 186 217 173 212 174 193 212 150 160 214 189 24

Novamente tendo como alvo a proteina 2GP8 de estrutura ja descrita anteriormente,

com a adigdo da cooperagdo via estruturas secundarias com peso equivalente a 1, os modelos

originarios das simulagdes 1, 8 e 10 ndo demonstraram significativa melhora, alcangando

resultados do mesmo caldo em termos de RMSD, entretanto, no que se trata de

estereoquimica, foi possivel verificar melhorias tanto no que se trata do nimero de residuos

em regides ndo permitidas quanto em termos da disposi¢ao dos residuos pertencentes as

estruturas secundarias. A seguir esta disposta a estrutura 3D do modelo 186, originario da

simulag@o 1, o qual possui mais residuos dispostos na regido de hélices o, segundo Figura 53.
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Figura 53 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 1, 8 e 10.

Proteina PDB ID: 2GP8. Cooperagdo via estruturas secundarias ativada, com peso = 1.
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Figura 54 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulacdo 1,
proteina de PDB ID: 2GP8. Cooperagdo via estrutura secundaria ativada com peso = 1.
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Tabela 20 - Simulagdes com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID:
1EDP. Peso = energia/10.

Simulacdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 520 580 4,70 6,70 6,70 7,80 4,00 6,90 490 5,00 5,77 1,26
TM-Score | 0,13 0,13 0,21 0,14 0,11 0,15 0,09 0,08 0,21 0,22 0,15 0,05
MaxSub 0,37 0,51 037 036 034 031 046 037 036 041 0,39 0,06
GDT_TS 0,50 0,57 053 047 050 043 054 049 051 0,53 0,51 0,04
GDT_HA 032 038 035 029 029 032 032 029 032 0,35 0,33 0,03
Energia -11,43 -5,66 -19,17 -21,51 -12,22 -8,16 0,00 -0,25 6,65 -22,40 -9,42 9,82
Tick 197 161 191 175 143 186 155 158 153 201 172 20
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Figura 55 - Diagrama de Ramachandran do modelo obtido na simulagdo 10. Proteina PDB

ID: 1EDP. Cooperagao via estruturas secundarias ativada, com peso = energia/10.
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Novamente tratando de simulagdes envolvendo a proteina 1EDP, agora com a
cooperagdo via estruturas secundaria ativa, com peso equivalente a um décimo da energia da
proteina. A estrutura escolhida para representar a estrutura nativa da proteina neste caso foi o
modelo proveniente da simulagdo 10 e, como pode ser notado, este possui um valor inferior
em termos de RMSD em relag@o a estrutura gerada na simulagdo 7. Ao analisarmos os outros
pardmetros de similaridade podemos notar que a estrutura proveniente da simulagdo 7,
embora tenha RMSD menor (melhor), possui um valor de TM-Score muito abaixo da média,
0 que nos leva a crer que, teoricamente, seu enovelamento ndo deve ser bom. Isso foi
confirmado através da visualizacdo 3D da estrutura que confirma o fato de ma formagao
conformacional tanto na parte da proteina onde ndo esta presente a ER como também na parte

onde existe ER.

No modelo gerado a partir da simulagdo 10, segundo o mapa de Ramachandran,
existem trés residuos em regides nao permitidas, sendo que dois deles fazem parte da parte da
estrutura onde uma estrutura regular do tipo hélice ¢ formada, assim dando indicios de uma
conformagdo que embora tenha um RMSD aceitavel, ndo deve condizer com a estrutura

experimental.

Figura 56 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulacdo 1,
proteina de PDB ID: 1EDP. Cooperagao via estrutura secundaria ativada com peso = energia/10..
Pontes bissulfidricas em amarelo.
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Tabela 21 - Simulagdes com cooperacdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID:
1ZDD. Peso = energia/10.

Simulagdo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)| 6,50 820 630 10,00 9,10 9,90 990 830 800 11,50 877 1,63
TM-Score | 0,14 0,13 0,18 0,13 0,15 0,22 0,16 0,14 0,14 0,14 0,15 0,03
MaxSub 0,20 0,20 0,28 0,15 0,20 0,32 022 020 0,22 0,19 0,22 0,05
GDT TS | o036 030 038 025 028 038 032 030 036 034 0,33 0,04
GDT HA | 0,18 0,18 021 0,15 0,17 024 020 0,8 0,19 0,18 0,19 0,02
Energia 19,10 0,00 17,20 0,04 16,34 11,52 -0,39 0,02 39,69 0,00 10,32 13,16
Tick 226 171 207 168 114 114 166 206 128 170 167 39
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Figura 57 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 3 e 6. Proteina
PDB ID: 1ZDD. Cooperagao via estruturas secundarias ativada, com peso = energia/10.
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Nas simulagdes com a cooperagdo via estruturas secundarias com peso estipulado em
um décimo da energia os modelos tidos como mais adaptados para serem representantes da
estrutura nativa da 1ZDD sdo os modelos 207 e 114 provenientes das simulagdes 3 e 6,
respectivamente. Pela analise do mapa de Ramachandran ¢ possivel verificar que em ambos
os casos cinco residuos adotam posi¢des ndo permitidas do mapa de Ramachandran. Quando
tratamos da verificacdo das posigdes de todos os residuos em comparagdo ao mapa de
Ramachandran proveniente da estrutura experimental nota-se que o modelo 114 é aquele que
possui maior conformidade principalmente no que diz respeito as hélices que compdem a
proteina, o que explica os melhores valores em termos de TM-Score, MaxSub ¢ GDT

obtidos.
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Figura 58 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 3, 4 € 6.

Proteina PDB ID: 1VII. Cooperagdo via estruturas secundarias ativada, com peso =

energia/l10.
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Figura 59 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagao 6,
proteina de PDB ID: 1ZDD. Cooperagao via estrutura secundaria ativada com peso =

energia/10.

Tabela 22 - Simulagdes com cooperagdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID: 1VII.
Peso = energia/10.

Simulagdo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Média (@) Desvio (o)
RMSD (A)[850 7,50 8,60 590 820 7,00 730 690 870 990 7,85 1,15
TM-Score |0,15 0,15 0,17 0116 0,15 0,16 0,15 0,113 0,14 0,14 0,15 0,01
MaxSub 0,19 0,18 029 023 020 021 0,19 017 017 0,19 0,20 0,03
GDT_TS 032 031 033 040 030 037 033 035 029 031 0,33 0,03
GDT_HA 0,19 0,16 022 020 0,117 021 0,18 0,117 017 0,17 0,18 0,02
Energia 0,00 0,00 -0,02 18,70 0,00 19,00 -40,00 0,00 33,00 -15,00 1,57 20,00
Tick 115 149 132 229 204 173 188 145 105 128 156 40
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Com a cooperacdo via estruturas secundarias com peso estipulado em um décimo da

energia para a proteina 1VII os resultados demonstraram uma consideravel melhora em

termos de RMSD em relacdo a estrutura experimental, entretanto a analise estereoquimica

revela que os residuos ainda assim ndo foram capazes de adotar as devidas regides.

Figura 60 - Estrutura experimental (em cinza) e estrutura predita (em preto) pela simulagio 6,
proteina de PDB ID: 1VII. Cooperagdo via estrutura secunddria ativada com peso =

energia/l10.

Tabela 23 - Simula¢des com cooperagdo via estrutura secundaria. Proteina de PDB ID: 2GPS.
Peso = energia/10.

Simulagdo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média (@) Desvio (o)
RMSD (A) 7,00 7,90 9,50 890 8,10 9,40 940 9,10 7,30 7,30 8,39 0,98
TM-Score | 0,19 0,15 0,15 0,13 0,15 0,15 0,17 0,14 0,16 0,15 0,15 0,02
MaxSub 0,26 0,17 0,18 0,15 0,17 0,19 0,223 0,18 0,18 0,16 0,19 0,03
GDT_TS 0,36 0,29 029 0,25 028 031 030 031 035 0,30 0,30 0,03
GDT_HA | 0,20 0,16 0,17 0,13 0,16 0,18 0,19 0,16 0,18 0,14 0,17 0,02
Energia -0,90 12,98 55,94 0,10 0,04 43,00 -0,03 0,07 0,01 -0,30 11,09 20,86
Tick 228 225 117 159 173 120 167 220 173 192 177 39
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Figura 61 - Diagrama de Ramachandran dos modelos obtidos nas simulagdes 1 e 7. Proteina
PDB ID: 2GP8. Cooperacao via estruturas secundarias ativada, com peso = energia/10.

Desta vez utilizando como peso um décimo da energia atual para a cooperag¢do via
estruturas secunddrias, foi possivel notar certo avango em tanto em termos estereoquimicos

quanto em termos de medidas relacionadas a geometria.

Anidlise do mapa de Ramachandran disposto na Figura 61 contento os melhores
modelos segundo critérios de geometria revela que, assim como na cooperagdo com peso
equivalente a 1, houve melhora em se tratando do percentual de residuos em regides nio
permitidas. Além disso, neste caso, houve significativa melhora em termos de RMSD, o que
se refletiu em todos os outros critérios de similaridade. A seguir estd disposto o modelo 228,
proveniente da simulacdo 1, o qual obteve melhor desempenho no que diz respeito a

posicionamento dos residuos pertencentes as hélices.



111

Figura 62 - Estrutura experimental (em cinza) ¢ estrutura predita (em preto) pela simulagéo 1,
proteina de PDB ID: 2GP8. Cooperacdo via estrutura secundaria ativada com peso =

energia/10.

6.3.3 Comparagdo

Nas Tabelas 25 e 26 é possivel notar a diferenga de desempenho entre a técnicas de

cooperagdo utilizada por Bortolussi ef al. e as utilizadas pelo PRO-SMART:

Tabela 24 — Valores (em A) da comparagio em termos de RMSD entre o PROSMART e o
framework de Bortolussi et al. Cooperagdo via estruturas secundarias ativada com peso = 1.

PDB ID PROSMART Bortolussi ef al.
1EDP 5,99 10,75 6,01 20,48
1ZDD 9,49 12,76 6,83 +1,24

1VII 12,46 +3,06 8,03 1,13
2GPS$ 12,86 +3,93 5,38 +1,45

Tabela 25 - Comparacdo em termos de energia entre o PROSMART ¢ o framework de
Bortolussi et al. Cooperagao via estruturas secundarias ativada com peso = 1.

PDB ID PROSMART Bortolussi ef al.
1EDP 16,43 27,75 4,72 0,81
1ZDD -19,76 +16,88 -10,70 £0,83

VI 43,85 +18,73 9,02 £1,29
2GP8 27,82 +14,55 7,75 +1,05

Tabela 26 - Valores (em A) da comparagio em termos de RMSD entre 0 PROSMART e o
framework de Bortolussi et al. Cooperagdio via estruturas secunddrias ativada com peso
estipulado em 1/10 da energia.

PDB ID PROSMART Bortolussi ef al.
1EDP 5,77 (1,26) 6,01 (0,48)
1ZDD 8,77 (1,63) 6,83 (1,24)

1VII 7,85 (1,15) 8,03 (1,13)
2GP8 8,39 (0,98) 5,38 (1,45)




112

Tabela 27 - Comparagdo em termos de energia entre 0 PROSMART e o framework de
Bortolussi et al. Cooperagdo via estruturas secundarias ativada com peso estipulado em 1/10
da energia.

PDB ID PROSMART Bortolussi e al.
1EDP 9,42 9,82 4,72 0,81
1ZDD 10,32 +13,16 -10,70 +0,83

1VII 1,57 £20,00 9,02 1,29
2GP8 11,09 20,86 7,75 +1,05

Conforme ja exposto no inicio da se¢do 6.4.1, existe uma grande diferenca no
fundamento das abordagens utilizadas pelo PRO-SMART e por Bortolussi et al. quanto a
cooperacdo via estruturas secunddrias e, tendo em mente que o PRO-SMART procurou se
caracterizar como um preditor estritamente ab initio, a comparacdo entre as estratégias para
tal se mostra como um grande desafio.

Andlise das tabelas revela que a utilizagdo de cooperacdo via estruturas secundarias se
mostrou, de fato, algo bastante interessante e com potencial para futuramente ser ainda mais
explorado pela ferramenta. Os resultados referentes as simulagdes envolvendo a mesma
abordagem de Bortolussi et al. no que diz respeito ao peso dado a cooperagdo (peso=1) foram
desanimadores pois, embora o desempenho do PRO-SMART tenha sido melhor para a
proteina 1EDP, a cooperagdo diminuiu a qualidade das predigdes em comparagdo aos testes
da 1EDP sem cooperagao.

Em contrapartida, a nova estratégia utilizada para atribuir pesos para a cooperagdo via
estrutura secundaria desenvolvida por esta dissertagdo mostrou ser capaz de melhorar a
qualidade das predi¢des e chegou a obter melhores resultados em comparagio a Bortolussi e?
al. para dois dos quatro polipeptidicos em que os testes foram efetuados.

No que diz respeito a energia, a abordagem que utiliza peso = 1 obteve valores
significativamente menores, simbolizando uma melhor exploracdo do espago conformacional
por parte dos agentes. Quanto aos desvios padrio encontrados, assim como nos testes sem
cooperagdo, houve uma maior variagdo em decorréncia da utilizagdo de clusterizacdo.
Quando analisada a Tabela 2 é possivel perceber que os valores de energia obtidos pelas
conformagdes do PRO-SMART aumentaram bastante em relagdo aos testes anteriores,
certamente consequéncia das puni¢des em termos de energia aplicadas pelo agente Ambiente,
0 que revela a maior importancia dada as estruturas secundarias se comparado aos outros

testes.
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6.4 Desempenho da Cooperacao via Estruturas Secundarias

Como proposito de observar o desempenho do PRO-SMART utilizando-se das
diferentes abordagens no que diz respeito a cooperagdo via estrutura secundaria, decidiu-se
criar as seguintes tabelas comparativas contendo os resultados obtidos pelas simulagdes tendo
como alvo as proteinas de PDB ID: 1EDP, 1ZDD, 1VII e 2GP8.

O estudo dos resultados obtidos presentes nas tabelas a seguir revela-nos dois principais
pontos merecedores de atencao.

Primeiramente, foi comprovado que os pesos estipulados para as puni¢gdes em termos
de energia impostas pelo agente Ambiente influenciam diretamente nas conformagdes
encontradas, deixando claro que a utilizagdo de peso=1 ndo beneficia o sistema, obtendo
piores resultados em termos de RMSD em 100% dos casos e na grande maioria dos casos
para as medidas TM-Score, MaxSub e GDT. Ja a cooperagdo utilizando a estratégia de um
décimo da energia mostrou-se mais efetiva, melhorando a qualidade das predigoes
significativamente para as proteinas 1VII e 2GP8 e mantendo-se praticamente estavel para as
proteinas 1ZDD e 1EDP, embora tenha obtido melhores valores em termos de MaxSubs, por
exemplo.

Em segundo lugar cabe a analise mais especifica dos motivos pelos quais a utilizagdo
de cooperagdo ndo ter sido ainda melhor. No caso das simulagdes com peso=1 nota-se (via
verificagdo dos graficos de energia) que a ativagdo da cooperagdo (a qual ocorre no tick 100)
ndo possui o efeito esperado pois, dependendo da energia atual do sistema, as puni¢des de
energia sdo superestimadas ou ignoradas. Neste quesito a incorporagdo de uma estratégia que
se utiliza da energia atual do sistema para calcular a puni¢do em termos de energia dada a
conformag@o se mostrou bastante efetiva, resolvendo o problema da super ou subestimacio.
Ainda assim, o PRO-SMART alcangou resultados satisfatérios apenas no que diz respeito a
duas das quatro proteinas testadas com a cooperagdo ativada e o motivo para tal, buscando
entender os meandros que diferem os dois métodos sem descaracterizar o PRO-SMART, foi
possivel notar que a queda de rendimento do PRO-SMART acontece justamente quando as
predi¢des envolvem estruturas secunddrias de tamanho grande. Se compararmos o tamanho
médio das hélices presentes em 1EDP e 1VII (onde nosso sistema obteve melhor desempenho
se comparado a Bortolussi et al.) chegamos ao nimero de, em média 6,2 residuos por hélice,
enquanto para 1ZDD e 2GP8 (onde Bortolussi et al. obteve vantagem) este nimero chega a

13,5 residuos por hélice. Uma solucdo alternativa para tal seria a implementagcdo de pseudo-
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hélices menores representando uma hélice maior, algo que pode ser facilmente adicionado a
ferramenta.

Em termos de tempo computacional, as simulagdes levam em média e levando-se em
conta primeiramente as menores proteinas e posteriormente as maiores, entre 19 ¢ 96 minutos
sem cooperagdo, entre 28 e 260 minutos com cooperagdo peso=1 e entre 25 ¢ 221 minutos
com cooperagdo com peso relacionado a energia atual do sistema. A diferenca no que diz
respeito ao limiar superior de tempo encontrado nas simulagdes com diferentes pesos pode
ser explicado pelo fato de, nas simulacdes com peso relacionado a energia atual da
conformagdo, o sistema encontrar um maior nimero de conformacdes que melhoram a
energia, assim evitando cdlculos provenientes do método de Monte Carlo, o que reflete no

tempo final de simulacdo.

Tabela 28 - Desempenho dos diferentes tipos de cooperacdo via estrutura secundaria.
Proteina de PDB ID: 1EDP. Melhores resultados em negrito.

Eg)(?p(:ag:ﬁo Sem Cooperacdo Com Cooperacdo peso=1 (;Z:(l)zce(r)gr) ;ir:ff (;)
RMSD (A) 5,95 +1,39 5,99 +£0,75 5,77 £1,26
TM-Score 0,14 0,04 0,15 +0,03 0,15 +0,05
MaxSub 0,37 £0,05 0,36 +0,04 0,39 +0,06
GDT TS 0,52 +0,05 0,51 +£0,04 0,51 £0,04
GDT HA 0,33 +0,03 0,33 +0,04 0,33 +0,03
Energia -28,84 £11,01 -16,43 £7,75 -9,42 +9,82
Tick 182 +26 189 £29 172 £20
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Tabela 29 - Desempenho dos diferentes tipos de cooperagao via estrutura secundaria.
Proteina de PDB ID: 1VII. Melhores resultados em negrito.

Eg)(?pgreaqﬁo Sem Cooperagdo Com Cooperagdo peso=1 g::)i‘:;i;r:/gfg
RMSD (A) 9,33 £1,20 12,46 £3,06 7,85 1,15
TM-Score 0,15 +0,02 0,14 +0,01 0,15 +0,01
MaxSub 0,20 0,04 0,20 0,02 0,20 +0,03
GDT TS 0,30 +0,04 0,28 £0,03 0,33 +0,03
GDT HA 0,18 +0,02 0,18 +0,02 0,18 +0,02
Energia -54,97 +15,50 -43,85+18,73 1,57 £20,00
Tick 188 +19 198 £11 156 +40

Tabela 30 — Desempenho dos diferentes tipos de cooperagéo via estrutura secundaria.
Proteina de PDB ID: 1ZDD. Melhores resultados em negrito.

Coopemgio | Sem Cooperagio O ORI R E IR
RMSD (A) 8,44 +0,59 9,49 2,76 8,77 +1,63
TM-Score 0,15 0,01 0,14 +0,02 0,15 +0,03
MaxSub 0,19 +0,02 0,21 0,02 0,22 +0,05
GDT_TS 0,33 0,03 0,33 +0,04 0,33 +0,04
GDT HA 0,19 +0,02 0,18 +0,01 0,19 +0,02
Energia -42,95 +18,68 -19,76 +16,88 10,32 +13,16
Tick 192 +20 186 £19 167 +39
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Tabela 31 — Desempenho dos diferentes tipos de cooperagao via estrutura secundaria.
Proteina de PDB ID: 2GP8. Melhores resultados em negrito.

Eg)oop(eireaqao Sem Cooperagdo Com Cooperagdo Peso=1 CPC:SI;SZ;:;ZZ(’;ZO
RMSD (&) 13,12 1,44 12,86 3,93 8,39 +0,98
TM-Score 0,14 +0,01 0,14 +0,02 0,15 0,02
MaxSub 0,15 +0,02 0,18 +0,02 0,19 +0,03
GDT_TS 0,25 +0,03 0,27 +0,02 0,30 +0,03
GDT_HA 0,16 +0,02 0,16 +0,01 0,17 +0,02
Energia -54,04 +14,89 -27,82 14,55 11,09 +20,86
Tick 205 £10,41 189 +24 177 £39
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A abordagem deste trabalho, embora incomum na bioinformatica atual, se mostrou
capaz de alcancar bons resultados. Os trés principais aspectos conceituais explorados pelo
trabalho (nivel de abstracdo, funcdo de energia e cooperagdo) demonstraram que, se bem
regulados, podem prover estruturas proximas as estruturas nativas, entretanto, a regulagem
destes aspectos ¢ uma tarefa nada trivial, pois envolve uma gama muito grande de varidveis
atuando em paralelo, o que prejudica a execu¢do de testes e a obtencdo de um conjunto
otimizado de diretrizes.

No que diz respeito ao nivel de abstrag@o e a funcdo de energia escolhida para testar o
desempenho do PRO-SMART se verificou algo que ji era esperado: O fato da funcio de
energia possuir baixa resolucdo. Uma fun¢@o de baixa resolugdo acarreta na obtencdo de
estruturas com energias muito baixas, mas que ndo possuem validade estereoquimica ou se
distanciam das conformag¢des nativas. Quanto aos agentes envolvidos, o tnico agente afetado
por uma mudanca em termos de funcdo de energia(e consequentemente em termos de
abstracdo) seria os agentes de mais baixo nivel ou no caso agentes aminodcidos (C-Alfa e C-
Beta).

A implantagdo de cooperacdo entre os agentes se mostrou um aspecto de suma
importincia para a melhoria da predi¢dao. Através de cooperacdo os agentes se mostraram
capaz de alcancar melhores resultados se comparado aos testes em que atuaram sem
cooperacdo. Entretanto, o esquema de cooperagdo mostrou também alta complexidade, sendo
necessarios estudos mais aprofundados para que seja possivel a obtencdo de melhorias ainda
mais significativas.

Fica comprovado também, tendo em vista a andlise dos resultados do PRO-SMART,
que as medidas que tratam de similaridade geométrica entre proteinas devem ser utilizadas
em conjunto, a fim de diminuir possiveis erros provenientes de avaliacdes restritas a apenas
uma medida.

Em termos gerais 0 PRO-SMART se mostrou capaz de obter resultados regulares para
predizer estruturas de polipeptidicos e, embora se afaste do estado da arte no ambito geral
entre todos os programas existentes para tratamento do problema, quando comparado com
trabalhos que utilizam abordagens de mesma fundamentag@o, os quais adentram o principal
objetivo de trabalho da dissertacdo (como € o caso do arcabougo de Bortolussi et al.) os
resultados sdo satisfatérios, com a obtencdo de melhores valores para a 4 das 9 proteinas

testadas.
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7.1 Principais Contribuicées

As principais contribui¢des resultantes desta dissertagdo no enderecamento do

problema da predicdo de estruturas terciarias de proteinas sdo:

- Uma ferramenta capaz de predizer estruturas de proteinas em tempo habil se
comparado as abordagens usuais para predi¢do. Ferramenta esta com capacitacao
para ser utilizada em qualquer sistema operacional,

- Uma interface grafica pela qual o usuario pode adicionar aminoacido por
aminoacido de sua proteina e, além disso, acompanhar o enovelamento da mesma, a
partir de uma fungdo de energia que escolher;

- Uma nova estratégia de busca de conformagdes tridimensionais baseada em Monte
Carlo e arrefecimento simulado aliado a uma arquitetura hierdrquica baseada na
quantidade de movimentos efetuados por cada aminoacido, no caso representados
por diferentes agentes autonomos e;

- A utilizagdo de clusterizagdo com a finalidade de obter-se o nicho mais acessado
com baixa energia ¢ ndo somente a ultima estrutura encontrada pela simulacdo
mostrou-se uma alternativa interessante para tratar da escolha de modelos
provenientes da simulagdo, abordagem a qual pode ter sua utilizagdo estendida

também a trajetorias de dinamica molecular.

7.2 Trabalhos Futuros

Em se tratando de melhoria imediata, quatro importantes pontos sdo dignos de serem
enfatizados. O primeiro ponto foi notado apenas apds a finalizacio dos testes e andlise dos
resultados comparativos e diz respeito ao conjunto de proteinas escolhido para ser alvo dos
testes aqui dispostos. Os testes foram feitos utilizando-se como alvo apenas as proteinas
publicadas pelo trabalho seed de nossa abordagem e, assim sendo, o PRO-SMART se tornou
restrito a alcancar bons resultados somente e exatamente nas proteinas onde o arcabouco de
Bortolussi ef al. obteve seus melhores resultados. Restricdio essa que obviamente ndo
modificaria o desempenho comparado da ferramenta, mas que impossibilitou uma melhor
andlise de desempenho geral do PRO-SMART. Em segundo lugar, no que estd relacionado a

melhoria imediata, estd a utilizacdo de uma funglo de energia que possua resolu¢do mais
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elevada. Como terceira melhoria imediata acredita-se que novas abordagens passiveis de
utilizagdo na implantacdo de cooperagdo por estruturas secundarias devem ser estudadas,
principalmente no que diz respeito a folhas B. Além disso, elencamos também a adi¢do de
refinamento para as estruturas origindrias do PRO-SMART. Dinamicas moleculares de
poucos nanossegundos podem, a partir de uma estrutura com topologia ji estipulada, otimizar
de melhor forma as cadeias laterais assim como efetuar pequenas mudancas no traco de
carbonos alfas a fim de obtermos, sem a necessidade de dispender muito tempo
computacional, uma conformacdo de ainda maior qualidade. As figuras 63 e 64 a seguir
representam um teste inicial onde o modelo conformacional obtido para a proteina 1IEDP com
cooperagdo via estrutura secunddria com peso=1, submetido a uma dindmica de 30ns (30 x
10” segundos), conseguiu otimizar suas cadeias laterais que anteriormente se colocavam em
posicdes ndo permitidas segundo o mapa de Ramachandran da Figura 55. Como resultado
obteve-se a obtencdo do padrio da hélice, além da diminui¢do do RMSD, de 5,0 A para 2,62

o

A.

Figura 63 - Estrutura experimental (em cinza), estrutura predita (em preto) pela simulagdo 1 e
estrutura refinada (em azul), proteina de PDB ID: 1EDP. Cooperagéo via estrutura secundaria
ativada com peso = energia/10. Ligagdes dissulfidicas em amarelo.
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Figura 64 - Mapa de Ramachandran para a estrutura refinada proveniente da simulacgdo 1,
proteina de PDB ID: 1EDP. Cooperacdo via estrutura secundaria ativada com peso

=energia/10.
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APENDICE A: Protocolo de Mapeamento Sistematico

1. FORMULACAO DA QUESTAO

1.1 Questoes foco

O foco de interesse do mapeamento sistemdtico € sumarizar toda a informagio existente
no que se trata do tratamento do problema da predi¢do de estrutura tridimensionais de
proteina no dmbito de Sistemas Multi-agentes (SMAs), ressaltando as abordagens utilizadas e
os resultados alcancados até entdo. O segundo objetivo do mapeamento é o de identificar
lacunas na pesquisa que sugiram novos rumos para a pesquisa na drea.
1.2 Qualidade e amplitude da questao
1.2.1 Problema

Predicdo de estrutura de proteinas através de sistemas Multiagentes.
1.2.2 Questao

O que foi feito até entdo se utilizando de sistemas Multiagentes para o problema da
predicdo de estrutura de proteinas?
1.2.3 Palavras Chaves — Sindnimos

Para a predicdo de proteinas: “Protein Structure Prediction” e “Protein Folding”
Para sistemas multi-agente: “Multi-agent” e “Agent-based”.

1.2.4 Intervengdo

Serd observado o tipo de abordagem multiagente utilizada pelo trabalho e os resultados
obtidos em termos de RMSD (Root Mean Square Deviation), além de levar em conta as
caracteristicas especificas de cada trabalho como grau de abstracdo da representacdo das
proteinas, linguagem utilizada e tamanho das proteinas.
1.2.5 Controle

Artigos Seed: “Multi-Agent Simulation of Protein Folding” [2] e “Multiagent-Based
Simulation” [3].
1.2.6 Efeito

Descobrir quais abordagens alcancou mais sucesso até entdo. Quais caracteristicas dos
trabalhos realmente influenciaram os resultados obtidos.
1.2.7 Outcome Measure

RMSD e tamanho das proteinas testadas, tempo de execucio.
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1.2.8 Aplicacdo

A estrutura tercidria de uma proteina estd diretamente ligada a sua funcdo, pois pode
permitir a identificacdo de dominios conhecidos, como sitios cataliticos, sitios de
modificagdo alostérica e outros [5]. Tendo em vista que a grande maioria dos farmacos
atualmente no mercado atuam interagindo com proteinas, o estudo da relagdo estrutura-
fung¢@o mostra-se vital para a criacdo de novas drogas e a bioinformdtica possui o importante
papel de acelerar o processo de evolucgdo deste conhecimento [7].

A solucdo do problema PSP, ou avancos no seu tratamento, nos permitird obter estruturas
3D de proteinas importantes, com aplicagdes relevantes na industria biofarmacéutica. Ela nos
permitird compreender a estrutura de proteinas envolvidas em processos vitais, incluindo
doencgas como o cancer [4].

2. SELECAO DE FONTES

2.1 Critério de selecao de fontes

Para a automacdo das pesquisas foi utilizada uma ferramenta avancada de pesquisa
multipla disponibilizada pela Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e
baseada nas ferramentas Metalib e SFX. Foram utilizadas 14 bases de dados e 1 catdlogo
On-line como alvo das palavras-chave, parte das bases de dados fortemente relacionadas a
biologia e a outra parte fortemente relacionada a computagao.

2.2 Linguagem
Inglés

2.3 Identificacao de fontes
2.3.1 Métodos de busca de fontes

Dado que as buscas sdo feitas através da interface de pesquisa multipla da PUC
(conforme explicado em 2.1), o método de busca é abstraido do usudrio (fica a cargo das
ferramentas que compdem a pesquisa multipla). A tinica caracteristica da busca por palavras-
chave € a de que todas as buscas sdo feitas em todo o documento (ndo somente no
abstract/palavras-chave).

2.3.2 Strings de busca

Foram utilizadas combinagdes de palavras chave entre as duas grandes dreas alvo da
pesquisa: Simulacdo Multi-agente e Predi¢do de Proteinas. Para cada grande 4rea foram
escolhidas diferentes palavras chave, em inglés:

Para a predicdo de proteinas: “Protein Structure Prediction” e “Protein Folding”

Para sistemas multi-agente: “Multi-agent” e “Agent-based”
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Gerando um total de 4 strings de busca:

“Protein Structure Prediction” AND “Multi-agent”
“Protein Structure Prediction” AND “Agent-based”
“Protein Folding” AND “Multi-agent” e

“Protein Folding” AND “Agent-based”

A fim de se evitar a obtencdo de duplicatas, ndo serdo feitas 4 diferentes pesquisas nas
bases de dados, mas sim uma tnica pesquisa, contendo todas as 4 strings. A string sera:

( ( “Protein Structure Prediction” AND “Multi-agent” ) OR ( “Protein Structure
Prediction” AND “Agent-based””) OR (“Protein Folding” AND “Multi-agent””) OR (“Protein
Folding” AND “Agent-based”) )

2.3.3 Lista de fontes

O conjunto das 10 bases de dados estd contido na Tabela 1, entretanto vale ressaltar que
as bases de dados utilizadas sdo somente aquelas que passaram pelo aval do especialista na
etapa de checagem de referéncias descrita em 2.5.

2.4 Selecao de fontes pos-avaliacio

Bases de dados ou Catdlogos Online que ao serem utilizadas na busca ndo retornaram
nenhum resultado foram retiradas do protocolo final, sdo eles: Massachusetts Inst. of
Technology (MIT) Libraries e Highwire Press.

2.5 Verificacio de referéncias

Segundo Biolchini ef al. em [1], a checagem da lista de bases de dados deve feita por
especialista, com objetivo de retirar ou adicionar fontes . A checagem da lista de base de
dados fica entdo, a cargo do especialista de dominio prof. Dr. Osmar Norberto de Souza.

3. SELECAO DE ESTUDOS

3.1 Definicio de estudos
3.1.1 Definicdo de critérios de inclusdo e exclusdo

Dada a grande quantidade de bases de dados alvo da pesquisa, a pesquisa utilizando-se
das palavras chaves descritas em 1.2.3 encontrou um nimero demasiadamente grande de
artigos ndo relacionados a questdo de pesquisa do mapeamento sistemdtico, tornando
necessdria a defini¢do de critérios bem definidos para a inclusdo/exclusio de trabalhos. Os
critérios passaram por um teste inicial para ter certeza de que eram capazes de classificar
(incluir/ndo incluir) os trabalhos corretamente, chamaremos esse teste de piloto criterial. Para
evitar que o viés do pesquisador afete a revisdo, seguem os seguintes critérios:
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Critério 1: Serdo incluidos artigos tanto de natureza qualitativa quanto quantitativa.
Critério 2: Todo tipo de trabalho pode ser incluido, ndo apenas artigos.

Critério 3: Os artigos devem passar pelos procedimentos de selecdo descritos em 3.1.3
para serem considerados parte efetiva do conjunto de artigos que a revisdo sistemadtica
analisard.

3.1.2 Definicdo de Tipos de Estudos

Os estudos foram divididos de acordo com o tipo de abordagem multi-agente que utilizam
e o nivel estrutural de proteinas que possuem como alvo.

3.1.3 Procedimentos para Selecdo de Estudos

A selecdo de estudos foi um processo composto por vdrios estdgios. Como o conjunto
inicial de trabalhos foi obtido de forma automadtica, muitos dos resultados que acataram as
palavras-chave procuradas ndo tinham relagdo com o que procurdvamos. Para descobrir quais
artigos deveriam ser levados em conta, foi criado um procedimento de selegdo.
Primeiramente, partindo-se dos resultados obtidos através da pesquisas da string de busca nas
referidas bases de dados iniciou-se o processo de retirada de duplicatas. Posteriormente, com
o conjunto de trabalhos restantes, iniciou-se o processo de filtragem dos resultados afim de
descobrir quais dos artigos realmente acatavam os interesses.

A filtragem foi feita lendo-se os abstracts/palavras-chave de cada trabalho e excluindo
os trabalhos que fossem julgados totalmente fora do escopo. Passamos entdo a fase de leitura
da introducdo dos trabalhos, o que caracteriza a 6 etapa da metodologia utilizada. Os
trabalhos julgados fora do escopo foram retirados do conjunto de trabalhos sob andlise e os
restantes foram lidos por completo (7* etapa). Os trabalhos que passaram pela 7 etapa sem
serem descartados foram aqueles estudados a fundo.

1* etapa: Escolha das palavras chave.

2% etapa: Escolha das bases de dados.

3% etapa: Pesquisa.

4% etapa: Retirada de duplicatas.

5% etapa: 1° Filtro: Leitura de Abstracts / palavras-chave.

6" etapa: 2° Filtro: Leitura da Introdugao.

7% etapa: 3° Filtro: Leitura do artigo completo.
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Tabela 1 - Lista Base de Dados

Nome Tipo

Annual Reviews Base de Dados
Catdlogo On-line da PUCRS Catdlogo on-line
Electronic Journals (EBSCO) Base de Dado
Google Académico Site de Busca
IEEE Base de Dados
ProQuest (todas bases) Base de Dados
SciELO.ORG Base de Dados
SCOPUS (Elsevier) Base de Dados
SpringerLink (MetaPress) Base de Dados
ACM Digital Library (ACM) Base de Dados
BioMed Central Journals Base de Dados
BioOne (BioOne.Org) Base de Dados
PubMed / Medline (NLM) Base de Dados
Web of Science (ISI) Base de Dados
Wiley Online Library Journals (Wiley) Base de Dados
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APENDICE B: Anilise estereoquimica da proteina 1EDP.
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Figura 1 - Diagrama de Ramachandran contendo a andlise estereoquimica das estruturas
escolhidas como representantes das 10 diferentes simulagdes. Proteina de PDB ID: 1EDP

Tabela 1 — Proteina de PDB ID: 1EDP. Estatisticas obtidas pela analise dos diagramas de
Ramachandran gerados por 10 simulagdes diferentes. Os niimeros representam a quantidade
de aminoacidos encontrados nas diferentes regides do mapa de Ramachandran.

Regido Ma'{s % Adicionz.il?lente % Generos?@ente % N?(? %
favordvel permitida permitida Permitidas

Simulagdo 1 8 53 3 20 3 20 1 7
Simulagdo 2 5 33 4 27 4 27 2 13
Simulagdo 3 6 40 5 33 4 27 0 0
Simulacio 4 7 47 5 33 1 7 2 13
Simulagdo 5 6 40 3 20 3 20 3 20
Simulacdo 6 8 53 4 27 1 7 2 13
Simulacdo 7 6 40 1 7 6 40 2 13
Simulacdo 8 6 40 7 47 1 7 1 7
Simulagdo 9 5 33 5 33 1 7 4 27
Simulagdo 10 4 27 3 20 3 20 5 33




